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SOUHRN

Predmétem piedlozené disertaéni prace je studium hojivého ucinku
vybranych slozek standardizovaného extraktu ze semen ostropestice maridnského
(silymarinu), jmenovité silybinu, dehydrosilybinu a kvercetinu, a také posouzeni
potencialniho pro-/protizanétlivého pusobeni nanocastic stiibra, s vyuzitim
primarnich kultur lidskych dermalnich fibroblasti ¢1 epidermalnich keratinocyti.

Teoreticka Cast prace je shrnutim soucasnych poznatku tykajicich se hojeni
ran a klicovych molekul zapojenych do zanétlivé faze hojeni. Jsou zde diskutovany
mechanismy uplatnéni pfirodnich latek (flavonoidt) a latek synteticky vyrobenych
(nanocastice stiibra) v hojeni koznich ran.

Prvni cast této prace je zaméfena na analyzu mozného protizanétlivého
ucinku vybranych flavonoidnich latek. Zanét byl indukovan pfidanim bakteridlniho
lipopolysacharidu ke &krdbnuté monovrstvé dermalnich fibroblasti. Uginek
pfirodnich latek byl srovndvan s UCinkem nesteroidniho protizanétlivého léciva
indometacinu. Nejucinnejsi ze studovanych latek, dehydrosilybin, pisobil
signifikantné, avSak ne zcela jednozna¢né, na jednotlivé kroky prozanétlivych
signalnich drah. Jeho aplikace indukovala aktivaci transkripénich faktord NF-xB a
AP-1 nasledovanou zvysenim mnozstvi mRNA chemokinu interleukinu-8. Byla
rovnéz pozorovana urCitd soucinnost mezi dehydrosilybinem a bakteridlnim
lipopolysacharidem. Na druhou stranu vsak pasobenim dehydrosilybinu doslo ke
snizeni koncentrace prozanétlivych cytokind  produkovanych fibroblasty,
infikovanymi bakteridlnim lipopolysacharidem.

V navazujici ¢asti byly uvedené ptirodni latky aplikovany na in vitro model
rekonstruované  lidské epidermis. Diferenciace keratinocytd, umoZnéna
trojrozmérnou kultivaci, je nezbytna k formovani bariérovych vlastnosti kiize a 1épe
simuluje skute¢nou strukturu epidermis ve srovnani s monovrstvou bunck. Na
trojrozmérném modelu nebyly vlivem zadné z aplikovanych latek pozorovany
negativni zmény v morfologii ¢i produkci prozanétlivych interleukint. Naopak na
surfaktantem poSkozené epidermis doSlo po aplikaci nejnizsi studované koncentrace

dehydrosilybinu ke zmirnéni nezadoucich morfologickych zmén. Efekt byl



srovnatelny s uc¢inkem indometacinu ve stejné koncentraci. Dehydrosilybin proto
pfedstavuje moznou pfirodni alternativu k tradi€nim protizanétlivym 1écivam.
S ohledem na nékteré uc¢inky je vSak tfeba predevsim u klize postizené chronickym
zanétlivym onemocnénim podpofit jeho pouziti dalSimi studiemi.

Posledni ¢ast byla vénovana nanocasticim stiibra, ptip. stfibrnym iontim,
které¢ jsou povazovany za vyznamné mediatory UCinku nanocastic. Ackoliv jsou
nanocastice jiz pomérné¢ bézné topicky aplikovany, stale vzbuzuji obavy, zda je
jejich pouziti bezpecné. Za tucelem posouzeni bezpecCnosti topické aplikace
nanocastic stfibra byl vyuzit in vitro model zdravé lidské epidermis. Studované
koncentrace nanocastic ¢i iontl stiibra nevyvolavaly morfologické odchylky ci

zvySeni prozanétlivych markert, byly proto vyhodnoceny jako bezpecné.

Klicova slova: hojeni ran, zanét, silymarin, NF-kB, nanoclastice stiibra,

rekonstruovana lidska epidermis



SUMMARY

The present dissertation aims to investigate the wound healing activity of
selected components of milk thistle seed extract (silymarin), namely silybin,
dehydrosilybin and quercetin, and to assess the pro-/anti-inflammatory potential of
silver nanoparticles, using primary cell cultures consisting of epidermal
keratinocytes or dermal fibroblasts.

The theoretical part of this thesis summarizes current knowledge concerning
the wound healing mechanisms and key molecules that influence the inflammatory
phase of healing. The thesis discusses the application of natural substances
(flavonoids) and synthetically produced substances (silver nanoparticles) in skin
wound healing.

The first section of the practical part is focused on the analysis of the
possible anti-inflammatory activity of the selected flavonoid substances against
inflammation induced by bacterial lipopolysacharide in a scratch-wounded
fibroblast monolayer model. The results have been compared to those obtained with
a non-steroidal anti-inflammatory drug indomethacin. Despite being the most
effective substance, dehydrosilybin was inconsistent in its impact on the individual
steps of the pro-inflammatory signaling pathways. Dehydrosilybin’s application
induced activation of transcription factors NF-xB and AP-1 followed by an increase
in interleukin-8 MRNA level. Its ability to synergize with lipopolysacharide was
also observed. On the other hand, dehydrosilybin reduced the amounts of
pro-inflammatory cytokines released from fibroblasts infected with bacterial
lipopolysacharide.

In the following part, these natural substances were applied topically to an in
vitro model of reconstructed human epidermis. Three-dimensional cultivation
promote keratinocyte differentiation that contributes to the establishment of skin‘s
barrier properties. Thus, three-dimensional model more closely resembles reality
compared to the monolayer cell culture model. The three-dimensional model
exhibited normal morphology and no variations in levels of inflammatory

biomarkers following the addition of any of the analysed substances. Actually, the



opposite was observed in a case of surfactant-damaged epidermis. At the lowest
concentration,  dehydrosilybin diminished undesirable morphological changes
produced by surfactant. The effect was comparable to that induced by
indomethacin. Therefore, dehydrosilybin represents a natural alternative to
conventional anti-inflammatory medicine. However, in view of the conflicting
results, its usage should be further revised, particularly in the skin affected by
chronic inflammatory disease.

The last section of the practical part is devoted to silver nanoparticles and
ions, which are supposed to be important mediators of nanoparticles’ action.
Despite the fact that nanoparticles are commonly used in topical applications, there
are still concerns about the patients’ safety. In this work, the in vitro model of
healthy human epidermis was used to assess the safety of topical application of
silver nanoparticles. As no morphological deformities or elevation of inflammatory
markers has been observed, the silver nanoparticles are considered safe to be

topically used.

Key words: wound healing, inflammation, silymarin, NF-xB, silver nanoparticles,

reconstructed human epidermis
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1 Uvob

Kize jako periferni orgéan téla pfedstavuje ochranou bariéru organismu pired
okolnim prostiedim [1]. Vytvofenim koZni rany dochazi k narusSeni jeji protektivni
funkce, ¢imzZ v exponovaném organismu vyrazn¢ vzrusta riziko vzniku infekce [2].

Jiz v patém stoleti pfed naSim letopoCtem nejvyznamnéjsi anticky Iékar
Hippocrates zdiraznil vyznam zanétu, kdyZz poukédzal na dileZitost odstranéni
infekce v procesu hojeni (‘Ubi pus, ibi evacua’) [1, 3]. Zanét je nezbytnou slozkou
hojivého procesu, jez zabriluje pomnozeni patogeni v rané. Pro zachovani
fyziologického hojeni je vSak nezbytné jeho fadné ukonceni. V opacném piipad¢ se
stava ni¢ivym pro okolni zdravou tkan a muize vést ke vzniku nehojici se rany [4,
5]. Chronicky zanét je predispozici k tvorbé jizev [4, 6], ale také ke vzniku
nadorového onemocnéni [3]. VCasny prechod zanétlivé faze do faze proliferacni
hraje klicovou roli v Gispésném zhojeni kozni rany [4].

UdrZeni aseptického prosttedi je proto nezbytné pro udrZeni normélniho
prubéhu hojeni [7]. Prekryti kozni rany umoziuje ¢aste¢né¢ nahrazovat narusené
bariérové vlastnosti kiize. K eliminaci infekce jsou vyuzivany kryci materidly
s obsahem antibakterialnich a protizanétlivych slozek [8]. V soucasnosti jsou
hledany alternativy k tradi¢nim protizanétlivym latkdm a antibiotikiim, S vyssi
ucinnosti a niz8i cenou, které by soucasné snizily riziko vedlejSich u€inkl a vzniku
bakterialni rezistence [2, 8, 9].

Protizanétlivé latky jsou Casto zacileny na vyznamnou prozanétlivou signalni
drahu nuklearniho faktoru kappa-B NF-kB [10, 11]. U¢inek tohoto transkripéniho
faktoru v kizi je velice komplexni. Zatimco na pocatku zanétu indukuje expresi
prozanétlivych molekul eliminujicich infekci, na jeho konci ptispiva k expresi
protizanétlivych gend [12, 13]. Pfestoze je nezbytny k udrZeni tkanové homeostazy,
za urcitych okolnosti pfispiva k patogenezi kozniho zanétu [14]. Nepfiméfena
aktivita NF-xB mize v rané udrzovat zanétlivou odpoveéd’ stalou aktivaci neutrofilt
a branit tak jejimu zhojeni [12]. Jeho prozanétlivy efekt mize byt stupnovan
vlastnimi produkty této signalni drahy [1]. Pficemz muze také dojit k zapojeni

dalsiho vyznamného transkripéniho faktoru AP-1 (aktivacni faktor-1) [15].



Studium mechanismu uc¢inka latek regulujicich zanétlivou odpovéd’, jeZ jsou
pfedmétem predkladané prace, mulze pfispét k dalS§imu pochopeni slozZitého a
striktn€ kontrolovaného procesu hojeni, eliminovat vedlejsi u¢inky protizanétlivych

latek a umoznit rozvoj novych u¢innéjsich terapeutickych ptistupti.



2 SOUCASNY STAV PROBLEMATIKY

Obecné 1ze kozni rany klasifikovat na akutni a nehojici se rany. Akutni rany
jsou definovany jako poruSeni integrity télesného krytu. Jsou charakterizovany
fyziologickym pribéhem hojeni, kdy prochazeji jednotlivymi navazujicimi fazemi
ve stanoveném potadi. Zpravidla nevykazuji jakékoliv znaky hojeni déle nez tii
mesice. Naproti tomu rany, u nichz se zlepSeni neprojevi do ¢tyt tydnt od jejich
vzniku, a priibéh hojeni je zatizen komplikacemi, oznacujeme jako nehojici se rany
(napf. diabetické ¢i tlakové viedy) [8]. U nehojicich se ran nedojde k obnoveni
funkce ani po uplynuti téi mesict [16].

V soucasné dobé¢ je na hojeni rany pohlizeno jako na dynamicky, komplexni
a ne zcela linearni systém, organizovany do né€kolika vzajemné regulovanych
urovni.  Hojeni zahrnuje spolutcast riiznych bunécnych typl (fibroblasti,
neutrofild, makrofagl aj.), mediatorti (cytokinli, chemokind, ristovych faktord,
hormont), produkti biosyntézy (kolagenu, proteoglykanii atd.) a enzymi
(metaloproteinaz, cyklooxygenaz). Jednotlivé bunky mohou byt kontrolovany
stejnymi medidtory autokrinné i parakrinné a vysledna reakce miize byt zesilena,
nebo potlacena. Uvnitf bun€k je prostiednictvim transmembranovych receptori
(Toll-like receptory; TLR) aktivovana fada molekularnich drah, které zesiluji
bunéénou odpovéd. Casto jsou piitomny signalni kaskady, které pisobi
protichlidné. Konec¢nd odpovéd je tak vysledkem komplexni souhry jejich

vzajemnych interakci a zpétnovazebnych regulaci [17].
2.1 Fyziologické hojeni koZni rany

Fyziologické hojeni sestava z odd€lenych (Castecné se vSak prekryvajicich) a
vzajemné interagujicich dé&ja [16]. Vlastni proces hojeni kozni rany zacina
v okamziku jejiho vzniku hemostdzou (0 az n¢kolik hodin od vzniku poranéni),
béhem které je aktivovana faze zanétu (trvani obvykle 1 az 3 dny), nésleduje
proliferace (4 az 21 dni) a remodelace (21 dni az 1 rok) [4, 6].

Poranéni vyvolda koordinovany sled udalosti spojeny s pfesunem

specializovanych bunék do poskozeného mista [18]. Na procesu hojeni se podili



vice typt bunék. Pievazné jsou to bunky imunitniho systému, fibroblasty, bunky
endotelu, makrofagy a trombocyty [7]. Nejprve se zapojuji krevni desticky a
zanétlivé bunky produkujici signalni molekuly, jakymi jsou cytokiny a rastové
faktory. Prostfednictvim téchto mediatoru je aktivovan pifisun leukocyta [19].
Infiltrované neutrofily umozni vyc¢iSténi rany od cizorodych ¢astic, bakterii a vlastni
nekrotické tkané a poté jsou sami fagocytovany pomoci makrofaga [18]. Jakmile je
rdana vycisténa, migruji do mista poSkozeni buiiky pojivové tkang fibroblasty, ktere
zodpovidaji za tvorbu novych kolagennich vlaken potfebnych k zaceleni poranéné
tkan¢ [19]. Pro obnoveni bariérové funkce je nezbytna epitelizace. Epidermis
(vicevrstevny dlazdicovy rohovéjici epitel) je obnovena pomoci keratinocytt
migrujicich z okrajl rany a vlasovych folikult [1, 19].

Zhojena tkan se vsak nikdy nenavrati do stavu pfed poranénim. Nejvyse

dosahuje 70 % stupné pevnosti neporusené kuze [20].
2.1.1 Hemostaza

Hlavni funkci hemostazy, ke které dochazi bezprostiedné¢ po vzniku
poranéni, je zabranit krevnim ztratam z poskozenych krevnich cév.

Naruseni cévy je doprovazeno extravazaci krevnich elementi. Po kontaktu
s exponovanym kolagenem dochazi k aktivaci vnitini koagula¢ni kaskady [4].
Neutrofily a makrofagy uvolnéné z krevniho fecisté jsou zdrojem reaktivnich forem
kysliku (ROS), které iniciuji vnéjsi koagula¢ni kaskadu [8]. Aktivované trombocyty
agreguji a uvolnuji koagulacni faktory, ¢imz se podileji na vzniku trombu. Soucasné
spousti vazokonstrikci, ktera spolecné s vytvofenim trombu umozni zaceleni cévy.
Deficit perfuze vede k mistni hypoxii, zvySeni anaerobni glykolyzy a poklesu pH
[4, 6, 18]. Trombus slouzi rovnéz jako provizorni matrix pro migraci leukocytu,
keratinocytd, fibroblastl ¢i bun€k endotelu. Je také rezervodrem ristovych faktorii a
cytokint [6]. Tyto cytokiny, krom¢& schopnosti aktivovat bunky podilejici se na
zanétlivé odpovédi, plsobi jako chemoatraktanty (chemokiny) stimulujici
chemotaxi, tj. migraci bunék ve sméru chemotaktického gradientu [6]. V ptipadé

absence krvaceni jsou vazoaktivni a chemotaktické faktory generovany bez ucasti



trombocyti, a to béhem koagulace, aktivace komplementu, nebo aktivovanymi

bunkami kozniho parenchymu [18].
2.1.2 Zanétliva faze

Typickymi znaky zanétu jsou zarudnuti (rubor), paleni (calor), otok
(swelling) a bolest (dolor). Vyznamné se na nich podileji tkanové mastocyty (zirné
bunky), které po aktivaci uvolnuji do rany granula naplnéna enzymy,
antikoagulanty (heparin) a bioaktivnimi aminy (histamin, serotonin). Tyto aminy
zvySuji propustnost cév a tim usnadiuji prechod neutrofilim a monocytim do mista
rany. Rovnéz dochazi k hromadéni zanétlivého exsudatu v mezibunééném prostoru
[19, 20]. Béhem zanétlivé faze je aktivovana predevsim nespecificka, vrozena
imunita, ktera pfedstavuje prvni linii obrany viéi patogeniim pritomnym v ran¢ [4].

Vlastni zanétlivy proces je spustén jiz v prubehu hemostaze [19]. Obecné Ize
zanétlivy proces rozdélit na ranou fazi, doprovazenou migraci neutrofili do mista
infekce, a pozdni fazi, spojenou s pritomnosti monocytd a jejich naslednou
transformaci [6].

Neutrofily jsou pfitomny v ran¢ pievazné béhem prvnich 24 hodin od vzniku
poranéni. Jejich hlavni funkci je eliminace ptitomnych bakterii prostfednictvim
produkce antimikrobidlnich peptidd a ROS. Neutrofily rovnéz odstraiuji cizorody
material a odumfelou nefunk¢ni tkan pomoci sekrece proteolytickych enzymii a
schopnosti pohlcovat pevné Castice (fagocytozy) [19]. Pokud rana neni infikovana,
neutrofily pretrvavaji v rané¢ po dobu 2 — 5 dni [4]. Béhem zanétu uvolnuji tumor
nekrotizujici faktor alfa (TNF-a), interleukin-1 beta (IL-1p) a interleukin-6 (IL-6).
Tyto prozanétlivé cytokiny pfispivaji k intenzité zanétlivé reakce a také k produkei
dalsich vyznamnych mediatort, jakymi jsou chemokin interleukin-8 (IL-8) nebo
vaskularni endotelovy ristovy faktor (VEGF)[6].

Piiblizn¢ po 48 hodinach se monocyty uvolnéné zkrevnich kapilar
diferencuji v kozni tkani na aktivni makrofagy. Tyto buniky vyznamné pfispivaji k
rezoluci zanétlivé faze a K plynulému ptrechodu do nasledujici faze proliferace.
Aktivni makrofagy fagocytuji neZddouci zbytky cizorodé 1 vlastni tkdné a také

apoptotické neutrofily po intraceluldrni likvidaci patogenti. Prostfednictvim



produkce cytokini a ristovych faktorti podporuji migraci a proliferaci bunék kozni
tkané¢ a syntézu molekul extracelularni matrix (ECM) nezbytnou pro regeneraci
rany [6, 19, 21]. Pfitomnost makrofagh v rané¢ znai terminacni fazi zanétlivé
odpovédi a nastup proliferacni faze [19]. Dulezita je rovnéz piitomnost TGF-p,

ktery je povazovan za stop signal pro zanétlivou fazi [8].
2.1.3 Prolifera¢ni faze

Prolifera¢ni faze je souborem nékolika d&u nezbytnych pro novotvorbu
kozni tkan¢; neoangiogeneze, tvorby granula¢ni tkané, depozice ECM a
reepitelizace [22] a obvykle trva asi tyden [8]. Na rozdil od ostatnich fazi hojeni
pribéh proliferacni faze neni casové vymezen a casteéné probihd soubézné
S navazujicimi fazemi [23].

Fibroblasty a epitelidlni buniky na okrajich rany proliferuji a migruji do mista
poranéni, aby zaplnily naruSenou oblast. Pod strupem se tak formuje nova kozni
tkan [24]. Makrofagy v rané ptechazeji z prvotni produkce prozanétlivych cytokinti
na tvorbu rtstovych faktord stimulujicich vznik granula¢ni tkané [18]. Okolo 5. az
7. dne zacinaji fibroblasty novotvorbu kolagenu a glykosaminoglykant, které
vytvareji vrané sit a pomahaji ji tak stabilizovat [23]. Kontrolnim signalem
podporujicim fibroblasty v syntéze komponent ECM je TGF-B. Ristovy faktor
VEGF stimuluje proliferaci bun¢k endotelu, ¢imz ptispiva k angiogenezi, zajistujici
zdroj kysliku pro energeticky naro¢né procesy béhem hojeni [18, 22]. Vristanim
krevnich kapilar a lymfatickych cév do vazivové tkané je tvotena tzv. granulacni
tkan [24]. Reepitelizace zac¢ina migraci epitelialnich bun¢k z okraji rany. Nejprve je
vytvofena tenkd svrchni vrstva, ktera se postupné zesiluje a zpeviuje [23].
V bunééné vazivové tkani prevazuji zejména fibroblasty, které se tak stavaji
dominujicimi bunikami v pribéhu proliferac¢ni faze [19]. Proliferace fibroblasti a
syntéza kolagenu pietrvava az po dobu dvou tydnti, kdy dojde ke snizeni krevniho

zasobeni a Gstupu otoku [24].



2.1.4 Remodelace (maturace)

Dva az tfi tydny od vzniku rany pfechazi jeji hojeni do faze remodelace, kdy
je kolagen charakteristicky pro hojeni (typ III) nahrazovan béznym kolagenem typu
I, ktery ma vys$i pevnost v tahu, ale jeho depozice je pomalejsi [4, 20]. Fibroblasty
vlivem ristovych faktorti diferencuji v myofibroblasty, které¢ exprimuji aktinova
vlakna hladké svaloviny, umoziujici kontrakci rany, nebo podléhaji apoptoze [4,
16]. Dochazi k postupnému zesitovani a reorganizaci pojivové tkan¢, kdy je
postupné nahrazovana buné¢na granulacni tkan bezbunécnou hmotou. Dochézi tak
ke zpeviovani vrstvy epitelu. To urCuje vzhled a vlastnosti vysledné jizvy [24].
V této fazi ma apoptdza bunck znaény vyznam. Pokud neprobiha v dostate¢né mifte,
dochazi k rozvoji hypertrofickych jizev ¢i keloidi [16]. Remodelac¢ni faze mutze
probihat simultanné s proliferacni fazi, kdy je zahdjena ptiblizné¢ 3 az 4 dny od
jejiho pocatku, a obvykle trva 3 tydny [8]. Pfitomnost chemokinu IL-8 v této fazi je
jednim z faktorti inhibujicich kontrakci rany, a tedy jednou z pfi¢in neschopnosti

fadného zaceleni nehojicich se ran [25, 26].
2.1.5 Patologické hojeni koZni rany

Pribéh hojeni mize byt narusen hypoxii, edémem tkané, infekci ¢i defekty
v syntéze kolagenu. Tyto jevy mohou byt komplikovany systémovym
onemocnénim, napt. diabetes, hypertenzi, chronickym zanétlivym onemocnénim
nebo chronickym stresem organismu spojenym S podvyzivou ¢i koufenim [16, 23].

Za patologickych stavi, jakymi jsou napiiklad nehojici se diabetické ¢i
tlakové viedy, dochazi k naruSeni fizeného pribehu hojeni. Réna prechézi do stavu
chronického zanétu s nadmeérnou infiltraci neutrofili doprovazenou zvySenim ROS,
zanétlivych cytokini a destruktivnich enzymi [17, 19].

Nehojici se rany jsou charakteristické zvySenymi hladinami prozanétlivych
mediatora TNF-a, IL-1, IL-6 a IL-8, zodpovédnymi za chemotaxi leukocytt,
pfetrvavajici expresi a zvySenou aktivitu proteaz (zejména matrixovych
metaloproteindz MMP-2 a MMP-9), nedostate¢nou depozici a kontrakci kolagenu
[27, 28].



Makrofagy v rané exprimuji protedzy degradujici ECM, mezi néz patii
enzymy s kolagenolytickou aktivitou, tzv. kolagenazy (napt. MMP-1), gelatinazy
(MMP-2, MMP-9) aj. Tyto proteolytické enzymy vedle degradace ECM kontroluji
také aktivitu prozanétlivych cytokinti a chemokinii prostiednictvim odstépeni jejich
fragmentu, ¢imz je prevadéji na aktivni formu [20, 24]. Napiiklad MMP-9
odstranénim specifick¢é N-terminalni sekvence zvySuje u chemokinu IL-8
desetinasobn¢ jeho aktivitu [29]. V ptipadé nadmérné aktivity MMP mize dochazet
k destruktivnimu u¢inku vici zdravé tkani. Vysledkem je zhorSeni stavu rany
produkujici dalSi parametry zanétu, ¢imz zéanétliva faze pretrvava, a je
neschopna progrese do nasledujicich fazi [16, 17]. Makrofagy ale také podporuji
prostfednictvim ristovych faktori migraci a proliferaci fibroblastli, ¢imz ptispivaji
k fibroze zpusobené depozici nadmérného mnozstvi kolagenu [20]. Rustovy faktor
TGF-B také potlacuje sekreci MMP a naopak stimuluje jejich fyziologické
antagonisty, tzv. tkanové inhibitory matrixovych metaloproteinaz (TIMP) [19].

Obecné pievazuje model zanétlivého profilu nehojici se rany, kdy dochazi
K posunu rovnovahy ve sméru degradace tkané [17]. Nehojici se rana je totiz
udrzovana ve fazi pretrvavajiciho zanétu obvykle v disledku casté infekce v rané ¢i
hypoxie a prostfednictvim nadmérné produkce zanétlivych mediatora [8].
Fibroblasty ptfitomné v nehojici se ran¢ syntetizuji zvySené mnozstvi kolagennich
vlaken, ktera jsou nedostatecn¢ a chaoticky deponovana.

Ptitomnost nadmérného poctu aktivovanych neutrofili a makrofaga
produkujicich velké mnozstvi protedz zpusobuje degradaci nové vytvorenych
makromolekul pojivové tkané 1 ristovych faktori. Je tak zabranéno formovani jizvy
a produkty degradace dale pfispivaji k intenzite¢ zanétlivé odpovédi. Nehojici se
rana se tak hoji vyrazné déle. Proteolytické mikroprostfedi miize dokonce piispivat

k rozsiteni poskozené plochy [17].



Tabulka 1. Vyznamné cytokiny a jejich role béhem hojeni [27-31].

GM-
TNF-a IL-1 IL-6 IL-8 IL-10 TGF-p PDGF*
CSF
Chemotaxe
. T T T 1 i i
leukocytl
Aktivace
T
leukocytl
Stimulace
T T l
exprese MZ
Fibroplazie ! 0 0 0 0
Angiogeneze 1 0 0 0
Depozice
! T
kolagenu
Kontrakce
Rény 1 i i
Proliferace
: . T T T ! )
keratinocyti
Reepitelizace 0 0 0
Degradace
ECM/ T T 1 1 i
tMMP  tMMP  1TIMP 1TIMP TMMP
Remodelace
Nehojici se
T T T T 1 1

rana

Poznamka: * ristovy faktor, ktery byva zatazovén i do kategorie cytokinti, protoze

se vyznamn¢ podili na zanétlivych procesech [27]; MZ mediatory zanétu
2.1.6 Bakterialni kontaminace

Bakterialni infekce je povazovana za jeden zhlavnich piedpoklada
patologického pribéhu hojeni rany a vzniku nehojici se rany [7, 21]. Je
doprovézena piitomnosti mono- ¢i polymikrobidlniho biofilmu s charakteristickou
rezistenci k antimikrobidlnim latkdm [16, 32]. Bakteridlni biofilm, ktery je tvofen
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agregovanymi bakteriemi v jimi produkované polysacharidové matrix, usnadiiuje
mnoZeni bakterii a chrani proti obrannym mechanismiim hostitelského organismu.
Biofilm snizuje pH prostiedi a vytvaii fyzikalni bariéru branici migraci
hostitelskych bunék a pruniku protilatek ¢i antibiotik [4, 23]. Zatimco v prvotni fazi
infek¢niho procesu se uplatiuji predevsim grampozitivni bakterie (Staphylococcus
aureus a Streptococcus pyrogenes), prechod rany do chronického stadia je
doprovazen infiltraci gramnegativnich kment (Escherichia coli a Pseudomonas
aeruginosa), které pronikaji do hlubSich vrstev kuze a zptsobuji jeji vyznamné
poskozeni. U poloviny nehojicich se ran se nachazeji také kmeny stafylokokt a
streptokokl.

Ve zdravé tkani je infekci zabranéno aktivaci imunitniho systému.
Makrofagy migrujici do mista rany brani invazi patogend prostfednictvim jejich
destrukce ve fagolyzozomu nebo produkci oxidu dusnatého. V ptipadé, Ze imunitni
systém neni schopen eliminovat pfitomnost patogend, vznikd infekce, ktera béhem
zanétlivé faze hojeni vycerpava komplementovy systém a snizuje tak chemotaxi.
V prubéhu proliferaéni faze pak ni¢i granulacni tkan, rastové faktory a slozky
extracelularni matrix. Také inhibuje proliferaci fibroblastli a migraci keratinocyti,
potlacuje reepitalizaci a potlatuje depozici a zesitovani kolagenu. Bakteridlni
kontaminace je povazovana za primarni pti¢inu vzniku chronického zanétu [4, 21].
Naptiklad popaleniny produkuji znaéné mnozstvi exsudatu, ktery podporuje rast
bakterii, zejména rodu Pseudomonas [21, 33]. Tyto mikroorganismy exprimuji
povrchové virulentni faktory umoznujici jejich adhezi, ziskavani zivin, destrukci
leukocyttl a infiltraci do krevniho ob&hu [21]. Produkuji endotoxiny podporujici
expresi zanétlivych cytokinli jako IL-1 a TNF-a prodluzujici zénétlivou odpovéd’
hostitelského organismu také prostiednictvim zvySeni proteolytickych enzymi
MMP a potlac¢enim produkce rustovych faktoru [4, 21].

Bakterie rovnéz wuvolnuji béhem proteosyntézy odpadni tripeptid
N-formylmetionyl-leucyl-fenylalanin  rozpoznavany povrchovymi receptory
hostitelskych bunék [19]. Tento tripetid patii mezi tzv. molekularni motivy
asociované¢ s patogeny (PAMP), mezi néz lze zaradit také jiné strukturdlni

komponenty bakterii (polysacharidy, polynukleotidy), které aktivuji receptory
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oznacované jako PRR (receptory rozpoznavajici patogenni vzory). Tyto receptory
jsou exprimované¢ na povrchu rezidentnich bunék (keratinocyty, tkanové
makrofagy, dendritické a zirné bunky) a patii k nim pfedevSim nejlépe
prostudované Toll-like receptory (TLR) [4, 34]. Aktivované TLR receptory
spoust¢ji intracelularni signélni kaskady, a to pfedev§im drahu nukle4rniho faktoru
kappa-B (NF-xkB) a kaskadu mitogenem aktivovanych proteinkinaz (MAPK)
vedoucich k expresi celé fady prozanétlivych gentl, v€etné cytokinli, chemokini a
antimikrobialnich peptidu [4].

Na druhou stranu, jestlize bakterie ranu pouze kolonizuji, k naruseni
hojivého procesu nedochazi [2]. Subinfekéni uroven bakterialni kolonizace naopak
mize hojeni urychlovat [4, 16] tim, Ze napomaha infiltraci neutrofili a
monocytl/makrofagl, tvorb¢é granula¢ni tkan¢ a angiogenezi [4]. Napiiklad studie
ucinki ROS formovanych V buiikkdch epitelu, exponovanych netoxickym
koncentracim lipopolysacharidu (LPS), uvadi stimulaci hojeni, a to prostiednictvim
aktivace redox-labilniho transkripéniho faktoru NF-«xB a jeho pro-prolifera¢nich
ucinku [35].

V piipad¢, Ze bakterialni osidleni kriticky naroste, dojde ke vzniku infekce a
naslednému zpomaleni hojeni [2, 35]. To je doprovazeno hromadénim zanétlivého
exsudatu, rozsifenim poskozené tkadné¢ a nartstem bolestivosti rany [2]. Vznik
infekce je urCovan mnozstvim a patogenitou bakterialniho kmenu, ale také

obranyschopnosti hostitelského organismu [4].
2.1.7 Nuklearni faktor kappa B p¥i zanétu a hojeni

Signalni draha transkripéniho faktoru NF-xB hraje vyznamnou roli
Vv patogenezi riznych zanétlivych onemocnéni, dokonce ptispiva ke vzniku koznich
nadorti [36]. Nepiiméfenou aktivaci lze Casto pozorovat u bunék imunitniho i
neimunitniho plvodu v tkdnich postizenych chronickym zanétem. Podstatou
prozanétlivého G¢inku NF-kB je schopnost indukovat expresi mediatord zanétlivé
odpovédi [12, 14]. Nékteré znich, predev§im TNF-o ¢i IL-1, navic mohou

prostiednictvim pozitivni zpétné vazby vést ke konstitutivni aktivaci NF-xB [1, 37,
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38]. Vysledkem je pietrvavajici exprese prozanétlivych molekul udrzujicich v rané
chronicky zanét, ktery poskozuje okolni tkan [12, 14, 39].

Jaderny faktor kappa B pfedstavuje souhrnny termin pro péti¢lennou rodinu
transkrip¢nich faktort, mezi néz patii RelA (také p65), RelB, c-Rel, p50 a p52 [10].
Vsechny proteiny rodiny NF-xB sdileji Rel homologickou doménu, zodpovédnou
za vazbu na DNA a dimerizaci [40]. Funk¢ni jednotka tvofena homo- ¢&i
heterodimery téchto proteinii po vazbé na regulatni DNA sekvence aktivuje
transkripci cilovych geni [14].

Draha NF-kB indukuje expresi znacného mnoZstvi genil regulujicich
imunitni a zanétlivou odpovéd’, bunéénou diferenciaci, proliferaci a preziti [14, 40].
Rozmanitost Gc¢inkti transkripcniho faktoru NF-kB reflektuje Siroké spektrum
faktord, které tuto drahu aktivuji. Signalni draha NF-xB je spusténa v prostiedi
bakterialni ¢i virové infekce kontaktem exogennich ¢i endogennich antigenii a
zanétlivych cytokini s pfisluSnymi bunéénymi receptory, nebo v odpoveédi na

oxidac¢ni stres vyvolany fyzikalnimi ¢i fyziologickymi faktory [40, 41].
2.1.7.1 Aktivace NF-«B pri zanétu

V sav€ich buiikkdch byly popsany dvé hlavni drahy vedouci k aktivaci
transkripéniho faktoru NF-kB — kanonicka a nekanonicka [11, 14].

V patogenezi zanétlivych onemocnéni se uplatituje pfedev§im kanonicka
signalni draha [14]. Ta je aktivovana vétSinou klasickych stimuld pro vrozenou
imunitni odpoveéd’ uvolnénych béhem zanétu ¢i infekce, jakymi jsou LPS, TNF-a ¢i
IL-1 [5] (obr. 1). Jejich receptory jsou Toll-like receptory (TLR) rozpoznavajici
mikrobialni komponenty, nebo receptory IL-1R a TNFR aktivované prozanétlivymi
cytokiny, zprostfedkovavaji i prfes svoji strukturni odliSnost aktivaci kinazy
inhibitoru IxkB (IKK). Aktivovana kindza fosforyluje inhibitor IkBo z rodiny
proteinti kB [12, 40]. Inhibitor IkBa tvoii ve zdravé tkani s NF-kB dimerem
VvV cytoplasmé inaktivni komplex [1, 10, 14]. Je-li fosforylovan, podléha
ubikvitinylaci a proteasomalni degradaci, ¢imz je NF-kB heterodimer (obvykle

p50/p65) uvolnén z inhibi¢ni vazby v cytosolu a ptechazi do jadra [12, 40].
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V jadie se NF-kB vaze na cilové DNA sekvence obsahujici kB vazebna
mista (5'-GGGRNYYYCC-3"; kde R zastupuje purin, Y pyrimidin a N jakykoliv
nukleotid), pfitomna v promotorové oblasti cilovych gend [42]. Regulovanymi geny
kanonické drahy NF-xB jsou prozanétlivé cytokiny (napt. IL-6, IL-1, TNF-a),
chemokiny (IL-8), adhezivni molekuly a také inducibilni prozanétlivé enzymy
(cyklooxygenaza-2; COX-2) ¢i proteiny s antimikrobialni aktivitou [1, 10, 38, 41-
43] (obr. 1).

Kanonicka signalni drdha NF-xB rovnéz kontroluje expresi gend pro
antiapoptotické (napt. Bcl-XL), pro-prolifera¢ni (IL-1, IL-6, TNF, rustové faktory) a
antioxidacni proteiny (superoxiddismutaza) [10, 11, 44]. Transkrip¢ni faktor NF-xB
tak béhem poranéni vykazuje dvoji funkci, kdy podporuje preziti bunék a zaroven
brani infekci zvySenim exprese gent kodujicich prozanétlivé proteiny [10].

Zatimco kanonickd aktivacni drdha vystupuje ve vétSin€é vrozenych
imunitnich a zanétlivych odpovédich [45, 46], a spousti aktivaci nejbéznéjsich
komplexti p50/p65 nebo pS0/c-Rel, nekanonickd signalni draha ma spise
dopliikkovou roli. Tato alternativni drdha pifevazn€ aktivuje translokaci dimeru
p52/RelB, a spolupracuje s kanonickou drahou v regulaci urcitych funkci
adaptivniho imunitniho systému [46, 47]. Je aktivovana jinymi signalnimi
molekulami nez kanonickd draha, napt. specifickymi ¢leny rodiny TNF
(lymfotoxinem B aj.) a ma vyznam pro lymfoidni organogenezi, vyvoj, preziti a

funkci B-lymfocytt [1, 10, 12, 47].
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Obrazek 1. Kanonickd drdha aktivace NF-kB. Kanonickd draha je aktivovana
pfevazné stimulaci prozénétlivymi receptory, jakymi jsou TNFR, IL-1R a TLR.
Rozpoznani ligandu receptorem spousti signalni kaskadu, ktera aktivuje IKK
komplex katalytickych kinaz IKKa, IKKP a regula¢ni IKKy (NEMO). Fosforylaci
inhibitoru IkB (typicky IkBa) je indukovana jeho degradace. Heterodimer NF-«xB
(p50/p65) je tak uvolnén z inhibi¢ni vazby, ¢imz je umoznéna jeho translokace do
jadra. Zde indukuje expresi prozanétlivych cytokind, chemokini podnécujicich
chemotaxi neutrofili, nebo expresi inducibilnich enzymii (napt. COX-2, NADPH
oxidazy aj.) s prozanétlivou ¢i prooxidacni aktivitou. N&které cytokiny (napf.
TNF-a) a ROS mohou na zékladé pozitivni zpétné vazby amplifikovat a
prodluzovat aktivaci NF-«kB (upraveno podle [1]; symbol ,p*“ predstavuje
fosforylovanou molekulu a symbol ,,U* jeji ubikvitinylaci).
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2.1.7.2 Regulace ucinku NF-xB

Inducibilni transkripéni faktory, mezi néz se fadi NF-kB, by mély byt aktivni
pouze po urCity casovy interval. Utlumeni jejich aktivity byva zajisténo
prostiednictvim negativni zpétné vazby, ke které dochézi post-indukéné s urcitym
casovym zpozdénim. Zatimco prvni vlna signalizace NF-«xB je do dvou hodin od
aktivace kompletn¢ ukoncena, chronicka stimulace je charakteristicka opakovanymi

tlumenymi oscilaénimi vlnami aktivity NF-xB [5] (obr. 2).

Obrazek 2. Dynamika odpovédi

- NF-xB pfi stimulaci prozanétlivymi

I\ /N mediatory (TNF-a). Plna

/ v N ¢ara znazoriiuje bezprostfedni aktivaci

/ 7 NF-xB pfi stimulaci (pulzni odpovéd’)

~! a preruSovana cara odpovéd pii

pfetrvavajici stimulaci (upraveno a
zjednoduseno podle [5]).

aktivita NF-kB

-

1 2 3 4
stimulace [h]

Za normalnich okolnosti je Kkonstitutivni aktivaci transkripéniho faktoru
NF-kB zabranéno prosttednictvim jeho schopnosti indukovat de novo expresi svého
vlastniho inhibitoru (IkBa) [39, 48]. Inhibitor IkBa patii k ¢asnym regulatorim
aktivity NF-xB [5]. V jadie oddéluje NF-xB dimery z vazby na DNA a translokuje
je zpét do cytoplasmy v inaktivni form¢ [49]. Zasadni vyznam inhibitoru pro
terminaci u¢inku NF-kB prokdzala studie na mysSim modelu s deleci genu pro IkBa,
u né¢hoZz doslo béhem nékolika dni k rozvoji zavazné dermatézy doprovazené
abnormalni produkci cytokinu TNF-o v kiizi a naslednou smrti jedince. Podobné
Vv ptipad¢ analyzy in vitro byla u IkBa-deficientnich fibroblasti vystavenych
pusobeni TNF-o pozorovana pretrvavajici aktivace NF-kB [48].

Intenzita a trvani transkripéni aktivity NF-xB je také ovlivnéna
posttranslaénimi  modifikacemi [11]. Fosforylace podjednotky p65, napf.
CAMP-dependentni kindzou (proteinkindza A; PKA) na Ser276 nebo kasein
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kinazou II (CK II) na Ser529 aktivovanou TNF-a, zvySuje transaktivacni potencial
NF-kB [11, 50]. Reverzibilni acetylace p65 brani navazani inhibitoru IkBo a
udrzuje tak nuklearni lokalizaci [51]. Naopak, metylace podjednotky p65
asociované s promotorem lysin-metyltransferazou se podili na zastaveni
transkripéniho G¢inku NF-«xB.

Terminace odpovédi NF-kB je u zdravych bunék zajiSténa kromé vyse
zminéné resyntézy IkBa z priblizné 25 % také degradaci NF-kB v jadie [52, 53].
Signalem pro nuklearni ubikvitinylaci a proteosomalni degradaci je metylace p65 na
Lys314/315 [53].

2.1.7.3 Vliv inhibice NF-«B p7i zanétu a hojeni kiize

Sohledem na prominentni roli pfi zanétu je signalni draha NF-«xB

oy w1

-----

riznych Urovnich signédlni drédhy. Inhibice mize byt dosazeno eliminaci aktivatort
drahy (cytokinti, ROS, IKK kindz), prevenci nukledrni translokace NF-kB ¢i jeho
vazby na cilové DNA sekvence, zvySenim exprese IxkB a posttranslaénimi
modifikacemi [10, 11]. Pfi¢emz interference na Grovni aktivace receptoru nezbytné
ovliviyji veskeré nasledujici kroky signalni kaskady a zajistuji tak kompletni
inhibici drahy [5]. Oproti tomu inhibitory pozd¢jsi faze odpovédi, napt. aktivatory
proteosomalni degradace podjednotek NF-«xB, selektivné reguluji transkripci
cilovych geni [5, 54].

Pozitivni u¢inek inhibice NF-«kB Vv ptipad€ zanétlivych koZznich onemocnéni
byl prokazan pii topické aplikaci selektivnich inhibitort NF-kB (napft. synteticky
znamym mMmechanismem u¢inku byl zjiStén inhibicni efekt na drahu NF-xB.
Napiiklad bylo prokdzano, ze nckterd nesteroidni protizanétliva 1éCiva (NSAID)
plsobi kromé primarniho mechanismu inhibujiciho enzymatickou aktivitu COX
také prostfednictvim inhibice NF-xB [43, 56]. Glukokortikoidy, které ve formé
aktivniho komplexu s cytosolickym receptorem po translokaci do jadra a vazbé na

glukokortikoidni responzivni element snizuji expresi COX mMRNA, soucasné
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zvySuji transkripci inhibitoru IkB [57, 58]. V neposledni fad¢ protizanétlivy uéinek
ptirodnich latek, v sou¢asné¢ dobé uptfednostiiovanych pred syntetickymi leCivy, je
také spojovan s inhibici redox-labilniho NF-kB (napf. antioxida¢né¢ pusobici
flavonoidy) [56, 59].

Prestoze byl prozanétlivy efekt nekontrolované aktivity NF-xB na kuzi
prokazan také in vivo [10, 48], jeho inhibice mize rovnéz vést k rozvoji zanétlivého
onemocnéni, napi. u nékterych typu epitelovych bunék [14]. Piedpoklada se, Ze
signalizace NF-kB v epidermalnich keratinocytech ma zna¢ny vyznam pro udrZeni
imunitni homeostazy v kuzi [10]. Razné studie na geneticky upravenych mysich
modelech s epidermaln¢ specifickou deleci genti pro kinazy aktivujici NF-kB (IKK,
TAK1) wuvadeji vznik kozniho zanétlivého onemocnéni v zavislosti na
prozanétlivém pisobeni TNF-a, doprovdzeného zvySenou expresi cytokind,
infiltraci imunitnich bunék, apoptézou keratinocytli, tvorbou koZznich 1ézi a
epidermalni hyperplazie [10, 60-62]. Inhibice drahy NF-kB muize narusit
komunikaci mezi keratinocyty a dermalnimi buitkami a tim pfipravit podminky pro
vznik kozniho zanétu [10]. Naptiklad bylo zjisténo, ze zavazné kozni onemocnéni
incontinentia pigmenti doprovazené zanétlivymi zménami na kizi je zplsobeno
mutaci genu pro IKK-y, nezbytného pro aktivaci NF-kB. Studie provadéna na
fibroblastech izolovanych zkaze postizenych pacient prokazala, Ze samotna
inhibice NF-xB tak muize zplsobit kozni zanét bez jakéhokoliv vné&jSiho
prozanétlivého stimulu [63]. Transkripéni faktor NF-kB béhem hojeni také
podporuje proliferaci a migraci bunc¢k. Studie provadéna na monovrstveé
epidermdlnich keratinocyti uvadi, Ze jeho inhibice vyrazné narusila re-epitelizacni
proces in vitro, umoznujici uzavieni rany vytvoiené pomoci tzv. wound scratch
assay [64]. Rovnéz se uvadi mozny vyznam NF-kB pro terminalni diferenciaci
vrstevnatého epitelu epidermis u savcu [1, 36].

Vyznamny prozanétlivy medidtor TNF-a po vazbé na receptor indukuje
proteazy zprostfedkovavajici apoptézu bun€k [14]. Prostiednictvim zvysSeni exprese
antiapoptotickych proteint chrani NF-xB bunky pied indukovanou bunéénou smrti

a rozhoduje tak o odpovédi bun€k na stimulaci TNF-o. Zatimco u
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NF-kB-kompetentnich bun€k je spusténa zanétliva signalizace, NF-kB-deficientni
bunky hynou [14]. Studie na mysich i lidskych fibroblastech s deficienci p65 nebo
mutaci IkB, branici jeho fosforylaci, vykazuji vyrazné vyssi senzitivitu vaci
apoptoze indukované TNF-a [45, 65, 66]. Piestoze kontrolovana apoptdéza ma pro
resoluci zanétu znaCny vyznam (protoze umoziuje eliminaci mikrobidlni
kontaminace a poSkozenych bun¢k v rané [1, 45]), endogenni signaly (napt. ATP)
uvolnéné 7z apoptotickych buné¢k mohou pfispivat k infiltraci neutrofili a

pietrvavani zanétu [67, 68].
2.1.8 Transkrip¢ni faktor AP-1 pri zanétu a hojeni

Zména profilu genové exprese béhem zéanétlivé odpovédi je kromé NF-xB
kontrolovana také transkripénim faktorem AP-1 [69]. Jedna se o dimer tvofeny
Cleny rodin DNA-vazebnych proteini Jun a Fos (pfevazné zc-Jun/c-Fos
podjednotek) [69, 70].

Podjednotka c-Jun je v bunkach exprimovana konstantné¢ bez ohledu na
vnéj§i stimulaci. Funkéni transkripéni aktivita c-Jun vyzaduje nejen dimerizaci
napt. s C-Fos, ale také fosforylaci prostfednictvim c-Jun-N-terminalni kinazy (JNK)
pattici do kaskady MAPK [71].

V souc€asnosti jsou u savci rozliSovany cCtyfi signalni kaskady MAPK,
tvorené kinazami ze tii zékladnich rodin (MAP3K, MAPKK, MAPK) a
pojmenované podle MAPK komponenty; JNK, extracelularnim signalem
regulovand kindza 1 a 2 (ERKI1/2), p38 a ERKS5. Reguluji bunéény rust,
diferenciaci, proliferaci, pieziti a reakci bunék na stres [71]. Obecné je signalizace
JNK (ptipadné p38) spojovéana s indukci apoptézy a ERK s piezitim a bunénym
rastem [72].

Béhem zanétu je transkripéni aktivita AP-1, podobné¢ jako NF-kB,
indukovéana prozanétlivymi cytokiny IL-1 a TNF-a, nebo ligandy receptoru TLR
[69]. Stava se tak vyznamnym regulatorem zanétlivé odpovédi a jeho deregulace je
spojovana se vznikem zanétlivych koznich projevi [73]. Podobné jako NF-kB se
vSak AP-1 také podili na udrzeni homeostdzy v kiizi. Béhem hojeni pfispiva k

proliferaci, migraci a diferenciaci keratinocyti, expresi ristovych faktor
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fibroblasty (napt. KGF; keratinocytovy rustovy faktor), remodelaci ECM
(prostfednictvim MMP) a Vv neposledni fad€ udrZeni imunitni funkce epidermalni
bariéry expresi jiz zminénych cytokinu [74-77].

Extracelularni signaly (bakteridlni a virova infekce, ristové faktory,
hormony, fyzikdlni a chemické stresory) jsou prostiednictvim signalni kaskady
MAPK pievadény na kratkodobé ¢i dlouhodobé zmény exprese cilovych gent
s AP-1-specifickym vazebnym mistem na DNA [70]. Infekce rozpoznana
TLR/IL-1R zvySuje expresi prozanétlivych cytokini (TNF-o, IL-1, IL-6), stejné
jako v ptipadé NF-«kB [69, 70]. Signalizacni kaskady jsou v tomto piipadé
integrovany pres adaptorové molekuly MyD88 (myeloidni diferenciacni faktor 88)
a TRAF6 (faktor 6 asociovany s receptorem pro TNF) [70] (obr. 3).

2.1.8.1 Kooperace NF-xkB a AP-1

Transkripéni faktory NF-xB a AP-1 jsou pifi zanétu casto indukovany
simultanné stejnymi stimulacnimi molekulami. Sv{ij U¢inek mohou projevovat
nezavisle na sob¢, vzajemna spoluprace vsak cCasto zesiluje jejich biologickou
aktivitu [15]. Transkrip¢ni faktor NF-kB mize ptimo asociovat s podjednotkami
c-jun a c-Fos a stimulovat jejich vazbu na DNA. Podobné c-Jun/c-Fos mohou
podporovat transaktivaci p65 prostiednictvim interakce s Rel homologni doménou.
Vytvoreny komplex vykazuje vyssi vazebnou aktivitu kK AP-1 i kB specifickym
DNA sekvencim [40, 78]. Rovnéz je publikovana schopnost NF-kB u riznych typi
bun¢k zvySovat expresi nékterych ¢lenti rodiny AP-1, napt. c-Fos [15, 79, 80]. U
bun€¢k imunitniho systému bylo pozorovano zesileni sekundéarni transkripcni
odpovédi AP-1 zavislé na IKK/NF-kB signalizaci a vice versa, zvySeni exprese
cilovych geni NF-«xB v dusledku sekundarni aktivace AP-1 [79].

Jiny mechanismus interakce mezi uvedenymi signalnimi drahami pfedstavuje
schopnost kaskady MAPK aktivovat také IKK kinazovy komplex, klicovy pro
aktivaci NF-kB [15, 81]. Naptiklad stimulace fibroblasti pomoci TNF-a aktivuje
kinazy MAP3K3 [82] nebo MAP3K1[83, 84] aktivujici AP-1, ale také NF-xB
prostiednictvim degradace IkBa [15, 83] (obr. 3). Ve vétsin¢ piipadd je tak

prostfednictvim kaskddy MAPK umoZnéna soucinnost obou faktord, napt. pii
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indukci de novo exprese chemokinu IL-8 u lidskych keratinocytd [85] ¢i epitelidlni
a endotelové bunééné linie [86] po stimulaci TNF-a, nebo po expozici koznich
fibroblastt LPS [81]. Podobné u bunék stimulovanych riznymi prozanétlivymi
molekulami je pro plnou expresi enzymi COX-2 nebo MMP vyzadovana ucast
AP-11i NF-«xB [87, 88].

Jiné studie vSak uvadéji inhibici JNK prostiednictvim NF-kB, naptiklad jako
mozny mechanismus blokovani apoptotického uc¢inku TNF-a [72, 89-91], ve kterém
je JNK vyznamnym prostiednikem [89, 92]. Za normalnich podminek simultannni
aktivace obou drah prostfednictvim TNF-a kapoptéze nedochéazi. Pouze u
nékterych latek preferencné stimulujicich JINK mize nedostate¢na aktivace NF-kB
vyustit V prevahu apoptéozy [93] Na druhou stranu byl publikovan rovnéz
antiapoptoticky tc¢inek c-Jun, chranici buiiky fibroblastti pfed TNF-a-indukovanou
bunécnou smrti. V tomto piipadé byla pozorovana spoluprice c-Jun s NF-kB
V prevenci apoptozy zpusobené expozici UV zateni, pravdépodobné diky zapojeni
adaptorové molekuly TRAF2 (faktor 2 asociovany s receptorem pro TNF), kterd

neni mediatorem bunééné smrti [94] (obr. 3).

rrrrr

rrrrr

spojovan se schopnosti branit transkripéni aktivit¢ AP-1 komplexu vazaného na
DNA [70, 95]. Podobn¢ také polyfenoly svym antioxida¢nim u¢inkem mohou
nepiimo inhibovat uc¢inek NF-kB i AP-1 nebo pfimo interagovat s MAPK [96].
Naptiklad flavonoid silybin pfi nizkych ddvkach UVB zéteni chranil imortalizované
keratinocyty HaCaT (s defektni NF-xB signalizaci) pied apoptézou, zatimco pii
vysokych davkach UVB silné poskozujicich buiikky zvySoval apoptdzu
pravdépodobné prostiednictvim inhibice AP-1[97].
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~~~~ Obrazek 3. Propojeni
R signalnich drah NF-xB a

4 > AP-1. Po  stimulaci
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o NF-xB a AP-1 pies
TRAF6 zahrnuje TAKZ;
TGF-B aktivovanou
kinazu, patfici do rodiny
MAP3K).
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Vysledkem je translokace
transkripcnich faktord do
jddra a po vazbé na
odpovidajici DNA
sekvence transkripce
genll. Receptor pro TNF-o muze rovnéz spustit apoptéozu bunck. V piipadé
funkéniho NF-xB je ale upfednostnéna exprese prozanétlivych genii a gent
podporujicich bunécné preziti. Signalni kaskdda MAPK/INK vSak muze také
piispét k indukci bunééné smrti. (upraveno podle [1, 30, 98, 99]; symbol ,,p*
piedstavuje fosforylovanou molekulu a symbol ,,U* jeji ubikvitinylaci)

2.1.9 Pristupy k 1é¢bé koZnich ran

Soucasna 1écba koznich nehojicich se ran je zamétena prevazné na potlaceni
zanétu, ¢imz prispiva ke zmirnéni proteolytické zatéze a redukci nekrotické tkane.
Chronicky pribéh hojeni na akutni lze zvratit také podpotfenim proliferacni faze
hojeni prostfednictvim exogenné pridanych ristovych faktoru [17].

Lécba koznich ran obecné zahrnuje pocateCni posouzeni jejiho stavu,
vycCisténi, odstranéni necistot a nekrotické tkané a primarni uzavieni rany (stehem).
Infikovana rana je lé€ena pomoci baktericidnich antibiotik, 1€kt ¢i obvazovych
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materialt s protizanétlivym ucinkem. Pokud je rana pfili§ velka a okraje rany nelze
spojit, je aplikovan tzv. sekundarni zasah (transplantace koznich §tépt) [2, 8].

K lokdlnimu vy¢isténi rany jsou vyuzivany antimikrobidlni pfipravky.
K topické aplikaci lze pouzit lokalni antibiotika a antiseptika [8]. Pouziti
detergentii, peroxidu vodiku ¢i koncentrovaného jodovan¢ho povidonu je vSak
problematické kvili jejich cytotoxickému ucinku nejen vaci bakteriim, ale také
bunkam hostitele a tedy moznému dalSimu poskozeni tkan¢ [2, 16]. V piipadé
hlubsich ¢i rozsahlejSich infekci jsou podavéana systémova antibiotika, protoze hrozi
nebezpeci rozsifeni do okolnich tkani a vzniku tzv. systémové infekce [2].

Nehojici se rany jsou casto infikovany multirezistentnimi bakteriemi, napf.
gramnegativnimi ty¢inkami Pseudomonas aeruginosa [2, 16, 100]. Stale cast&jsi
vyskyt ptipadll rezistence bakterialnich kmeni na b&Zzné pouzZivand antibiotika
zesiluje potiebu vyvijet nové 1éCebné metody [8]. V soucasnosti se dostava do
popfedi produkce bioaktivnich krycich materidld, napf. polymeri obsahujici
nanocastice stiibra nebo nanomateridlii sftizenym uvoliovanim pfirodnich
antibakterialnich latek [16]. Vyhodou nanocastic je Sirokospektralni baktericidni
ucinek eliminujici riziko vytvofeni bakterialni rezistence a schopnost pisobit jiz pii
nizkych koncentracich [7, 8, 16].

Alternativni léCba pomoci antimikrobidlnich peptidi (napt. defenzinil) je
limitovéana jejich nizkou stabilitou, a metody jako fototerapie ¢i terapie s aplikaci

kmenovych bunék zatim nejsou béznou soucasti klinické praxe [16].
2.1.10 Polyfenoly a hojeni ran

V soucasné dobé je jednim z cili zvySit antibakteridlni u¢innost hojivych
krycich materiali prostiednictvim slozek pfirodniho ptivodu [21] pfedevSim pro
jejich nizkou toxicitu, minimum vedlejSich UCink(i a komplexni antibakterialni
ucinek, ktery nepodporuje vznik bakterialni rezistence [101, 102]. Nedavné studie
publikovaly rychlejsi hojeni ran po aplikaci krycich materidli s obsahem rtznych
ptirodnich latek, napt. kurkuminu [103-105], aloe vera [105-107], slozek silymarinu
(extrakt ostropestice marianského) [108, 109], nebo véeliho medu [110, 111]. Jejich
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obsahovych latek, tzv. polyfenoll, na které jsou tyto ptirodni produkty bohaté [21].

Fenolické slouceniny jsou vyznamnou podskupinou tzv. sekundarnich
metabolitli rostlin, biologicky aktivnich latek se Sirokym spektrem uc¢inkt. Tyto
latky umoZnuji nejen regulaci primarniho metabolismu rostlin (reprodukci,
fyziologické procesy, aj.), ale jsou rovnéz produkovany jako soucast adaptace na
nezadouci biotické ¢i abiotické vlivy prostfedi [101, 102]. Fenoly jsou
syntetizovany prostiednictvim pentézového cyklu, Sikimatové nebo fenylpropanové
drahy z fenylalaninu nebo tyrosinu [102, 112]. Zéaklad jejich chemické struktury
tvoii nejméné jeden fenolovy kruh, ve kterém je vodik nahrazen funkéni skupinou
(hydroxyl, metyl, acetyl). Obvykle se v rostlindich nachazeji ve formé tzv.
polyfenold [102]. Nejcastéji byvaji klasifikovany na zaklad¢ chemické struktury na
flavonoidy, fenolické kyseliny, lignany, stilbeny, ligniny a tfisloviny [102, 113].

Flavonoidy pfedstavuji nejrozsahlejsi a nejrozmanitéjsi skupinu polyfenold.
Hlavnimi podtfidami flavonoida jsou flavonoly, flavony, flavanony, flavanonoly,
flavan-3-oly, isoflavony a antokyanidiny (obr. 4). Vyskytuji se pfedev§im v ovoci a
zelening, ale také v ¢aji, kave, koteni nebo bylinnych extraktech, prevazné ve forme
O-glykosidu [102, 114, 115].

Utinnost téchto latek je uzce spojena s jejich schopnosti penetrovat
pfirozenou bariérou epidermdlni rohové vrstvy (stratum corneum) do hlubsich
vrstev klZze. Jejich permeabilita zavisi na molekuldrni struktute, ur€ujici jejich
fyzikalné-chemické vlastnosti, jakymi jsou polarita, rozpustnost ¢i velikost
molekuly. Z tohoto pohledu lipofilni a amfipatické slouCeniny pronikaji snaze,
protoze prochézi intercelularné, na rozdil od hydrofilnich molekul, které mohou
prochazet pouze mezi korneocyty V piipad¢, ze jsou dostate¢né¢ malé [102, 116].
Nové¢ jsou zkoumany moznosti, jak zvysit schopnost jejich penetrace, napiiklad

prostiednictvim enkapsulace do lipozoml nebo pomoci nanoc¢astic [102].
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Obrazek 4. Molekularni struktura flavonoida s piiklady vybranych zéstupci
jednotlivych podtiid (upraveno podle [115]).

-----

ucinkd predstavuje znac¢ny potencial v 1é¢bé zanétlivych onemocnéni kize [102].
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2.1.10.1 Antimikrobialni aktivita flavonoidu

Antibiotika pouzivand k potladeni bakterialni infekce v rané casto kromé
patogennich bakterialnich kment neptiznivé plsobi také na pfirozenou bakterialni
mikrofloru pokozky, ¢imz piipravuji podminky pro vznik koznich chorob a
bakteridlni rezistence. Zna¢ny vyznam ma proto aplikovat flavonoidy predevSim
v téch ptipadech, kdy dochazi k pomnozeni bakterialnich kmeni rezistentnich vici
antibiotikim, jako je napi. P.aeruginosa nebo S.aureus, které jsou ¢astou pii¢inou
nehojicich se ran [102]. Pfedpokladanym mechanismem antimikrobialniho ucinku
flavonoidu je jejich pusobeni na bunéénou membranu patogenu [102, 117, 118].
Antibakteridlni u¢innost riznych flavonoidl se vSak liSi v zavislosti na struktufe
jejich molekuly. Bylo zjiSténo, Ze antibakteridlni U¢inek flavonoidii, méfeny jako
pokles fluidity membrany bakterie, koresponduje s hydrofobicitou molekuly [118].
RovnéZz substituce molekuly flavonoidu hydroxylovou skupinou na C3 zvySuje
antimikrobialni efekt, jak bylo prokazano napi. na molekule kvercetinu [118, 119].
Flavonoidy mohou také inhibovat bakteridlni membranoveé transportéry, jejichz
aktivita je jednou z pficin bakterialni rezistence. Tento efekt byl pozorovan napft. u

flavonolignanu silybinu, hlavni biologicky aktivni slozky silymarinu [120, 121].
2.1.10.2 Antioxidacni aktivita flavonoidit behem zdanétu

Béhem zanétlivé faze produkuji bunky (neutrofily, makrofagy, fibroblasty,
buitky endotelu) v rané reaktivni formy kysliku, které spousti v koznich bunkéch
molekularni drahy aktivujici redox-labilni transkripéni faktory AP-1 a NF-xB [102,
122]. Prostiednictvim jejich transkripéni aktivity jsou v rané¢ stimulovany zanétlivé
procesy k ochrang proti invazi mikroorganizmi a vzniku infekce. Na druhou stranu,
nadmérné mnozstvi volnych radikald miize hojeni zpomalit a poskodit okolni
zdravou tkan [102].

Jedna z nejdulezitéjsich vlastnosti pro antioxida¢ni kapacitu molekuly je jeji
schopnost vystupovat jako redukéni cinidlo [59]. Bez ohledu na strukturni
rozmanitost flavonoidl,, vétSina obsahuje fenolové skupiny s pomérné vysokou
redukéni kapacitou. Flavonoidy tak obvykle vystupuji jako donory elektronu pro

slouCeniny s vy$§im redoxnim potencidlem (volné radikély), ¢imZ je neutralizuji a
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samy ptechdzeji na rezonan¢né stabilizované malo reaktivni aniontové radikaly
[115, 123]. Prostfednictvim této schopnosti mohou flavonoidy také inhibovat
oxidacni procesy v membrané aktivujici fosfolipazu A2 (PLA2), kterd je schopna
uvoliovat z membranovych fosfolipidi kyselinu arachidonovou [102, 115].
Antioxidacni kapacita flavonoidu je proporciondlni lipofilnimu charakteru molekuly
[124-126]. Hydrofobni molekula se snaze rozptyli v lipofilni membrané, kde
interaguje s membranovymi lipidy a proteiny [124]. Naptiklad flavonolignan
dehydrosilybin obsazeny v silymarinu vykazuje vys$i antioxidacni kapacitu nez
jeho hydrofiln€jsi parentni molekula silybin [37, 126]. Siln&jsi schopnost
oxidovanych derivati dehydrosilybinu ¢i kvercetinu zhaset ROS ve srovnani s
molekulami silybinu ¢i taxifolinu je rovnéZz spojovana s pifitomnosti nenasycené
vazby mezi C2-C3 (obr. 5), ktera je v konjugaci s oxoskupinou na C4, ¢imz se stava
ucinnéjs$im donorem vodiku [126-128]. V neposledni fadé¢ k mife antioxidacni
kapacity pfispiva schopnost chelatace ionti Zeleza, podilejicich se na tvorbé ROS

(Fentonova reakce) [124, 128].
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Obrazek 5. Flavonoidy s komplexni strukturou - flavonolignany (upraveno podle
[124]).
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2.1.10.3 Protizanétlivy ucinek flavonoid

Spravny prabéh a ukonceni zanétlivého procesu jsou kontrolovany fadou

mechanismil na bunécné a molekularni urovni. Mechanismy smétujici proces hojeni

w1

......

vznikaji transformaci kyseliny arachidonové uvolnéné z membranovych fosfolipid
prostfednictvim enzymi COX a lipooxygendzy (LOX). Tyto signalni molekuly
autokrinné ¢i parakrinné stimuluji zdnétlivé procesy v poranéné tkéni, projevujici se
jako zarudnuti, bolest a otok. Flavonoidy zabranuji jejich tvorbé prostiednictvim
inhibice vodikovych vazeb, nezbytnych pro navazani substratu do aktivniho mista
enzymu nebo jako kompetitivni inhibitory [102, 115]. Rovnéz mohou pusobit jako
chelataéni ¢inidla viéi iontim v aktivnim misté enzymu [115, 131] nebo potlacenim
genoveé exprese enzymu [43, 123].

Na trovni intracelularni signalizace je povazovana za jednu z hlavnich pfi¢in
patogenniho pribehu hojeni nepfiméfend transkripéni aktivita jaderného faktoru
NF-kB [1, 14]. Pfetrvavajici stimulace signalni drahy NF-xB je rovnéz spojovana s
chybnym terminaénim programem zanétlivé faze [5]. Cetna experimentalni data
ukazuji, Ze transkripcni faktor NF-kB je vyznamnym cilem flavonoidi pii regulaci
zanétlivé odpoveédi [37, 38, 123, 132-139]. Expresi prozanétlivych mediatord
potlacuji prostfednictvim inhibice translokace NF-kB do jadra [132, 140, 141] a
nasledné vazby na cilové DNA sekvence [38, 135, 136, 140-142] nebo snizenim
proteinové exprese a fosforylace samotného NF-kB (zejména podjednotky p65)
[133, 143], ale i prevenci jeho aktivace prostfednictvim napf. jiz zminé€ného
antioxidac¢niho efektu [136] (obr. 6). Klicovym mechanismem branicim transportu
NF-xB do jadra je inhibice fosforylace inhibi¢niho proteinu IxB, zadrzujiciho
NF-kB v cytosolu. Tento efekt byl pozorovan napt. u silymarinu/silybinu [140, 144,
145].

Aktivace NF-xB je regulovana také kinazami patficimi do rodiny MAPK
primarné¢ odpovédnymi za aktivaci transkripéniho faktoru AP-1 [83, 84].
Flavonoidy jsou schopny inhibovat fosforylaci MAPK, ¢imZ brani mobilizaci obou
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téchto faktorti spoluzodpovédnych za produkci prozanétlivych mediatora [102].
Publikovéana byla inhibice MAP kindzového signalniho systému, napf. na Grovni
MAP kinaz JNK [140] ¢i ERK [94]. Regulace zanétlivé odpovédi pomoci obou
faktorti soucasn¢, anebo jen jednoho z nich, zavisi na typu bunék, prozanétlivém
stimulantu a konkrétnim flavonoidu [94, 146]

Flavonoidy prostiednictvim inhibice aktivity NF-kB a AP-1 také moduluji
expresi potencialné destruktivnich proteaz MMP [136, 147]. Ve zdravé tkani jsou
MMP exprimovany jen v nepatrném mnozstvi. Jejich exprese a aktivace vyrazné
vzrista az v ptipadé potteby tkanové remodelace béhem hojeni. Vedle schopnosti
degradovat ECM a uvoliovat tak bioaktivni fragmenty, ¢i podporovat migraci
bun¢k Kuzavieni rany, mohou metaloproteinazy kontrolovat mezibunécné
signalizace. Proteolyticky aktivuji ¢i deaktivuji cytokiny, chemokiny a rtustové
faktory ¢1 modifikuji bunétné receptory, ¢imz reguluji apoptotické a zanétlivé
procesy [148, 149]. Flavonoidy potla¢enim nepiiméiené produkce téchto proteaz
zabranuji vzniku proteolytického prostiedi, jeZ je predispozici ke vzniku nehojici se
rany. Naopak stimuluji syntézu kolagenu podpofenim proliferace fibroblastt [136,
147].
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hojeni ¢i vznik nehojici se rany je upravena dle [150]). Flavonoidy reguluji prubéh
prozanétlivych drah na vice urovnich. Plsobi na samém pocatku aktivace svymi
antioxida¢nimi a antimikrobidlnimi ucinky. Potlacuji fosforylaci a degradaci
inhibi¢niho proteinu IxBa, fosforylaci, jadernou translokaci a navazani NF-kB na
DNA, stajné jako aktivaci AP-1. Vysledkem je pokles syntézy prozanétlivych
molekul kontrolovanych témito transkripénimi faktory.

2.1.11 Nanocastice stiibra a hojeni ran

Nanocastice jsou obvykle definovany jako €astice o rozmérech 1 az 100 nm,
ale mohou dosahovat velikosti az nékolik stovek nanometri. Antibakterialni ucinky
vykazuji nanocastice riznych kovil, véetné zinku, titanu, médi, magnesia ¢i zlata.
Nanocastice stiibra v§ak svymi baktericidnimi vlastnostmi zcela vynikaji [151].

Antimikrobialni G¢inky sloucenin stfibra jsou znamy jiz po staleti. Historicky
sttibro patfilo k casto vyuzivanym antibakterialnim prostfedkiim pifed objevenim
antibiotik. Béhem prvni svétové valky slouzilo K antibakterialni Gpravé vlaken
pouzivanych k §iti ran [7].

Poslednich 20 let se stiibro vyuzivad do antiseptickych a antibakteridlnich
krycich materidlii podporujicich hojeni, v prevenci a 1é€b¢ infekci, dentalni hygiené,
zanétech o¢i ¢i jinych infekénich komplikaci. Jeho medicinské aplikace se navic
Vv prevenci katétrové sepse ¢i jako soucast naplasti, antiseptickych spreji aj. [152].

Zavazny problém soucasné zdravotni péfe piedstavuje naduzivani bézné
dostupnych antibiotik a ztoho vyplyvajici bakterialni rezistence [152].
Sirokospektralni baktericidni u¢inek stfibra, stejnd jako raznorodost jeho
baktericidnich mechanismil, umoziiuji tento problém eliminovat. Proto se sttibro
vyznamné uplatiiuje zejména v 1écbé komplikovanych bakterialnich infekei
otevienych ran ¢i chronickych viedovych onemocnéni [7].

Ve formé& nanocastic vykazuje stiibro az 200 x vys8i antimikrobialni aktivitu
ve srovnani se stiibrnymi solemi piedevsim kvili mnohonasobné vyssimu povrchu,
umoznujicimu lepsi kontakt s mikroorganismy [7, 151, 153]. Vyssi baktericidni
ucinek nanocastic umoziuje snizeni koncentrace stiibra v krycim materialu, aniz by

doslo k naruSeni jeho Uc€innosti. Navic pouziti niZ§i koncentrace redukuje piipadné
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interference s tkani a vlastnim fyziologickym pribéhem hojeni [7, 16]. Metalické
(elementarni) stiibro AgO je chemicky inaktivni a Spatné absorbovatelné
bakterialnimi bunikami. K ziskani antibakteridlnich u¢inkt je potfebna jeho ionizace

(Ag") v prostiedi télnich tekutin [7, 151].
2.1.11.1 Antibakterialni vicinek nanocastic stiibra (AgNC)

Pozitivné nabité Ag" vstupuji do interakci s negativng nabitymi skupinami
v membrané bakterii (lipopolysacharidy gramnegativnich bakterii, kyselina teichova
a peptidoglykany grampozitivnich bakterii), méni tak jeji permeabilitu
prostiednictvim tvorby poért. Vysledkem je ztrata intracelularnich komponent,
naruseni transportu ionti a tvorby energie, a také usnadnéni vStupu samotnych
nanocastic do nitra bunky. Intracelularné interaguji s fosforem obsazenym
v molekulach DNA nebo katalyzuji oxidaci thiolovych skupin proteini za vzniku
disulfidovych vazeb. AgNC rovnéz naruiuji respiraéni fetdzec, ¢imz inhibuji
bakterialni riist a mohou také piispivat k tvorbé ROS [7, 16, 21, 152]. Ucinek je
koncentra¢né zavisly. Zatimco mikromoldrni mnozstvi Ag® blokuje bunécné
dychani [154], vyssi koncentrace interaguji s cytoplazmatickymi komponentami a
nukleovymi kyselinami [155, 156].

AgNC piisobi proti $irokému spektru aerobnich i anaerobnich bakterii,
grampozitivnich 1 gramnegativnich bakteridlnich kment, véetné¢ multirezistentnich
[152, 157, 158]. Studie srovnavajici pasobeni nanocastic na grampozitivni Ci
gramnegativni bakteridlni kmeny naznacuji vyS$$i senzitivitu gramnegativnich
bakterii [158, 159]. Citlivgjsi k antibakterialnimu ¢inku nanocastic stfibra jsou
rovnéz aerobni bakterie ve srovnani s anaerobnimi [7, 160]. Rovnéz byl prokazan
synergicky efekt AgNC v kombinaci snékterymi antibiotiky (erytromycin,

chloramfenikol, ampicilin aj.) [152].
2.1.11.2 Klinické aplikace AgNC v terapii koznich ran

Prekryti rany pomoci komercné dostupnych krycich material s obsahem
stiibra pripravuje vhodné podminky pro efektivni hojeni. Zajistuje docasnou

ochranu pfed externimi vlivy, prinikem mikroorganismii a jejich ptipadnym
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pomnozZenim. Navic, oproti aplikaci AgNC v roztoku, umoZiiuje zachyceni stiibra
v biopolymeru navysSeni poctu interakei stiibrnych iontti s mikroby, ¢imz je zvysena
efektivita jeho ucinku [7]. V soucasné dob¢ jsou na trhu nejriiznéjsi antibakterialni
kryci materidly z celuldzy, polyuretanové pény, chitosanu, aktivniho uhli, alginatu
aj., impregnované ruznymi koncentracemi iontoveho stfibra ¢i nanosttibra (napf.
Acticoat™, Aquacel® Ag, Contreet®, Algisite® Ag, Actisorb™ Silver) [152]. Tyto
materialy uvolnuji Ag ve formé elementarni (metalické, nanokrystaly) nebo
iontové [161].

Studie in vivo potvrzuji rychlejsi hojeni ran krytych antibakterialnimi
materialy s obsahem stfibra nejen jako dasledek potlaceni rlstu bakterii, ale také
podpofenim reepitelizace prostfednictvim migrace a proliferace keratinocyta [162],
syntézy a depozice kolagenu [152, 163-165] ¢i kontrakce rany v dusledku
diferenciace fibroblastti v myofibroblasty [162, 166]. Topicka aplikace nanocastic
vykazuje rovnéZ protizanétlivé udinky. Nano&astice stifbra AgNC potladuji expresi
prozanétlivych mediatord, napt. IL-6, TNF-a ¢i proteolytickych proteaz MMP [167-
169].

2.1.11.3 Toxicita AgNC

AgNC jsou vieobecnd povazovany za netoxické vi¢i savéim bunkam. Na
druhou stranu, oproti ¢asticim s vétsi velikosti, maji nanocastice vyssi biologickou
aktivitu, protoze maji vy$$i hodnoty mérného povrchu na jednotku hmotnosti. Na
vetsim povrchu se zvysuje pravdépodobnost a pocet kolizi s biomateridlem. Mensi
Castice jsou tak sice antimikrobidlné¢ UCinngjsi, soucasn¢ vSak vzrista riziko
interakci s hostitelskymi buitkami [170, 171].

Potencialni toxicita nanocastic v§ak nezavisi pouze na jejich velikosti [170,
172, 173], ale také na koncentraci [151, 174-177] a typu testovanych bunék [68,
175, 178, 179]. Publikovany byly toxické u¢inky AgNC (& Ag") u riznych typt
sav¢ich bunék [171, 175, 178-183], v¢etné¢ koznich [161, 171, 173, 184-189] (viz
tab. 2). Hodnoty uvedené v publikacich se rizni nejen v zavislosti na vyse
uvedeném, ale také na pouZité metodé stanoveni a zpisobu piipravy AgNC

Kk testovani [161, 184]. Tuto skuteCnost potvrzuje pokles toxicity analyzovaného
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vzorku v souvislosti s vyvazanim iontd stfibra proteiny ¢i ionty soli pfitomnymi

v médiu [161, 185, 190].

Tabulka 2. Toxicita AgNC k fibroblastéim a keratinocytiim

AgNC Ag'(AgNO;)
velikost koncentrace koncentrace
12,5 ppm [185]
20-80 nm 0,34-1,7 ppm  [184]
(LDso)
NHEK
5-40 nm netoxické [186] 58+0,8 ppm [186]
(9 10,5+5nm) (0-25 ppm) (1Cx0)
50 nm > 50 ppm [187] > 7 ppm [185]
NHDF 5-40 nm netoxické [186] 3,1+0,3ppm [186]
(9 10,5+5nm) (0-25 ppm) (1Csp)
10-50 nm 15 + 5 pmol 1™ 191
: [171] >10" mol.I* [191]
HaCaT (¢ 25+ 7 nm) (I1Cx)
(imortalizovana 26,3 = 3 ppm
10(80 %)-65 nm [189]
linie lidskych (ECs0)
keratinocyti) 17+ 4 nm - 16 — 18 ppm
PP [192]
39+ 24 nm (LCs0)
Mysi fibroblast 40 £12 ppm
g Y 10-65 nm PP [173]
L929 (ECso)

Mysi fibroblasty  7-20 nm
63 ppm (ICs0)  [193]

Swiss albino (9 16,6 nm)

Mysi fibroblasty 1045 A (1C0) [175]
+5nm m

NIH-3T3 PP (s

Mysi

. 22,3+ 2 ppm
keratinocyty 10-65 nm [188]
(ECs0)
291.03C
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Dle studii zabyvajicich se analyzou vlivu krycich materiali s obsahem stiibra
na kozni buniky je toxicita tmé&ma mnoZstvi uvolnénych iontd Ag” [161, 185].
Piedpoklada se, Ze do bundk mohou AgNC vstupovat endocytdzou a z endozomu
jsou predany do lysozomu [178, 190, 194, 195], kde se stavaji vlivem nizkého pH
zdrojem Ag’ [196]. Predpokladanym mechanismem tucinku Ag™ je interference
s elektronovym transportnim fetézcem, produkce ROS a aktivace mitochondrialni
apoptotické drahy [197]. Publikovana indukce oxidaéniho stresu vlivem AgNC
[172, 184, 188, 190, 196, 198] muze byt jednou z pii¢in pozdéjsich potencialnich
zanétlivych Gginkd netoxickych koncentraci AgNC. Projevy chronického zanétu
(intra- i intercelularni edém) po 14denni aplikaci 20 nm AgNC byly pozorovany
v prase¢i epidermis [184]. Podobné aplikace pomérné vysokych koncentraci
(> 100 ppm) Ag® ¢ AgNC (<100 nm) vedla ke zten¢eni epidermis a zmény
kolagennich vlaken praseci kiize béhem testu subchronické toxicity [199]. Zviteci a
lidska kize se viak muze vtomto sméru lisit. Napiiklad schopnost AgNC (bez
ohledu na naboj) pronikat do prase¢i kuize je ve srovnani s lidskou kuzi vyssi [200].
Studie in vivo provadéna rovnéz dlouhodobé (17 dni) potvrdila bezpecnost krycich
materiali Acticoat’™ (velikost nano&astic 10-40 nm [201, 202]) pii aplikaci na

popalenou lidskou ktizi [203].
2.1.11.4 AgNC modifikace a hojeni ran

V soucasnosti jsou vyvijeny funkéni materiadly ¢i modifikace, které by byly
schopné uvoliovat stiibrné ionty v koncentraci dostate¢né k zachovani
antibakterialniho ucinku, avsak netoxické vuci savéim bunkam [107, 170]. Takovou
modifikaci jsou napt. oligonukleotidy (Oligo-AgNC) [165], nebo rizné
nanokompozity AgNC (s alginaty [204], s celulézovymi nanokrystaly [205] aj.).
Modifikace AgNC pomoci biokompatibilniho ligandu & polymeru vykazuje
obdobné hojivé uc¢inky jako nemodifikované AgNC pii dosazeni vyssi
biokompatibility [165]. Jednim ze zkoumanych pfistupti snizujicich potencidlni
nosicu prirodniho piivodu [173], konkrétné extrakti rostlin, které mohou byt rovnéz

inkorporovany do krycich materiald [21]. Jejich aditivni antibakterialni G¢inek
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[104] mize snizit potiebnou efektivni koncentraci uvolfiovanych nanocastic, navic
jako antioxidanty mohou potlaovat piipadné negativni vedlej§i u¢inky AgNC na

savéi bunky [206, 207].
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3 CILE DISERTACNI PRACE

/////

ucinku vybranych latek ptirodniho i nepfirodniho pivodu S vyuzitim rtiznych in
vitro modeld koZnich ran ¢i in vitro modelu zdravé epidermis. Byla také provedena
analyza molekularnich mechanismt hojivého u¢inku vybranych latek. Zamérem
prace byla také snaha poukazat na vyznam studia G¢inku jednotlivych slozek
komplexnich smési 1é¢ivych prirodnich extraktl, ptipadné jejich aplikace s ohledem
na priub¢h zanétu. Vysledky prace by mohly piispét k dalSimu pochopeni vyznamu

-----

s moznosti aplikace na pokozku postizenou naptiklad chronickym zanétem.

Konkrétni cile:

'''''

silymarinu — silybin; SB, dehydrosilybin; DHS, kvercetin; KVE) a syntetickych

latek (indometacin; IND) na monovrstvé koZznich bunék a/nebo na

trojrozmérném (3D) modelu rekonstruované lidské epidermis (RHE)

2) Studium pro-/protizanétlivého ucinku subtoxickych koncentraci nanocastic
metalického stiibra a iontového stiibra v koncentraénim rozsahu AgNC
(0,25-25 ppm) a Ag" (0,025-0,25 ppm) po 24 hodinové expozici na 3D in vitro
modelu RHE

3) Vyuziti in vitro modelu infikované kozni rany (monovrstva koznich bunék
stimulovana LPS) a RHE poskozené dodecylsiranem sodnym (SDS) pro:

e Monitorovani produkce vybranych zanétlivych markert (IL-1, IL-6, IL-8,
COX-2) koznimi buikami po expozici vySe uvedenym pifirodnim a
syntetickym latkam.

e Sledovani vlivu vybranych zkoumanych latek na signdlni drahu NF-«B.

-----

vzajemné srovnani.
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4 EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Material a chemikalie
4.1.1 Chemikalie

Adenin, akrylamid/bis-akrylamid, amfotericin B, aminokyseliny (.-glycin, -
histidin, L-izoleucin, L-metionin, L-tryptofan, L-tyrozin), ampicilin, apotransferrin,
barvici roztok Ponceau S, bromfenolovda modf, Coomassie Brilliant Blue G,
dimetylsulfoxid (DMSO), 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
(MTT), ditiotreitol (DTT), dodecylsiran sodny (SDS), Dulbeccem modifikované
Eaglovo médium (DMEM) a epidermalni rustovy faktor (EFG) byly zakoupeny od
firmy Sigma-Aldrich (Praha, Cesk4 republika). Eosin, EpiLife médium bylo dod4no
firmou Life Technologies (Praha, Ceska republika). Fenolova Gerven,
fenylmetansulfonyl fluorid (PMSF), fetalni hovézi sérum — tepelné inaktivované
(FBS), fluorid sodny (NaF), glukéza, glycerol, HAM F12 médium, hematoxylin a
4-(2-hydroxyetyl)-1-piperazinetansulfonova kyselina (Hepes) a hovézi sérovy
albumin (BSA) byly dodany firmou Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika).
Hydrogenfosfore¢nan draselny (K,HPO,), hydrogenfosfore¢nan sodny (Na,HPO,)
hydrogenfosforecnan sodny heptahydrat (Na,HPO,7H,0), hydroxid sodny
(NaOH), hydrokortizon, chlorid draselny (KCl), chlorid hotfecnaty hexahydrat
(MgCl,-6H,0), chlorid vapenaty (CaCl,), chlorid sodny (NaCl), indometacin (IND),
insulin, KBM-2 bazalni médium a keratinocytovy rastovy faktor (KGF) byly
pofizeny od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika). Keratinocytové riistové
suplementy (HKGS) byly zakoupeny od firmy Life Technologies (Praha, Ceska
republika). KGM-2 SingleQuots suplementy byly zakoupeny od firmy East Port
Praha s.r.0. (Praha, Ceska republika). Kyselina r-askorbova, kyselina
chlorovodikova (HCI), LPS z membrany gramnegativni bakterie Pseudomonas
aeruginosa, metanol, Nonidet-P40 (NP-40) a persiran amonny (APS) byly dodany
firmou Sigma-Aldrich (Praha, Ceskd republika). Primarni polyklonalni
protilatky krali¢i anti-IkBa (#9242) a krali¢i anti-fosfo-IkBa (#9241) byly potizeny
od firmy Cell Signaling Technology (Beverly, MA, USA). Primarni protilatky —
polyklonalni: kozi anti-f-aktin (sc-1616), krali¢i anti-c-Jun (sc-1694), krali¢i anti-
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NF-kB p65 (sc-372) a kozi anti-COX-2 (sc-1747); - monoklonalni: mysi anti-lamin
Bl (sc-377000), mysi anti-fosfo-c-Jun (sc-822) a sekundarni protilatky —
polyklonalni kozi IgG protilatka konjugovana s kienovou peroxidazou (HRP)
rozpoznavajici krali¢i (sc-2004), krali¢i proti kozi (sc-2922) a krali¢i proti mysi
(sc-2005) byly zakoupeny od firmy Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA,
USA). Stabilizovany roztok 10000 U-ml™ penicilinu s 10 mg-ml™ streptomycinu
(P/S), tablety Complete™ Protease Inhibitor Cocktail Tablets,
N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin (TEMED), 3,3,5-trijodo-L-tyronin,
tris-(hydroxymetyl)-aminometan (C4H;;NO3), Triton X-100, trypanova modf,
trypsin/etylendiamintetraoctova kyselina (trypsin/EDTA; 0,25%), vanadi¢nan sodny
(Nas;VO,) a Tween 20 byly dodany firmou Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika).

4.1.2 Pristrojové vybaveni

Analytické viahy A&D GR-202 EC (Schoeller Instruments, Praha, Ceska republika)
Analytické vahy AX 105 Delta-Range (Mettler-Toledo, Greifensee, Svycarsko)
Analytické vahy Sartorius AG (Sartorius, Goettingen, Némecko)

Automaticka promyvacka mikrotitra¢nich desticek Hydroflex TECAN (Schoeller
Instruments, Praha, Ceska republika)

Box laminarni THERMO MSC 12 A Advantage (Merci, Brno, Ceska republika)
Centrifuga Eppendorf MiniSpin® (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga Hettich® MIKRO 220R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Némecko)
Centrifuga Hettich® ROTINA 38R (Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Némecko)
Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Hanau, Némecko)

Fluorescenéni mikroskop Zeiss Axiovert 40 CFL (Zeiss, Oberkochen, Némecko)
Hlubokomrazici box -86°C skiinovy Panasonic Health Care Biomedical (Schoeller
Instruments, Praha, Ceska republika)

Inkubator Queue Cellstar (Queue Systems, Bedford, VA, USA)

Lazen vodni tfepaci OLS 200 (Grant Instruments Ltd, Cambridge, Velka Britanie)
Lazent vodni Memmert WNB 14 (Memmert, Schwabach, Némecko)

Micha¢ka magnetické s ohfevem IKA RH Digital (Merci, Brno, Ceské republika)
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Mikroskop laboratorni Olympus CK2 inverzni mikroskop (Olympus, Praha, Ceska
republika)

pH metr HI-2211 Bench Top pH/mV Meter (Hanna Instruments, Praha, Ceska
republika)

Semi-dry blotovaci systém Trans-Blot® Turbo™ Transfer Systém (BIO-RAD,
Praha, Ceska republika)

Spektrofotometr UV-VIS Tecan Infinite® M200 PRO Microplate Reader (Schoeller
Instruments, Praha, Ceska republika)

Termomixer Eppendorf Thermomixer® Comfort (Eppendorf, Hamburg, Némecko)
Termostatovand vodni lazen s ttepackou PS 01000A (Notus-Powersonic, Vrable,
Slovensko)

Ttepacka Heidolph Duomax 1030 (Merci, Brno, Ceska republika)

Ttepacka Heidolph Reax top/Control (Merci, Brno, Ceska republika)

Zatizeni pro tpravu destilované vody deionizaci Ultrapur (Watrex, Praha, Ceska

republika)
4.1.3 Ostatni laboratorni material

Bun&éné sitko Falcon® 40um Cell Strainer (I.T.A.-Intertact, Praha, Ceska
Republika)

Filtr stfika¢kovy MILLIPORE Millex® 0,22 um (Merci, Brno, Ceska republika)
Injekeni stitkacky INKJET 20 ml BIBRAUN (B[ BRAUN, Melsungen, Némecko)
Millicell® Cell Culture Insert PCF, 12 mm, 0,4 pm (Merck Millipore, Praha, Ceska
republika)

Membrana Immobilon-P PVDF (Merck Millipore, Praha, Ceska republika)

Pinzeta Extra Fine Graefe Forceps (Fine Science Tools, Heidelberg, Némecko)
Thermo Scientific™Nunc Nunclon™ kultivaéni ldhve 25 cm?/75cm? Petriho
miska, 6jamkova deska, 96jamkova mikrotitracni desticka, plastova pipeta 10 ml,
zkumavka centrifuga¢ni 50 ml, mikrozkumavky Eppendorf (Thermo Fisher

Scientific, Brno, Ceska republika)
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4.1.4 Roztoky pro praci s bunéénymi kulturami
4.1.4.1 Roztoky pro kultivaci odebranych vzorkii lidské kozni tkané

Fosfatovy pufr (PBS): pufrovany fyziologicky roztok pH = 7,4; zasobni roztok
PBS 10X: NaCl (0,137 mol-I"), KCI (0,00268 mol-1™), Na,HPO, (0,00896 mol-1™),
KH,PO,4 (0,00147 mol-l'l), deionizovana voda; pracovni roztok PBS 1X: 10x
ziedény zéasobni roztok; sterilizace filtraci (0,22 pm filtr; Merck Millipore (Praha,
Ceska republika)

Kultivaéni médium: médium DMEM/HAM F12 v poméru 3:1 s ptidavkem 10%
(v/v) FBS a uvedenymi suplementy ve finalnich koncentracich (adenin 26,4 ug'ml™;
ATB (sm&s 0,25 pgrml™ amfotericinu B; penicilin 100 U-ml™; streptomycin
100 pg'ml™); EGF 0,001 pg'ml™; hydrokortizon 0,8 pg'ml™; inzulin 0,12 U'ml™;
trijodtyronin 0,136 pg-ml™; apotransferin

4.1.4.2 Roztoky pro kultivaci NHEK

Rozvolnéni epidermis: 0,25 % trypsin v EDTA

Médium pro izolaci NHEK z epidemis: bazalni médium KBM-2 suplementované
KGM-2 SingleQuots

Roztok A: pufrovany fyziologicky roztok pH = 7.4; glukdza (0,01 mol-1™"), NaCl
(0,13 mol-1™), KCI (0,003 mol-I'), Na,HPO,-7H,0 (0,001 mol-1™), fenolova &erveti
(3,3110° mol-I"), Hepes (0,03 mol-1?), deionizovand voda; sterilizace filtraci
(0,22 um filtr; Merck Millipore (Praha, Ceska republika); zastavovaci roztok pii
pasazovani NHEK — roztok A + 2% FBS

Kultivaéni medium: ziakladni médium EpilLife suplementované HKGS a
antibiotiky (penicillin, 50 U-ml™; streptomycin, 50 ug-ml™; ampicillin 0,25 pg-ml™)
Experimentalni médium: bezsérové medium; zdkladni médium EpiLife
suplementované aminokyselinami (L-histidin; L-izoleucin; L-metionin; -tryptofan; .-
tyrozin ve finalnich koncentracich 0,05 g-1™; 0,1 1% 0,014 g1*; 0,009 g-1™;
0,014 g-1™), hydrokortizonem (finalni koncentrace 0,2 mg-1™%) a 1 % (v/v) P/S
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4.1.4.3 Roztoky pro 3D kultivaci in vitro modelu RHE

Vysévaci medium: zakladni médium EpiLife suplementované HKGS a antibiotiky
(penicillin 50 U-ml™; streptomycin 50 pg'ml™; ampicillin 0,25 pg'ml™) s piidavkem
CaCl, (1,5 mol-1™)

Kultivaéni medium: vysévaci medium doplnéné kyselinou r-askorbovou
(50 pg'ml™), KGF (10 ng'ml™) a CaCl,

Experimentalni médium: viz experimentalni médium pro NHEK
4.1.4.4 Roztoky pro kultivaci NHDF

Kultiva¢ni medium: médium DMEM suplementované 10% (v/v) FBS a 1% (v/v)
P/S

Experimentalni médium: bezsérové médium DMEM s ptfidavkem antibiotik 1%
(v/v) PIS.

4.1.5 Testovany material

4.1.5.1 Analyzované prirodni latky

Biologicky aktivni slozka ostropestfce maridnského, flavonoid SB, byla
izolovana ze surového extraktu a néasledné upravena na oxidovanou formu DHS v
Laboratofi biotransformaci Mikrobiologického tstavu AV CR (Praha, Ceska
republika). Postup piipravy DHS zjeho parentni slouceniny SB je publikovan
autory Gazak a kol. (2004) [126]. Flavonoid KVE byl zakoupen od firmy
Sigma-Aldrich (Praha, Ceska republika).

Milimolarni koncentrace vzorki DHS, SB a KVE byly pfipraveny
rozpusténim v aprotickém polarnim rozpoustédle dimetylsulfoxidu (DMSO).
Experimentalni vzorky latek byly pfipraveny fedénim v ptisluSném bezsérovém
médiu pro bunééné kultury. Finalni koncentrace DMSO v experimentalnim vzorku
byla 0,1 % (v/v). Testované koncentrace flavonoidéi byly nasledujici: 5 pmol-1*?,
10 pmol1™ a 15 pmol1™ (monovrstva koznich bun&k); 15 pmol-I*, 25 umol-I"* a
50 umol-I"* (RHE).
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4.1.5.2 Analyzované syntetické latky

-----

Experimentalni vzorky nesteroidniho protizanétlivého 1éciva IND,
zakoupeného od firmy Sigma-Aldrich (Praha, Ceskéa republika), byly pfipraveny
identickym zpiisobem a ve stejnych koncentracich jako v ptipad¢ analyzovanych
pfirodnich latek uvedenych vyse.

Nanogastice AgNC byly piipraveny firmou NanoTrade s.r.o. (Frydek Mistek,
Ceska republika) redukci vodného roztoku dusi¢nanu stiibrného (AgNOs)
tetrahydroboritanem sodnym (NaBH,). Velikost nanocastic V experimentalnim
roztoku AgNC byla pfiblizng 10 +5 nm (> 50 %). Zeta potencial AgNC byl -22 mV
a pH roztoku 7,1. Analyzované vzorky byly pfipraveny pfimou dispergaci dodané¢ho
roztoku nanocastic v ptfisluSném bezsérovém médiu pro bunééné kultury a
naslednym fedénim na pozadovanou koncentraci. Koncentrace AgNC
v analyzovanych vzorcich byly nasledujici: 0,25 ppm, 2,5 ppm a 25 ppm. Stiibro
tedy bylo analyzovano jako roztok stfibrnych iontd (AgNO;3) ¢i suspenze
metalického stiibra (AgNC).

4.1.6 Biologicky material

Kozni buniky, normélni lidské dermalni fibroblasty (NHDF) a normalni
lidské epidermalni keratinocyty (NHEK), byly izolovany ze vzorkl kozni tkéné
zdravych dobrovolniki, kteti vSichni podepsali informovany souhlas. Vzorky kiize
byly pfevazné¢ odebirany z kozniho laloku pii redukci prsni tkané, nebo pfii
abdominoplastice na Oddéleni Plastické a estetické chirurgie FN Olomouc. Studie
byla schvalena etickou komisi FN a LF UP Olomouc (Ref. No. 41/09) a provadéna
v souladu s etickymi standardy splnujicimi ¢eské i mezinarodni normy. Pivod a
morfologie primarnich bunéénych kultur byly ovéfeny na Ustavu histologie a

embryologie LF UP Olomouc.
4.2 Postup izolace a kultivace primarnich kultur

Vzorky kozni tkdn¢ a nésledné vyizolované kozni bunky byly zpracovavany
ve sterilnim prostfedi laminarniho boxu. Neni-li uvedeno jinak, byly veskeré

roztoky aplikované na buiiky sterilni a pfedehtaté na teplotu 37 °C.
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Chirurgicky odebrand kozni tkan byla vlozena jiz na operaCnim sale
Oddéleni Plastické a estetické chirurgie FN Olomouc do sterilniho transportniho
roztoku (100 ml PBS + 2 ml ml ATB), v némz byla pienesena do sterilni laboratoie
tkanovych kultur ke zpracovani:

1. Tkan byla promyta PBS, aby doslo k odstranéni krevnich sraZzenin.
Déle byla nastiihana na ¢tverce o rozmérech piiblizné 1 x 1cm,
umisténa na Petriho misku (¢ 90 mm) a kultivovana v médiu za
standardnich kultiva¢nich podminek (37 °C, 5% CO,, 95% relativni
vlhkost vzduchu) umoznujicich rast NHDF. Médium bylo
vyménovano za Cerstvé priblizné 2 x tydné.

2. Cast tkand byla o¢iténa od zbytkd podkozi, nastifhana na drobngjsi
Casti a vlozena do roztoku 0,25 % trypsinuv EDTA. Takto byla
ponechana pii 4 °C do nasledujiciho dne. Rozvolnéni epidermis

v roztoku trypsin/EDTA umoznilo nasledujici izolaci NHEK.
4.2.1 lzolace NHEK

Pii izolact NHEK bylo pracovano se studenymi roztoky (4 °C) na ledé.
Epidermis rozvolnénd inkubaci v roztoku trypsin/EDTA byla oddélena pomoci
pinzety od dermis a pfenesena do média pro izolaci suplementovaného 2 % FBS.
Bunky byly homogenné mechanicky rozsuspendovéany a suspenze prefiltrovana pies
bunécné sitko (Cell Strainer 40 pm) byla nasledné Setrné centrifugovana (1300 rpm;
10 min; 4 °C). Supernatant byl odstranén a bunéény pelet rozsuspendovan
v Cerstvém vychlazeném médiu (10 ml) pro izolaci. Suspenze bunék v izola¢nim
médiu byla pienesena do kultivaéni lahve (kultivaéni plocha 25 cm?; doporucend
koncentrace bungk 46000 bun&k/cm?) s piidavkem 25 ul FBS a dale jiz ponechana
rist pii standardnich kultivaénich podminach. Tteti den bylo izola¢ni médium
nahrazeno médiem kultivaénim. Kultivacni médium bylo vyménovano za cerstvé
kazdy druhy den.

Po dosazeni 80% konfluence byly builky pasdzovany. Kultivacni médium
bylo odstranéno, bunky byly omyly roztokem A a uvolnény ode dna kultivaéni

lahve pomoci roztoku trypsin/EDTA. V piipadé potieby bylo nejprve provedeno
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piecisténi NHEK od piipadné kontaminace butikami NHDF (trypsin/EDTA; 2 min).
Uvolnéné bunky NHDF byly odmyty a odolngjsi NHEK inkubovany s erstvym
roztokem trypsin/EDTA piiblizné 15 minut.

Dile jiz bylo pracovano na ledé se studenymi roztoky. Uginek trypsinu byl
pferusen pomoci zastavovaciho roztoku. Suspenze bunék byla centrifugovana
(1300 rpm; 10 min; 4 °C) a vytvoieny pelet rozsuspendovan v kultivaénim médiu
s pfidavkem 25 pl FBS. Suspenze bunék (dle doporucené koncentrace) byla
prenesena do 75 cm? kultivaéni lahve a doplnéna do 25 ml celkového objemu
kultiva€nim médiem. Kultivacni médium bylo vyménovano za Cerstvé kazdy druhy

den.
4.2.2 lzolace NHDF

Po pokryti dna Petriho misky konfluentni monovrstvou NHDF byla
provedena jejich izolace. Kultivaéni médium pro kuzi bylo odstranéno a bunky
omyty sterilnim PBS k eliminaci pfipadnych zbytki séra, jez by inhibovalo aktivitu
nasledn¢ aplikovaného trypsinu v EDTA. Trypsin umoznil uvolnéni bunck
adherovanych k plastovému dnu kultivaéni misky. Zastaveni jeho Cinnosti bylo
provedeno pfidanim kultivacniho média pro NHDF se sérem. Suspenze bunék byla
prenesena do kultiva¢ni lahve (kultivac¢ni plocha 75 cmd). Buiiky byly kultivovany
pti standardnich kultivaénich podminkach s pravidelnou vyménou média (objem
25 ml) kazdé 3 dny.

Pasaz na konfluentni vrstvé bun¢k byla provedena stejnym zplsobem jako
v piipadé jejich izolace. V tomto piipadé viak byla do nové 75 cm? kultivacni lahve
ptenesena pouze 1/10 ziskané suspenze bunék a doplnéna do 25 ml celkového

objemu cCerstvym kultivaénim médiem.
4.3 Experimentalni in vitro modely hojeni ran se zanétem

4.3.1 Monovrstva Skrabnutych koZnich bunék NHDF

Buniky ve tfeti pasazi byly vysety na Petriho misku (o 90 mm) v hustoté
0,5 x 10° bungk/cm?, aby bylo dosazeno 100% konfluence nasledujici den.

Simulace rany byla vytvofena prostfednictvim Skrabnuti konfluentni monovrtstvy
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bunék pomoci sterilni plastové pipety (objem 10 ml). Bunky uvolnéné Skrabnutim
byly odmyty pomoci PBS. Zanét v ran¢ byl indukovan ptiddnim LPS z membrany
gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa (finalni koncentrace 10 pg-ml™)
do bezsérového média. Koncentrace LPS byla zvolena na zaklad¢ piedchozich

experimentt v nasi laboratoti [208].
4.3.1.1 Experimentdlni protokoly

Pro veskeré experimenty bylo zvoleno bezsérové médium s piidavkem P/S.
Skrabnuté buiiky byly nejprve inkubovany s experimentalnim médiem obsahujicim
LPS anebo bez n¢j po dobu 6 hodin. Pfed aplikaci experimentalnich vzorku
zkoumanych latek byly buiiky oplachnuty PBS. Nésledné byly aplikovéany testované
ptirodni latky v pfislusnych koncentracich po dobu 24 hodin. Pozitivni kontrolu
pfedstavovaly Skrabnuté builkky inkubované nejprve S LPS a nasledné pouze s
experimentalnim médiem obsahujicim rozpoustédlo v koncentraci odpovidajici jeho
mnozstvi ve vSech analyzovanych vzorcich ptirodnich latek (0,1 % (v/v) DMSO).
Podobné¢ tomu bylo v pfipadé negativni kontroly, avSak bez ptidavku LPS.
Experimenty byly opakovany nezavisle na sob¢ s pouzitim bun¢k ziskanych z kozni
tkané tii az péti riznych darci.

V dalsi fazi zkoumani, kdy byl posuzovan moZny synergicky ¢&i
antagonisticky vztah mezi vybranymi testovanymi latkami a LPS, byl zvolen
pozménény experimentalni protokol. V tomto piipadé¢ byly buiiky inkubovany 6
hodin sou¢asné s LPS a testovanymi latkami. Skrabnuté buiiky inkubované pouze s
LPS v experimentalnim médiu s piidavkem 0,1 % (v/v) DMSO predstavovaly
pozitivni kontrolu. Pfiprava negativni kontroly méla stejné schéma, pouze pii ni
nebylo pfidano LPS. Experimenty byly provedeny nezavisle na sobé a bunky

k analyze byly ziskany od tfi riznych pacientu.
4.3.2 Trojrozmérny in vitro model RHE

Postup ptipravy RHE byl ptevzat z publikace autord Poumay et al.[209]. Do
kultivacni desky se Sesti jamkami byly vsazeny inertni polykarbonatové inzerty

Millicell (velikost péra 0,4 um; plocha 1,2 cm?). Buiiky po druhé pasazi byly
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vysazeny na inzerty v suspenzi (0,25 x 10° bungk/cm?; 0,5 ml vysévaci médium) a
okolo bylo aplikovano 2,5 ml média EpiLife s ptidavkem HKGS a antibiotik (viz
kultivacni médium pro NHEK). Nasledujici den bylo vysévaci médium odstranéno
a médium EpiLife s pfidavkem HKGS a antibiotik nahrazeno Cerstvym kultiva¢nim
médiem s piidavkem 1,5mM CaCl,, kyseliny r-askorbové (50 pgrml™) a KGF
(10 ng'ml™). Takto byly vytvofeny podminky pro kultivaci RHE na rozhrani
vzduch-kapalina. Médium bylo vyménovano kazdy druhy den po dobu 14 dni. Tato
doba byla nezbytna k dosazeni plné diferenciace buné¢k do jednotlivych vrstev
epidermalniho  ekvivalentu s odpovidajicimi  bariérovymi  vlastnostmi a

metabolickou aktivitou.

4.3.2.1 Experimentalni protokoly

rrrrr

ucinku pfirodnich ¢i syntetickych latek na modelu zdravé epidermis, a dale
K posouzeni mozného vlivu na rychlejsi regeneraci uméle vytvorené epidermis
Vv ptipad¢ poskozeni iritantem.

Suspenze zkoumanych latek Vv pozadované koncentraci byla nanesena
bezprosttedné na povrch rohové vrstvy modelu zdravé epidermis. Po 24hodinové
expozici byla RHE podrobena histologické analyze k posouzeni morfologickych
zmén a okolni médium vyuzito k analyze vyloucenych cytokint.

Pro vytvoteni 3D zanétlivého modelu hojeni bylo vyuzito drazdivého u¢inku
povrchové aktivni latky SDS. Iritant byl rozpustén Vv experimentadlnim médiu a
topicky aplikovan v koncentraci 1% (v/v) po dobu 5 hodin. Ptfed aplikaci
experimentalnich vzorkti zkoumanych latek byla RHE oplachnuta roztokem A.
Nasledné byly aplikovany testované latky v pfislusnych koncentracich po dobu
24 hodin.

Pro zanétlivy model hojeni, a také pro model zdravé epidermis, byla jako
negativni kontrola zvolena RHE inkubovana pouze s experimentalnim médiem bez
obsahu zkoumanych latek ¢i SDS. V piipadé modelu hojeni predstavovala zanétliva
epidermis, vystavena 5hodinovému pusobeni SDS a nasledné experimentalnimu

médiu s pridavkem 0,1 % (v/v) DMSO, pozitivni kontrolu.
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4.3.2.2 Zpracovani vzorku k histologické analyze

Po skonceni inkuba¢ni doby byla RHE jednu hodinu fixovana pomoci
roztoku Baker (10% (v/v) formaldehyd, 2% (w/v) CaCl,) a poté promyta
3 x 10 min s metanolem. Fixovana RHE na polykarbonatovém filtru byla vyfiznuta
skalpelem z inzertu a nasledné inkubovana 3 x 10 min s toluenem. Takto pfipraveny
vzorek byl zalit parafinem pro ptipravu histologickych fezii. Po deparafinizaci byly
vzorky histologicky barveny hematoxylinem-eosinem nebo imunofluorescen¢nimi
protilatkami anti-cytokeratin 14 a anti-lorikrin (Abcam, Cambridge, Velka Britanie;
fedéni 1:500 v PBS). Po inkubaci s fluorescencné znafenymi sekundarnimi
protilatkami Alexa Fluor 594 A Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR,
USA; tfedéni 1:2000 v PBS) byly vzorky zamontovany a vizualizovany pomoci

fluorescen¢niho mikroskopu.

4.4 Metody
441 MTT test

Princip: MTT test je standardné provadén za celem stanoveni bunécné viability.
Pomoci uvedeného testu lze sledovat aktivitu intracelularnich enzymu respiracniho
tetézce. Mitochondridlni dehyrogenazy redukuji zlutou tetrazoliovou sil MTT na
fialové zbarveny produkt formazan, ktery je spektrofotometricky kvantifikovan pii
vlnové délce 540 nm. Intenzita zbarveni je ptimo umérna viabilité bunék.

Postup: Buitky NHDF byly vysety na 96jamkovou desticku v hustots 0,8 x 10°
bunék/jamka. Nasledujici den byly na konfluentni monovrstvu bunék aplikovany
testované latky (DHS, SB, KVE a IND) v koncentra¢nim rozmezi 5-50 umol-l'l,
negativni kontrola (0,1% (v/v) DMSO) a pozitivni kontrola (1,5% (v/v)
Triton X-100). Viabilita bun¢k byla posuzovana po 24hodinové inkubaci, kdy bylo
aplikovano 100 ul roztoku MTT v experimentdlnim médiu v poméru 1:10.
Formazanové krystalky vytvorené viabilnimi bunikami po 3hodinové inkubaci byly
rozpustény pomoci 1% NH; v DMSO a spektrofotometricky kvantifikovany pfi
540 nm. Kazd4 testovana koncentrace byla analyzovéna v hexapletu ve tfech

nezavislych opakovanich.
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Pracovni roztoky: MTT (5 mg:ml™), PBS (pH = 7,4), 1% NH;v DMSO
4.4.2 ELISA (enzymové znaCena imunovazebna analyza)

Princip: Metoda je zaloZena na specifické interakci antigenu s protilatkou. Jednou
Z variant je ukotveni primarni protilatky na dno 96-ti jamkové desky a jeji nasledna
interakce se sledovanym antigenem, ktery je rozpozndn sekundarni enzymové
znacenou protilatkou (sendvicova metoda). Enzym katalyzuje pfeménu piidaného
substratu na barevny produkt, ktery je spektrofotometricky stanoven. Koncentrace
antigenu je pifimoimérnd intenzité signalu.

Postup: Koncentrace cytokinti IL-6 a IL-8, uvolnénych do média po 24hodinové
inkubaci s analyzovanymi latkami, byla stanovena pomoci ELISA Development
kitu (Peprotech; Praha, Ceska republika). Pfi analyze bylo postupovano dle
protokolu vyrobce.

Pracovni roztoky: PBS (pH =7,2), promyvaci pufr (0,05% Tween-20 v PBS),
blokovaci pufr (1% BSA v PBS), diluent (0,05% Tween-20 + 0,1% BSA v PBS),
ABTS substrat (Sigma-Aldrich; Praha, Ceska republika).

4.4.3 Western blot

Princip: Metoda umoznuje stanovit proteiny V analyzované smeési proteinti po
jejich elektroforetické separaci a nésledném pieneseni na membranu, kde jsou
detekovany pomoci protilatky.

Postup: Po skonceni experimentu byly buniky oplachnuty PBS (4°C) a sesbirany
k centrifugaci (4700 rpm; 5 min; 4 °C). Vznikly pelet byl lyzovan. Koncentrace
proteinu v celkovém bunécném lyzatu (pfipraven pomoci RIPA pufru; provedeni
dle [210]) nebo v cytosolickém/jaderném lyzatu (pfiprava pomoci
hypo-/hypertonického  pufru;  podrobné  viz  [211]) byla stanovena
spektrofotometricky (Amax =540 nm) pomoci Bradfordova C¢inidla. Jednotlivé
vzorky (20 ug proteinu) byly naneseny na 10% SDS-polyakrylamidovy gel
(SDS-PAGE) a separovany v elektrickém poli podle své molekulové hmotnosti.
Separované proteiny byly pfeneseny na membranu z polyvinylidenfluoridu (PVDF).

Membrany byly blokovany vaéi nespecifickym interakcim s protilatkami
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v 5% netu¢ném mléku v TBS s obsahem 0,1% Tween-20 (TBS-T) po dobu 2 hodin.
Poté byly inkubovany pies noc (4°C) s odpovidajici priméarni protilatkou vici
sledovanému proteinu (fedéni 1:1000 v 5% netuéném mléku v TBS-T). Nasledujici
den byly membrany po odmyti nenavazanych proteinti pomoci TBS-T inkubovany
se sekundarni protilatkou, enzymové znaCenou kienovou peroxiddzou (HRP)
(inkubace 2 hodiny; fedéni 1:10000 ve 2,5% netu¢ném mléku v TBS-T). Sledovany
protein byl chemiluminiscen¢né vizualizovan na fotograficky film s vyuzitim
chemiluminiscen¢niho kitu Western Blotting Luminol Reagent Kit (Santa
Cruz Biotechnology; Santa Cruz, CA, USA). Relativni intenzita signalu byla
denzitometricky kvantifikovana pomoci Imagel softwaru (1.48v; National Institutes
of Health; Bethesda, MD, USA). Western blot byl vyuzit k detekci proteinti c-Jun,
NF-kB p65, COX-2, lamin B1 a B-aktin (podrobnéjsi charakterizace protilatek viz
chemikalie).

Pracovni roztoky: roztok pro separa¢ni gel (1,5 mol-I"* Tris-HCI; pH = 8,8)/ roztok
pro  zaostfovaci gel (0,5mol-1* Tris-HCI;  pH =6,8) + 10% (w/v)  SDS,
10% (w/v) APS, 40% (w/v) akrylamid/bis-akrylamid, TEMED,;
10 x TBS (0,25 mol'1* Tris  baze,  2moll*NaCl; pH=75), TBS-T
(1 x TBS + 0,1% Tween-20), vzorkovaci pufr (0,125 mol-I™* Tris-HCI, 4% (w/v)
SDS, 20% (v/v) glycerol, 0,2 mol'l* DTT, 0,02% (w/v) bromfenolovd mod;
pH =6,8).

ABTS substrat spoleéné¢ s 10 x Tris/Glycin/SDS pufrem a 10 x transferovym
pufrem pro semi-dry blotovaci systém byly zakoupeny od firmy Merck (Praha,
Ceska republika).

4.4.4 lzolace RNA a reverzné transkriptazova polymerazova ietézova reakce

V realném case (RT-qPCR)

Princip: Metoda Real-time PCR umoziuje kontinualni kvantifikaci produktu
(amplifikovaného useku DNA) generovaného v pribéhu kazdého PCR cyklu, ktery
ma tfi teplotné odlisné faze; denaturace DNA, hybridizace - nasednuti primert a
syntéza DNA. Syntéza produktu zacina od tzv. primeru (synteticky pfipraveny

specificky fragment DNA) pomoci termostabilni DNA polymerazy. Detekce
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produktu je umoznéna prostfednictvim zavedeni znaCené hybridiza¢ni sondy
komplementarni cilové sekvenci DNA, kterd je po navazani vizualizovana.
Reverzné transkriptazova varianta PCR vyuziva vyizolovanou RNA ze vzorku. Ta
vSak musi byt nejprve piepsana do komplementarni DNA (cDNA) reverzni
transkriptazou, aby mohla slouzit jako PCR templat k amplifikaci.

Postup: Thned po ukonceni experimentu byla celkova bunécna RNA ze vzorku
vyizolovana prostfednictvim Nucleospin® RNA kitu (MachereyNagel; Bethlehem,
PA, USA) dle protokolu vyrobce. Po izolaci byla pouzita DNaza I k odstranéni
pfipadné kontaminujici genomové DNA ze vzorku. Koncentrace a Cistota RNA byla
stanovena spektrofotometricky pii vinovych délkach 230 nm, 260 nm a 280 nm.
Kontrola celistvosti byla provedena agar6zovou gelovou elektroforézou. Vzorek
RNA v mnozstvi 1 pg byl poté reverzné transkribovan do cDNA pomoci M-MLV
reverzni transkriptazy (kit od firmy Invitrogen; Waltham, MA, USA) na pfistroji
CFX96™ Real-Time PCR Detection systém (BIO-RAD; Hercules, CA, USA)
S nastavenim termocykleru: 50°C, 37 min; 70°C, 15 min. Amplifikace cDNA byla
provedena pomoci PCR v realném &ase na piistroji StepOnePlus™ Real-Time PCR
System (Applied Biosystems; Foster City, CA, USA) s vyuzitim specifickych
primerd designovanych Primer Express Softwarem (verze 3.0.1, Applied
Biosystems). Amplifikace probihala za nasledujicich podminek: iniciace (95 °C,
10 min); nasledovana ctyficeti cykly denaturace pii 95 °C (15 s), nasednuti primeri
a syntéza komplementarniho fetézce pii 60 °C (60 s). Relativni mnozstvi mRNA

-AACT
2

bylo stanoveno pomoci komparativni Ct metody ( ) s normalizaci na hladinu

exprese referen¢ni genu RPL13A.

Sekvence primeri (5'—3’):

e RPL13; F-GAGGTATGCTGCCCCACAAA, R-GTGGGATGCCGTCAAACAC;
e IL-6; F-CACACAGACAGCCACTCACC, R-TTTCACCAGGCAAGTCTCCT,
e IL-8;, F-GTGCAGTTTTGCCAAGGAGT, R-CTCTGCACCCAGTTTTCCTT;

e p65; F-TAGGAAAGGACTGCCGGGAT, R-CCGCTTCTTCACACACTGGA,

e IkB; F-CCATGGTCAGTGCCTTTTCT, R-GTCAAGGAGCTGCAGGAGAT,

e c-Jun;F-GAAGTGTCCGAGAACTAAAG, R-AAAAGTCCAACGTTCCGTTC.
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Pracovni roztoky:

e Kontrola Ccistoty a celistvosti: 50 x TAE (2mol-l-1 Tris baze, 1 moll-1
CH3COOH, 50 mmol-1-1 EDTA, dH20), 2% agaréza v 0,5 x TAE, ExactLadder
DNA Premix Log?2 (Ozyme, St.Quentin, Francie), ethidium bromid
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA); Deoxynukleotidy (dNTP;
10 mmol-1-1) a kit Tag DNA Polymerase, piipadn¢ kit DNase | Amplification
Grade byly zakoupeny od firmy Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

e Reverzni transkripce: kit M-MLV Reverse Transcriptase a dNTP (10 mmol-1™)
od Invitrogen Waltham, MA, USA), oligonukleotidy (oligo(dT); 50 umol-I'*) od
firmy Eurogentec (Angers, Francie)

e RT-gPCR: ThermoPower SYBR® Green PCR Master Mix (ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, USA)

445 Gelova retardacni analyza (EMSA)

Princip: Elektroforetickda metoda umoziujici studium interakci mezi proteinem a
specifickym tsekem DNA. Metoda spociva v rozdilné elektroforetické pohyblivosti
komplexu protein-DNA ve srovnani s volnou DNA. Komplex je vzhledem ke své
velikosti oproti nenavazané DNA pfi prichodu gelem pomalejsi (je tzv. retardovén).
Postup: DNA-vazebna aktivita podjednotky p65 transkripéniho faktoru NF-kB
k odpovidajici sekvenci byla posuzovana v jaderném lyzatu (piiprava viz Western
blot). Reakéni smés tvofena jadernym lyzatem (10 pug proteinu), sondou znacenou
biotinem, vazebnym pufrem, hypertonickym pufrem a kompetitorem
(poly(dI-dC).(dI-dC).; nespecificka kompetitorova DNA potlacujici nespecifické
interakce; koncentrace 1 pg-ul™) byla inkubovéna 30 min pfi pokojové teploté.
Nasledn¢ byla ptfidana bromfenolova modi k vizualizaci migrace vzorku
v neredukujicim 7% polyakrylamidovém gelu. Po elektroforetické separaci byly
proteiny pifeneseny na PVDF membranu a inkubovany s streptavidin-HRP
konjugatem (fedéni 1:2500 v 1% BSA v TBS-T) k umoznéni nasledné vizualizace
po piidani chemiluminiscenéniho substratu PIUSECL (PerkinElmer, Boston, MA,
USA). Chemiluminiscenéni signal byl vizualizovan pomoci ChemiDoc™ XRS+

system (BIO-RAD; Hercules, CA, USA).
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Pracovni roztoky: vazebny pufr (20 mmolI"* Tris baze; pH = 8, 0,3 mol-I"* KCI,
1 mmol-1™ EDTA; pH = 8, 0,2% (v/v) Triton X-100, 25% (v/v) glycerol), roztok pro
separaéni gel: 10 x TBE (0,9 mol'I"* Tris béaze, 0,9 mol-I”* kyselina borita,
0,02 mol-I* EDTA; pH =8), 30% (w/v) akrylamid/bis-akrylamid, 10% (w/v) APS,
TEMED; migracni pufr (0,5 x TBE), TBS-T (viz Western blot), vzorkovaci pufr
(1 mol-1™* Tris baze; pH = 8, 0,1% (w/v) bromfenolova mod).

5°- koncové znaceny specificky oligodeoxynukleotid:

5'-AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC-3’ (Eurogentec, Seraing, Belgie)
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5 VYSLEDKY

5.1 Cytotoxicky profil analyzovanych prirodnich latek

Pfed vlastnim experimentem byla stanovena viabilita bunék NHDF po
24hodinové expozici vybranym slozkam silymarinu a protizdnétlivého 1é¢iva IND.
Latky DHS, SB, KVE a IND byly testovany v koncentra¢ni fadé 0 az 50 uM.
Ptestoze latky SB, KVE a IND nezpiisobovaly ve zvoleném koncentracnim rozsahu
signifikantni pokles viability bunék, oxidovany derivat silybinu DHS vykazoval
zjevny cytotoxicky G&inek. Jak je patrné z grafu (obr. 7), jiz koncentrace 25 pmol-1*
snizila  aktivitu = mitochondrialnich  dehydrogenaz.  Signifikantni  redukce
mitochondrialni funkce byla pozorovana u NHDF exponovanych 50 pmol1* DHS.
Na zaklad¢ vysledki MTT testu byly vybrany experimentalni koncentrace
5 pmol-1?, 10 pmol-I* a 15 pmol1™ SB, KVE, DHS a IND jako nejvhodn&jsi

rrrrr

buné¢k NHDF.
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Obrazek 7. Vliv KVE, SB, DHS a IND v koncentraénim rozmezi 0 az 50
umol-I™* na viabilitu bunék NHDF po 24hodinové expozici byl posouzen MTT
testem. Uroven viability je vyjadiena v procentech negativni kontroly (NK;
odpovidajici 100 %) jako pramér & SEM (stfedni chyba priméru) ze tfi nezavislych
opakovani (n = 3). Signifikantni pokles viability je indikovan *p < 0,05 ve srovnani
s kontrolni populaci bun¢k (0,1% (v/v) DMSO v bezsérovém experimentalnim
médiu).
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5.2 VIliv DHS, SB, KVE a IND na sekreci prozanétlivych cytokini

Cytokiny IL-6 a IL-8 piedstavuji tzv. zanétlivé markery, protoze jejich
koncentrace jsou u nehojicich se ran zvySeny v dusledku pietrvavani zanétlivé faze,
k cemuz v ptipadé spravného prubéhu hojeni nedochazi [212]. Pro stimulaci zanétu
vin vitro modelu hojeni Skrabnutych bunék NHDF byl aplikovan LPS P.
aeruginosa [81, 208] v bezsérovém médiu na 6 hodin (pozitivni kontrola; PK).
Bakterialni LPS v koncentraci 10 pg'ml™ signifikantng zvysil sekreci IL-6 ve
srovnani s kontrolni bunécnou populaci neexponovanou LPS (negativni kontrola;
NK) (obr. 8A). Jak je vsak patrné z grafu (obr. 8B), LPS je vyznamné u¢innéjSim
induktorem chemoatraktantu IL-8. Po nasledné 24hodinové expozici DHS nebo
KVE doslo u LPS-stimulovanych bun¢k k signifikantnimu poklesu hodnot IL-6 pro
vSechny studované koncentrace. Vyznamnéj$i koncentracné zavisly efekt vykazoval
DHS, ktery vSak potlacoval také zvySenou sekreci IL-6 vyvolanou samotnym
Skrabnutim bunék. DHS byl rovnéZ jedinou ze zkoumanych latek signifikantné

ucinnou vic¢i nadprodukei IL-8 buiikami exponovanymi LPS.
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Obrazek 8. Cytokiny IL-6 (A) a IL-8 (B) uvolnéné bunkami do média po
6hodinové inkubaci s LPS, pfip. bez n¢j, nasledné vystavené 24hodinovému
pisobeni 5 pmol-1™, 10 pmol-1™* a 15 pmol-1™* SB, KVE, DHS a IND byly stanoveny
pomoci metody ELISA. Vysledné hodnoty jsou prezentovany v procentech NK
(0,1% (v/v) DMSO vV bezsérovém médiu) jako primér = SEM; n = 3. Signifikantni
zmény ve srovnani s NK jsou oznageny "p<0,05 prp. “p<0,01. P
signifikantnich zménach vztazenych k pozitivni kontrole (PK; 6 hodin inkubace
S LPS néasledovana 24hodinovou inkubaci s 0,1% (v/v) DMSO v bezsérovém
médiu) je znaceni nasledujici: *p < 0,05, ptip. **p < 0,01.

rrrrr

5.3 Analyza predpokladanych cilovych proteinii protizanétlivého

pusobeni DHS, SB, KVE a IND pomoci Western blotu

Nejznaméjsimi transkripcnimi faktory zapojenymi do iniciace genové
exprese prozanétlivych mediatori (napt. IL-6, IL-8 ¢i COX-2) jsou NF-xB a
AP-1[37, 213]. Vliv DHS, SB, KVE a IND na aktivaci téchto vyznamnych
proteint, konkrétné podjednotek p65/NF-«xB a c-Jun/AP-1, byl analyzovan metodou
Western blot (obr. 9A, 9B, 9D). Z grafu je patrné, Ze po expozici nejucinngjsi latky
(dle piedchoziho experimentu) DHS, v koncentracich 10 pmol-I* a 15 pmol 1™,
bylo mnozstvi p65 v jadie ¢i fosforylované pc-Jun vyssi ve srovnani s kontrolni
populaci bunék. V piipadé bunék exponovanych LPS byl efekt jesté vyraznéjsi.

Naopak zadna ze zkoumanych latek neméla signifikantni vliv na produkci

enzymu COX-2 (obr. 9C), jez je vlivem NF-kB kontrolovana.
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Obrazek 9. Fotograficky zaznam (D) a jeho grafické vyjadieni (A, B, C)
predstavuji vysledky Western blotu vyuzitého pfi analyze aktivace transkripénich
faktord NF-xB a AP-1, a také produkce jimi regulovaného proteinu COX-2. Graf A
zobrazuje presun NF-kB (p65) do jadra, graf B fosforylaci c-Jun a graf C mnozstvi

endogenniho prozanétlivého proteinu

COX-2. Analyza byla provedena po

6hodinové inkubaci NHDF s LPS ¢i bez né€j v bezsérovém médiu a naslednému
24hodinovému piisobeni 5 pmoll™, 10 pmol1™ a 15 umol'I* SB, KVE, DHS a
IND. Data jsou prezentovana v procentech NK (0,1% (v/v) DMSO v bezsérovém
médiu) jako pramér+ SEM; n =5. Signifikantni zmény ve srovnani s NK jsou
znadeny "p < 0,05, piip. p < 0,01. Signifikantni zmé&ny ve srovnani s PK (6 hodin
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inkubace sLPS nasledovana 24hodinovou inkubaci s 0,1% (v/v) DMSO
V bezsérovém médiu) jsou oznaceny *p < 0,05.

5.4 Ulinek DHS, SB, KVE a IND na hladinu exprese mRNA

prozanétlivych geni

Zmény v hladinach prozanétlivych proteint i jejich aktivace pozorované
Western blotem nebo metodou ELISA nas vedly k analyze exprese na trovni
mRNA pomoci metody RT-qPCR. Pro dalsi studium byla vybrana koncentrace

10 pmol-1?, ktera byla na zakladé piedchozich experimentii vyhodnocena jako

-----

c W

ostatnimi analyzovanymi molekulami nejvyraznéjsi protizanétlivy efekt, pii
koncentraci 15 pmoll1* dochézelo k enormn& vysoké aktivaci prozanétlivého a
proapoptotického faktoru AP-1, indikujici moznou reakci na stres [214, 215].
Zmény hladin mRNA analyzovanych proteinii byly ziskdny relativnim
pomeérem genové exprese mRNA zkoumaného genu k referenénimu genu RPL13A.
Z dat ziskanych z RT-qPCR je patrna korelace zmén exprese genu pro IL-6 a IL-8
(obr. 10A,10B) s namétenymi hladinami proteinti u bun¢k exponovanych LPS (obr.
8A,8B). Podobné¢ tomu bylo v pfipad¢, kdy dochazelo k poklesu takto zvysSené
hladiny mRNA IL-6 u bun&k nasledné vystavenym na 24 hodin 10 pmol-1'DHS
(obr. 10A). V kontrastu s timto pozorovanim vsak byly zmény na irovni mRNA pro
IL-8. V grafu 10B je patrné signifikantni zvySeni hladiny mRNA IL-8 po expozici
LPS a nasledné¢ DHS (az 4 x vyS$$i ve srovnani se samotnym LPS). Neocekéavany
byl také pokles hladiny exprese genu p65 u bunék neexponovanych LPS po
24hodinové expozici v§em studovanym molekulam ve srovnani s NK (obr. 10C).
Jediny DHS signifikantné snizil hladinu mRNA p65 také v ptipad¢ expozice bunék
LPS. U¢inek DHS je ale ziejmé nezavisly na piedchozim ptisobeni LPS, protoze
V obou piipadech doslo k podobnému poklesu a samotny LPS signifikantni zmény
hladiny mRNA p65 nevyvolal. Dle grafu 10D nedoslo vystavenim bunék LPS ¢i

kterékoliv ze zkoumanych latek k signifikantnim zméndm hladiny mRNA c-Jun. To
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vSak muze byt v tomto piipad¢ zpiisobeno zna¢nou variabilitou v odpoveédich bun¢k

ziskanych z kozni tkdné rliznych pacientd.
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Obrazek 10. Zmény v hladinach mRNA cytokint IL-6 (A) a IL-8 (B) a jim
nadfazenych transkripénich faktori NF-«xB (p65) (C) a AP-1 (c-Jun) (D)
normalizované K referencnimu genu RPL13A. Analyza genové exprese byla
provedena metodou RT-qPCR po 24hodinové inkubaci s 10 umol'I* DHS, SB,
KVE anebo IND po ptedchozi 6hodinové inkubaci s LPS v bezsérovém médiu nebo
bez n¢j. Data jsou zde prezentovana v relativnich arbitrarnich jednotkach jako
primérna hodnota vztazena k NK (0,1% (v/v) DMSO v bezsérovém médiu) + SEM;
n=5. Signifikantni zmény ve srovnani s NK jsou znaeny "p<0,05, ptip.
"0 <0,01. Signifikantni zm&ny ve srovnani sPK (6 hodin inkubace sLPS
nasledovana 24hodinovou inkubaci s 0,1% (v/v) DMSO v bezsérovém médiu) jsou
oznaceny *p < 0,05 a **p < 0,01.
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5.5 VIiv DHS na hladinu mRNA IkBa

Dalsi cast vyzkumu byla zaméfena na DHS, slozku silymarinu
S nejvyrazn€jSim ucinkem. Jak jiz bylo zminéno v teoretické casti, kliCovou
molekulou inhibujici transport NF-kB z cytoplazmy do jadra je IxB. Pii aktivaci
drahy NF-xB dochazi k degradaci tohoto inhibitoru, ¢imz je umoznéna transkripcni
aktivita NF-xB pfi zanétu [1, 14].

Kvantifikace zmén hladiny mRNA IkBoa pomoci RT-gPCR odhalila
rozdilnou regulaci genové exprese v zavislosti na koncentraci DHS, které byly
posilila narast hladiny mRNA IxBa, koncentrace 10 pmol-1™ a 15 umol-l'l DHS
zpusobila signifikantni pokles hladiny mRNA (viz obr.11). Timto by vyssi
koncentrace DHS mohla ptispét k pietrvavani zanétu. Na druhou stranu, samotny
LPS signifikantni zmény hladiny mRNA IkxBa nezpiisoboval. Koncentracné zavisly
obousmérny trend pusobeni samotného DHS ziejmé nezéavisel na ucinku LPS,

protoze byl patrny i bez néj.

, i

Obrazek 11. Relativni mnozstvi mRNA IkBa analyzované v bunkéch
po expozici DHS pomoci RT-gPCR. Buiiky NHDF byly ponechany nejprve 6 hodin
SLPS vbezsérovém médiu (nebo bez né€j) a nasledné¢ vystaveny 24 hodin
5-15 pmol-1-1 DHS (24 hodin). Exprese byla normalizovana k referenénimu genu
RPL13A. Vysledky jsou vyjadieny graficky jako primérna hodnota nasobkd zmén
u jednotlivych analyzovanych koncentraci ve srovnani s NK (0,1% (v/v) DMSO

[ w =

Relativni mnozstvi IkBo mRNA
[

15 DHS/
[pmol-11]

LPS
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vV bezsérovém médiu) + SEM; n = 3. Exprese byla normalizovana k referenénimu
genu RPL13A. Signifikantni zmény ve srovnani s NK jsou znageny “p < 0,05,
"p<0,01, piip. *p<0,001. Signifikantni zmény ve srovnani s PK (6 hodin
inkubace sLPS nasledovana 24hodinovou inkubaci s 0,1% (v/v) DMSO
V bezsérovém médiu) jsou oznaceny *p < 0,05.

5.6 Analyza spoluptisobeni DHS a LPS pomoci Western blotu

Vzhledem k indukci/inhibici exprese IxkBo ptisobenim riznych koncentraci
DHS bez ohledu na ptedchozi inkubaci s LPS nas zajimalo, jaky efekt bude mit
DHS, jestlize bude aplikovan na NHDF soucasné s LPS.

Degradace IkB je spusténa jeho fosforylaci, proto jsme pomoci Western
blotu monitorovali hladinu fosforylované (fosfo-lkBa; p-lkBa) a nefosforylované
formy IkBa. Dle vysledkt graficky zpracovanych v obr. 12A, pti soucasné aplikaci
DHS doslo k signifikantnimu poklesu hladiny p-lkBa pfechodné zvysenému
pusobenim LPS, pficemz se tento efekt zda byt koncentracné zavisly. Na druhou
stranu, DHS zaroven snizil mnozstvi nefosforylované formy lkBa za situace, kdy

byl aplikovan spolu s LPS (viz obr. 12B).
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Obrazek 12. Posouzeni aktivace NF-kB pii soucasné expozici LPS a
5-15 pmol-1* DHS analyzou mnoZstvi fosforylované/nefosforylované formy
inhibitoru bylo provedeno po 6hodinové inkubaci. Pfitomnost fosforylované formy
(p-1xkBa) koreluje s aktivaci NF-kB. Jako endogenni kontrola byl zvolen B-aktin.
Graf (A) je vysledkem denzitometrické kvantifikace zmén p-lkBo ziskanych
metodou Western blot. Data jsou vyjadiena jako primérna hodnota vztazena k NK
(0,1% (v/iv) DMSO v bezsérovém médiu) + SEM; n = 3. Signifikantni zmény ve
srovnani s NK jsou znaGeny *p <0,05. Signifikantni zmény ve srovnani s PK
(6 hodin inkubace s LPS a 0,1% (v/v) DMSO v bezsérovém médiu) jsou oznaceny
*p < 0,05. (B) Reprezentativni obrazek Western blotu.

5.7 VIiv DHS na DNA-vazebnou aktivitu NF-kB

K posouzeni mozné spolupraice mezi DHS a LPS byla za stejnych
experimentalnich podminek také analyzovana schopnost DHS regulovat vazebnou
aktivitu NF-xB na cilové DNA sekvence. S ohledem na ptedchozi vysledky; pokles
koncentrace klicového inhibitoru IxBa (viz obr. 12B), zvysena translokace NF-«xB
do jadra ¢i produkce mRNA IL-8 (viz obr. 9A) bylo ptedpokladano, ze bude také
zvySena vazebna aktivita NF-xB vlivem DHS. Béhem gelové elektroforézy by tak
doslo ke snizeni elektroforetické pohyblivosti komplexu protein-DNA ve srovnani
s volnou DNA sekvenci. Nicméné z grafu na obr. 13A je patrné, e 15 pmol-1™
DHS po 6 hodinach signifikantné potlacoval schopnost NF-kB navazat se na
korespondujici DNA sekvenci v exponovanych buitkach NHDF (= 70 % vazebné
aktivity NK). Za situace, kdy byl do experimentalniho prostifedi zaroven ptidan
LPS, se tento efekt jevil jesté vyznamn&jsi, a to jiz od koncentrace 10 pmoll™,
signifikantnd pfi 15 umollI™ (= 50-30 % vazebné aktivity PK). Na druhou stranu, za
danych experimentalnich podminek samotny LPS indukci vazebné aktivity NF-xB

nevyvolal (viz obr. 13A, 13B).

62



120

A
100
; .
6 |
4 *
| n
0
NK 5 10 15 PK 5 10

(=] =} (=]

Vazebna aktivita NF-kB [% NK]
]

15 DHS/
[pmol-1!]
LPS
B
DHS [pmol-I'] L 0 5 10 15
NF-xB o PT EFETEI R e - :
Volna DNA

Jaderny lyzat S e S
LPS - - + - + - + - +

Obrazek 13. VIiv DHS na vazebnou aktivitu NF-kB pii soucasné expozici
LPS. Metodou EMSA byl posuzovan vliv 6hodinové inkubace NHDF
s 5-15 pmol-1* DHS v pritomnosti LPS & bez n&j. Obrazek (A) piedstavuje
grafickou prezentaci vysledkil. Vazebna aktivita NF-xB je vyjadiena jako primérna
hodnota procentualniho podilu NK (0,1% (v/iv) DMSO vV bezsérovém médiu)
+SEM; n=3. Signifikantni zmény ve srovnani s NK jsou znageny “p < 0,01.
Signifikantni zmény ve srovnani s PK (6 hodin inkubace s LPS a 0,1% (v/v) DMSO
V bezsérovém médiu) jsou oznaCeny *p <0,05. (B) Reprezentativni obrazek
elektroforetické separace proteind.

5.8 Vyuziti in vitro 3D modelu RHE k analyze piisobeni vybranych

sloZzek silymarinu na lidskou epidermis pri zanétu

V této praci byla zkoumana také potencialni schopnost vybranych slozek

silymarinu pfispivat k regeneraci poskozené epidermis. Pro analyzu in vitro byl
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vybran 3D model lidské epidermis RHE (ptiprava viz oddil 4.3.2), ktery vykazuje
morfologii charakteristickou pro nativni epidermis s podobnymi bariérovymi
vlastnostmi [209].

5.8.1 Stanoveni prozanétlivych interleukinii metodou ELISA

V piipadé poskozeni ochranné rohové vrstvy epidermis, spoustéji biologicky
zivé keratinocyty po kontaktu s iritantem prozanétlivé signalni drahy, jejichz
vysledkem je mj. produkce cytokini a chemokinl, napt. IL-6 a IL-8, jeZ jsou
povazovany za markery zanétu [216, 217].

Poruseni epidermalni bariéry in vitro modelu bylo vytvoieno pomoci topické
aplikace surfaktantu SDS v koncentraci 1 % (v/v) po dobu 5 hodin. Povrchoveé
aktivni latka signifikantné zvysila sekreci obou markerd (obr. 14A, 14B) ve
srovnani s kontrolni RHE neexponovanou SDS (negativni kontrola; NK). Piestoze
vSak byly aplikovany pomérn¢ vysoké koncentrace (<50 uM) zkoumanych latek,
zadnd ze slozek silymarinu nevykazovala vyznamnéj$i efekt na produkci
testovanych interleukint (viz obr. 14A, 14B). Koncentrace 50 uM nebyla
pirekroena z diivodu omezené rozpustnosti analyzovanych flavonolignant

v kultivacnim médiu [218].
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Obrazek 14. Metodou ELISA stanovené rozpustné cytokiny IL-6 (A) a IL-8
(B) uvolnéné do média po expozici SDS nebo médiu bez n¢j, nasledované
24hodinovym pisobenim 15-50 pmol-1™* SB, KVE, DHS a IND nebo pouze médiu.
Vysledné hodnoty jsou prezentovany v procentech NK (bezsérové médium) jako
primér £ SEM; n = 3. Pozitivni kontrola je znacena PK (5 hodin inkubace s SDS
nasledovana 24hodinovou inkubaci s bezsérovym médiem. Signifikantni zmény ve
srovnani s NK jsou ozna¢eny "p < 0,05, ptip. *p <0,01. Signifikantni zmény ve
srovnani s PK pozorovany nebyly.

5.8.2 Histologicka analyza morfologickych zmén RHE

Jednim z hlavnich ukold klze, je zajisténi externi bariéry vici nezaddoucim
vlivim vnéjsiho prostiedi. Povrchovou vrstvu kize tvoii epidermis, sestavajici
témer vyluéné z bunék keratinocytd. Naruseni epidermis, predevSim pak jeji horni
rohové vrstvy stratum corneum, vyznamné piispiva ke vzniku infekce. Z tohoto
divodu je klicové obnoveni celistvosti epidermalni bariéry [1]. K posouzeni
celistvosti RHE bylo vyuzito unikédtni vlastnosti epidermis diferencovat do
jednotlivych vrstev charakteristickych specifickym typem strukturnich proteint.
Naptiklad keratinocyty ve spodni bazalni vrstvé vytvareji cytokeratiny typu 5 a 14
[219], zatimco keratinocyty v rohové vrstvé (nezivé korneocyty), u nichz doslo

k terminalni diferenciaci, exprimuji napt. lorikrin [220].
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Histologické fezy RHE byly barveny po 24hodinovém pisobeni 15 pmol-17,
25 pmol-I"! nebo 50 pmol1™ SB, KVE, DHS a IND pomoci hematoxylinu-eosinu
(obr.15,17) nebo  imunohistochemicky = monoklonalnimi  protilatkami
anti-cytokeratin 14 (stratum basale) a anti-lorikrin (stratum corneum) (obr. 16).
Byla provedena histologicka analyza RHE vystavené pouze samotnym slozkdm
silymarinu ¢i IND v uvedenych koncentracich (obr. 17), stejné jako RHE nejprve
vystavené 1% (v/v) SDS po dobu 5 hodin (obr. 15 a 16.).

Cilem bylo mikroskopické zhodnoceni, zda dochdzi vlivem vybranych
slozek silymarinu o rlznych koncentracich ke zméné€ vizudlniho stavu RHE
poskozené SDS, ve srovnani s RHE, ktera byla vystavena pouze médiu (NK; obr.
15A a 16A). Histologickym barvenim bylo odhaleno naruseni normalni morfologie
RHE vlivem SDS (PK; obr. 15B a 16B) pozorované jako odtrzeni rohové vrstvy,
nitrobunéény edém ¢i zanik jader. Tento efekt korespondoval se zvySenou produkci
prozanétlivych cytokinil (viz obr. 14). PiestoZe je moZné pozorovat pozitivni zmény
v morfologii poskozené RHE po expozici 15 umol-I* DHS (obr. 15C-1 & obr.
16C-1) ¢i IND ve stejné koncentraci (obr. 15F-1 a 16F-1), mezi jednotlivymi RHE
nakultivovanymi z NHEK rtznych pacientli byla pozorovéna interindividudlni

variabilita.
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Obrazek 15. Histologické zmény RHE pozorované po expozici SDS
(B; PK) a nasledng 15-50 pmol-1™* DHS (C-1, C-2, C-3), SB (D-1, D-2, D-3), KVE
(E-1, E-2, E-3) a IND (D-1, D-2, D-3), nebo pouze médiu (A; NK). Vizualizace
histologickych fezi RHE byla provedena barvenim pomoci hematoxylinu-eosinu.
(Reprezentativni fotografie.)
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15 pmol-! 25 pmol-l! 50 pmol-l?

Obrazek 16. Histologick¢ zmény RHE pozorované po expozici SDS
(B; PK) a nasledng 15-50 pmol-1™* DHS (C-1, C-2, C-3), SB (D-1, D-2, D-3), KVE
(E-1, E-2, E-3) a IND (D-1, D-2, D-3), nebo pouze médiu (A; NK). Vizualizace
histologickych fezi RHE byla provedena barvenim imunofluorescencnimi
protilatkami anti-cytokeratin 14 (Cervena) a anti-lorikrin (zelena). (Reprezentativni
fotografie.)
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Obrazek 17. Reprezentativni fotografie RHE po expozici 15-50 pmol-I*
DHS (B-1, B-2, B-3), SB (C-1, C-2, C-3), KVE (D-1, D-2, D-3) a IND (E-1, E-2,
E-3), nebo pouze médiu (A; NK). Vizualizace histologickych fezi RHE byla
provedena barvenim pomoci hematoxylinu-eosinu.
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5.9 Vyuziti in vitro 3D modelu RHE k analyze u¢inku AgNC & Ag” pfi
topické aplikaci

Trojrozmérny in vitro model RHE byl vyuzit rovnéz k analyze potencialnich
modelu byly posuzovany po topické aplikaci suspenze AgNC & Ag' a expoziéni
dobé 24 hodin. Ptipadné drazdivé plsobeni bylo vyhodnoceno analyzou produkce

prozanétlivych markert, interleukinti 6 a 8.
5.9.1 Charakterizace velikosti a rozloZeni AgNC Vv experimentalnim roztoku

Charakterizace nanocastic byla provedena pomoci UV-VIS absorpéni
spektroskopie. Pomoci polohy absorpéniho maxima a Sitky piku lze ziskat
informaci o primérné velikosti nano¢astic. Pro stanoveni byl 1 ml AgNC zfedén na
celkovy objem 50 ml destilovanou vodou. Vizualizace suspenze nanocastic byla
provedena pomoci transmisni elektronové mikroskopie (TEM) (obr. 18B).

Koloidni stfibro bylo charakterizovano prostifednictvim silné absorpce ve
viditelné oblasti spektra, kde byl pozorovan pik povrchového plazmonu pii vinové
délce 400 nm (obr. 18A). Primérna velikost nanocastic v experimentalnim roztoku
AgNC byla piiblizng 10 =5 nm (> 50 %). K detekci zeta potencialu byl pouzit Zeta
Plus Analyzer (Brookhaven Instruments, Hotsville, NY, USA). Zjistény zeta
potencial AgNC byl -22 mV pti pH roztoku 7,1.
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Obrazek 18. Charakterizace AgNC pomoci UV-VIS spektroskopie (A) a
vizualizace pomoci TEM (B). Analyza byla provedena pomoci transmisniho

elektronového mikroskopu JEOL JEM 2011 s vyuZitim urychlovaciho napéti
100 kV.

5.9.2 Stanoveni prozanétlivych interleukinii metodou ELISA

Metodou ELISA byla analyzovana produkce prozanétlivych cytokind IL-6 a
IL-8 po 24hodinové expozici nanostifbra (AgNC; 0,25-25ppm) &i iontdi Ag’
(0,025-0,25 ppm). Experimentalni koncentrace byly vybrany na zaklad¢
predchozich experimentii, provadénych na Ustavu lékatské chemie a biochemie LF
UPOL [169, 186]. Jak je patrné zgrafi vobr. 19A a 19B, za danych
experimentalnich podminek 74dnd ze zvolenych koncentraci obou forem stiibra

nezvysSovala mnozstvi cytokinti uvolnénych z RHE do okolniho média.
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Obrazek 19. Analyza cytokini (A) IL-6 a (B) IL-8 uvolnénych z RHE do
média po 24hodinové expozici Ag® (0,025-0,25 ppm) ¢i AgNC (0,25-25 ppm)
metodou ELISA. Vysledné hodnoty jsou prezentovany v procentech NK (bezsérové
médium) jako primér+SEM; n=3. Prezentované¢ vysledky jsou bez
signifikantnich zmén.
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5.9.3 Histologicka analyza morfologickych zmén RHE po aplikaci AgNC a
Ag’

K analyze zmén normalni vrstevnaté struktury RHE bylo vyuzito detekce
charakteristickych morfologickych znakt epidermis, popsanych v kapitole 5.8.2.

Model RHE byl vystaven 24hodinovému pusobeni roztoku Ag’
(0,025-0,25 ppm) &i AgNC (0,25-25 ppm) Vv bezsérovém médiu aplikované topicky
na stratum corneum. Po ukonleni experimentu byla RHE fixovéana, zalita do
parafinového bloku, nakrdjena na histologické fezy a poté histologicky C¢i
histochemicky nabarvena. Z reprezentativnich snimki nabarvené RHE je patrné, zZe
vlivem AgNC ani Ag" nedochézelo k naruseni normalni morfologie reprezentované

negativni kontrolou (obr. 20 a obr. 21).

NK

AgNC 0,25 ppm AgNC 2,5 pPpm AgNC 25 ppm

Ag* 0,025 ppm Ag* 0,1 ppm Ag' 0,25 ppm

Obrazek 20. Reprezentativni obrazek histologickych zmén RHE
pozorovanych po expozici Ag" (0,025-0,25 ppm) & AgNC  (0,25-25 ppm).
Negativni kontrolu (NK) predstavuje RHE vystavena pouze bezsérovému médiu.
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Vizualizace histologickych tezi RHE byla provedena barvenim pomoci
hematoxylinu-eosinu.

AgNC 0,25 ppm AgNC 2,5ppm AgNC 25 ppm

Ag* 0,025 ppm Ag* 0,1 ppm Ag* 0,25 ppm

Obrazek 21. Reprezentativni obrdzek histologickych zmén RHE
pozorovanych po expozici Ag" (0,025-0,25 ppm) & AgNC (0,25-25 ppm).
Negativni kontrolu (NK) piedstavuje RHE vystavend pouze bezsérovému médiu.
Vizualizace  histologickych  fezi RHE  byla  provedena  barvenim
imunofluorescenénimi protilatkami anti-cytokeratin 14 (Cervend) a anti-lorikrin
(zelend).
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6 DISKUSE

Hojeni koZni rany je vysoce organizovany proces obnovy tkané¢, vyzadujici
vzajemnou spolupraci rezidentnich bunék s infiltrovanymi buiilkami imunitniho
systému. Tyto interakce jsou zprostiedkovavany chemickymi signaly, tj. cytokiny,
rastovymi faktory [19, 26]. Pro fadny pribéh hojeni je velmi vyznamna regulace
zanétlivé faze. PfestoZze ma b&hem hojeni nenahraditelny vyznam pro eliminaci
necistot, bakterii ¢i nekrotické tkané [9, 19], jeji nekontrolovany prubéh vede ke
vzniku tzv. nehojici se rany [4].

Ke zvratu normalniho hojeni do chronického stavu casto pfispiva infekce
rany. Pfitomnost bakterii v ran¢ zpusobuje kontinualni infiltraci rany neutrofily,
jejichz pretrvavani v rané piispiva Kk destrukci zdravé tkané [4, 6]. Navic infikované
nehojici se rany casto neodpovidaji na 1éc¢bu konvenénimi antimikrobidlnimi
latkami [32, 221]. Optimalni je proto aplikace u¢innych protizanétlivych latek, které
zamezi nekontrolované akumulaci zanétlivych medidtord, aniz by naruSily
ptirozeny pribéh hojeni. V naSem experimentu byl fyziologicky proces hojeni
navozen Skrabnutim konfluentni monovrtstvy bun€k pomoci sterilni plastové pipety
a patologické podminky vytvofeny pifidanim LPS z membrany gramnegativni
bakterie Pseudomonas aeruginosa do média.

Smés flavonoidi, silymarin, aktivni slozka extrahovand ze semen
ostropestice marianského (Silypum marianum (L.) Gaertn.) vykazuje ftadu
pozitivnich ~ G€inkd. Kromé& znadmé  hepatoprotektivity ma  silymarin
kardioprotektivni [37, 210], antioxidaéni [211, 222, 223] a protirakovinné [37, 224]
ucinky. Pii aplikaci na kGzi bylo pozorovano potla¢eni chemicky indukované
kontaktni dermatitidy [137], rychlejsi hojeni a potla¢eni zanétu v kozni rané u mysi
[109, 225] ¢i bakterialni infekce in vitro [222, 225]. Vice nez polovinu silymarinu
tvori flavonolignan SB, ktery snadno oxiduje na DHS [210, 226]. Piestoze se jedna
0 minoritni slozku silymarinu, poskytuje vyssi terapeuticky potencial nez SB, oproti
kterému vykazuje vyssi antioxida¢ni kapacitu [37, 126]. Tuto skute¢nost uvadi
prace publikujici vyssi schopnost DHS potlacit oxida¢ni poskozeni bun€k vyvolané

peroxidem vodiku ve srovnani se SB. Vys§i antioxida¢ni aktivita DHS oproti
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parentni molekule je spojovana s pfitomnosti dvojné vazby, mezi C2-C3
aromatického jadra, nesouci na C3 hydroxylovou skupinu [211]. Stejny strukturni
hojivé G¢inky na kizi ¢i kozni bunky byly jiz publikovany [94, 227, 228]. Analyza
prevence i 1é¢by kozniho zanétu pomoci KVE in vitro a in vivo piisuzuje jeho
pozitivni pisobeni alesponi ¢asteéné schopnosti inhibovat drahu NF-«xB [141, 229].
Nicméné¢ KVE neni vyhradné slozkou silymarinu. VySe zminéné vlastnosti i
strukturni podobnost s KVE ¢ini z DHS latku potencidlné schopnou vytvorit
podminky pro rychlejsi hojeni koznich ran. Tento U¢inek v ptipadé DHS zatim
prevenci akutniho poskozeni jater tetrachlormethanem, kdy potlacil tvorbu
prozanétlivych cytokini TNF-a a IL-6 [230].

Béhem zanétlivé faze hojeni jsou zdaleka nejzastoupenéjSimi cytokiny v
exsudatu rany interleukiny 6 a 8 [231, 232]. Vedle chemotaxe neutrofili do rany
parakrinné podporuji proliferaci a migraci rezidentnich koznich bun¢k [1, 233-237].
Keratinocyty a fibroblasty exprimuji odpovidajici receptory, nejsou vsak pouze
respondenty téchto signdlti. Mohou cytokiny také generovat a pisobit tak jako
imunitni buiiky a pfispivat k intenzit¢ zanétu [1, 232, 237, 238]. Pii nadprodukci a
nezadoucim pietrvavani téchto cytokint v rané¢ dochazi ke zpomaleni hojeni [238,
239], ptip. patologickym zménam ECM [222]. Deregulace produkce IL-6 ¢i IL-8
muZze za patologickych podminek pfispivat ke vzniku chronického fibrotického
stavu, charakteristického napf. pro psoriazu [236, 240-242]. Vyznamnym
stimulatorem produkce IL-6 a IL-8 jsou bakteridlni komponenty [238, 243]. V této
praci jediny DHS snizil LPS-indukované hladiny obou téchto interleukinii ve
srovnani s ostatnimi analyzovanymi molekulami (obr. 8A, B). Je vSak potieba
zminit, ze DHS také mirng, ptesto signifikantng, snizil produkci IL-6 Skrabnutymi
bunikami, u nichz nebyl ptidavan LPS. Protoze IL-6 je dilezity béhem proliferacni a
remodelaéni faze hojeni, mohl by DHS naruSovat jeho ptfirozeny prubéh [236, 244,
245].

M¢fteni genové exprese na urovni mRNA (obr. 10A) potvrdilo schopnost

DHS snizovat hladinu IL-6 zvySenou ptisobenim LPS. Opacény ucinek vsak byl
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pozorovan V ptipadé chemokinu IL-8 (obr. 10B), kdy po aplikaci DHS na bufiky po
vystaveni LPS doslo k signifikantnimu naristu hladiny IL-8 mRNA. Nekorelujici
vysledky na urovni mRNA a proteinu by mohly byt zptisobeny ¢asovou prodlevou
mezi akumulaci mRNA a syntézou funkéniho proteinu [246]. Teoretické vysvétleni
nabizi také hypotetické posttranskripcni ¢i posttranslacni modifikace indukované
DHS, které by mohly inhibovat syntézu proteinu IL-8, piipadné limitovat jeho
sekreci. Uvedena hypotéza vSak v ramci této prace analyzovana nebyla.

Prozanétlivé cytokiny indukuji v koznich bumnikach béhem zanétlivé faze
tvorbu prostaglandinti, produktii oxida¢ni cyklizace arachidonové mastné kyseliny
enzymem prostaglandin endoperoxid syntaza (PTGES), syn. COX [1, 238, 247].
Zatimco konstitutivni forma COX-1 reguluje rizné bunécné procesy, inducibilni
izoenzym COX-2 je bézné pfitomen v nizkych koncentracich a jeho produkce
mmj. zna¢na mnozstvi prostaglandinti. Tyto pleiotropni molekuly podporuji zanét
infiltraci neutrofilti zvySenim vaskularni permeability a vazodilataci. Také indukuji
proliferaci keratinocyti a reepitelizaci [249]. Prostaglandin E2 (PGE,) rovnéz
ovlivituje produkci kolagenu a motilitu fibroblasti [247, 250, 251]. Proto inhibice
COX-2 pti akutnich stavech muize prodlouzit dobu hojeni [252, 253], zatimco
pretrvavajici exprese COX-2 je spojovana s chronickym pritbéhem hojeni a tvorbou
jizev [222, 252, 254]. V téchto ptipadech jsou V terapii vyuzivany NSAID,
nekteré publikace uvadeji nezadouci vedlejsi ucinky NSAID, kterymi jsou prave
snizena proliferace ¢i migrace bunék, zpasobujici prodlouzeni doby hojeni [240,
248, 253, 255-257]. Ziejme také hraji roli v patogenezi psoriazy [258-260]. Nékteré
NSAID mohou ¢asteéné pusobit také prostfednictvim inhibice drahy NF-kB [261,
262].

Pfirodni alternativou NSAID muze byt silymarin, u n¢hoz byla rovnéz
publikovana schopnost potlacovat stimulaci tvorby COX-2 u koznich fibroblastt
[222] ¢i modelu mysi epidermis [263], aniz by dochazelo k potlaceni syntézy
kolagenu ¢i proliferace bunék [222, 225]. V ramci piedkladané prace vsak

jednotlivé analyzované slozky silymarinu na produkci inducibilniho enzymu
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COX-2 efekt nemély (obr. 9C). Nicméné mnozstvi COX-2 nebylo za patologickych
podminek indukovanych LPS signifikantné zvyseno. Proto by jeho potlaceni mohlo
byt pro normalni pritbéh hojeni neinfikované rany (reprezentované skrabnutou
monovrstvou bunék) nezddouci. Rovnéz wuvedené studie mély odlisné
experimentalni uspofadani se zamétrenim na preventivni u€inek silymarinu.

Nejvyznamnéjsi signalni draha kontrolujici tvorbu prozanétlivych molekul je
generovana aktivaci receptoru TLR/IL-1R a kaskadou MAPK. Jejimi
AP-1[69, 264]. Oba se podileji na zméné profilu genové exprese v buiikach ve
sméru produkce prozanétlivych mediatord (napt. IL-6, IL-8, COX-2) [15, 80]. Za
normalnich okolnosti dochazi po eliminaci kontaminantii v ran¢ k poklesu jejich
aktivity [5, 9]. Pritomnost bakterii vSak udrzuje v buiikach oba transkripéni faktory
NF-xB a AP-1 aktivni, ¢imz zpisobuje pfetrvavani produkce cytokinli a chemokini,
které¢ kontinualné indukuji ptechod cirkulujicich neutrofilti do infikované rany [9,
81]. Flavonoidy jsou schopny inhibovat aktivitu obou téchto faktord [102], maji
proto znacny protizanétlivy efekt [96, 123]. Silymarin, piip. jeho hlavni
komponenta silybin, inhibuji aktivitu NF-kB ¢i AP-1 hned na nékolika urovnich
signalni drahy. Inhibuji spusténi drahy prevenci tvorby prislusného ligandu (TNF-a,
IL-1) [96, 140, 144], expresi p50 [142], blokuji fosforylaci IkB a translokaci NF-«xB
do jadra [140], vazebnou aktivitu obou faktord [136, 142] a Vv neposledni fadé
tvorbu jiz zminénych produkti drahy [96, 136, 140, 142, 144].

V této praci vsak K potlaceni aktivace faktorti (pfesunu p65 z cytoplazmy do
jadra ¢i fosforylace c-Jun) za danych experimentalnich podminek nedoslo (obr. 9A,
9B). Naopak, jejich zesilena aktivace po aplikaci DHS naznacuje moznou
vzajemnou kooperaci mezi DHS a LPS, kdy DHS zptsobuje nezadouci prodlouzeni
bunééné zanétlivé odpoveédi na LPS, vezmeme-li v ivahu delsi experimentalni ¢as
(24 hodin). Za stejnych experimentalnich podminek DHS inhiboval nejen expresi
inhibitoru NF-«B (obr. 11), ale i faktoru samotného (obr. 10C). Navic se tento efekt
zdal byt zavisly na jeho rostouci koncentraci, nikoliv vSak na piedchozi aplikaci
LPS.
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Pfi posuzovani mozné spoluprace mezi LPS a DHS Western blotem pii jejich
6hodinovém spolupiisobeni se nejprve vychazelo z faktu, ze fosforylaci je inhibitor
predisponovam k degradaci, ¢imz je umoznén piesun NF-xB do jadra [12].
Vysledek snizeného mnozstvi fosforylované formy inhibitoru vlivem 10-15 pmol.I*
DHS (obr. 12A) tak bylo mozné interpretovat jako pokles LPS-indukované aktivace
NF-kB (p65). Avsak pfi soucasné provedené analyze celkového proteinu IxkB bylo
odhaleno, Ze DHS signifikantné potlacil také hladinu nefosforylované formy pii
spoluptisobeni LPS (obr. 12B). Shrnutim zjisténi ziskanych na urovni mRNA (obr.
11) i proteinu (obr. 12) se zda, ze DHS blokuje de novo syntézu IxB degradovaného
pusobenim LPS. Protoze resyntéza IkB koresponduje snavratem NF-xB do
neaktivniho stavu [1, 14], zfejm& DHS udrzuje NF-«B pfi zanétu aktivni. Na druhou
stranu, z obr. 13 je patrna koncentracné zavisla schopnost DHS potla¢ovat navazani
NF-kB na odpovidajici DNA sekvenci v bunnkach NHDF exponovanych LPS. Tento
ucinek vSak ma své limity. Za danych experimentalnich podminek Vv buiikach
exponovanych samotnému LPS nedoslo k indukeci vazebné aktivity NF-kB. Navic
v buinkach pouze Skrabnutych, které LPS vystaveny nebyly, vyvolala nejvyssi
studovand koncentrace DHS mirny pokles vazebné aktivity NF-kB. Proto se zda, Ze
DHS brani fyziologické zanétlivé odpovédi a normdlnimu pribéhu hojeni.
Vyznamnéjsi schopnost DHS inhibovat konstitutivni vazebnou kapacitu NF-kB
V porovnani s parentni molekulou byla pozorovéana v ptipadé rakovinnych bunék
[142]. V tomto piipadé bylo s vyhodou vyuzito skute¢nosti, ze NF-kB reguluje také
proliferaci, diferenciaci a bunééné preziti [1, 10]. Souvislost mezi potlacenim
vazebné aktivity NF-«xB a poklesem viability NHDF po aplikaci
25-50 pmol-1™* DHS (obr. 7) viak v této praci analyzovana nebyla. Inhibiéni u&inek
DHS na rozdil od SB ¢i KVE zjistény MTT testem na primarnich bunikkdch NHDF
V této praci nebyl pozorovan testem s neutralni Gerveni (NC) provedenym v jiné
publikaci, a to az do koncentrace 100 umol-1"'[265]. Odligné vysledky obou testii
(retence NC lysozomy zivych bundk x redukce MTT mitochondrialnimi
dehydrogenazami zivotaschopnych bun¢k), pfipadné subjektivni senzitivitou

primokultur izolovanych z tkané riiznych pacientli. Testem NC vsak byla zjisténa
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toxicita v piipadé bunééné linie keratinocyti HaCaT ¢i mySich fibroblastl
v podobném koncentra¢nim rozsahu jako v nasi praci. Podle autorti je toxicita DHS
oproti SB zptlisobena jeho lipofilngjsim charakterem, coz mu umoziuje snazsi
prichod membranami a interakci S membranovymi lipidy a proteiny. Na druhou
stranu, v uvedené publikaci pravé DHS v netoxickych koncentracich byl
nejefektivnéj$i molekulou (spole¢né s KVE) vV prevenci oxida¢niho poskozeni
[211]. Podle Pyszkova akol. je dvojna vazba mezi C2-C3 ve spojeni
s C3-hydroxylem piic¢inou lepsi antioxida¢ni schopnosti, ale také vyssi reaktivity a
cytotoxicity DHS ve srovnani s ostatnimi slozkami silymarinu [266]. Uvedené
tvrzeni by korespondovalo se skutecnosti, ze zatimco nizké koncentrace DHS
pusobily v prevenci oxida¢niho poskozeni, vysoké koncentrace jiz tento pozitivni
ucinek nemély [265].

Béhem hojeni je proliferace a migrace bunc¢k regulovana také pisobenim
AP-1, napf. prostiednictvim exprese rustovych faktora [10, 74, 75, 267]. Vzajemna
synergie s NF-kB hraje vyznamnou roli napf. pfi aktivaci genové exprese 1L-8 [81,
85, 268]. Jak je patrné zobr.9B, doslo vlivem 24hodinového pusobeni DHS
k aktivaci c-Jun, s mnohem vyraznéjsim efektem v pfipadé LPS-exponovanych
bun¢k. Podobné schéma ucinku bylo pozorovano u NF-kB (obr. 9A) a nasledném
zvyseni IL-8 mRNA (obr. 10B). Publikované studie se rozchézeji v nazoru, zda je
zvySena hladina IL-8 pro hojeni pfinosna, ¢i nezadouci. Studie in vitro i in vivo
uvadéji, ze rana je vlivem pritomnosti IL-8 rychleji zacelena v disledku jeho
schopnosti podporovat reepitelizaci [235, 269]. Za patologickych stavi v§ak mutze
jeho nadprodukce piispivat k abnormalnimu pribéhu hojeni. Tato skutecnost byla
demonstrovana napf. u popalenin, kdy zvySenim koncentrace IL-8 doslo k indukci
hypertrofie tkan€ po stimulaci fibroblastt LPS [238], nebo ke zpomaleni proliferace
keratinocytd [239].

Nadmérna aktivace c-Jun/AP-1 je rovnéz spojovana s proapoptotickym
ucinkem nékterych toxickych latek [270, 271]. Apoptoza bunék piispiva k celkové
intenzité zanétu. V takovém ptipad¢ by byla soucasna inhibice NF-kxB nezadouci,
protoze NF-kB indukuje expresi anti-apoptotickych genii. Timto zplisobem muze

NF-kB vykazovat protizanétlivy u¢inek [10].
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Jako dalsi stupen simulace in vitro kozni rany byl zvolen model RHE,
protoze ve srovnani s monovrstvou proliferujicich keratinocytl 1épe odpovida
histologickym a morfologickym vlastnostem skute¢né lidské epidermis [272, 273].
Epidermélni keratinocyty tvofici RHE produkuji po kontaktu s drazdivou latkou
také podobné biochemické latky [274, 275]. Protoze RHE neobsahuje na rozdil od
skutecné epidermis extracelularni matrix, kterd by tyto latky zachytila, dochazi
k jejich zvysenému uvolnéni do média. Tim je umoznéna jejich citlivéjsi detekce
[209, 276]. Protoze RHE je tvoiena nékolika vrstvami bunék, a vytvari dulezitou
svrchni vrstvu stratum corneum s bariérovymi vlastnostmi stejné jako skutecna
epidermis, byly pfi studiu G¢inku vybranych slozek silymarinu na zanétlivou RHE
aplikovany vy$$i koncentrace uvedenych latek (15 pmoll?, 25 pmol.I?
50 pmol.I""). Histologickou analyzu umoziiuji prototypické markery stratifikované
epidermis. Cytokeratin 14 a 5 exprimované mitoticky aktivnimi keratinocyty
bazalni vrstvy jsou ve vysSSich vrstvdch epidermis redukovéany. Keratinizace je
doprovazena inhibici proliferace a bunécného cyklu [277]. Hlavni komponentou
kornifikovaného obalu plné diferencovaného keratinocytu (korneocytu) je loricrin.
Jeho pfitomnost je proto vyznamnd pro udrZeni bariérovych vlastnosti Stratum
corneum. Jeho deficience doprovazi chronické kozni zdnétlivé onemocnéni psoridzu
[220]. Pti vizualnim posouzeni mikroskopickych fotografii zanétlivé RHE (obr. 15
a 16) se vlivem nejnizsi analyzované koncentrace DHS zdaji morfologické zmény,
vyvolané¢ povrchové aktivni latkou, méné vyznamné. Vyss$i ucinnost DHS ve
srovnani s ostatnimi analyzovanymi polyfenoly miize byt opét vysvétlena jeho vyssi
lipofilitou. DHS snaze pronika skrze lipofilni stratum corneum Kk zivym bunkam a
je rozpustén v hydrofobnim mikroprostfedi tkané [278]. Zadouci efekt pozorovany
Vv této praci vSak vymizel s jeho zvysujici se koncentraci. Pfipadny koncentracné
zavisly pro-/protizanétlivy efekt se nepodatilo potvrdit metodou ELISA, protoze
nedoslo k signifikantnim zménam v produkci zanétlivych markert (obr. 14A, 14B).
V obou analytickych pfistupech byla patrna interindividudlni variabilita, proto by
zdanlivé slibny vysledek bylo tfeba podpofit dalsimi méfenimi. Samotné

analyzované latky vSak RHE nenaruSuji. Jejich 24hodinova expozice nezpiisobuje
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vyznamnéj$i morfologické zmény (obr. 17), ani zvySenou produkci cytokini (obr.
14).

Soucasti predkladané prace bylo rovnéz posouzeni uéinku AgNC na in vitro
modelu zdravé epidermis RHE. V soucasnosti jsou nanocastice stiibra pomérné
Siroce klinicky aplikovany jako soucast antibakterialnich krycich materialt
podporujicich hojeni ran [7, 152]. Hlavni benefit aplikace AgNC do hojivych
materiald je spatfovan ve schopnosti inhibovat bakteridlni rlst S nizkym rizikem
vzniku bakterialni rezistence [7]. Jejich schopnost podporovat hojeni ran je vSak
zfejm¢é mnohem komplexngjsi [162, 167, 169]. Presto je jejich bezpecnost stale
predmétem diskusi. N&které publikace uvadgji toxické Gginky AgNC na kozni
bunky [171, 177, 185]. Diskutovana je také moznost jejich penetrace skrze stratum
corneum, transdermalni absorpce do systémové cirkulace [200, 202, 279] a
nezadouci U¢inky na bunky tkani a organt [179, 181-183]. Uvadi se, ze ucinnost
nanocastic stfibra stoupa s jejich zmensujici se velikosti [7, 151, 280, 281].
Nedavna studie antibakteridlniho efektu AgNC o rozmérech 5-100 nm
demonstrovala vyrazné zvySeni G€inku nanocastic pii sniZeni velikosti pod 10 nm.
Nejucinnéjsi byla nejmensi studovana velikost [280]. Predpoklada se, Ze ¢im mensi
je primér nanodastice, tim intenzivnéj$i je uvoliiovanim iontd Ag® [153, 281].
Zatimco nékteré publikace uvadgji, Zze ionty Ag’ jsou primarné zodpovédné za
biologicky t¢inek AgNC [178, 190, 282, 283], jiné povazuji za dilezit&jsi pFimy
kontakt mikroorganismi s vét§im mérnym povrchem nanocastice [155, 284, 285].
Tento nazor podporuje skutednost, Ze mnozstvi iontdl uvolnénych z povrchu AgNC
je ve skutecnosti nesignifikantni [155, 284]. Snizujici se velikost nanocastice je
v$ak také proporcionalni jeji schopnosti penetrovat pokozkou. Penetrace AgNC
kGzi byla diskutovana v n¢€kolika studiich s riznymi zavéry [165, 200, 202, 279,
286, 287]. Larese a kol. uvadéji nizkou, ptesto detekovatelnou absorpci nanocastic
jiz o velikosti 25 + 7,1 nm u zdravé klize, kterd se vSak zvySuje u kize poSkozené
[286]. Na druhou stranu, podle vypocti Watkinson a kol. by teoreticky byla mozna
pouze permeace nanoc¢astic < 0,58 nm. Autofi uvazuji intercelularni transport [288].

U rlznych typt bun€k, véetné koznich, vSak byly nanocéstice objeveny také
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intracelularné v cytoplazmé jako aglomeraty uvnitf endocytickych vezikul [184,
188, 203].

V nasi praci analyzujici u¢inek nanostiibra na in vitro modelu zdravé lidské
epidermis byla pozorovana povrchova lokalizace na stratum corneum pii vyssich
aplikovanych koncentracich AgNC (obr. 20). Priméma velikost Gastic zjisténa
TEM byla 10+5 nm. Tento vysledek koresponduje s vypocty Watkinson a Kol.
[288] adalsimi studiemi, které uvadéji znaéné omezenou internalizaci AgNC
(> 10 nm) do bungk keratinocytti [171, 184, 188]. Podobné nedavna prace autorti
Kraeling akol. uvadi, Ze naprostd vétsina AgNC (20 nm) ziistala na povrchu
stratum corneum, pouze 3 % byla internalizovana [200]. Autory Baroli a kol. byla
pozorovana rovneéz pouze velice slaba penetrace Castic o priméru 6 + 2,5 nm pies
stratum corneum Kk zivym keratinocytim, kde doslo k jejich zachyceni [289].

V piipad¢, Ze iritant interaguje s Zivou buiikou, dochazi k syntéze a uvolnéni
prozanétlivych mediatora [1, 290]. Studie in vitro analyzujici G¢inek AgNC na
monovrstvé proliferujicich koZznich bunék se rozchazeji, zda produkci cytokint
Vv koznich bunkach zvysuji [184, 188], potlacuji nebo neovliviiuji [169, 186, 189].
Je to zfejm¢é dano vétsim poctem proménnych (velikost ¢astic, koncentrace,
ptiprava AgNC), které vyznamné ovliviiuji vysledné chovani bunék. Intradruhové
rozdily mohou byt Castecné vysvétleny odliSnym slozenim média, které muze
ovlivnit solubilizaci AgNC a uvoliiovani ionti [291]. Napiiklad autory Poon a kol.
bylo pozorovano srovnani citlivosti keratinocytti a fibroblastii k Ag” po kultivaci ve
shodném médiu [185].

V pfedlozené praci byla vyuzita RHE jako validovand mezinarodné
schvalena in vitro alternativa testovani na zvifatech umoznujici posuzovani
drazdivych a cytotoxickych ucinki chemickych latek [272, 292, 293].
Rekonstruovana lidska epidermis ma v disledku pfitomnosti zevni epidermalni
vrstvy stratum corneum bariérové vlastnosti, které monovrstva keratinocyt
postrada [209, 276, 294]. Proto k indukci zanétlivé odpovédi v monovrstvé bunék
obvykle posta¢i nizsi koncentrace latek [209, 276, 294]. Naptiklad autory Poon a

kol. byla pozorovéana vyssi toxicita Ag® pii aplikaci na monovrstvu koznich bun&k
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ve srovnani s trojrozmérnym in vitro modelem (vytvofeném ristem NHEK na tzv.
feeder-layer)[185].

Jak je patrné z obr. 19 v piedlozené praci, produkce IL-6 a IL-8 zustava
vlivem AgNC ¢ Ag' ve srovnani s kontrolou nezménéna. Pokud by v ptipadé
naseho modelu zdravé epidermis doSlo k potlaceni produkce cytokinl pod Uroven
kontroly, mohlo by dojit k oslabeni pfirozené bariérové funkce [295]. Podle obr. 20
a 21, nedochazelo po aplikaci Zadné ze studovanych koncentraci metalického ani
iontového stibra ke zménam morfologic RHE. Podobné zavéry uvadéji studie in
vitro na 3D modelu lidské kize EpiDerm™ [296] a in vivo dokonce i v ptipadé
pacientl s atopickou dermatitidou [287]. Rychlejsi hojeni ran s omezenim vzniku
nezadoucich jizev, pozorované po aplikaci AgNC, je v fadé publikaci spojovano
mimo jiné pravé se schopnosti potlacovat nadmérny zanét [167, 207, 297-299].

Cilena analyza vlivu subtoxickych koncentraci Ag’ na keratinocyty byla
provedena v nedavné studii, kdy byla zjisténa podpora bunééné proliferace [191].
Zatimco nadprodukce ROS indukovana toxickymi koncentracemi Ag® vede
K bunééné smrti, mirné zvyseni ROS vlivem subtoxickych koncentraci Ag™ aktivuje
signalni drahy zvysujici proliferaci keratinocytd [191], ¢imz miize podporovat
reepitelizaci béhem hojeni ran [162, 300].

Na druhou stranu, vzhledem k publikovanym toxickym ucinkdm iontl stiibra
ke koznim bunkam, se jevi jako vhodngjsi vyvijet a nasledn¢ aplikovat na kuzi
materialy na bazi nanostiibra uvoliiujici jen velmi nizké koncentrace Ag’, zejména
tehdy, je-li kozni bariéra naruSena hojenim, pfip. chronickym zanétlivym
onemocnénim. A to i Sohledem na publikovanou skute¢nost, Ze antimikrobialni
uginnost AgNC s mensim primérem ¢astic (~ 10 nm) je ve srovnani s ionty vyssi

[155].
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7 ZAVERY

Predkladana disertacni prace je vénovana studiu podpory hojeni ran vlivem
vybranych pfirodnich latek se zaméfenim na zénétlivou fazi, a také analyze
potencialniho prozanétlivého ucinku nanocastic stiibra in vitro s vyuzitim koznich
bungk.

Vysledky prace jsou shrnuty v nasledujicich bodech:

e Vramci studovaného koncentraéniho rozmezi (5-50 pmol-1™") vykazoval DHS
mezi vybranymi flavonoidy jako jediny cytotoxicky u¢inek na buniky NHDF,
aviak pouze pii znaéné vysoké koncentraci (od 25 pmoll?, signifikantng pii
50 pmol-I"). Na druhou stranu vykazoval nejvyznamnéjsi efekt na produkci
prozanétlivych markerti IL-6 a IL-8 v LPS-stimulované Skrdbnuté monovrstvé
NHDF ovlivnénim molekularnich drah NF-kB a AP-1. Jeho uc¢inek byl dokonce
vyraznéjsi ve srovnani s IND.

e Pusobeni DHS na in vitro model infikované kozni rany vSak nebylo
mnozstvi uvolnénych cytokini IL-6 a IL-8, pokles fosforylace inhibitoru a
vazebn¢ aktivity NF-«xB v NHDF vystavenych LPS. Naopak prozanétlivy
charakter mély tyto ucinky; zvySeni mnozstvi mRNA IL-8 a aktivace
transkripénich uc¢inktt NF-kB a AP-1, spole¢n¢ s inhibici resyntézy IxB po jeho
degradaci indukované LPS.

o Aplikace 15-50 pmol1* SB, KVE, DHS a IND na RHE nevyvolala
aplikované koncentrace DHS doslo k mirnému zlepSeni morfologie epidermis
narusené vlivem SDS. Na druhou stranu DHS nezabranil zvySené produkci
prozanétlivych markerd v RHE poskozené SDS. Jeho ucinek byl v obou

piipadech podobny piisobeni IND ve stejné koncentraci.

® Sohledem na znacnou variabilitu piisobeni DHS na prab¢h prozanétlivych
molekularnich drah (obr. 22), a vzhledem k interindividudlni variabilité
v odpovédich NHDF izolovanych z kiize jednotlivych pacientd, je tieba ovéfit

jeho mozny hojivy potencidl dal§imi studiemi. Protoze DHS vykazoval urcitou
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synergii se zanétlivym ptisobenim LPS, nemél by byt aplikovan napt. na kazi
postizenou zanétlivymi koznimi chorobami.

Analyzou tvorby prozanétlivych marker ¢i morfologickych zmén po aplikaci
subtoxickych koncentraci nanocastic ¢i ionti stfibra na 3D in vitro modelu

zdravé RHE nebyl zjiStén prozanétlivy ucinek zadné ze studovanych forem

stiibra.
m -
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Obrazek 22. Schematické znazornéni ptisobeni DHS na bunky fibroblasti pfi
zanétu indukovaném LPS dle vysledkt predlozené prace. Pokles fosforylace
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inhibitoru IkBa, inhibice vazebné schopnosti NF-xB ¢i pokles mnozstvi cytokind
IL-6 a IL-8 uvolnénych bunkami do média, pfip. snizeni IL-6 MRNA, Ize povazovat
ucinky; podpora aktivace AP-1 a transportu NF-kB do jadra (fosforylaci NF-xB a
potlatenim piitomnosti IkBa), také zvySena syntéza IL-8 (na urovni mRNA).
N¢ekteré z uvedenych ucinkti bylo mozné pozorovat bez predchozi stimulace LPS,
vlivem LPS v8ak byly zesileny.
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