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SOUHRN

Hojeni ran je pfirozenou fyziologickou reakci na poranéni tkané a sklada se z n¢kolika
na sebe navazujicich fazi — hemostazi, zanétu, proliferace a remodelace tkané. K naruSeni
fyziologického pribehu hojeni a k prodlouzeni zanétlivé faze mize vést mnoho faktort,
napt. nadmérna produkce zanétlivych cytokini a zvySena hladina matrixovych
metaloproteinas (MMPs), které degraduji komponenty extracelularni matrix (ECM).
Prestoze je zanétliva faze kliCova pro spravny prabéh hojeni, jeji prodlouzeni muze
zpusobit poskozeni okolni tkan€, a proto je tieba ji regulovat.

Cilem této prace bylo sledovat vliv pfirodnich a syntetickych latek nebo biomaterialt
na primarni buriky a bunééné linie. Pfirodni latky: myricetin (MYR), dihydromyricetin
(DHM), oleuropein a olej z lentiSku byly studovany pro své antioxidacni a protizanétlivé
vlastnosti. MYR a DHM byly schopny snizovat expresi transkripénich faktort Nrf2
a NF«kB stejné€ jako hladinu prozanétlivych cytokint (IL-6 a IL-8) u Skrabnutych a LPS
i u vezikul oleuropeinu s lentiSkovym olejem, které také inhibovaly produkci IL-6 v LPS
intoxikovanych, skrabnutych fibroblastech a zptsobily rychlejsi uzavieni rany in vitro
(ryhovy test).

Dalsi moznosti, jak podpofit proces hojeni rany, je vyuziti biomaterial, které 1ze
pripravit v nékolika aplikacnich formach (napt. hydrogely, filmy, membrany
a kompozity). Nanokompozitni biofilmy hyaluronanu (HA) s chitinovymi nanovlakny
abiofilmy HA s polyvinylalkoholem a nanocasticemi ZnO, nevykazovaly zadnou
cytotoxicitu a prodporovali proliferaci primarnich lidskych dermalnich fibroblasta
(NHDF) a osteoblasti (SaOS-2). Polykaprolaktonové biomaterialy (PCL), které jsou
vyuzivany pii rhinoplastice pro své mechanické a fyzikalni vlastnosti prokéazaly, ze jsou
biokompatibilni a podporuji viabilitu bunék SaOS-2. Nékteré z téchto PCL materiald,
pripravené elektrostatickym zvlakinovanim byly obohaceny o ionty zinku a o biosklo
(BG), které se bézn¢ vyuziva v tkanovém inzenyrstvi zaméfujicim se na regeneraci kostni

tkané.



SUMMARY

Wound healing is a natural physiological process consists of several consecutive phases:
homeostasis, inflammation, proliferation, and tissue remodelling. Many factors can lead to
disruption of the physiological course of healing. The prolongation of the inflammatory phase
e.g. excessive production of inflammatory cytokines and increased level of matrix
metalloproteinases (MMPs), which degrade the components of the extracellular matrix (ECM)
and postpone the wound healing process. Although the inflammatory phase is key for the proper
healing process, its prolongation can cause damage of the surrounding tissue and therefore
needs to be regulated.

The aim of our study was to compare the influence of natural and synthetic materials
or biomaterials on primary cells and cell lines. Natural substance myricetin (MYR),
dihydromyricetin (DHM), oleuropein and lentisk oil were studied for their antioxidant and
anti-inflammatory properties. MYR and DHM were able to downregulate the transcription
factors Nrf2 and NF«kB as well as the levels of proinflammatory cytokines (IL-6 and IL-8)
in scratched and LPS intoxicated fibroblasts and keratinocytes. Anti-inflammatory activity was
demonstrated with oleuropein vesicles with lentisk oil, which inhibited IL-6 production in
LPS-intoxicated, scratched fibroblasts, and caused faster wound closure in vitro (scratch assay).

Another way to support the wound healing process is to use biomaterials. Many of them can
be classified by their place and role in human body and can be prepared in several application
forms (e.g. hydrogels, films, membranes and composites). Nanocomposite biofilms
of hyaluronan (HA) with chitin nanofibers or biofilms of HA with polyvinyl alcohol and ZnO
nanoparticles displayed no cytotoxicity effect and stimulated proliferation of primary dermal
fibroblasts (NHDF) and osteoblasts (SaOS-2). Polycaprolactone (PCL) biomaterials, which are
used in rhinoplasty for their outstanding mechanical and physical properties, have been shown
to be biocompatible and support cell viability. Some of these PCL materials prepared
by electrospinning, have been enriched with zinc ions and bioglass (BG), which is commonly

used in bone engineering.
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SEZNAM ZKRATEK

ABTS
ALP
AMP
APS
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BMP
BSA
ChNWs
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ethylendiamintetraoctova kyselina
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Kelch-like ECH-asociovany protein 1
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matrixové metaloproteinazy
3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-difenyltetrazolium bromid
myricetin

nuklearni faktor kappa B

lidské dermalni fibroblasty



NHEK lidské epidermalni keratinocyty

Nrf2 nuklearni erythroidni faktor 2
PAGE polyakrylamidovy gel

PBS fosfatovy pufr (pH 7,4)

PCL polykaprolakton

PDGF rastovy faktor produkovany destickami
PI propidium jodid

PMSF fenylmetansulfonyl fluorid

PVA polyvinylalkohol
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ROS reaktivni formy kysliku

TEMED NN N’ N’-tetrametyletylendiamin
TGF-p transformujici ristovy faktor beta

TLR receptory skupiny Toll

TIMP inhibitory matrixovych metaloproteinaz
TMB 3,3",5,5 tetramethylbenzidin

TNF-a tumor nekrotizujici faktor alfa

TGF-p transformujici rustovy faktor beta
Sa0S-2  bunécna linie odvozena od lidského osteoblastického sarkomu
SDS dodecylsiran sodny

VEGF vaskularni endotelialni rastovy faktor



1 UVOD

Hojeni ran je proces, ktery nastava v okamziku poranéni a je tvofen nékolika na sebe
navazujicimi fazemi — hemostazou, zanétem, proliferaci a remodelaci tkané. V piipadée
naruseni fyziologického pribéhu napt. vlivem infekce, dochazi k prodlouzeni zanétlivé
faze a tim i doby hojeni. Jednim z divodu prodlouzeni zanétlivé faze mize byt i nadmérna
produkce ROS a bakterii a s tim souvisejici tvorba biofilmu. ZvySena hladina zanétlivych
cytokinii muze zpusobit zvySeni hladiny MMPs, které degraduji komponenty ECM. Tyto
prozanétlivé cytokiny mohou interagovat s Toll-like receptory a aktivovat signalni drahy
NFkB a Nrf2. Prestoze je zanétliva faze klicova pro spravny pribéh hojeni, jeji
prodlouzeni muze zpuasobit poskozeni okolni zdravé tkané, a proto je tfeba ji regulovat.
Jednou z moznych metod regulace procesu hojeni je terapeutické pouziti prirodnich
sloucenin nebo biomateriali.

MYR a DHM jsou ptirodni latky, které se fadi mezi flavonoidy. Lisi se pouze dvojnou
vazbou mezi C2 a C3 na flavanovém kruhu. Zatim co se MYR vyskytuje v rostliné
Mpyrica nagi (esculenta) a celé fadé potravin (zejména ovoci — bobulich, pomerancich,
Caji a Cerveném ving¢), DHM se nachadzi pouze v rostlinach Hovenia dulcis nebo
Ampelopsis grossedentata. MYR a DHM jsou studovany predevS§im pro své
protizanétlivé, antioxidacni a antimikrobialni vlastnosti. Dalsi pfirodni testovanou latkou
byl oleuropein, ktery je nejhojnéji zastoupenou fenolickou slouceninou obsazenou
v olivovniku. V pfirodnim léCitelstvi se pouziva k oSetfeni koznich onemocnéni, zejména
téch spojenych se zanétem. Podobné bioaktivni latky jsou obsazené v lentiSkovém oleji.
Zejména fenolické slouceniny maji pozitivni vliv na udrzeni homeostazy kiize a mohou
byt pouzity pii 1é¢bé koznich poranéni. Pro zvySeni stability nékterych testovanych latek
(oleuropeinu a oleje z lentiSku) byly tyto bioaktivni latky zacllenény do specificky
formulovanych nanonosict. Jako kontrola byly tyto latky (oleuropein a olej z lentisku)
testovany v disperzi. Pro tyto pfirodni slouceniny se jako nejvhodnéjsi nanonosice
ukazaly fosfolipidové vezikuly, protoze jsou schopny stabilné zaclefiovat jak hydrofilni,

tak lipofilni sloucCeniny. Ty byly pfipraveny ve formé liposomu, trasfersomi,
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hyalurosomt a hyalutransfersoma, u kterych se o¢ekava, ze budou vhodnym nosi¢em
schopnym prochazet kazi.

Dal§i moznosti, jak podpofit proces hojeni rany je vyuziti biomateriald.
Tyto biomateridly mohou byt dle typu poranéni pfipraveny v nékolika provedenich
(napt. hydrogely, filmy, membrany a kompozity). V soucasné dobé se pro hojeni kostnich
i koznich defektt zkoumaji nanokompozitni materialy na bazi prirodnich polymert jako
je Skrob, celuldza, chitosan, chitin a kyselina hyaluronova. Tyto pfirodni polymery jsou
velmi Casto kombinovany s nanocasticemi pro zlepSeni jejich vlastnosti, jako je
mechanicka pevnost, biokompatibilita, antimikrobidlni vlastnosti a degradace. V nasi
praci jsme se zaméfili na testovani nanokompozitnich biofilmi HA s chitinovymi
nanovlakny a HA a polyvinylalkoholem (PVA) a nanocéasticemi ZnO. Velmi dobrou
biokompatibilitu vykazuji také polykaprolaktonové (PCL) biomaterialy, které jsou pro
své mechanické, fyzikalni a stabilitni vlastnosti vyuzivany pii rhinoplastice. Nékteré
z téchto testovanych PCL materialti byly obohaceny o ionty zinku a o biosklo (BG), které
se taktéz diky své vyborné bioaktivité vyuziva v tkafilovém inzenyrstvi, a to zejména pro

regeneraci kostni tkané.
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2 Prehled soucasného stavu problematiky

Tato disertacni prace se zabyva in vitro studiem piirodnich latek podporujicich hojeni
koznich ran (myricetinu, dihydromyricetinu, oleuropeinu a oleje z lentisku)
a kompozitnich material, které podporuji hojeni koznich a kostnich/osteochondralnich

defektu.

2.1 KiiZe

Klze je nejvétsi organ lidského téla s plochou témér 2 m2 Sklada ze tii hlavnich
funk¢nich vrstev — epidermis (pokozka), dermis (Skara) a hypodermis (podkozni vazivo),
z nichz kazda se sklada z nekolika dalSich vrstev (Obr. 1). Vytvaii ochrannou bariéru téla
pfed okolnim prostiedim, udrzuje jeho integritu, optimalni hladinu vody a tucastni
se osmoregulace. Je hlavnim orgadnem regulace télesné teploty a je vysoce citliva
na dotek, chlad & bolest. Uastni se také latkové vymény a produkce vitaminu D.
Kuze meéni svou barvu, tloustku (0,5 — 4 mm) a strukturu na raznych ¢astech téla podle
specifickych funkénich potreb. Nejtenci je na o¢nim vicku a nejsilnéj§i na dlanich
a chodidlech. Na povrchu prsti tvoii jedineéné individualni otisky, které zustavaji

nezmeéneny po cely zivot (Arda et al., 2014).

A. Vrstvy kize B. Vrstvy Epidermis

Stratum corneum

Stratum lucidum
| Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Epidermis

Dermis

Hypodermis

Obr. 1: Anatomie kiZe. Kiize md 3 hlavni vrstvy: epidermis, dermis a hypodermis.
Vytvoreno v programu Biorender.com
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Epidermis

Epidermis je nejsvrchngjsi vrstva kiize, kterou tvofi neustale se obnovujici rohoveéjici
vrstevnaty dlazdicovy epitel. Tato tenka tkan ektodermalniho pivodu ma pozoruhodnou
schopnost nas chranit pfed mechanickym traumatem, chemickymi latkami, ultrafialovym
svétlem a patogeny (Moreci & Lechler, 2020). Epidermis je bezcévnata a jeji vyziva
je zajisténa difuzi z dermis. Je tvofena 4 typy bunék: keratinocyty, melanocyty,
Langerhansovymi buiikami a Merkelovymi butikami. Keratinocyty, jako hlavni buriky
epidermis, jsou usporadany do 5 vrstev: Stratum basale (bazalni vrstva), Stratum
spinosum (vrstva ostnitych bunek), Stratum granulosum (vrstva zrnitych bunék), Stratum
lucidum (vrstva jasnych bunék) a Stratum corneum (rohovéa vrstva) (Yousef et al., 2021),

(Junqueira, 2002), (Rajnochova Svobodova, 2012).

Stratum basale je nejhlubsi vrstva epidermis, oddélend od dermis bazalni membranou
(bazalni lamina), ke které je pfipojena pomoci hemidesmosomu. Sklada se z mitoticky
aktivnich, basofilnich cylindrickych bunék (keratinocyti a casti melanocytl),
které proliferuji, migruji smérem k povrchua postupné se diferencuji za vzniku
stratifikované epidermis. Stratum basale je charakterizovana expresi keratinu 5 a 14

(Roger et al., 2019).

Stratum spinosum je nejtlustsi vrstva epidermis. Obsahuje nepravidelné, polygonalni
keratinocyty s cytoplazmatickymi vybézky, které jsou opét mitoticky aktivni. Nachazi se
zde rozptylené melanocyty a také Langerhansovy a Merkelovy buiky (Rajnochova
Svobodova, 2012). Tato vrstva je charakterizovana zménou exprese z keratinu 5 a 14 na
keratin 1 a 10 (Fuchs & Green, 1980). V horni Casti této vrstvy je také syntetizovan
involukrin, marker Casné terminalni diferenciace. Buiky spindzni vrstvy pokracuji

v diferenciaci a zrani za vzniku Stratum granulosum (Miyoshi et al., 2012).

Stratum granulosum je tvoreno nékolika vrstvami oplostélych bunek. Tato vrstva je
charakterizovana expresi pozdnich terminalnich diferenciacnich markera loricrinu
a filagrinu (Murphy et al., 1984), (Miyoshi et al., 2012). Ve Stratum granulosum tvoti
nekteré keratiny amorfni agregaty nazyvané keratohyalinova granula (Usui et al., 2019).

Dale se tvori lamelarni granule, které obsahu;ji glykolipidy.
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Stratum lucidum je pritomné v silnéjsi kizi na dlanich a chodidlech. Tato tenka ¢ira
vrstva obsahuje eleidin, transformacéni produkt keratohyalinu (Yousef et al., 2021).

Stratum corneum jako nejvzdalenéjsi vrstva epidermis je prvni obrannou linii téla.
Je tvofena korneocyty, coz jsou bezjaderné keratinocyty, které dosahly konecné faze
diferenciace (Norlén & Al-Amoudi, 2004). Stratum corneum obsahuje asi 15-20 vrstev
zplostélych korneocytd, které jsou obklopeny zrohovatélym bunéénym obalem slozenym
ze zesitovanych proteint a kovalentné vazanych lipida. Pri¢emz hlavnimi zastupci lipidu
jsou ceramidy, volné mastné kyseliny a cholesterol (Bouwstra & Ponec, 20006)

a z proteinu involukrin, lorikrin a filaggrin (Gartner, 2020).

Dermis

Dermis pochazi ze tii riznych mezenchymalnich zarode¢nych listi a obsahuje rizné
typy bunék. Témi hlavnimi jsou fibroblasty, dale makrofagy a zirné buriky. Tato vrstva
kiize vyzivuje a vaze epidermis a hypodermis (Rippa et al., 2019). Dé€li se na 2 vrstvy —
povrchova (papilarni) a hlubsi (retikularni vrstva) (Arda et al., 2014). Povrchova vrstva
vytvaii mnoho vybézkli mezi epidermis a obsahuje nervova zakonceni a mikrovaskularni
cévy, které jsou dulezité pro vyzivu epidermis (Rippa et al., 2019). Tato vrstva je tvofena
predevsim kolagennim vazivem (typu III) a fibroblasty. Hlubsi vrstva je silnéjsi a je
tvorena predevsim kolagenem typu I. Dale obsahuje dermis kolagen typu IV a VII
a elastin, ktery zajist'uje jeji pruznost. Prostor mezi kolagennimi ¢i elastinovymi vlakny
a bunkami vypliuji proteoglykany a glykoproteiny. Starnutim se papilarni dermis
zmensuje, ztencuje se a je postupné nahrazovana retikularni (Mine et al., 2008). Dermis
také obsahuje hustou sit’ krevnich a lymfatickych cév, zlaz (potnich, mazovych), nervi
a vlasovych folikuld (Arda et al., 2014), (Junqueira, 2002), (Rajnochova Svobodova,
2012).

Hypodermis

Hypodermis je spodni vrstva kiize, ktera neni ostfe oddélena od dermis. Je tvofena
fidkym vazivem a obsahuje sit krevnich a lymfatickych cév. Obsahuje mnozstvi
tukovych bunék, které jsou jak dilezitou zasobou energie, tak prostiedim pro vitaminy
rozpustné v tucich (Junqueira, 2002), (Rajnochova Svobodova, 2012). Tato vrstva hraje

také dualezitou roli v termoregulaci (Blair et al., 2020).
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Kozni mikrobiom

Kuze a jeji vrstvy predstavuji komplexni bariérovy organ tvofeny symbiotickym
vztahem s kozni mikrobialni florou, tzv. koznim mikrobiomem, ktery je definovan jako
komunita mikroorganismu a jejich genomu (Dréno et al., 2016).

Kuze je vsak neustale vystavena riznym endogennim a exogennim faktorim, které
ovliviiyji slozeni a funkci kozniho mikrobiomu, jehoz naruseni muze vést k zanétlivym
koznim onemocnénim, autoimunitnim onemocnénim nebo také k nehojicim se ranam.
Vétsina bakterii na kizi je tzv. komenzalnich (pfirozené se vyskytujicich), které na rozdil
od téch patogennich jsou pro svého hostitele neSkodné nebo dokonce prospésné (Harris-
Tryon & Grice, 2022). Komenzalni mikroby metabolizuji hostitelské proteiny a lipidy
epidermis a produkuji bioaktivni molekuly, které inhibuji invazi patogent na kazi (Chen
et al., 2018). Kozni mikrobiom ovliviiuje expresi raznych imunomodulaénich proteint,
vcetneé IL-10, slozek komplementu a antimikrobialnich peptidi (AMP). (Chehoud et al.,
2013).

Jednim z hlavnich komenzalnich rodi bakterii zijicich na kuzi je Corynebacterium.
Tyto bakterie jsou pfitomny na vSech mistech téla a dominuji pfedev§im na vlhkych
mistech (Chen et al., 2018). V mistech suché kiize, jako jsou paZze a nohy dominuji druhy
Cutibacterium (dtfive Propionibacterium) a Staphylococcus (Ellis et al., 2019).
Nejvyznamnéjsi bakterii rodu Staphylococcus je S. epidermidis u kterého bylo prokazano,
ze stejné jako S. hominis, vyluCuje AMP, ktera zabijeji patogenni S. aureus (Nakatsuji et
al., 2017).

Patogenni S. aureus je schopny tvorit biofilm a vyskytuje se pfevazné v nehojicich
se ranach. Dalsim patogennim druhem, ktery se v téchto ranach obvykle vyskytuje
je Pseudomonas aeruginosa (Tomic-Canic et al., 2020). Pfitomnost té€chto bakterii muze
zpusobit prodlouzeni zanétlivé faze a pomalejsi uzavirani rany (De Pessemier et al.,
2021). Oproti tomu S. epidermidis mé také vyznamnou roli pfi hojeni ran, kde indukuje
CD8+ T buriky, které stimuluji proliferaci keratinocyti a zaroven podporuji
antimikrobialni ochranu rany (Linehan et al., 2018). Buné¢na sténa S. epidermidis rovnéz
potlacuje zanétlivou reakci vazbou na Toll-like receptor 2 (TLR2) (Lai et al., 2009)
a snizenim hladiny TNF-a (Johnson et al., 2018).
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2.2 Struktura kosti, chrupavky a osteochondrdlniho defektu

Kost

Kostra lidského téla se sklada ze dvou hlavnich strukturalnich typt kosti — kompaktni
(hutné) a houbovité. Na jejich povrchu se nachéazi vazivovy obal, okostice. Kompaktni
kost tvoti obal kolem dfeniové dutiny. Je tvofena Haversovymi systémy, které se skladaji
z koncentrickych lamel kostni tkané obklopujicich centralni kanal obsahujici krevni cévy
a vytvareji tzv. osteony. Houbovita neboli spongidzni kost je umisténa uvnitt kosti,
ma nizsi hustotu a vétsi povrch (Junqueira, 2002), (Ralston, 2021).

Kost je dynamicka tkan, ktera béhem zivota prochéazi obnovou prostfednictvim kostni
remodelace. Vznika z vaziva nebo chrupavky v procesu zvaném osifikace. Prostiedni ¢ast
kosti se nazyva diafyza, dva konce kosti pak epifyzy (Obr. 2A). Poskytuje mechanickou
podporu kloublim, §lacham a vaziim a chrani zivotné dilezité organy pied poskozenim.
Zaroven funguje jako zasobarna vapniku a fosfatu pfi zachovani mineralni homeostazy
(Ralston, 2021).

Hlavnimi kostnimi buiikami jsou osteocyty, které tvoii 90 % az 95 % vSech kostnich
kmenovych bun¢k, které diferencuji na osteoblasty. Prfi této diferenciaci je snizena
produkce zejména alkalické fosfatazy (ALP). Kasein kinaza II je naopak zvySena, stejné
jako osteokalcin. Z osteoblastl, které produkuji kolagen typu I a maji zvySenou hladinu
ALP, nasledné diferencuji na osteocyty. Na degradaci kostni matrice se podileji
osteoklasty (Bonewald, 2011).

Hlavni organickou slozkou kostni matrix je kolagen typu I. Kostni matrix také
obsahuje mala mnozstvi jinych kolagent (napf. kolagen III a V), strukturnich proteina
a rustovych faktort (Clarke, 2008). Nekteré z nich, jako je osteokalcin, jsou relativné
specifické pro kosti, zatimco jiné, jako je fibronektin a ristové faktory (napt. TGF-f),
nejsou specifické. Na téchto proteinech kostni matrix dochazi k mineralizaci.
Mineralizace zajistuje mechanickou tuhost, pevnost v tahu a elasticitu odvozenou
od kostniho kolagenu. Kostni mineral je slozen pfevazné z vapniku a fosfore¢nanu
ulozenych ve formé krystala hydroxyapatitu (Cai10(PO4)s(OH2)) (Ralston, 2021), (Marsell
& Einhorn, 2011).
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Chrupavka

Kloubni chrupavka, je typ hyalinni chrupavky (Obr. 2B), kterd je tvofena hustou,
elastickou pojivovou tkani, pokryvajici povrch kloubu. Histologicky je usporadana
do 3 vrstev (povrchové, stfedni a hluboké), v nichz je rozdilna hustota strukturnich
vlaken. Pod hlubokou vrstvou se nachazi jesté vrstva kalcifikovana (Wei & Dai, 2021).

Chrupavka je avaskularni tkan, kterd neni inervovana a je slozena primarné z jediného
bunécného typu, chondrocytu (Armiento et al., 2018). Vzhledem k tomu, ze kloubni
chrupavka je avaskularni, chondrocyty funguji s hypoxickym metabolismem a Zziviny
a kyslik jsou burikdm dodavany primarné difuzi ze synovialni tekutiny subchondralni
kosti (Demoor et al., 2014), (Zylifiska et al., 2021).

Chondrocyty produkuji hlavné kolagen typu II a agrekan, dva hlavni markery
specifické pro kloubni chrupavku. Tento typ kolagenu propujcuje v chrupavce odolnost
vaci kompresnim silam. Agrekan je proteoglykan, ktery je slozeny z mnoha
sulfatovanych glykosaminoglykanovych fetézct, jako je chondroitin sulfat a keratan
sulfat. V dusledku toho dokaze zadrzovat zna¢né mnozstvi vody, ¢imz poskytuje
flexibilitu a viskoelasticitu (Roseti et al., 2019).

Chondrocyty syntetizuji také faktory podilejici se na degradaci ECM, jako jsou MMPs,
hyaluronidazy a agrekanazy. Vysledkem je udrzeni jemné rovnovahy mezi anabolismem

a katabolismem ECM chrupavky (Demoor et al., 2014).

Osteochondralni defekt

Osteochondralni defekt (Obr. 2C) se tyka oblasti poSkozeni, kterd zahrnuje jak
chrupavku, tak kost (subchondralni kost). NejCastéji nastava v dusledku akutniho
traumatického poranéni, degenerativnimi procesy nebo osteoporodzou (Yu et al., 2023).
Po poranéni se kost mize do urCité miry sama opravit diky své neustalé remodelaci,
vaskularizované povaze a mezenchymalnim kmenovym butikam, pfitomnych v kostni
dfeni. Oproti tomu chrupavka mé velmi omezenou schopnost samoopravy (Lesage et al.,
2022).

Rekonstrukce osteochondralniho defektu pomoci tkanového inzenyrstvi je vyzva
v regenerativni medicin€é a vyZaduje napiiklad implantaci autolognich chondrocytu
a osteochondralnich autostépli nebo pouziti biomaterialt, které zajistuji jak regeneraci
kloubni chrupavky, tak remodelaci subchondralni kosti (Oprita et al., 2022). Mezi tyto
biomaterialy patii 3D tisknuté dvouvrstvé implantaty, kde horni vrstva indukuje hojeni

kloubni chrupavky a spodni vrstva subchondralni kosti. Mezi né€ fadime
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i polykaprolaktonové (PCL) membrany diskutované nize v této praci. Navic do téchto

biomateriald mizeme zaclenit i ristové faktory, napt. TGF- nebo/a BMP proteiny,

které podporuji bunéfnou proliferaci a diferenciaci, ¢imz urychluji proces hojeni

osteochondralniho defektu (Zhou et al., 2020), (Reyes et al., 2012).
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Obr. 2: Struktura kosti (A), hyalinni chrupavky (B) a osteochondrdlniho defektu (C).
Vytvoreno v programu Biorender.com
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2.3 Hojeni rany
2.3.1 FYZIOLOGICKY PRUBEH

Hojeni ran je komplexni proces (Obr. 3), ktery zahrnuje nékolik po sob& navazujicich
fazi, které se do urcité miry prekryvaji: hemostazu, zanét, proliferaci a remodelaci tkané
(Wang et al., 2018), (Sklenarova et al., 2022).

Prvnim krokem po vzniku rany je vazokonstrikce krevnich cév, nasledovana aktivaci
trombocytt, které se vazou na kolagen a endotelialni vystelku za vytvoreni primarni
krevni zatky. Toto doCasné uté€snéni rany je dale podpoteno aktivaci koagulacni kaskady,
kterd tvofi robustnéj§i fibrinovou sit v misté poranéni (Alberts et al., 2002).
Témto procesim napomaha mnoho mediatort vcetné endotelinu, serotoninu,
von Willebrandova faktoru, adenosindifosfatu, integrini a kolagenu vazajiciho
glykoprotein VI, stejné jako uvoliiovani chemotaktickych a rastovych faktor(,
jako je transformujici rastovy faktor B (TGF-B), ktery pfispiva k obnoveni normalni
homeostazy po traumatu (Farndale et al., 2004), (Golebiewska & Poole, 2015).

Jakmile rana nekrvaci, nastava faze zanétu s rozSifenim krevnich cév a expresi
prozanétlivych mediatort. Tim se zvySuje prutok krve a propustnost cév pro molekuly
plazmy a imunitni buriky (Eming et al., 2014). Tento krok je dulezity pro opravu
poskozenych struktur a zejména okysli¢eni a dodani zivin pro vznik nové tkané (DiPietro,
2016), (Demling, 2009). Cévni permeabilita v poranéné tkani a kolem ni usnadiiuje
infiltraci leukocyti (neutrofili a monocytl), které se ucCastni procesu cCiSténi rany
fagocytovanim bunéénych zbytkl a patogentl v intersticialnim prostoru. Béhem této faze
rovné€z dochazi k uvoliovani zanétlivych cytokint a rastovych faktort, jako je IL-1, IL-6,
IL-8, TNF-a a PDGF. Produkce téchto cytokini a rustovych faktord podporuje migraci
a proliferaci koznich bunék a syntézu molekul ECM nezbytnych pro regeneraci
poskozené tkané (Zhao et al., 2016).

Po nékolika dnech nastava prechod z faze zanétu do faze proliferace. Pro vystavbu
nové tkané a proces hojeni je zasadni tvorba novych krevnich cév, ktera probiha soubézné
ve vSech fazich reparacniho procesu. Nastup angiogeneze je stimulovan nékolika faktory,

predevsim VEGF a TGF-B (DiPietro, 2016). Dalsim mediatorem, ktery siln¢ stimuluje
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tento proces, je kolagen typu 1. Zda se, Ze vazba integrinovych receptord alfl / a2p1
na povrchu endotelialnich bunék je klicova pro jeho angiogenni aktivitu (Twardowski et
al., 2007). V pribéhu této faze do rany migruji fibroblasty a tvofi granulacni tkan,
ktera se sklada z nové pojivové tkan€ a drobnych krevnich cév, hojné proliferuje
a produkuje proteiny ECM (Frangogiannis, 2016). Nasledné se fibroblasty zméni na svij
myofibroblastovy fenotyp a navazou se na fibronektin a kolagen v extracelularni matrix
(Ramasastry, 2005). V proliferacni fazi je klicova produkce TGF-B, ktery ovliviiuje
transkripcni geny kolagenu, snizuje produkci MMP a zvysuje hladiny inhibitort proteaz
— TIMP (Cabral-Pacheco et al., 2020).

ZaveéreCny proces reepitelizace, dulezity pro obnovu intaktni epidermis, zajist'uji
predevsim keratinocyty, které migruji podél fibrinové krevni srazeniny a na povrchu
granulacni tkané (Pastar et al., 2014). Proces remodelace tkan¢ je posledni fazi hojeni
rany a muze trvat i nékolik mésict. Pevnost rany v tahu se postupné zvysuje nahrazenim
kolagenu charakteristického pro hojeni (typ III) béznym kolagenem typu I. Kone¢nym

vysledkem je plné vyzrala jizva (Reinke & Sorg, 2012), (Velnar et al., 2009).
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Obr. 3: Proces hojeni ran. Hojeni ran je dulezitym fyziologickym procesem k udrieni
integrity kiize po traumatu. Reparace rany zacind hemostdazou, kdy destickova zatka
zabranuje ztraté krve a tvori se predbéznd fibrinovda matrice. Poté ndsleduje zanétliva
faze charakteristicka prilivem neutrofilii, makrofagu a produkci zanétlivych cytokinii.
Ndsleduje proliferacni fdaze, kde migrujici keratinocyty a fibroblasty uzaviraji ranu,
zdroven probiha tvorba novych cév a na zaver probiha remodelace tkané a tvorba jizvy.

Vytvoreno v programu BioRender.com.
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2.3.2 PATOLOGICKY PRUBEH

Nehojici se rany jsou definovany jako rany nezhojené do 12 tydni a v konstantnim
a nadmérmném zanétlivém stavu (Obr. 4). Jsou Uzce spojeny s naruSenym fenotypovym
prechodem prozanétlivych makrofaghi na protizanétlivé fenotypy v ranach (Li et al.,
2021). Jako odpovéd na mikrobialni kontaminaci se tyto rany vyznacuji vysokym
poctem Langerhansovych bunék, neutrofilti a nadmeérnou produkci zanétlivych cytokint
(TNF-0, IL-1, IL-6) (Wilkinson & Hardman, 2020). Zda se, ze kritickym faktorem
v tomto cyklu pretrvavajiciho zanétu je nadmérna infiltrace neutrofilt, ktera vede
k nadprodukci ROS, coz zpusobuje piimé poskozeni ECM (Schilrreff & Alexiev, 2022).
U nehojicich ran je také pozorovan vysoky vyskyt béznych patogent ran, jako je
Staphylococcus aureus a Pseudomonas aeruginosa, které mohou na povrchu rany tvofit
biofilm (Loesche et al., 2017).

Prodlouzena zanétliva faze pusobi také na reepitelizaci a dermalni remodelaci.
Nehojici se rany jsou charakterizovany  hyperkeratotickym  okrajem.
Soucasné je dermalni rekonstrukce vyznamné inhibovana vysokymi hladinami MMPs
(MMP-2, MMP-9) a nizkymi hladinami jejich inhibitord (TIMPs) v rané. Tyto proteazy
nejen rozkladaji dermalni ECM, ale také degraduji dulezité rastové faktory
(napt. VEGF, TGF-p) (Lauer et al., 2000). Tato nerovnovaha mezi MMPs a TIMPs
zvySuje degradaci ECM, zhorSuje migraci bunék, snizuje proliferaci fibroblasti
a syntézu kolagenu. Kromé této nerovnovahy je za prodlouzeni hojeni ran zodpovédny
také nizky obsah oxidu dusnatého (NO) a nedostatecné okysli¢eni tkani (Schilrreff &
Alexiev, 2022).
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Obr. 4: Nehojict se rdna: prodlouzend zdanétliva faze. Pocatecni vstup patogenu vede
makrofagy a neutrofily k uvoliiovani zanétlivych cytokinii, které pritahuji dalsi imunitni
buiky do mista poranéni a zvySuji vaskularni permeabilitu Soucasné je dermalni
rekonstrukce vyznamné inhibovana vysokymi hladinami MMPs. U nehojicich se ran
pretrvava tato uvedend faze i nékolik tydmi (Schilrreff & Alexiev, 2022), (Przekora,
2020). Vytvoreno v programu Biorender.com
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2.4 Parametry charakteristické pro hojeni rany

2.4.1 TRANSKRIPCNI FAKTORY NFkB A Nrf2

Transkripéni faktory jsou klicové bunécné slozky, které ftidi expresi gend.
Tyto proteiny se spolupodileji na iniciaci transkripce (prepis dédi¢né informace z genu
(z DNA) na mRNA) (Lambert et al., 2018). Transkripcni faktory NF-kB (nuklearni
faktor-kB) a Nrf2 (nuklearni erythroidni faktor 2) maji vliv na celou fadu pochodut vcetné

Nrf2 je cytosolicky transkripcni faktor, ktery za fyziologickych podminek je asociovan
s proteinem Keapl. Za patologickych podminek je Nrf2 oddélen od svého inhibi¢niho
proteinu Keapl a translokuje do jadra, kde se vaze na oblast ARE, ktera kéduje mnoho
antioxidacnich a detoxikacnich enzymu. Tyto enzymy jsou dulezité pro ochranu buriky,
nebot” eliminuji cytotoxické pusobeni ROS. Hlavni funkce Nrf2 pfi hojeni ran je prave
ochrana pfed nadmérnou akumulaci ROS (Ambrozova et al., 2017).

NF-kB (nuklearni faktor-kB) sleduje expresi genti zapojenych do zanétlivé odpovedi.
Béhem hojeni ran se NF-«B signalni draha, na podnét poSkozeni tkani, oxida¢niho stresu
a prozanétlivych cytokind, aktivuje tzv. kanonickou drahou pomoci Toll-like receptort
(TLR), coz vede k fosforylaci podjednotky IxB, nasledné disociaci NF-«xB a translokaci
do jadra. Na tento d&j navazuje zvySena sekrece prozanétlivych cytokind, jako je IL-1J,
IL-6, TNF-a a dalsich zanétlivych markera jako je napf. cyklooxygenaza 2 (COX-2)
(Saha et al., 2020). Na rozdil od kanonické NF-kB drahy, nekanonicka NF-kB draha
selektivné reaguje na specifickou skupinu stimult, napt. ligandd TNFR (TNF receptory
pro T a B bunky). Nezahrnuje degradaci IkBa, ale k fosforylaci podjednotky p100,
coz zjednodusené vede ke vzniku komplexu NF-xB p52 a jeho jaderné translokaci
a expresi cilovych gent (zejména imunitniho systému — funkci B-Lymfocytt) (Liu et al.,
2017).

Je znamo, ze Nrf2 negativné reguluje signalni drahu NF-xB pomoci mnoha
mechanisma i) Nrf2 inhibuje aktivaci NF-«B zprostfedkovanou oxidacnim stresem
snizenim intracelularnich hladin ROS ii) Nrf2 zabranuje proteozomalni degradaci IxB-a

a inhibuje jadernou translokaci NF-«B iii) Nrf2 indukuje zvySeni exprese antioxidac¢nich
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enzymu (napf. hemoxygenazy 1 (HO-1), které blokuji degradaci podjednotky IxB-a
(Soares et al., 2004), (Ganesh Yerra et al., 2013).

24.2 CYTOKINY A CHEMOKINY

Makrofagy, neutrofily, fibroblasty a krevni desticky uvolfiuji béhem hojeni ran celou
fadu cytokint v¢etné interleukint (IL), chemokini (CXC) a rustovych faktortu (Patel et
al., 2016). Mezi prozanétlivé cytokiny, které jsou nejcastéji stanovovany beéhem procesu
hojeni fadime napft. IL-10, IL-1p, IL-6, IL-12, IL-18 a TNF-a (Barrientos et al., 2008).

Béhem prvnich 24 hodin po poranéni je produkovan cytokin TNF-q, ktery se podili na
pfitahovani neutrofild a makrofagi do mista poranéni (Han et al., 2001). Je také
exprimovan v hyperproliferativnim epitelu na okraji rany. Prispiva ke stimulaci migrace
fibroblasta a keratinocytl, expresi rustovych faktorti a zvyseni antimikrobialni obrany.
Zvysena a prodlouzend exprese TNF-o ma negativni uc¢inek na hojeni, a to tim ze
potlacuje syntézu ECM a TIMP a zaroven zvySuje syntézu MMPs. Po dokonceni
prolifera¢ni faze hojeni ran se TNF-a vraci na svou fyziologickou hladinu (Xu et al.,
2013).

Ukazalo se, ze jak TNF-qa, tak IL-1B si navzajem udrzuji zvySenou expresi, pusobi
parakriné a zesiluji tak zanétlivou reakci. IL-1p je také dilezity regulator aktivity zanétu
zpusobenych makrofagy, kde zabranuje jejich polarizaci smérem k protizanétlivému
fenotypu (Raziyeva et al., 2021).

Dal§im prozanétlivym interleukinem, jehoz produkce je zvySena b&hem hojeni,
je IL-6. Transkripce IL-6 je indukovana fadou stimull, jako jsou ligandy Toll-like
receptoru (TLR), IL-1, TNFa a ROS, které jsou vice exprimované v zanétlivé fazi hojeni.
Muze byt také produkovan makrofagy a neutrofily jako odpovéd na specifické
mikrobialni molekuly (PAMPs) (Hirano, 2021).

Rodina chemokinii CXC chemotaktickych cytokint CXCL1, CXCL5 a CXCLS8
je nadmérn€ exprimovana pii poranéni stimulaci prozanétlivych cytokint, jako je IL-1
a TNF-a nebo piitomnosti bakterii. Indukovana exprese chemokint pfitahuje leukocyty,

monocyty, neutrofily a makrofagy do mista rany za ucelem odstranéni cizorodych ¢astic
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(Reinke & Sorg, 2012). Bylo prokazano, ze CXCLS8 (neboli IL-8) hraje roli pfi

reepitelizaci zvySenim migrace a proliferace keratinocytti (Barrientos et al., 2008).

2.4.3 METALOPROTEINAZY A JEJICH INHIBITORY

MMPs je rodina enzymu, které ve své struktute obsahujicich zinek. Degraduji ECM a
maji schopnost se ucastnit fyziologickych procesti bunécné migrace, ristu a zanétu béhem
hojeni ran (Martins et al., 2013). MMP jsou casto vyluCovany v neaktivni formé
(proMMP), ktera je Stépena na aktivni formu proteindzami vcéetné jinych MMP. Za
fyziologickych podminek jsou jejich hladiny velmi nizké, ale jejich exprese je
transkripné fizena zanétlivymi cytokiny, rustovymi faktory, hormony nebo
mezibunécnou interakci. Jsou regulovany tkanovymi inhibitory metaloproteinaz (TIMP).
Rovnovaha mezi MMP a TIMP (u hojeni ran zejména TIMP-1 a TIMP-2) je velmi
dulezita pro remodelaci ECM (Nagase et al., 2006).

MMP zasahuji do vSech fazi hojeni a jejich zvySena exprese se v prabéhu hojeni méni.
Do procesu hojeni ran jsou zapojeny piedev§im MMP-1, MMP-2, MMP-8 a MMP-9.
Intersticialni kolagenaza MMP-1, ktera Sté€pi intersticialni kolagen I, II a III
na charakteristické 3/4 a 1/4 fragmenty, také St€épi proMMP-9 na jeho aktivni formu
a je nadmémné produkovana béhem zanétlivé faze ptusobenim cytokind, jako je TNF-a
allL-1 (Cui et al., 2017). V poranéné kuzi je jeji produkce indukovana predevs§im
keratinocyty. Tyto hlavni bunky epidermis se vazi prostfednictvim 02 a B1 integrini
na kolagen typu I v dermis. Hladina neutrofilni kolagenazy MMP-8 se také zvySuje
v zanétlivé fazi hojeni a je nezbytnad pro debridement rany a pro §tépeni poskozeného
kolagenu typu I (Cabral-Pacheco et al., 2020).

Zelatinazy (MMP-2 a MMP-9) hraji dilezitou roli v angiogenezi a také bun&iné
migraci, ktera je nezbytna pro hojeni ran. MMP-2 a MMP-9 snadno §tépi zelatinu a také
kolagen typu IV, V, XI a laminin. MMP-2 §té€pi rovnéz kolagen I, II a III podobnym
zpusobem jako kolagenazy. MMP-2 se také ucastni proteolyzy lamininu-5 béhem faze

remodelace (Cabral-Pacheco et al., 2020).
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2.5 Vybrané piirodni latky podporujict in vitro hojeni rdany
2.5.1 MYRICETIN

Myricetin (3,5, 7, 3', 4', 5'-hexahydroxyflavonol, MYR) se fadi mezi flavonoidy, které
se dale dé€li na flavany, flavony, flavonoly a anthokyanidiny (Obr. 5), (Rauter et al., 2018).

MYR byl pavodné izolovan z kiry stromu Myrica rubra. Celed Myricaceae,
Polygonaceae, Primulaceae, Pinaceae a Anacardiaceae jsou nejbohatSimi zdroji
myricetinu (Imran et al., 2021). Bézné se také vyskytuje v bobulich, ovoci, zelening,
medu, Cerveném ving, €aji a dalSich potravinach (Song et al., 2021). MYR je studovan
protinadorovym (Ma et al., 2019), antibakterialnim a antivirovym u¢inkim (Jiang et al.,
2019). Také je studovan jeho vliv na prevenci obezity (Hu et al., 2018)
a kardiovaskularnich chorob (Wang et al., 2019). Nové studie ukazuji, ze MYR muze
inhibovat expresi 1L-6, IL-1B a TNF-a blokovanim signalni drahy NF-xB (Kan et al.,
2019). Také byl u€inny pfi inhibici LPS-indukovaného zanétlivého poskozeni plic a srdce

in vivo a in vitro (Zhang et al., 2018).
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Obr. 5: Struktura myricetinu. Vytvoreno v programu ChemSketch.
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2.5.2 DIHYDROMYRICETIN

Dihydromyricetin (3,5,7,3',4',5'-hexahydroxy-2,3-dihydroflavonol; DHM; Obr. 6),
také znamy jako Ampelopsin je hlavni bioaktivni flavonoid izolovany z tradi¢ni ¢inské
1éCivé rostliny Ampelopsis grossedentata (Liu et al., 2019). Obsah DHM
v A. grossedentata se pohybuje od 30 % do 40 %, coz je povazovano za nejvyssi obsah
flavonoidu v rostlinach (Gao et al., 2015).

DHM je studovan piedev§im pro své antioxidacni, antimikrobialni, antivirové
a protizanétlivé ucinky. Soucasny vyzkum také poukazuje na jeho terapeutické pfinosy
pii 1écbé onemocnéni spojenych s uzivanim alkoholu (Li et al., 2017) a 1é¢bé onemocnéni
SARS-CoV-2 (Xiao et al., 2021).

Bylo popsano, ze DHM inhibuje TNF-o indukovany zéanét prostiednictvim
inaktivace signalizace NF-kB v burikach HeLa. Konkrétné DHM defosforyluje a inhibuje
degradaci IkBa a inaktivuje jadernou translokaci p65. Kromé toho DHM také snizuje
expresi cilovych genti NF-xB (Tang et al., 2016).

Studie DHM na LPS-indukovanych mySich modelech plicni tkdn€, rovnéz potvrdily
efekt DHM na snizeni hladiny prozanétlivych cytokint (IL-6, IL-1B a TNF-a), potlaceni

-----

IL-10. (Wang et al., 2018).

OH
OH

OH

Obr. 6: Struktura dihydromyricetinu. Vytvoreno v programu ChemSketch.
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2.5.3 OLEUROPEIN

Oleuropein (Obr. 7) je polyfenolicka sloucenina patfici mezi sekoiridoidy, ktera se
sklada se ze tfi strukturnich podjednotek: hydroxytyrosolu, kyseliny elenolové
a molekuly glukézy (Ahamad et al., 2019). Oleuropein se pfirozené€ vyskytuje v olivach
botanicky znamych jako Olea europaea, olivovém oleji a listech olivovniku. V mladych
olivach mize dosahnout koncentraci az 140 mg/g susiny a v listech az 60-90 mg/g susiny
(Haris Omar, 2010). Vyskytuje se v glykosylovanych a neglykosylovanych formach,
cozmeéni jeho rozpustnost. V lipidové frakci (v olivovém oleji) prevlada jeho
neglykosylovana forma (Romani et al., 2019).

Bylo prokazano, Ze oleuropein ma fadu pozitivnich efektti na zdravi, mezi které fradime
ucinky (Shamshoum et al., 2017). Oproti tomu se oleuropein vyznacuje nizkou
rozpustnosti, vysokou citlivosti na podminky prostifedi (pH) a Spatnymi senzorickymi
vlastnostmi, které snizuji jeho vyuziti. Proto bylo navrzeno dodavat oleuropein za pouziti
strukturovanych lipidovych nosicl, které zlepsSuji podminky béhem transdermalniho

transportu latky (Cristiano et al., 2021), (Allaw et al., 2021).

HO 5
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Obr. 7: Struktura oleuropeinu. Vytvoreno v programu ChemSketch.
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2.5.4 OLE]J Z LENTISKU

Olej z lentisku (n€kdy se mu také fika z pistacie) patii mezi vzacné esencialni oleje.
Je ziskavan z kefe Pistacia lentiscus (bézné znamy jako lentiSek), ktery se nachazi
zejména ve sttedomoti. Hlavnim produktem z této rostliny je pravé lentiSkovy olej
ziskavany z bobuli a pryskyfice, ktera je vyluCovana nafezavanim kury (Allaw et al.,
2021). V této pryskyfici se prokazala pfitomnost o-pinenu, B-pinenu, limonenu,
terpen-4-olu a terpineolu (Congiu et al., 2002). Olej z lentiSku se sklada prevazné
z mononenasycenych mastnych kyselin (52,4 %), nasleduji nasycené mastné kyseliny
(26,4 %) a polynenasycené mastné kyseliny (21,2 %) (Poljsak et al., 2020). Tento olej byl
analyzovan také pomoci GC-MS a byla zjisténa pritomnost a-pinenu, myrcenu, limonenu,
seskviterpenu, ketond a alifatickych estert a fenolickych sloucenin (Douissa et al., 2005).
Je také bohaty na mineralni latky jako jsou Na, K, Ca, Mg, Fe a Cu (Wissal et al., 2013).

V piirodnim léCitelstvi byl olej z lentiSku cenén zejména pro své antiseptickée vlastnosti
a pouzival se k 1écbé ran a zaludecnich viedi (Siano et al., 2020). Navic bylo prokazano,
ze tento esencialni olej vykazuje antioxidacni, protizanétlivé a antimikrobialni uc¢inky
(Benhammou et al., 2008). LentiSkovy olej a jeho hlavni slozky o-pinen a myrcen
vyznamné zvySuji hladinu transkripéniho faktoru Nrf2 a jeho cilovych antioxidacnich
gent. Také maji cytoprotektivni ucinky. Bylo prokazano, Ze chrani keratinocyty pred
poskozenim vyvolanym pisobenim peroxidu vodiku nebo UVB zafenim a také zlepsuji

migraci bunék (Xanthis et al., 2021).
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2.6 Kompozitni membrdany podporujici hojeni koZnich a kostnich defektii

2.6.1 POLYKAPROLAKTONOVE MEMBRANY

PCL je dilezity polymer v oblasti tkanového inzenyrstvi diky svym mechanickym
vlastnostem, kompatibilit¢ s velkym mnozstvim jinych polymeri a biologické
rozlozitelnosti (doba biologické rozlozitelnosti se udava dle struktury materialu na 12-36
mesict). Je tvofen biologicky odbouratelnymi polyestery, mezi které patii polymery,
jako je kyselina polyglykolova, polylaktid a jejich kopolymery. Teplota tani PCL je vyssi
nez télesna teplota (59-64 °C) (Eftekhari et al., 2016).

PCL se ukazal jako preferovany material pro regeneraci kostni tkané diky
biokompatibilit¢ a rychlosti resorpce. PCL membrany Ize pfipravit pomoci
elektrostatického  zvlaknovani, kdy wvytvafi nanovlakenné porézni matrice,
které napodobuji mnoho vlastnosti ECM, jako je poréznost a usporadani vlaken (Siddiqui
et al., 2021). Pro aplikace tkaniového inzenyrstvi je povrch PCL membran Casto potazen
hydrofilnimi pfirodnimi molekulami, jako je Zzelatina, fibronektin a proteoglykany,
aby se zlepsila bunécna adheze a proliferace (Agrawal et al., 2018).

Pro zlepSeni mechanickych vlastnosti byly PCL membrany pfipraveny v kombinaci
s chitosanem (vykazovaly vétsi hydrofilitu a vyssi termostabilitu) (Fadaie et al., 2018),
s poly(laktid-ko-glykolidem) (PLGA) (podpora adheze a proliferace fibroblastii) (Hiep &
Lee, 2010), s hydroxyapatitem (regulace osteoinduktivity a stimulace tvorby kosti)
(Rajzer et al., 2021). Dalsim materialem, ktery byl pouzit k obohaceni PCL membran je
biosklo (BG). BG je typ bioaktivniho keramického materidlu obecné slozeného
ze Si02-Ca0-P20s a NayO a jeho hlavni prednosti je vynikajici bioaktivita a stimulace
osteogeneze. Do tohoto materialu je mozné zaclenit i antibakterialni kovové ionty (méd’,
zlato, zinek, stfibro) (Rajzer et al., 2019). Pridavek téchto ionti vede ke snizeni nebo
odstranéni bakterialnich infekci a naslednych komplikaci po operacich kostnich defektu.
Vyzkum se nyni zabyva i zaclenénim antibiotik do PCL. membran pro lepsi kontrolu nad

pooperacni infekci v priibéhu hojeni kosti (Wei et al., 2017).
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2.6.2 HYALURONOVE MEMBRANY

Kyselina hyaluronova (HA) je jednou z hlavnich slozek ECM. Tento polysacharid
je nesulfatovany linearni glykosaminoglykan slozeny z opakujicich se disacharidovych
jednotek B-D-N-acetylglukosaminu a B-(1,4)-D-glukuronové kyseliny. Vzhledem ke
karboxylovym skupinam je HA zéaporné nabita, vysoce hydrofilni a pii vysokych
molekulovych hmotnostech tvoii viskézni gel. Bylo prokazéano, ze vysokomolekularni
HA (>900 kDa) vykazuje antioxidacni a protizanétlivou aktivitu, zatimco
nizkomolekularni degradacni produkty HA (<120 kDa) maji opacny ucinek (indukuji
prozanétlivé cytokiny) (Litwiniuk et al., 2016), (King & Sorooshian, 2020), (Aya & Stern,
2014). Navic HA tvori pericelularni obal kolem vétSiny bunék, kde plni funkci signalni
molekuly interagujici s vazebnymi proteiny a regulujici bunécnou adhezi, migraci
a proliferaci (Abatangelo et al., 2020).

Vzhledem k vlastnostem HA (jako je biokompatibilita, biologicka odbouratelnost,
schopnost hojeni, tepelna stabilita a hydrofilni charakter) se pouziva k vyrobé riznych
kryti na rany, jako jsou membrany a hydrogely (Graca et al., 2020).

Hyaluronové membrany mohou byt pouzity na rany jako samostatné (avSak
zesitované), anebo zesitované ve smési sjinymi polymery pro zlepSeni jejich
mechanickych vlastnosti (Abdelrahman et al., 2020). Mezi nejpouzivanéjsi polymery pro
vyrobu HA membran fadime chitosan, kolagen, alginat, polyvinylalkohol (PVA) a jejich
modifikace. Tyto membrany mohou byt rovnéz obohaceny o bioaktivni slozky nebo

nanocastice, pro zlepseni jejich hojivych a antibakterialnich vlastnosti.
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3 Cile diserta¢ni prace

Cilem predkladané disertacni prace bylo in vitro studium pfirodnich latek
podporujicich hojeni koznich ran (myricetinu, dihydromyricetinu, oleuropeinu a oleje

z lentisku) a kompozitnich materialti podporujicich hojeni koznich a kostnich defekta.

Konkrétni cile byly:

1. Studium vlivu myricetinu a dihydromyricetinu na proces hojeni ran in vitro
» Izolace lidskych dermalnich fibroblasti (NHDF) a lidskych epidermalnich

keratinocytt (NHEK)

» Piiprava in vitro modelu kozni rany (monovrstva Skrabnutych koznich
bunék infikovana LPS).

» Stanoveni cytotoxicity MYR a DHM

» Stanoveni produkce vybranych transkripcnich faktori (NFxB, Nrf2)
a zanétlivych markert (COX-2, IL-6, IL-8)

» Stanoveni MMP-1, MMP-2 a TIMP-1, které se GiCastni procesu hojeni

» Stanoveni anti-glykacni aktivity MYR a DHM

2. Studium vlivu oleuropeinu a oleje z lentiSku na proces hojeni ran in vitro
» Izolace NHDF

» Piiprava in vitro modelu kozni rany (monovrstva Skrabnutych koznich
bunék stimulovana LPS).

» Stanoveni cytotoxicity oleuropeinu a oleje z lentisku

» Hodnoceni rychlosti uzavirani rany in vitro

» Stanoveni produkce vybranych markera (IL-6, IL-8, MMP-1, MMP-2)

3. Studium biokompatibility kompozitnich membran in vitro
» Testovani cytotoxicity PCL membran na bunécné linii SaOS-2

» Testovani cytotoxicity hyaluronovych membran na bunécné linii SaOS-2
a lidskych dermalnich fibroblastech
» Studium biokompatibility vybranych kompozitnich membran s vyuzitim

fluorescen¢ni mikroskopie
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Chemikadlie, piistroje, materidl

4.1.1 CHEMIKALIE

Adenin, aminoguanidin, amoniak (NH3), akridinova oranz, akrylamid/bis-akrylamid,
amfotericin B, aminokyseliny (L-histidin, L-izoleucin, L-metionin, L-tryptofan,
L-tyrozin), ampicilin, apotransferrin, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova
kyselina) (ABTS substrat), barvici roztok Ponceau S, bromfenolova modi, Coomassie
Brilliant Blue G, dimetylsulfoxid (DMSO), 3-(4,5-dimetyltiazol-2-yl)-2,5-
difenyltetrazolium bromid (MTT), dodecylsiran sodny (SDS), Dulbeccem modifikované
Eaglovo médium (DMEM) a epidermalni ristovy faktor (EFG) byly zakoupeny od firmy
Merck (Waltham, USA). EpiLife médium bylo dodano firmou Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA). Fenylmetansulfonyl fluorid (PMSF), fetalni hovézi sérum — tepelné
inaktivované (FBS), fluorescein diacetat (FDA), glukoza, glycerol, HAM F12 médium,
Hepes, hovézi sérovy albumin (BSA) byly dodany firmou Merck (Waltham, USA).
Hydrogenfosforecnan draselny (KoHPOs), hydrogenfosfore¢nan sodny (NaxHPOs),
hydrogenfosfore¢nan sodny heptahydrat (Na2HPO47 H20), hydroxid sodny (NaOH),
hydrokortizon, chlorid draselny (KCI), chlorid sodny (NaCl), insulin, KBM-2 bazalni
médium a keratinocytovy rustovy faktor (KGF) byly potizeny od firmy Merck (Waltham,
USA). Keratinocytové rastové suplementy (HKGS) byly zakoupeny od firmy Thermo
Fisher Scientific (Waltham, USA). KGM-2 SingleQuots suplementy byly zakoupeny od
firmy East Port Praha s.r.o. (Praha, Ceska republika). Kyselina chlorovodikova (HCI),
LPS z membrany gramnegativni bakterie Pseudomonas aeruginosa, metanol,
methylglyoxal, paraformaldehyd (4 %), peroxodisiran amonny (APS), propidium jodid
(PD byly dodany firmou Merck (Waltham, USA). Primarni protilatky — polyklonalni:
kozi anti-f-aktin (sc-1616), krali¢i anti-COX-2 (sc-7951), krali¢i anti-MMP-2 (sc-10736)
krali¢i anti-NF-kB p65 (sc-372), krali¢i anti-Nrf2 p65 (sc-722). Sekundarni protilatky —
polyklonalni kozi IgG protilatka konjugovana s kifenovou peroxidazou (HRP)

rozpoznavajici krali¢i (sc-2004) a kralici proti kozi (sc-2922) byly zakoupeny od firmy
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Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA, USA). Protilatka Alexa Fluor 555 faloidin
byla zakoupena od firmy Cell Signaling Technology (Praha, Cesk4 republika). SlowFade
Golg Antifade Mountant medium s DAPI bylo zakoupeno od firmy Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA). Roztok 10 000 U/ml penicilinu s 10 mg/ml streptomycinu
(P/S), N,N,N" N'-tetrametyletylendiamin (TEMED), 3,3",5,5 tetramethylbenzidin (TMB
substrat), 3,3,5-trijodo-L-tyronin, Triton X-100, trypanova modr,
trypsin/etylendiamintetraoctova kyselina (trypsin/EDTA; 0,25 %) a Tween 20 byly
dodéany firmou Merck (Waltham, USA). Fixovany olej z lentiSku poskytla spolecnost
Mediflora (Pula, Italie), oleuropein (> 80 % podle HPLC) byl zakoupen od Merck
(Waltham, USA). Fosfolipidy (S75), smeés fosfolipidi ze soji (70 % fosfatidylcholinu
a 9 % fosfatidylethanolaminu a 3 % lysofosfatidylcholinu) poskytla firma Lipoid GmbH
(Ludwigshafen, Némecko).

4.1.2 PRISTROJOVE VYBAVENI

Analytické vahy A&D GR-202 EC (Schoeller Instruments, Ceska republika)
Automatickad promyvacka mikrotitracnich desticek Hydroflex TECAN (Schoeller
Instruments, Ceska republika)

Box laminarni THERMO MSC 12 A Advantage (Merci, Ceska republika)

Centrifuga Hettich® MIKRO 220R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

Centrifuga Hettich® ROTINA 38R (Hettich Zentrifugen, Némecko)

Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Némecko)

Centrifugy MiniSpin® (Eppendorf, Némecko)

Fluorescenéni mikroskop Olympus BX40 (Olympus, Ceska republika)

Fluorescencni konfokalni mikroskop Carl Zeiss LSM 780 (Zeiss, Némecko)
Hlubokomrazici box -86 °C skfinovy Panasonic Health Care Biomedical (Schoeller
Instruments, Ceska republika)

Inkubator Cellstar (Qeueue System, USA)

Lazen vodni tfepaci OLS 200 (Grant Instruments Ltd, Velka Britanie)

Michagka magneticka s ohfevem IKA RH Digital (Merci, Ceska republika)

Mikroskop laboratorni Olympus CK2 inverzni mikroskop (Olympus, Ceska republika)
pH metr HI-2211 Bench Top pH/mV Meter (Hanna Instruments, Ceska republika)
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Spektrofotometr UV-VIS Tecan Infinite® M200 PRO Microplate Reader (Schoeller
Instruments, Ceska republika)
Trepacka Duomax 1030 (Heidolph Instruments, Némecko)

Zafizeni pro piipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, Ceska republika)

4.1.3 OSTATNI LABORATORNI MATERIAL

Buné&&né sitko Falcon 40um Cell Strainer (I T.A.-Intertact, Ceska republika)

Filtr stifkatkovy MILLIPORE Millex® 0,22 pm (Merci, Ceska republika)

Injekeni stitkacky INKJET 20 ml BRAUN (BRAUN, Némecko)

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

Thermo ScientificT™Nunc Nunclon™ kultivaéni 1ahve 25 cm? /75 cm?, Petriho misky, 6,
24, 48 a 96-jamkova mikrotitracni destiCka, plastova pipeta 5, 10 a 25 ml, zkumavka
centrifugacni 50 ml, mikrozkumavky Eppendorf a 8 jamkovy Nunc™ Lab-Tek™ II
CC2™ Chamber slide (Thermo Fisher Scientific, Ceska republika)

414 ROZTOKY

Fosfatovy pufru (PBS)
10x PBS: NaCl (0,137 mol/l), KCI (0,00268 mol/l), Na2HPO4 (0,00896 mol/l), KH2PO4
(0,00147 mol/1), pro experimenty byl pouzivan sterilni a 10x fedény (1x PBS)

Roztoky pro izolaci a kultivaci koznich bunék

Transportni roztok pro kuze: 60 ml PBS, 2 ml smési antibiotik (amfotericin B
(1,25 mg/ml), penicilin (500 mg/ml), streptomycin (500 U/ml))

Médium pro kuze: médium DMEM/HAM F12 v poméru 3:1 s pfidavkem 10 % FBS
auvedenymi suplementy ve finalnich koncentracich (adenin 26,4 pg/ml;, ATB
(smés 0,125 pg/ml amfotericinu B; penicilin 100 mg/ml; streptomycin 100 U/ml); EGF
1 ng/ml; hydrokortizon 0,8 pg/ml; inzulin 0,12 U/ml; trijodtyronin 0,136 pg/ml;
apotransferin 5 pg/ml)

Rozvolnéni epidermis: 0,25 % trypsin v EDTA

Médium pro izolaci NHEK z epidermis: bazalni médium KBM-2 s pfidavkem KGM-2
SingleQuots
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Roztok A: pufrovany fyziologicky roztok pH = 7,4; glukéza (0,01 mol/l), NaCl
(0,13 mol/1), KCl (0,003 mol/1), NaxHPO4-7H20 (0,001 mol/1), Hepes (0,03 mol/l)
Zastavovaci roztok: roztok A + 2 % FBS

Médium pro kultivaci NHEK: zakladni médium EpiLife s HKGS a antibiotiky
(penicillin, 50 U/ml; streptomycin, 50 pg/ml; ampicillin 0,25 pg/ml)

Expirimentalni médium pro NHEK: zakladni médium EpiLife s aminokyselinami
(L-histidin; L-izoleucin; L-metionin; L-tryptofan; L-tyrozin ve finalnich koncentracich
0,05 g/1; 0,1 g/1; 0,014 g/1; 0,009 g/1; 0,014 g/1), hydrokortizonem (finalni koncentrace
0,2 mg/l)a 1 % P/S

Médium pro kultivaci NHDF: médium DMEM s 10 % FBS s 1 % P/S
(penicilin 100 mg/ml; streptomycin 100 U/ml)

Experimentalni médium pro NHDF: médium DMEM s 1 % P/S (penicilin 100 mg/ml;
streptomycin 100 U/ml)

Roztoky pro kultivaci bunék SaOS-2

Kultiva¢ni médium: McCoy's medium s 10 % FBS a 1 % P/S (penicilin 100 mg/ml;
streptomycin 100 U/ml)

Médium pro experimenty: McCoy's medium s 1 % P/S (penicilin 100 mg/ml;
streptomycin 100 U/ml)

Roztoky pro elektroforézu a western blot

roztok pro separacni gel (1,5 mol/l Tris-HCl; pH = 8.8), roztok pro zaostfovaci gel
(0,5 mol/l Tris-HCI; pH = 6,8), 10 % SDS, 10 % APS, 40 % akrylamid/bis-akrylamid
(29:1), N,N,N’,N’-tetrametyletylendiamin (TEMED), 10 x TBS (0,25 mol/l Tris baze,
2 mol/l NaCl; pH = 7,5), TBS-T (1 x TBS + 0,1 % Tween-20), vzorkovaci pufr
(0,125 mol/1 Tris-HCI, 4 % SDS, 20 % glycerol, 0,2 mol/l DTT, 0,02 % bromfenolova
modf; pH = 6,8), Ponceau S (0,1 % Ponceau S, % kyselina octova), 5 % BSA v TBS,
5 % nizkotucné mléko v TBS, 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazolin-6-sulfonova
kyselina) (ABTS substrat) spole¢né s 10 x Tris/Glycin/SDS pufrem a 10 x transferovym
pufrem pro semi-dry blotovaci systém byly zakoupeny od firmy Merck (Waltham, USA).
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Roztoky pro ELISA

PBS, promyvaci pufr (0,05 % Tween-20 v PBS), blokovaci pufr (1 % BSA v PBS), fedici
pufr (0,05 % Tween-20 + 0,1 % BSA v PBS), ABTS substrat (Merck, Waltham, USA),
3,3",5,5 tetramethylbenzidin (TMB) substrat (Merck, Waltham, USA), zastavovaci
roztok 2 M H>SOs.

Reakéni kity pro ELISA
Human IL-6 ELISA Development Kit (900-K16), (PeproTech, Velka Britanie)
Human IL-8 ELISA Development Kit (900-K18), (PeproTech, Velka Britanie)
Human Total MMP-1 DuoSet ELISA (DY901B-05), (R&D Systems, USA)
Human Total MMP-2 DuoSet ELISA (DY902), (R&D Systems, USA)
Human Total TIMP-1 DuoSet ELISA (DY970-05), (R&D Systems, USA)

Roztoky pro fluorescen¢ni barveni

PBS, fixacni roztok: 4 % paraformaldehyd, permeabiliza¢ni roztok: 0,1 % Triton X-100
v PBS, blokovaci roztok: 3 % BSA v PBS, 0,01 % Akridinova oranz, Fluorescein diacetat
(5 mg/ml v acetonu), Propidium jodid (2 mg/ml v PBS), Alexa Fluor 555 faloidin
(z&sobni roztok 6,6 uM, fedeéni 1:20 v PBS)

4.2 Testovany materidal

4.2.1 MYRICETIN (MYR) A DIHYDROMYRICETIN (DHM)

MYR (TCI, Japonsko, ¢istota 97 %, Tokyo Chemical Industry Co., Ltd.)
DHM (APIChem, &istota 98 %, Cinska lidova republika, Hangzhou APIChem
Technology Co., Ltd)

Vzorky MYR a DHM byly pfipraveny rozpusténim v dimythylsulfoxidu (DMSO).
Zasobni roztok mél koncentraci 100 mM. Jednotlivé vzorky byly pfed experimentem

nafedény v médiu bez séra na finalni koncentrace: 5 uM, 10 uM a 15 uM.
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4.2.2 OLEUROPEIN A OLEJ Z LENTISKU

Fixovany olej z lentisSku poskytla spolecnost Mediflora (Pula, Italie), oleuropein
(> 80 % podle HPLC) byl zakoupen od firmy Merck (Waltham, USA). Fosfolipidy
(S75), smes fosfolipidu ze so6ji (70 % fosfatidylcholinu a 9 % fosfatidylethanolaminu
a 3 % lysofosfatidylcholinu) poskytla firma Lipoid GmbH (Ludwigshafen, Némecko).

Jednotlivé vzorky byly piipraveny na Ustavu Zivotniho prostiedi, Univerzity

v Cagliari. Slozeni jednotlivych vzorkt je uvedeno v Tabulce 1.

Olej z Kyselina
S75 Oleuropein Tween Voda
Vzorek lentiSku hyaluronova
(mg/ml) | (mg/ml) (mg/ml) (ml)
(mg/ml) (mg/ml)
Liposomy 180 20 75 - - 1
Transfersomy 180 20 75 7,5 -- 1
Hyalurosomy 180 20 75 -- 1 1
Hyalutransfersomy 180 20 75 7,5 1 1

Tabulka 1: Slozeni liposomu, transfersomu, hyalurosomii a hyalutransfersomii

4.2.3 KOMPOZITNI PCL MEMBRANY

Jednotlivé PCL membrany byly pfipraveny na Katedie materialového inzenyrstvi,
ATH Univerzita Bielsko-Biata, Bielsko-Biata v Polsku.
Byly testovany 3 druhy membran pfipravenych metodou elektrostatického

zvlakniovani: (1) PCL, (2) PCL-BG a (3) PCL-BG Zn (Rajzer et al., 2023).
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4.2.4 KOMPOZITNI BIOFILMY

Nanokompozitnich biofilmy byly pfipraveny v CEITEC (Stfedoevropsky
technologicky institut), Vysoké ugeni technické v Brn& v Ceské republice.

Biofilmy z hyaluronanu (HA) a ¢aste¢né deacetylovanych chitinovych nanovlaken
(ChNWs) byly pripraveny metodou liti a odpafovani. Tyto biofilmy byly testovany
v raznych pomérech HA/ChNWs (HA/ChNWs 1:0,1; HA/ChNWs 1:10; HA/ChNWs
1:35; HA/ChNWs 1:50) spolu s kontrolnimi biofilmy (Net ChNWs a Net HA film),
(Abdelrahman et al., 2020).

Dale byly pfipraveny biofilmy z HA a polyvinyl alkoholu (PVA), pfipadné¢ HA,
PVA ananocasticemi ZnO (Abdel-Rahman et al., 2022). Tyto biofilmy byly testovany
v raznych pomérech PVA/HA a PVA/HA/ZnO viz. Tabulka 2.:

Biofilm Pomér mezi | Objemova frakce
PVA to HA ZnO nanocastic
PVA film 100/ 0 0
PVA/HA (80/20) 80/20 0
PVA/HA (60/40) 60/40 0
PVA/HA (40/60) 40/60 0
PVA/HA/ZnO 1 40/60 0,001
PVA/HA/ZnO 2 40/60 0,005
PVA/HA/ZnO 3 40/60 0,01
PVA/HA/ZnO 4 40/60 0,05
PVA/HA/ZnO 5 40/60 0,1

Tabulka 2: Slozeni PVA biofilmit s hyaluronanem a nanocasticemi zinku
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4.3 Postup izolace a kultivace bunék

Normalni lidské dermalni fibroblasty (NHDF) a normalni lidské epidermalni
keratinocyty (NHEK) byly izolovany ze vzorkli kozni tkané po estetickych operaci
na Oddéleni Plastické a estetické chirurgie ve FN Olomouc. Kize zdravych
dobrovolniku, ktefi podepsali informovany souhlas byla odebirana pfi redukci prsni tkané
nebo pifi abdominoplastice. Studie byla schvalena etickou komisi FN a LF UP Olomouc
(Ref. €. 41/09) a byla provadéna v souladu s etickymi standardy. Morfologie primarnich

bun&énych kultur byla ovéfena na Ustavu histologie a embryologie LF UP Olomouc

4.3.1 IZOLACE A KULTIVACE LIDSKYCH DERMALNICH
FIBROBLASTU

Vzorky kize byly odebrany na chirurgickém sale Oddéleni Plastické a estetické
chirurgie ve FN Olomouc, kde byly vlozeny do transportniho roztoku (60 ml PBS, 2 ml
smési antibiotik (amfotericin, penicilin, streptomycin)), ve kterém byly ponechény jednu
hodinu. V laboratofi, ve sterilnim boxu byla kiize promyta PBS a nastiihana na ctverce
orozmérech 0,5-1 cm? které byly pfeneseny na Petriho misku o priméru 90 mm
(4 ks na misku). Kultivace probihala za standartnich podminek (37 °C, 5 % CO2, 95 %
relativni vlhkost vzduchu) v médiu pro kuze, které bylo ménéno dvakrat tydné
a umozinovalo rist NHDF.

Jakmile bylo dno Petriho misky se vzorky kize pokryto NHDF, byla provedena jejich
izolace. Médium bylo odstranéno, vzorky kiize byly pfeneseny na novou Petriho misku
a monovrstva NHDF byla oplachnuta PBS. Pro uvolnéni adherovanych bunek byl ptidan
trypsin/EDTA. Po uvolnéni bunék bylo pfidano médium pro kultivaci NHDF.
Tato suspenze bunék byla pfenesena do kultiva¢ni 14hve (75 cm?).

NHDF byly kultivovany za standartnich podminek (37 °C, 5 % CO2, 95 % relativni
vlhkost vzduchu), médium bylo ménéno kazdé 3 dny. Jejich pasaz pii 90 % konfluenci
bunék byla provedena stejnym zpisobem jako v piipadé jejich izolace. Pro experimenty

byly pouzity buriky ve 2.-8. pasazi (Frankova et al., 2016), (Sklenarova et al., 2021).
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4.3.2 IZOLACE A KULTIVACE LIDSKYCH EPIDERMALNICH
KERATINOCYTU

Ze vzorku kuze, které byly vytazeny z transportniho roztoku a promyty PBS byly
nastiihany drobné kousky (o priiméru cca 0,3 cm?) pro izolaci NHEK. Tyto kousky kiize
byly vlozeny do 0,25 % roztoku trypsinu v EDTA a ponechany 24 hodin pii 4 °C. Takto
rozvolnéna epidermis byla oddélena pomoci pinzety od dermis a pfenesena do média pro
izolaci suplementovaného 2 % FBS. Po celou dobu izolace bylo nutné pracovat na ledé
ase studenymi roztoky. Bunky byly pipetou rozsuspendovany, prefiltrovany pres
bunécné sitko (Cell Strainer 40 pum) a centrifugovany (1300 rpm; 10 min; 4 °C).
Supernatant byl odstranén, pelet NHEK byl rozsuspendovan ve vychlazeném médiu
(10 ml) pro izolaci keratinocytti a pfenesen do malé kultivaéni lahve (25 cm?) s piidavkem
25 ul FBS. NHEK byly kultivovany za standartnich podminek (37 °C, 5 % CO2, 95 %
relativni vlhkost vzduchu). Tieti den bylo izolacni médium nahrazeno médiem
kultivacnim, které bylo vyménovano kazdy druhy den. Po dosazeni 80 % konfluence byly
bunky pasazovany. Kultivatni médium bylo odstranéno, butiky byly oplachnuty
roztokem A uvolnény ze dna kultivaéni lahve pomoci roztoku trypsin/EDTA. Uginek
trypsinu byl preruSen pomoci zastavovaciho roztoku A. Suspenze NHEK byla
centrifugovana (1300 rpm; 10 min; 4 °C), vznikly pelet byl rozsuspendovan v kultivacnim
médiu s pridavkem 25 ul FBS. Nasledné byla suspenze NHEK pienesena do kultivacni
lahve (75 cm?), doplnéna kultivacnim médiem a kultivovana za standartnich podminek
(37 °C, 5 % CO2, 95 % relativni vlhkost vzduchu). Kultivacni médium bylo vyménovano
kazdy druhy den (Frankova et al., 2016).

4.3.3 KULTIVACE BUNECNE LINIE SaOS-2

Lidska bunécna linie SaOS-2 (osteoblastickd osteosarkoma, ¢. 89050205) byla
zakoupena od ECCAC (The European Collection of Cell Cultures, Salisbury, Velka
Britanie).

Bunééna linie SaOS-2 byla kultivovana v kultivatnim médiu pro SaOS-2
za standartnich podminek (37 °C, 5 % CO2, 95 % relativni vlhkost vzduchu).

Médium bylo ménéno kazdych 48 hodin. Po dosazeni 80 % konfluence byly buriky
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pasazovany. Kultivacni médium bylo odstranéno, buiiky byly oplachnuty sterilnim PBS,
uvolnény roztokem trypsin/EDTA resuspendovany v 10 ml média a centrifugovany
5 minut pfi 1300 rpm a pokojové teploté. Pelet bunek byl resuspendovan v kultiva¢nim
médiu, nasledné byla suspenze SaOS-2 ptenesena do kultivaéni lahve (75 cm?), doplnéna
kultivaénim médiem a kultivovana za standartnich podminek. Pro experimenty byly

buniky vyuzity ve 3.-10. pasazi (Pivodova et al., 2013).

4.4 Experimentdlni in vitro modely hojeni ran

4.4.1 IN VITRO MODEL ZANETU RANY

Experimentalni model byl tvofen monovrstvou Skrabnutych koznich bunék (NHEK
nebo NHDF). Buiiky byly vysety ve 3. pasazi na Petriho misku (o 90 mm) a ponechany
ristu v kultivaénim médiu do 100 % konfluence. Simulace rany byla vytvofena
Skrabnutim konfluentni monovrstvy NHEK, resp. NHDF pomoci 10 ml sterilni plastové
pipety. Nasledné byly buriky oplachnuty pomoci sterilntho PBS. Zanét v rané byl
indukovan pfidanim meédia pro experimenty (bezsérového) s piidanym LPS
(Pseudomonas aeruginosa, finalni koncentrace 10 pg/ml) po dobu 6 hodin (Juranova et
al., 2019), (Sklenatova et al., 2021).

Na pfipraveny in vitro model zanétu rany byly aplikovany sub-toxické koncentrace
MYR, DHM (Sklenafova et al., 2021), oleuropeinu a oleje z lentisku (Sklenarova et al.,
2023).

4.4.2 RYHOVY TEST

Experimentalni model byl tvofen monovrstvou Skrabnutych NHDF. Buiiky byly
vysety ve 2. - 4. pasazi na 6-jamkovou desku a ponechany rast v kultivacnim médiu
do 100 % konfluence. Simulace rany byla vytvorena Skrabnutim konfluentni
monovrstvy NHDF pomoci 5 ml sterilni plastové pipety. Nasledné byly buriky

oplachnuty pomoci sterilniho PBS.
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Rychlost bunécné migrace vedouci k uzavieni rany byla pozorovana pod svételnym
mikroskopem s 10x objektivem, zachycujicim snimky v planovanych casovych
intervalech (0, 24 a 48 hodin). Pofizené snimky byly kvantifikovany pomoci ZEN 3.3
blue edition (Carl Zeiss) méfenim oblasti rany. Migrace bunek byla vyjadiena jako
procento uzavieni rany: WC% = [(a0 — aA/ a0] x 100, kde a0 je poranéna oblast
bezprostiedné¢ po poskrabani a aA je poranénd oblast mérena 24 a 48 hodin
po poskrabani.

Pro sledovani rychlosti uzavirani rany in vitro byly na Skrabnuté NHDF aplikovany
testované latky (oleuropein a olej z lentisku) v subtoxickych koncentracich. NHDF

kultivované pouze v médiu byly pouzity jako kontrola (Sklenarova et al., 2023).

4.5 Metody

4.5.1 STANOVENI VIABILITY —- MTT TEST

Zluta tetrazoliova sl 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyltetrazolium bromidu
(MTT) je redukovana mitochondrialnimi dehydrogendzami metabolicky aktivnich

bunék na fialovy formazan, ktery je vhodny ke spektrofotometrickému stanoveni.

Roztok MTT byl nafedény 1:10 s médiem pro experimenty a aplikovan na buriky
(100 pl). Nasledné po 4 hodinach bylo médium s MTT odsato a bylo pfidano 100 pl
DMSO s 1 % amoniaku. Po rozpusténi fialovych krystala byla zméfena absorbance pii

540 nm.

4.5.2 WESTERN BLOT

Western blot byl pouzit k detekci proteinti NF-«kB, Nrf-2, COX-2, MMP-2 a B-aktinu
po jejich elektroforetické separaci.

Nejprve byla stanovena koncentrace proteinu v celkovém bunécném lyzatu,
spektrofotometricky (Amax = 540 nm) pomoci Bradfordova ¢inidla. Jednotlivé vzorky

byly natfedény vzorkovacim pufrem v poméru 4:1, povateny 5 minut a ochlazeny na ledu.
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Pred elektroforézou byly temperovany na 37 °C a byly naneseny (40 ug proteinu) na 10 %
SDS-polyakrylamidovy gel (SDS-PAGE) a separovany v elektrickém poli podle své
molekulové hmotnosti. Nasledné byly proteiny pieneseny na membranu
z polyvinylidenfluoridu (PVDF), ktera byla blokovana vici nespecifickym interakcim
s protilatkami v 5 % netu¢ném mléku v TBS/T nebo v5 % BSA v TBS/T (u detekce
MMP-2) po dobu 2 hodin. Primami protilatky vici sledovanému proteinu byly fedény
1:500 (v 5 % netucném mléku v TBS/T (NF-xB, Nrf-2, COX-2 a -aktin) nebo 5 % BSA
v TBS/T (MMP-2)) a inkubovany pies noc (4 °C). Nasledujici den byly membrany
promyvany 30 minut v TBS/T a nasledné inkubovany se sekundéarni protilatkou
(enzymové znacena kienovou peroxidazou (HRP), inkubace 1,5 hodiny, fedéni 1:10000
ve 2,5 % netucném mléku nebo BSA v TBS/T). Po promyti v TBS/T byl pouzit
chemiluminiscenc¢ni substrat (Western Blotting Luminol Reagent kit; Santa Cruz
Biotechnology; Santa Cruz, CA, USA), ktery vizualizoval analyzovany protein
na fotograficky film. Intenzita signalu byla denzitometricky kvantifikovana pomoci

ImagelJ softwaru (1.48v; National Institutes of Health; Bethesda, MD, USA).

4.5.3 ELISA

Koncentrace interleukini IL-6 a IL-8 byla stanovena v bunécném médiu pomoci
ELISA Development kitu (Peprotech; Londyn, Velka Britanie). Pfi analyze bylo
postupovano dle protokolu vyrobce.

Koncentrace metaloproteinaz MMP-1 a MMP-2 a inhibitoru TIMP-1 byla stanovena
v bunééném médiu pomoci nasledyjicich kitd: Human Total MMP-1 DuoSet ELISA,
Human Total MMP-2 DuoSet ELISA a Human Total TIMP-1 DuoSet ELISA (R&D
Systems, USA). Pii stanoveni koncentrace proteini bylo postupovano dle protokolu

vyrobce.
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4.5.4 ANTI-GLYKACNI AKTIVITA

Fluorescencni spektroskopie je §iroce pouzivanou metodou pro identifikaci a méfeni
glykacnich nebo anti-glykacnich aktivit. Tato metoda je zalozena na detekci fluorescence
AGE ve struktute proteinu pii vinovych délkach ex / em 350/420 nm. Glykace byla
provedena inkubaci BSA a testovanych latek (MYR, DHM) v piitomnosti 100 uM
methylglyoxalu po dobu 48 hodin pii 37 ° C.

Intenzita fluorescence byla hodnocena v koncentracnim rozmezi vzorki MYR a DHM
(1-50 pM s 5 mg/ml BSA v 0,1 M PBS (pH 7,4)) pfi 420 nm po excitaci pii 350 nm
pomoci ¢tecky fluorescencnich mikrodesticek (Tecan Infinite M200 PRO, Schoeller
Instruments, Ceska republika) pii laboratorni teplot (integradni ¢as 20 ps; excitaéni §itka

pasma 9 nm; emisni Sitka pasma 20 nm). Podrobnéji viz. (Yanagisawa et al., 1998).

4.5.5 FLUORESCENCNI BARVENI

4.5.5.1 Barveni zivych/mrtvych bunék

Po kultivaci bunék (SaOS-2 a NHDF v koncentraci 3x10° bun&k/ml) bylo odsato
médium z jamek Chamber slidu a bunky byly oplachnuty PBS. Barvici roztok byl
pfipraven vzdy Cerstvy z 5 ml média pro experimenty, 8 ul FDA (koncentrace Smg/ml
vacetonu) a 50 pl PI (2 mg/ml vPBS). Barveni probihalo po dobu 5 minut,
pii laboratorni teploté a bez pristupu svétla. Nasledné byl barvici roztok odsat a buriky
byly tfikrat promyty PBS. Buiiky byly pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem
Olympus BX40 (Praha, Ceska republika).

4.5.5.2 Barveni akridinovou oranzi

Pro stanoveni wviability a biokompatibility SaOS-2 na PCL kompozitnich
membranach bylo pouzito barveni 0,01 % roztokem akridinové oranzi. Zasobni roztok
akridinové oranzi byl pfipraven v 1 % koncentraci (v PBS) a dale nafedén pomoci
PBS. Bunky na kompozitnich membranach byly oplachnuty PBS, barveny 1 minutu

0,01 % akridinovou oranzi a Skrat dobfe oplachnuty PBS. Membrany byly opatrné
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pinzetou pieneseny na mikroskopické sklicko a pozorovany pod fluorescenénim

mikroskopem Olympus BX40 (Praha, Ceska republika).

4.5.5.3 Barveni cytoskeletu Alexa faloidin 555 a jadra DAPI

Pro stanoveni adheze a biokompatibility SaOS-2 na PCL kompozitnich
membranach bylo pouzito barveni cytoskeletu Alexa faloidin 555 a jadra DAPL
Sa0S-2 byly zafixovany na membranach pomoci 4 % paraformaldehydu po dobu
15 minut. Nasledné byly buiiky permeabilizovany 10 minut 0,1 % Tritonem X-100
v PBS, blokovéany 20 minut v 3 % BSA v PBS a barveny 15 minut Alexa faloidin 555
(fedéni 1:20 v PBS). Buikky na membranach byly nasledné tfikrat oplachnuty PBS.
Na kazdy vzorek byla aplikovana kapka SlowFade Golg Antifade Mountant medium
s DAPI. Membrany byly opatrné pinzetou pieneseny na mikroskopické sklicko
a pozorovany pod fluorescenénim konfokalnim mikroskopem Carl Zeiss LSM 780

(Zeiss, Némecko).

4.6 Statistickd analyza

Vsechny experimenty in vitro byly provedeny v tripletech ve tfech nezavislych

opakovanich, pokud neni uvedeno jinak. Vysledky jsou vyjadieny jako prameér + SD.

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu MS Excel 2019

(Microsoft, USA) a Studentovym t-testem na hladiné vyznamnosti p < 0,05.
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S Vysledky

5.1 Efekt myricetinu a dihydromyricetinu na proces hojeni ran in vitro

5.1.1 HODNOCENI BUNECNE VIABILITY

Pred vlastnim experimentem byla stanovena viabilita bunék NHDF po 24hodinové
inkubaci s MYR a DHM. Viabilita byla hodnocena pomoci testu MTT, ktery méfil
mitochondrialni redukci MTT na nerozpustny purpurovy formazan. Na zakladé vysledku
MTT testu byly zvoleny sub-toxické koncentrace (5, 10 a 15 pM MYR a DHM).
Vyssi koncentrace byly povazovany za toxické. Napiiklad 20 uM koncentrace MYR
zpusobila snizeni zivotaschopnosti bunék o 46 % a v pripadé DHM o 24 %. Koncentrace

v rozmezi od 30-100 uM MYR a DHM zpusobily snizeni zivotaschopnosti bunék o 70 %
(Obr. 8).

Viabilita NHDF (MTT test)
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Obr. 8: Vliv MYR a DHM na viabilitu NHDF. * P <0,05 a *** P <0,001 byly povazovdany

za statisticky vyznamné ve srovnani s kontrolou (C). Jako kontrola (C) byly NHDF
kultivované v médiu pro experimenty. Pocet méreni: n = 6.
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5.1.2 STANOVENI ZVOLENYCH MARKERU (NF-«kB, Nrf2,
COX-2, MMP-2) V BUNECNEM LYZATU METODOU WESTERN
BLOT

Vliv MYR a DHM na regulaci zanétlivych proteini (COX-2, MMP-2) a vyznamnych
transkripcnich faktora (NF-kB, Nrf2), které se zapojuji do iniciace zanétlivé odpovédi byl
analyzovan v bunécném lyzatu NHDF (Obr. 9) a NHEK (Obr. 10) metodou Western blot.

Hladina inducibilni formy cyklooxygenazy (COX-2), ktera katalyzuje tvorbu
prostaglandini jako odpovéd na zanét, byla zvySena u Skrabnutych NHDF.
Hladina tohoto enzymu byla snizena po aplikaci 15 pM MYR a 10 uM DHM ve srovnani
s kontrolou (Skrabnutymi burikami; CS). AvSak v LPS infikovanych NHDF byla COX-2
snizena u vSech aplikovanych koncentraci MYR a DHM ve srovnani s CL (Skrabnutymi
burikami infikovanymi LPS). U NHEK jsme zaznamenaly pokles hladiny COX-2
v bunécném lyzatu se snizujici se koncentraci MYR i DHM (Obr. 9A, 10A).

Dale jsme zkoumali vliv MYR a DHM na signalni drahu Nrf2 jejiz aktivace poskytuje
ochranu pred oxida¢nim stresem. Z grafu je patrmé (Obr. 9B, 10B), ze hladina
transkripcniho faktoru Nrf2 byla snizena po aplikaci v§ech testovanych koncentraci MYR
a DHM v bunééném lyzatu u Skrabnutych NHDF a NHEK ve srovnani s CS.
Rovnéz MYR a DHM snizily hladinu Nrf2 v LPS infikovanych NHDF a NHEK
ve srovnani s CL (Obr. 9B, 10B).

NF-«B, transkrip¢ni faktor, ktery se podili na indukci exprese prozanétlivych markeri,
byl analyzovan v bunécném lyzatu NHDF a NHEK po aplikaci MYR a DMY.
Jeho hladina u Skrabnutych NHDF a NHEK byla vyznamné snizena po aplikaci 10 uM
DHM ve srovnani s CS. Ostatni testované koncentrace MYR a DHM nemély vyznamny
vliv na regulaci NF-kB v téchto burikach. Rovnéz bylo pozorovano mirné snizeni hladiny
NF-«xB v LPS infikovanych NHDF ve srovnani s CL (Obr. 9C, 10C).

Z vysledktit Western blotu je také ziejmé, ze 10 uM DHM vyznamné snizil hladinu
MMP-2 u $krabnutych NHDF a NHEK ve srovnani s CS. U ostatnich testovanych
koncentraci MYR a DHM aplikovanych na NHDF byla hladina MMP-2 stejna s kontrolni

populaci bunék CL resp. CS. Soucasné lze pozorovat trend snizujici se hladiny MMP-2
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5.1.3 STANOVENI PROZANETLIVYCH INTERLEUKINU
METODOU ELISA

Zanétlivé cytokiny a chemokiny, které jsou nadmérné exprimovany v pripadé
nehojicich se ran, byly stanoveny v bunééném médiu pomoci Human IL-6 ELISA
Development Kit a Human IL-8 ELISA Development Kit (PeproTech, Velka Britanie).
Na modelu $krabnutych NHDF a NHEK infikovanych LPS, byly hodnoceny inhibi¢ni
u¢inky MYR a DHM na produkci IL-6 a IL-8, které uvoliiuyji NHDF a NHEK
do kultivacniho média.

Hladina IL-6 byla po 24hodinové aplikacit MYR a DHM nizsi ve skrabnutych NHDF
pii srovnani s CS. Oproti tomu byla hladina IL-8 ve srovnani s CS zvySena. Aplikace
MYR a DHM také vedla ke sniZzeni produkce prozanétlivych cytokind v LPS
infikovanych NHDF (Obr. 11A, 11B). Hladina IL-6 se snizovala se zvySujici se
koncentraci MYR a DHM ve $krabnutych i LPS infikovanych NHEK. Rovnéz MYR
a DHM snizily hladinu chemokinu IL-8 v NHEK infikovanych LPS ve srovnani s CL
(Obr. 11C, 11D).
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5.1.4 STANOVENI MMP-1, MMP-2 A TIMP-1 METODOU ELISA

MMP jsou skupinou endopeptidaz, které jsou zodpoveédné za degradaci mezibunécné
hmoty béhem fyziologického a patologického hojeni ran. V koznich ranach jsou MMP
syntetizovany pievazné keratinocyty, fibroblasty, makrofagy a endotelovymi burikami
a jsou regulovany béhem nékolika hodin po poranéni. V nasi praci jsme analyzovaly
MMP-1, MMP-2 a inhibitor TIMP-1 po 24hodinové aplikaci MYR a DHM pomoci
ELISA kit (Human Total MMP-1 DuoSet ELISA, Human Total MMP-2 DuoSet ELISA
a Human Total TIMP-1 DuoSet ELISA (R&D Systems, USA)).

Produkce MMP-1 se snizovala se zvySujici se koncentraci MYR a DHM
ve Skrabnutych a LPS infikovanych NHDF (Obr. 12A). U vsech testovanych koncentraci
MYR a DHM byla hladina MMP-2 vyssi u skrabnutych NHDF ve srovnéani s CS. Stejné
jako v LPS infikovanych NHDF, kde dohézelo ke zvySeni MMP-2 ve srovnani s CL po
aplikaci MYR. Nicméné mizeme pozorovat, ze 10 a 15 pM koncentrace DHM snizila
hladinu MMP-2 ve srovnani s CL (Obr. 12B). Vybrané flavonoidy taktéz ovlivnily
produkci inhibitoru TIMP-1. Z grafu muzeme pozorovat, ze MYR a DHM
v koncentracich 5 a 15 pM zvysily TIMP-1 ve Skrabnutych NHDF ve srovnani s CS a u
LPS infikovanych NDHF byla produkce TIMP-1 pfi vSech koncentracich MYR a DHM
srovnatelna s CL (Obr. 12C).

Kozni buriky produkovaly MMP a TIMP pii rizné intenzité. Sekrece kolagenazy-1
(MMP-1) byla vyssi po aplikaci MYR a DHM v NHEK ve srovnani s NHDF. Jeji hladina
narstala se zvySujicimi se koncentracemi MYR a DHM ve Skrabnutych i LPS
infikovanych NHEK (Obr. 13A). Oproti tomu produkce MMP-2 byla snizena ptisobenim
MYR a DHM ve §krabnutych NHEK ve srovnani s CS a v LPS infikovanych NHEK byla
zvySena pii vSech testovanych koncentracich s vyjimkou 10 uM MYR ve srovnani s CL
(Obr. 13B). Hladina TIMP-1 se zvysovala s rostouci koncentraci MYR a DHM
v poskrabanych NHEK ve srovnani s CS. Hladina TIMP-1 rovnéz rostla se zvySujici se
koncentraci MYR v NHEK infikovanych LPS a oproti tomu se snizovala se zvySujicimi

se koncentracemi DHM v NHEK infikovanych LPS ve srovnani s CL (Obr. 13C).
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produkovanych NHDF.
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Jako kontrola (C) byly NHDF kultivované v médiu pro experimenty. Dalsi kontroly:

Skrabnuté NHDF inkubované nejprve s LPS a nasledné pouze s experimentalnim médiem

(CL) a Skrdbnuté NHDF kultivované v médiu pro experimenty (CS). Pocet m
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Obr. 13: Efekt MYR a DHM na hladinu MMP-1 (A), MMP-2 (B) a TIMP-1 (C)

produkovanych NHEK.

v

Jako kontrola (C) byly NHEK kultivované v médiu pro experimenty. Dalsi kontroly:

Skrabnuté NHEK inkubované nejprve s LPS a ndsledné pouze s experimentdalnim médiem

(CL) a Skrdbnuté NHEK kultivované v médiu pro experimenty (CS). Pocet m
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5.1.5 Anti-glykacni aktivita

Zavislost rychlosti glykace BSA na koncentraci MYR a DHM je uvedena na Obr. 14.
Glykovany BSA v nepfitomnosti MYR / DHM byl ur€en jako negativni kontrola.
Z vysledkt vyplyva, ze MYR a DHM signifikantné€ potlacuji glykaci jiz od 5 uM
koncentrace. Pfi porovnani obou flavonoidii miZeme pozorovat vyrazn€jsi potlaceni
glykace u MYR. Specifickd fluorescence byla snizena béhem 48 hod. glykace BSA

(zprosttedkovanou methylglyoxalem pii 37 © C) v celém koncentraénim rozmezi MYR

a DHM.

Anti-glykacni aktivita
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Obr. 14: Vliv MYR a DHM na rychlost glykace BSA. ** P <0,01 a *** P <0,001 byly
povazovany za statisticky vyznamné ve srovndni s glykovanym BSA.
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5.2 Efekt oleuropeinu a oleje z lentiSku na proces hojeni ran in vitro

5.2.1 HODNOCENI BUNECNE VIABILITY

Primarni NHDF byly vybrany jako buiiky dermis, které jsou vhodné pro hodnoceni
cytotoxicity fotochemikalii s potencidlem pro topickou aplikaci. Oleuropein a olej
z lentiSku byl aplikovan na NHDF v disperzi nebo inkorporovan v liposomech,
transfersomech, hyalurozomech a hyalutransfersomech. Toxicita téchto zvolenych
formulaci byla hodnocena pomoci testu MTT. Vys§i koncentrace testovanych latek
(20 ng/ml) zplsobila snizeni Zzivotaschopnosti bunék po aplikaci lipozomu
(~75 % zivotaschopnosti), transferzomt (~46 % Zivotaschopnosti) a hyalutransfersoma
(~50 % zivotaschopnosti). Naopak, fytochemikalie v disperzi nebo obsazené
v hyalurozomech nevykazovaly zadnou toxicitu. Fytochemikalie v nizsich koncentracich
(2; 0,2 20,02 ug/ml) byly netoxické, protoze zivotaschopnost bunék nepoklesla pod
85 %. Na zakladé MTT testu byly pro dalsi experimenty vybrany dvé subtoxické
koncentrace (0,2 a 2 pg/ml), viz. Obr. 15.
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Obr. 15: Efekt liposomii, transfersomit, hyalurosomit, hyalutransfersomit a disperze na
viabilitu NHDF.

Jako kontrola (C) byly NHDF kultivované v médiu pro experimenty.
Pocet méreni: n = 3. *P < 0,05; ***P < 0,001; ****P < 0,0001 byly povazovdny
za statisticky vyznamné ve srovnani s kontrolou (C).

64



5.2.2 HODNOCENI RYCHLOSTI UZAVIRANI RANY IN VITRO

Hodnoceni rychlosti uzavirani rany in vitro bylo provedeno na bunééné monovrstveé
primarnich NHDF. Schopnost oleuropeinu a oleje z lentisku (v disperzi nebo obsazenych
v liposomech, transfersomech, hyalurozomech a hyalutransfersomech) stimulovat
bunéénou proliferaci a migraci byla hodnocena ve dvou riznych koncentracich
(0,2 a2 pg/ml). Po 24 hodinach bylo procento uzavieni rany u kontrolnich bunék asi
50%. Podobné vysledky byly ziskany po aplikaci fotochemikalii v disperzi
na Skrabnutou monovrstvu bunék, kde procento uzavreni rany bylo ~55 % bez ohledu
na pouzitou koncentraci (0,2 a 2 pug/ml). Kdyz byla monovrstva Skrabnutych bunék
oSetfena nizsi koncentraci fytochemikalii (0,2 pg/ml) (v lipozomech, transferzomech,
hyalurozomech a hyalutransferzomech), uzavieni rany bylo asi 74 % za 24 hodin a pfi
pouziti vyssi koncentrace (2 pg/ml) zvysilo az na ~80 %. Po 48 hodinach byla poranéna
oblast zcela uzaviena po aplikaci vSech testovanych latek, bez ohledu na pouzitou

koncentraci, Obr. 16.
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Pocet méreni: n = 4. ****P < 0,0001 byly povazovany za statisticky vyznamné
ve srovnani s kontrolou.

(=N

6



5.2.3 STANOVENI MMP-1, MMP-2, IL-6 A IL-8§ MEODOU ELISA

MMP, cytokiny a chemokiny se podileji na regulaci procesu hojeni a hraji dilezitou
roli v imunitni odpovédi a reparaci tkani. Jak se ocekavalo, stimulace bunék pomoci LPS
vedla ke zvySeni produkce vSech testovanych zanétlivych parametrt (MMP-1, MMP-2,
IL-6 a IL-8), (Obr. 17). Osetieni Skrabnutych bunék, infikovanych LPS, oleuropeinem
alentiSkovym olejem v disperzi nebo obsazenych v liposomech, transfersomech,
hyalurozomech a hyalutransfersomech snizovalo hladinu MMP-1 a IL-6, zatimco jejich
ucinnost byla niz§i u MMP-2 a IL-8. Pouze lipozomy obsahujici oleuropein a lenti§kovy
olej byly schopny snizovat produkci IL-8 v skrabnutych NHDF, zatimco jina vezikularni
formulace (transfersomy, hyalurozomy a hyalutransfersomy) zptsobila zvySeni tohoto

chemokinu.
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C. IL-6
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Obr. 17: Efekt liposomii, transfersomii, hyalurosomii, hyalutransfersomi a disperze na
hladinu MMP-1 (A), MMP-2 (B), IL-6 (C) a IL-8 (D) produkovanych NHDF.
Jako kontrola (C) byly NHDF kultivované v médiu pro experimenty. Dalsi kontroly:
Skrabnuté NHDF inkubované nejprve s LPS a nasledné pouze s experimentalnim médiem
(CL) a Skrabnuté NHDF kultivované v médiu pro experimenty (CS). Pocet méreni: n = 3.
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*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001; ****P < 0,0001 byly povazovany za statisticky
vaznamné ve srovndani s C. *P < 0,05; ™P < 0,01; ¥ P < 0,001; ##P < 0,0001 byly
povazovany za statisticky vaznamné ve srovndni s CS resp. CL.

5.3 Charakterizace kompozitnich PCL membran

5.3.1 HODNOCENI BUNECNE VIABILITY PCL MEMBRAN

Pro stanoveni viability SaOS-2 na PCL kompozitnich membranach byl proveden MTT
test kdy buriky byly kultivovany na PCL kompozitnich membranach. Jako kontrolni
material byl zvolen samotny PLC. Viabilita bunék byla hodnocena po 24 hodinach a po
7 dnech. Vysledky zivotaschopnosti bunék nasazenych na membranach ptfipravenych 3D

tiskem neukazaly zadny vyznamny rozdil mezi testovanymi materialy (Obr.18).
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Obr. 18: Viabilita bunék SaOS-2 kultivovanych na jednotlivych materidlech po dobu 24
hodin (A.) a 7 dni (B.). Pocet méreni: n = 9
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5.3.2 HODNOCENI BIOKOMPATIBILITY PCL. MEMBRAN

Idealni kompozitni material pro regeneraci kostni tkan€¢ by mél mit dobrou
biokompatibilitu a dostateCnou mechanickou pevnost, aby slouzil jako pocatecni
strukturni podpora tkané béhem hojeni. Z vysledkt nasich in vitro experimenti mizeme
pozorovat velmi dobrou biokompatibilitu vSech testovanych PCL membran
(viz. Obr. 19). Vysledky barveni SaOS-2 akridinovou oranzi ukazuji vysokou viabilitu
Sa0S-2 kultivovanych na jednotlivych materidlech. I po 14 dnech byly buiiky dobfie
adherované k membranam a stale proliferovaly. Jejich rovnomémé rozlozeni bylo

ovéteno také fluorescencnim barvenim cytoskeletu a jadra (Alexa faloidin 555, DAPI).
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Obr. 19: Barveni SaOS-2 akridinovou oranzi (zelena barva: Zivé buriky) po 24 hodindch
a po 14 dnech. Vysledky ukdzaly, Ze membrany maji dobrou cytokompatibilitu: mohou
podporovat adhezi a proliferaci bunék. Barveni Alexa Fluor 555 faloidinem (Cevend
barva: cytoskelet) a DAPI (modra barva: jadro) po 24 hodindch.
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5.4 Charakterizace kompozitnich biofilmii

5.4.1 HODNOCENI BUNECNE VIABILITY

A BIOKOMPATIBILITY HYALURONAN-CHITOSANOVYCH
BIOFILMU

Cytotoxicita a biokompatibilita hyaluronan-chitosanovych biofilmt, byla testovana na
burikach SaOS-2 a NHDF, které byly zvoleny kviili mozné aplikaci HA/ChNW biofilmu
na hojeni kostnich nebo koznich defektt ¢i jako systém pro transport 1éCiv. Na zaklade
MTT testu bylo stanoveno, Ze Zadny z pfipravenych nanokompozitnich biofilmi ve vSech
testovanych koncentracich nebyl pro buiky toxicky (viabilita byla vyssi nez 80 %,
Obr. 20a, c). Biokompatibilita nanokompozitnich biofilmiim byla hodnocena pomoci

barveni zivych/mrtvych buné€k a vizualizaci fluorescenénim mikroskopem

(viz. Obr. 20b, d).
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Obr. 20: Stanoveni cytotoxicity a biokompatibility nanokompozitnich hyaluronan-
chitosanovych biofilmii na SaOS-2 (a, b) a NHDF (c, d) (Abdelrahman et al., 2020).
Zelena barva fluorescence znaci Zivé buriky.
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5.4.2 HODNOCENI BUNECNE VIABILITY
A BIOKOMPATIBILITY HYALURONANOVYCH BIOFILMU
A HYALURONANOVYCH BIOFILMU SE ZINKEM

Cytotoxicita a biokompatibilita HA biofilmi s PVA a HA biofilmd s PVA
a nanocasticemi ZnO byla testovana na NHDF. Viabilita byla stanovena MTT testem po
1 dni au vybranych biofilmt byla stanovovana rastova kiivka (viabilita po 1, 4 a 7 dnech).
Po 24hodinach zadny z pfipravenych biofilmd, ve vSech testovanych koncentracich,
nebyl pro buiky toxicky (viabilita byla vyssi nez 80 %, Obr. 21a, b). Dobrou proliferaci
bunék rovnéz potvrzuje i rustova kiivka NHDF (Obr. 21¢). Biokompatibilita jednotlivych
biofilmd k NHDF byla hodnocena pomoci barveni zivych/mrtvych bun¢k a vizualizace

pod fluorescencnim mikroskopem (viz. Obr. 21d, e, f, ktery prokazal zivé burky).
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Obr. 21: Stanoveni cytotoxicity a biokompatibility hyaluronanovych biofilmii
a hyaluronanovych biofilmii obsahujicim zinek testovanych na NHDF (Abdel-Rahman et
al., 2022). Zelend barva fluorescence znact zivé burtiky.
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6 Diskuze
6.1 Efekt myricetinu a dihydromyricetinu na proces hojeni ran in vitro

Hojeni kozni rany je tvofeno kaskadou biochemickych procesu, na kterych se podili
cela fada molekul, jako jsou rustové faktory, eikosanoidy, cytokiny a chemokiny,
které hraji zasadni roli pfi opravé poskozené tkang. Cely proces hojeni je charakterizovan
témito hlavnimi fazemi — zastavou krvaceni, zanétem, reepitelizaci a remodelaci tkané.
Nerovnovaha a prodlouzeni zanétlivé faze procesu hojeni ran muze vést k rozvoji
tzv. nehojici se rany nebo k nadmérné tvorbé jizev (Schreml et al., 2010), (Yasukawa et
al., 2020).

V této praci byly analyzovany ucinky ptirodnich flavonoida, jako jsou MYR a DHM,
na in vitro model kozni rany. Tyto polyfenoly jsou zndmé predevSim svym silnym
antioxida¢nim ucinkem. Nekteré studie prokazaly, ze 1 pies podobnou strukturu ma MYR
vyrazngj$i antivirové u€inky (Zhong et al., 2014). Aplikace DHM ma také mnoho vyhod.
V nedavné in vivo studii byl pouzit k urychleni hojeni ran béhem faze remodelace
(Shevelev et al., 2020). Jednim z hlavnich cilt této disertacni prace bylo porovnat a¢inek
téchto dvou flavonoidi (MYR a DHM) na regulaci zanétlivé odpovédi in vitro.

Abychom zjistily, zda MYR a DHM ovliviiyji signélni drahy NF-kB a Nrf2 (Lei et al.,
2018) ¢i nikoli, byl na Skrabnutych burikich (NHDF a NHEK) indukovan zanét
prostfednictvim LPS. Signalni draha NF-kB se aktivuje po kontaktu s LPS, antigeny,
zanétlivymi cytokiny nebo v odpovédi na oxidacni stres (Oeckinghaus et al., 2011),
(Oeckinghaus & Ghosh, 2009). Zasadni roli v ochran¢ pred oxidativnim stresem
a udrzovanim redoxni rovnovahy v buiikach hraje Nrf2 signalni draha, ktera NF-kB drahu
negativné reguluje v nékolika smérech. Napfiklad, Nrf2 inhibuje aktivaci NF-xB
zprostfedkovanou oxida¢nim stresem snizenim intracelularnich hladin ROS (Saha et al.,
2020). Bylo publikovéno, ze po vytvoreni rany a aplikaci LPS, byl NF-xB aktivovan
a translokovan do jadra jako fosforylovany p65 NF-kB, kde se navazal na DNA
a aktivoval transkripci prozanétlivych cilovych gena (Alvira, 2014), (Ambrozova et al.,
2017). Oba flavonoidy, v koncentra¢nim rozmezi od 5 do 15 uM, byly acinné pfi

potlacovani exprese NF-kB v LPS infikovanych NHDF a NHEK ve srovnani s kontrolou
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(CL). Nase vysledky prokazaly, ze DHM v koncentraci 10 uM signifikantné snizil tento
transkrip¢ni faktor (NF-kB) v skrabnutych NHDF a NHEK. Skute¢nost, ze DHM muze
byt potencidlnim pfirozenym inhibitorem NF-kB, byla diskutovana 1 v clanku
publikovaném Tang a kol. (Tang et al., 2016), kde prokéazali, ze DHM snizil translokaci
p65 NF-xB do jadra v HeLa burikach stimulovanych TNF-a. Tato studie je rovnéz
v souladu s ¢lankem publikovanym Hou a kol. (Hou et al., 2015), kde je uvedeno,
ze DHM ma celou fadu vyznamnych biologickych ucinku, jako je inhibice aktivity
NF-kB, potlaceni exprese COX-2 a hladiny prozanétlivych cytokint, napt. IL-1p, IL-6,
TNF-a.

Cyklooxygenazy predstavuji enzymy dulezité pro preménu kyseliny arachidonové na
prostaglandiny, které patii mezi hlavni parametry zanétu (Surowiak et al., 2014).
Zatimco konstitutivni forma COX-1 je pfitomna fyziologicky a reguluje rizné bunééné
procesy, inducibilni forma COX-2 se vyrazné exprimuje béhem zanétlivé faze v misté
hojeni (Chen & Dragoo, 2013). Pfetrvavajici exprest COX-2 v misté poranéni je tieba
regulovat, nebot’ muze vést k tzv. nehojicim se ranam (Miiller-Decker et al., 2002),
(Shaikh-Kader et al., 2021). Mnozstvi inducibilni COX-2 bylo detekovano
ve Skrabnutych buitkdch NHDF a NHEK a také v LPS infikovanych, §krabnutych koznich
bunkach ve srovnani s kontrolou. MYR a DHM byly efektivni pfi potlaceni exprese
COX-2 v LPS infikovanych NHDF a NHEK. Podle novych studii (Jang et al., 2020),
(Jing & Li, 2019) aplikace téchto flavonoidi rovnéz snizila sekreci COX-2 v LPS
infikovanych mikrogliich BV2.

Jednim z kliCovych regulatori exprese prozanétlivych cytokint je transkripcni faktor
Nrf2. Kobayashi a kol. prokéazali (Kobayashi et al., 2016), ze Nrf2 inhibuje produkci
zanétlivych cytokini (IL-1p a IL-6) na in vitro modelu makrofagi (Raw 264.7)
indukovanych LPS. Na druhou stranu transkripcni faktor Nrf2 je primarné studovan,
kvuli jeho vyznamnému vlivu na regulaci exprese antioxida¢nich genti (Ahmed et al.,
2017). Nrf2se skladda ze dvou podjednotek (p45 a Maf) a je regulovan
proteinem 1 spojenym s Kelch-likeEch (Keapl). Za podminek vyvazené oxidace
a redukce je Keap1 spojen s Nrf2 a lokalizovan v cytosolu. Kdyz dojde k vystaveni buiiky

zvySenym hladinam oxidacniho stresu, Keapl aktivuje Nrf2 a ten se translokuje do
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bunééného jadra, kde fidi expresi cilovych gent, detoxikacnich a antioxidacnich enzymi,
jako je napt. hemoxygenaza-1 (HO-1) (Ma, 2013), (RySava et al., 2020). Vliv MYR na
tuto signalni drahu byl nedavno publikovan v in vitro studii, kde byl MYR testovany na
chondrocytech a byla prokadzana schopnost MYR inhibovat signalni drahu NF-xB pres
HO-1 zprostfedkovanou signalni drahou Nrf2 (Pan et al., 2019). V nasi praci byla exprese
transkripcniho faktoru Nrf2 snizena ve Skrabnutych i LPS stimulovanych NHDF a NHEK
po aplikaci MYR a DHM ve vSech testovanych koncentracich.

Cytokiny, zejména zanétlivé cytokiny (IL-6 a IL 8), se podileji na regulaci procesu
hojeni a hraji dilezitou roli v imunitni odpoveédi a obnové tkané (Kuhn et al., 2014).
Tyto interleukiny pfispivaji ke zvySeni endotelidlni permeability a vazodilatace
a usnadruji migraci zanétlivych bun€k, hlavné monocytt a neutrofili do mista zranéni.
Mimo infiltrace imunitnich bun¢k do rany, podporuji tyto interleukiny také proliferaci
a migraci koznich bunék (Komi et al., 2020). Na druhou stranu, pfi jejich dlouhodobé
zvySené produkci dochazi ke zpomaleni procesu hojeni (Iocono et al., 2000). V nasi praci
jsme potvrdily pokles produkce IL-6 a IL-8 po 24hodinovém pusobeni MYR a DHM na
in vitro modelech NHDF a NHEK. Pozorovany inhibiéni i¢inek MYR a DHM na sekreci
obou interleukini byl navic zavisly na koncentraci téchto flavonoida.

Nadmérna exprese vybranych cytokint (IL-6 a IL-8) muze zahajit produkci MMP-1
a MMP-2, které Casto pretrvavaji ve zvySeném mnozstvi v nehojicich se ranach (Patel et
al., 2016). MMP jsou skupinou endopeptidaz, které jsou zodpovédné za degradaci
mezibunééné hmoty béhem fyziologického i patologického hojeni. Jsou produkovany
celou fadou bunék (granulocyty, makrofagy, endotelialnimi butikami, keratinocyty nebo
fibroblasty) béhem hojeni, ale i bezprostiedné po zranéni. Tyto enzymy jsou regulovany
na arovni transkripce, translace nebo pifitomnosti TIMP. ZvySené hladiny téchto MMP
mohou zpusobit prodlouzeni doby hojeni ran a poskozeni zdravé tkané€ (Hayden et al.,
2011), (Martins et al., 2013).

Z vysledku je ziejmé, ze hladina MMP-1 klesala s rostoucimi koncentracemi MYR
a DHM ve skrabnutych NHDF ve srovnani s CS. Na druhou stranu jsme opacny trend
zaznamenaly u hladiny MMP-1 produkovanou NHEK, kde se zvySujici se koncentraci
MYR a DHM rostla i hladina MMP-1. Tento rozpor mezi dvéma vybranymi in vitro
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modely (Skrabnuté¢ NHDF a NHEK) 1ze vysvétlit diky rozdilné biologické odpovédi na
poranéni a rozdilnych bazélnich hladinach jednotlivych MMP v NHDF a NHEK, jak
publikovali Tandara a Mustoe (Tandara & Mustoe, 2011). Vysledky ELISA testu
i Western blotu také ukazuji na vyznamné snizeni hladiny MMP-2 po aplikaci DHM
u Skrabnutych NHEK ve srovnani s kontrolou CS. Fakt, ze DHM vyznamné inhibuje
produkci MMP-2 prokazali i ve studii Wang a kol. (Wang et al., 2021), kde pomoci
ELISA testu analyzovali hladinu MMP-2 v buitkkdch BGC-823 osetfenych DHM.
Je zajimavé, ze s klesajicimi koncentracemi DHM byla inhibice MMP-2 silné&jsi.
Oproti tomu byla detekovana zvySena hladina MMP-2 u Skrabnutych NHDF po aplikaci
MYR a DHM ve srovnani s CS.

V nasich experimentech jsme se také zabyvaly ulohou, kterou tyto flavonoidy MYR
a DHM hraji pti udrzeni rovhovahy MMP/TIMP-1. Ve prospéch MYR, zvySovat pomér
TIMP-1/MMP hovoti i nasledujici studie Wu a kol., kterd zkoumala uc¢inky aplikace
MYR na diabetické NHDF (Wu et al., 2016). V nasi praci se hladina inhibitoru TIMP-1
zvySovala s rostoucimi koncentracemi MYR a DHM v poskrabanych NHEK ve srovnani

Soucasti predkladané prace bylo rovnéz posouzeni anti-glykacniho ucinku MYR
a DHM. Glykace je neenzymaticka reakce mezi proteiny a redukujicimi sacharidy,
ktera vede k tvorbé AGE (Haque et al.,, 2020). Je zifejmé, Ze proces anti-glykace
je dalezity pro zpomaleni bunécného starnuti a pro fyziologicky pribéh hojeni ran,
protoze akumulace AGE v extracelularni matrix vede ke snizeni elasticity tkani (Hwang
et al., 2018), (Yeh et al., 2017). Anti-glykacni aktivitou MYR se zabyvali Urios a kol.
(Urios et al., 2007), ktefi zjistili, ze MYR byl vregulaci produkce glykovaného
pentosidinu G¢inng&jsi nez Quercetin. Uginek MYR byl také popsan i v pozd&jsi studii,
ktera potvrdila, ze flavonoidy se 3', 4', 5 a 7-hydroxylovymi substituenty vykazuji silnéjsi
inhibici AGE (Patil et al., 2019). Nas§imi experimenty jsme potvrdili, ze oba flavonoidy
vykazuji anti-glykacni aktivitu. Pfi porovnani obou latek mezi sebou se zda,
ze anti-glykacni aktivita MYR je ve vysSich koncentracich u¢innéjsi nez anti-glykacni

aktivita DHM.
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6.2 Efekt oleuropeinu a oleje 7 lentiSku na proces hojeni ran in vitro

DalSimi testovanymi piirodnimi latkami rostlinného pavody byly oleuropein a
lentiskovy olej. Oleuropein je nejhojnéji zastoupenou fenolickou slouceninou obsazenou
v olivovniku. V pfirodnim léCitelstvi se pouziva k oSetfeni koznich onemocnéni, zejména
téch spojenych se zanétem (El-Gogary et al., 2021), (Allaw et al., 2021). Podobn¢ je tomu
u latek obsazenych v lentiSkovém oleji, u kterych se prokazal pozitivni ucinek na udrzeni
homeostazy kuze (Poljsak et al., 2020), (Allaw et al., 2021). Ke zvySeni stability
ahojivého ucinku na kuzi byly tyto bioaktivni latky zaclenény do specificky
formulovanych nanonosic¢i. Jako kontrola byly tyto latky testovany v disperzi.
V nasich experimentech se jako nejvhodnéjsi ukazaly fosfolipidové vezikuly. Ty byly dle
predchozich studiich pfipraveny ve formé liposomu, trasfersomu, hyalurosoma (Allaw et
al., 2021), (Manca et al., 2021), (Allaw et al., 2021), (Firoznezhad et al., 2022) a nové
i hyalutransfersomd, u kterych se ocekava, ze budou idealnim nosi¢em schopnym

prochazet kuzi.

Biologické vlastnosti vezikularnich formulaci byly hodnoceny na primarnich NHDF.
Byla hodnocena toxicita, ochranny ucinek proti poskozeni vyvolaném LPS a jejich
potencial pii hojeni ran (ryhovy test), (Sklenarova et al., 2023).

Sub-toxické koncentrace oleuropeinu a oleje zlentiSku (0,2 a2 pg/ml) byly
aplikovany na in vitro model rany a jak se predpokladalo kvuli lep§imu transdermalnimu
transportu, pouze vezikuly byly schopny podpofit uzavieni poskrabané oblasti jiz po 24
hodinach, zatimco disperze umoznily uzavieni rany az po 48 hodinach. Pozitivni vliv
oleuropeinu na hojeni ran byl také prokazan v in vivo studii Mehraein F. a kol.,
kde podavali intradermélni injekce (s davkou 50 mg/kg) oleuropeinu mysim Balb/c,
které méli na zadech vytvofenou feznou ranu, a pozorovali urychleni reepitelizace
a tvorby kolagennich vlaken (Mehraein et al., 2014).

Ptipraveny in vitro model rany byl také indukovan pomoci LPS, pro simulaci infekce
v ran¢€ a tvorbu prozanétlivych markeri buitkami. Béhem studie byly stanoveny hladiny
MMP-1, MMP-2, IL-6 a IL-8 (Sklenafova et al., 2021). Prozanétlivé mediatory stimuluji

infiltraci a aktivaci neutrofilt a dalSich fagocytarnich bunék do rany, ¢imz indukuji zanét
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a tvorbu volnych radikald spolu s aktivaci MMPs, které se podileji na remodelaci dermis
prostiednictvim degradace kolagenu a dalSich proteint extracelularni matrix (Nissinen &
Kahari, 2014). Za fyziologickych podminek je mnozstvi MMP v klizi velmi nizké,
protoze jsou udrzovany v neaktivni formé diky jejich vazb€ na endogenni inhibitory
(Visse, 2003), (Cabral-Pacheco et al., 2020). Stimulace nebo prodlouzeni zanétlivého
procesu vede ke zvySené produkci velkého mnozstvi MMP (napt. MMP-1, MMP-2)
(Brennan et al., 2003).

V nasi praci jsme potvrdily, ze vSechny testované vezikularni formulace (liposomy,
transfersomy, hyalurosomy a hyalutransfersomy) byly v subtoxickych koncentracich
schopné inhibovat produkci MMP-1, kterd byla indukovana pomoci LPS. Aktivita
bioaktivnich latek (oleuropeinu a lentiSkového oleje) je tedy schopna zabranit degradaci
kolagenu I. ZvySenou produkci kolagenu pozorovali rovnéz Khedir a kol. v in vivo studii
po aplikaci lentisSkového oleje na hojeni popalenin zptusobenych laserem u potkant
(Khedir et al., 2017). Coz je v souladu se studii provedenou na kralicich s laserovymi
dermalnimi popaleninami, ktera prokézala, ze lentiSkovy olej stimuluje kontrakci rany
a zkracuje dobu reepitelizace (Djerrou et al., 2013). Rovnéz oleuropein je schopny
potlaovat expresi kolagenazy I, jak ukazuje in vitro studie Castejon ML a kol. provadéna
na bunécné linii lidského synovialniho sarkomu, kde oleuropein (50 a 100 uM) snizoval
expresi nejen MMP-1 ale také MMP-3 a zanétlivych markert, jako jsou TNF-a a IL-6
(Castejon et al., 2017).

Hladina IL-6, ktera byla v in vitro modelu indukovana pomoci LPS, byla uc¢inné
inhibovéana po aplikaci testovanych formulaci, zejména s pouzitim niz§i koncentrace
(0,2 pg/ml). Toto zjisténi je nejen v souladu s predchozi studii Castejon ML a kol.,
ale také sin vivo studii na mysich, kterym byla vyvolana sepse pomoci LPS a po
injekénim podanim oleuropeinu doslo k potlaceni stanovovanych zanétlivych markert
(IL-6, IL-1P a TNF-a) (Alsharif et al., 2020). Také poziti lentiSkového oleje pro snizeni
IL-6 u LPS indukovanych lidskych mononuklearnich bunék periferni krve bylo jiz
publikovano (Di Pierro et al., 2021).

Inhibice produkce chemokinu IL-8 byla méné ucinna a byla ziejma pouze v pripadé,

kdyz byly LPS stimulované NHDF oSetfeny liposomy a transferomy v nizsi koncentraci
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(0,2 pg/ml). Navzdory neucinné inhibici IL-8 jsou ziskané vysledky povzbudivé, protoze
IL-6 se vétSinou podili na kontrole produkce IL-8 (Romano et al., 1997), (Wang et al.,
2009).

Celkové vysledky prokazaly, ze zaclenéni bioaktivnich latek (oleuropeinu a téch
obsazenych v oleji lentiSku) do fosfolipidovych vezikul zvySilo jejich aktivitu proti

zanétlivym procesim a urychlilo proces uzavirani rany in vitro.

6.3 Charakterizace kompozitnich PCL membran

V predkladané praci byly charakterizovany kompozitni PCL membrany, které maji
tvofit soucast vrstveného implantatu pro rekonstrukci nosni prepazky. Tyto materialy pro
osteochondralni reparace jsou navrhovany jak pro podporu hojeni chrupavky, tak i kostni
tkané (Rajzer et al., 2023). PCL je v klinickych studiich jednim z nové pouzivanych
materiald pro rhinoplastiku, ato predev§im diky svym vlastnostem jako je
biokompatibilita, biologicka rozlozitelnost a dobrym mechanickym vlastnostem.
PCL vykazuje lepsi mechanickou pevnost nez jiné biologicky resorbovatelné polymerni
materidly a zarover, doba degradace tohoto materialu je dostatena k integraci
s zivotaschopnou hostitelskou tkani (Park et al., 2019), (Rajzer et al., 2017). DalSim
materidlem, ktery byl uspéSné pouzit pii rekonstrukci nosu, je biosklo (BG; obvykle
slozené ze SiO2 — CaO — P>Os a NaxO), coz je typ bioaktivniho keramického materialu
roz§ifeného v tkafiovém inzenyrstvi, ktery ma vynikajici biologickou aktivitu a podporuje
osteogenezi (Vale et al., 2019). Kromé toho také indukuje angiogenezi a proliferaci bunek
(Baino et al., 2018).

V této praci byly testovany tii typy membran: PCL, PCL s biosklem (PCL-BQG)
a PCL s biosklem s ptfidavkem Zn (PCL-BG Zn) vyrobené metodou elektrostatického

zvlaknovani. Zaclenéni iontd zinku do nosnich implantati by mohlo potencialné
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poskytnout antibakterialni vlastnosti pro snizeni nebo odstranéni bakterialnich infekci
a naslednych chirurgickych komplikaci (Rajzer et al., 2019), (Rajzer et al., 2023).

U provedenych in vitro experimenti muZeme pozorovat velmi dobrou
biokompatibilitu vSech testovanym PCL membranam k SaOs-2 bunécné linii, a to jak po
24 hodinach, tak po 14 dnech kultivace SaOS-2 na téchto biomaterialech.
Vysledky ukazuji, ze materidly popsané v této praci vykazuji stimulaci adheze,
proliferace, migrace a diferenciace bunék. Urychluji tak procesy kostni regenerace
amohou byt vyuzity jako tkarnové nédhrady. Tyto vysledky biokompatibility PLC
membran se shoduji sjiz dfive publikovanou biokompatibilitou PLC membran
obohacenych o hydroxyapatit a polyanilin PLC obohacené o oktakalcium fosfat. (Heydari
et al., 2017) nebo PCL obohacené o grafen (Dias et al., 2021) testovanych na lidskych
osteoblastech a (Rajzer et al., 2021), .

3D materialy na bazi PCL maji velkou budoucnost v tkanlovém inzenyrstvi a jiz nyni
je publikovana fada studii, ve kterych védci usiluji o modifikaci tohoto materialu pro
zlepSeni jeho biologickych vlastnosti. Napiiklad ve studii publikované Swietek a kol.
zjistili, ze zaclenéni uhlikovych nanotrubic a magnetickych nanoc¢astic oxidu zeleza do
PCL, stimulovalo bunéfnou adhezi a metabolickou aktivitu SaOS-2 v porovnani se
samotnym PCL (Swictek et al., 2019). To je v souladu také se studii Mancuso a kol. ktefi
potvrdili, ze kompozitni materialy PCL s keramickymi ¢asticemi BaTiOs vykazovaly
vys§i adhezi SaOS-2, také vySSi mineralizaci (aktivitu ALP) a ukladani kostni
extracelularni matrix (osteokalcinu a kolagenu I) oproti samotnému PCL (Mancuso et al.,

2021).
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6.4 Charakterizace kompozitnich biofilmii

V ramci predkladané disertatni prace byly charakterizovany nanokompozitni
materialy na bazi pfirodnich polymert. Témto materialim se v souCasné dobé vénuje
velka pozornost, a to predevSim diky jejich vlastnostem, jako je snadnd extrakce
a vyborna biokompatibilita. Nicméné€ jednotlivym pfirodnim polymertim, jako je skrob,
celuldza, chitosan, chitin a kyselina hyaluronova, chybi nékteré vlastnosti syntetickych
materialt, napfiklad nizky modul pruznosti, mechanicka, chemicka i tepelna stabilita
arychla degradace. Proto by zejména kombinace polymernich latek z ptirodnich
materiali spolu s nanocasticemi mohla zvysit jejich mechanickou pevnost a zlepsit
vlastnosti degradace (Abdelrahman et al., 2020), (Abdel-Rahman et al., 2022).

Zakladni slozkou testovanych kompozitnich biofilmi byl HA. Je to
glykosaminoglykan, tvofeny disacharidovymi jednotkami kyseliny D-glukuronové
a N-acetylglukosaminem (Almond, 2007). Vyznam hyaluronanu v jednotlivych fazich
procesu hojeni je riznorody, coZz ma vliv na migraci a proliferaci bun€k, modifikaci
zanétlivé odpovédi a na angiogenezi (King & Sorooshian, 2020).

V soucasné dobé je HA Siroce pouzivan diky svym jedineCnym vlastnostem jako je
biokompatibilita, netoxi¢nost, vysoka biologicka rozlozitelnost, hydrofilnost a schopnost
urychlit hojivy proces. Muze byt piipraven v raznych formach, jako jsou hydrogely
(Burdick & Prestwich, 2011), (Yazdani et al., 2019), vlakna (Abdel-Mohsen et al., 2017),
(Abdel-Mohsen et al., 2012) nebo biofilmy (Zhai et al., 2020). Hyaluronan vykazuje
S$patnou mechanickou stabilitu a sam nema antimikrobialni vlastnosti, coz mize zapficCinit
Casté kontaminace tohoto materidlu a prodlouzeni doby hojeni. Proto byl v nasi praci
testovan piipraveny spolu s casteCné deacetylovanymi chitinovymi nanovlakny (ChNWs)
nebo v kombinaci s PVA a nanocasticemi ZnO. Chitin a jeho Caste¢né deacetylovana
forma chitosan, maji vybornou biokompatibilitu, nizkou hustotu, dobrou mechanickou
pevnost a lze je pfevést na nanovlakna (Abdel-Rahman et al., 2015).

V predlozené praci byla hodnocena cytotoxicita a biokompatibilita nanokompozitnich
biofilmi HA/ChNWs, na buikach SaOS-2 tak i na NHDF. Tyto bunky byly vybrany
s ohledem na budouci aplikaci nanokompozitnich biofilml jako kryti na kozni rany,

kostni defekty nebo systém pro transport 1éCiv. Na zékladé testu MTT bylo stanoveno,
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ze zadny z pripravenych nanokompozitnich biofilmt neni pro buiiky toxicky. Podobné
vysledky byly publikovany i1 ve studii Hassan a kol. pfi testovani chitosanu s HA,
kde tento materidl testovali jak in vitro na mysSich fibroblastech, tak in vivo na mysich
(my$it Wister), a zjistili vybornou biokompatibilitu, zmenseni oblasti rany a zvySenou
reepitelizaci tkané (Hassan et al., 2021).

V nasi praci byl HA rovnéz testovan i v kombinaci s PVA a nanocasticemi ZnO,
které vykazuji antimikrobiélni aktivitu proti gramnegativnim i grampozitivnim bakteriim
(Kumar, et al., 2017). Nanocastice ZnO také zlepSuji proces regenerace tkani
a neovaskularizaci (Manuja et al., 2020). Cytotoxicita a biokompatibilita téchto biofilmu
byla testovana na buitkach NHDF. Viabilita byla stanovena MTT testem a bylo prokazano
ze po 24hodinach zadny z pfipravenych biofilmt nebyl pro buriky toxicky (viabilita byla
vy$si nez 80 %). A zarovent NHDF na jednotlivych biofilmech velmi dobie proliferovaly.
Vysledky biokompatibility materiald jsou v souladu s novou studii El-Aassara a kol.
(El-Aassar et al., 2021), ktefi testovali nanovlaknity material pfipraveny kombinaci HA,
PVA a polyethylenoxidu doplnény o kombinaci ZnO nanocastic a skoficovy esencialni
olej. Vtéto studii potvrdily jejich vybornou biokompatibilitu, dobrou hydrofilnost,

pevnost v tahu a antimikrobialni vlastnosti (inhibici rastu S. aureus).
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7 Zavér

Ze ziskanych vysledku 1ze vyvodit tyto zavéry:

7.1 Efekt myricetinu a dihydromyricetinu na proces hojeni ran in vitro

Flavonoidy MYR a DHM potlacovaly zanétlivou reakci vyvolanou Skrabnutim
apfidavkem LPS v primarich kulturach NHDF a NHEK. Oba flavonoidy,
v koncentratnim rozmezi od 5 do 15 puM, byly ucinné pii potlaCovani exprese
transkripCnich faktord NF-xB a Nrf2, dale také COX-2 v LPS infikovanych NHDF
a NHEK. Rovnéz jsme potvrdily pokles produkce IL-6 a IL-8 po 24hodinovém pusobeni
MYR a DHM. Oba testované flavonoidy vykazovaly anti-glykacni aktivitu.

7.2 Efekt oleuropeinu a oleje 7 lentiSku na proces hojeni ran in vitro

V nasi praci jsme potvrdily, ze vSechny testované vezikularni formulace obsahujici
oleuropein a olej z lentisku (liposomy, transfersomy, hyalurosomy a hyalutransfersomy)
byly schopny podpofit uzavieni poskrabané oblasti jiz po 24 hodinach, zatimco jejich
disperze umoznila uzavteni rany in vitro az po 48 hodinach. Dale byly v subtoxickych
koncentracich schopné inhibovat produkci MMP-1 a IL-6, které byly indukovany pomoci
LPS.

7.3 Charakterizace kompozitnich PCL membran

V této praci byly testovany tfi typy membran: PCL, PCL s biosklem (PCL-BG) a PCL
s biosklem doplnénym Zn (PCL-BG Zn) vyrobené metodou elektrostatického
zvlaknovani. Testované materidly nevykazovaly cytotoxicitu a vSechny vykazovaly
dobrou biokompatibilitu k SaOS-2 burikam to jak po 24 hodinach, tak po 14denni

kultivaci na téchto biomaterialech.
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7.4 Charakterizace kompozitnich biofilmii

Testované nanokompozitni biofilmy piipravené v riiznych pomérech HA a ChNWs,
nebyly cytotoxické a mély srovnatelné vysledky biokompatibility jak pfi testovani na
bunkach SaOS-2 tak na NHDF. V nasi praci byl HA rovnéz testovan i v kombinaci s PVA
a nanocasticemi ZnO, které maji antimikrobialni aktivitu. Cytotoxicita a biokompatibilita
téchto biofilmu byla testovana na burikach NHDF a po 24hodinach zadny z ptipravenych
biofilmd nebyl pro buiky toxicky. NHDF na jednotlivych biofilmech i velmi dobie

proliferovaly.
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