APVV-20-0017: Vyvoj aktivneho krytia ran na baze antibakteridlneho hydrogélu obsahujuceho
rastlinny extrakt stimulujuci hojenie (Development of active wound dressing based on
antibacterial hydrogel containing plant extract promoting healing)

Alterované hojenie ran predstavuje zasadny
problém pre zdravotny systém a spolo¢nost.
Cielom predkladaného projektu je vyvoj
hydrogélov a nerozpustnych celul6zovych
matric obsahujucich prirodné latky za ucelom
vytvorenia aktivneho krytia ran pre zdravych a
diabetickych  pacientov.  Vyskum bude
zamerany na najdenie optimalnej technoldgie
pripravy hydrogélov a nerozpustnych matric,
inkorporaciu aktivnych latok so zameranim sa
na rastlinné extrakty repika lekarskeho (AE -
Agrimonia eupatoria L.) (Tabul'ka 1) vo forme
mikro- a nano-Castic za ucelom zefektivnenia
terapie. Tieto aktivne krytia ran budu testované
aj v kombinacii s antimikrobialne pdsobiacimi
nizko-molekulovymi latkami (lipofosfonoxiny -
LPPO, Obr. 1).
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Tabulka 1 HPLC analyza zloZenia vodného
extraktu Repika lekarskeho

Identifikovana zlozka % wiw
Quinic acid * 0.360 + 0.01
p-coumaric acid* 1.330 + 0.01
Catechin* 0.200 * 0.01
Quercitin-acetil-glucoside 0.670 + 0.02
Rutin* 0.155 +0.01
Apigenin derivative 0.200 + 0.01
P-coumaroil quinic acid 0.260 + 0.01
5-caffeoyl quinic acid* 0.510 + 0.01
Luteolin-7-O-glucuronide* 0.270 + 0.01
Caffeoil-hexoside 0.100 + 0.01
Kaempferol-p-coumaroyl-hexoside | 0.180 + 0.01
Quercetin-acetyl-hexoside 0.730 + 0.01
Procyanidin B-1* 0.180 + 0.01
Procyanidin B-3 0.140 + 0.01
Procyanidin-trimer-B 0.870 + 0.01
Procyanidin tetramer —B 0.300+ 0.02
Quercetin3-O-glucoside* 0.550 +0.009
Quercetin-3-O-rhamnoside* 0.301+ 0.01
Quercetin-7-O-rhamnoside* 0.260+ 0.01
Apigenin-7-O-glucuronide* 0.190+ 0.009
luteolin-acetyl-hexoside 0.110+ 0.009
Celkové mnozstvo 7.87

a) Repik lekarsky a fibroblast/keratinocyt -
in vitro

Pre objasnenie mozného mechanizmu ucinku
sme podrobne skumali schopnost vodného
extraktu AE indukovat konverziu dermalnych
fibroblastov na myofibroblasty ako aj tvorbu
extracelularnej matrice (ECM). Extrakt AE
indukoval fenotyp podobny myofibroblastom
(Obr. 2) a taktiez zvysil produkciu ECM.
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Obr. 2 Imunofluorescenéna analyza pritomnosti
myofibroblastov (SMA: a-smooth muscle actin) v
bunkovej kulture po stimulacii vodnym extraktom
repika lekarskeho (AE: Agrimonia eupatoria L.).

Cielom naSich dalSich in vitro experimentov
bolo zistit ako Studovany extrakt AE reguluje
diferenciaciu a  proliferaciu  normalnych
keratinocytov (HaCaT). V porovnani s
kontrolnou kultirou extrakt AE stimuloval
expresiu Ki67 v zavislosti od koncentracie, t.|.
nizSie testované koncentracie zvysili expresiu
Ki67 (Obr. 3) zatial &o najvy3Sia testovana
koncentracia inhibovala rast buniek.
Nepozorovali sme rozdiel v expresii keratinu-
14 a keratinu-10. Je zaujimave, Ze extrakt
simuloval expresiu keratinu-19 (Obr. 3).
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Obr. 3 Expresny profil (K19: keratin-19) keratinocytov
(HaCaT) po stimulacii s vodnym extraktom repika
lekarskeho (AE: Agrimonia eupatoria L.).

b) LPPO a fibroblast/keratinocyt - in vitro

Pomocou in vitro experimentov = sme
demonstrovali, ze LPPO v koncentraciach,
ktoré  vykazuju  antibakterialnu aktivitu
nezhorSuje proliferaciu fibroblastov a




keratinocytov (Obr. 4) a nemeni ani ich
diferenciaciu.
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Obr. 4 Metabolicka aktivita fibroblastov (HDF: human
dermal fibroblast) a Kkeratinocytov (HaCaT) v
pritomnosti réznych koncentracii antibakterialnej
molekuly LPPO bez/s TGF-1.

c) Repik lekarsky a hojenie ran - in vivo

Aj v animalnom experimente sme pozorovali,
Zze vodny extrakt AE indukoval tvorbu
myofibroblastov a zvysSil produkciu ECM
(podobne ako v in vitro experimente) (Obr. 5).

Obr. 5 Extrakt repika lekarskeho (AE: Agrimonia
eupatoria L.) zrychluje epitelizaciu (E: epidermis) a
premenu  fibroblastov na  myofibroblasty v
granulaénom tkanive (GT) 7 dni po operacii.

Okrem toho sme pozorovali zvySenu pevnost
inciznych ran a lepSiu kontrakciu otvorenych
ran stimulovanych extraktom AE (Obr. 6).
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Obr. 6 Vodny extrakt repika lekarskeho zvysSuje
pevnost’ (wound tensile strength) inciznej rany a
kontrakciu (wound contraction) exciznej rany.

d) LPPO a hojenie infikovanej rany - in vivo
Pouzitim mySacieho modelu sme ukazali, Ze
aktivne krytie rany s LPPO vyznamne znizilo
pocty Staphylococcus aureus v infikovanych
ranach (hodnotené 7 dni po operacii, Obr. 7).
Zaujimavé bolo pozorovanie, Zze pritomnost
samotnych  baktérii (pomocou enzymov)
zrychfuje uvolfiovanie LPPO z krytia do rany
¢im urychluje eliminaciu bakterialnej naloze.
LPPO vykazovalo zanedbatefni az Ziadnu
systémovu absorpciu.
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Obr. 7 Histologicky pohlad na infikované rany lie¢ené
s druhou generaciou LPPO.

e) Klinicky vyznam

Z naSich vysledkov vyplyva, ze ako extrakt
repika lekarskeho, tak aj LPPO podporuju
hojenie ran. LPPO zasadne znizuje
bakterialnu naloz a nevykazuje systémovu
absorpciu. Z tohto pohladu mézeme
predpokladat, Zze aktivhe krytie ran
zalozené na baze Studovanych latok bude
mat’ potencial lie¢it rany v klinickych
podmienkach. NaSim cielom je vytvorit' a
aplikovat’ do klinickej praxe priehladné
aktivne krytie ran s antibakterialnymi
vlastnostami (Obr. 8), ktoré by zaroven
umoznovalo sledovat’ priebeh hojenia.
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Obr. 8 Priehfadné aktivne krytie ran zrychlujuce
uzatvorenie rany u potkana.



