APVV-22-0006: Hodnotenie biokompatibility lipofosfonoxinov novej generacie na lie¢bu
infekcie ran (Biocompatibility assessment of new generation lipophosphonoxins for wound

infection management)

Najma rozsiahle a hlboké rany mézu viest k
rozvoju Soku, infekcii, sepse a smrti.
Bakterialna infekcia Casto predstavuje vazny
Zivot ohrozujuci zdravotny stav so zlou
prognézou. V  prezentovanom  projekte
planujeme vyvijat a testovat nové generacie
lipofosfonoxinov (LPPO). Predovsetkym
planujeme zodpovedat otazky toxicity a
biokompatibility pre eukaryotické bunky pri
baktericidnych koncentraciach. Projekt je preto
zamerany na najdenie optimalneho typu a
koncentracie LPPO v sérii in vitro (bunky
podielajice sa na hojeni ran) a in vivo
(potkan/prasa) experimentov.

a) testovanie antimikrébnej aktivity (MIC)
novych molekul LPPO

Na zaklade hodndét MIC (Obr. 1) sme vybrali
ucinné  koncentracie dalSich 20 novo
syntetizovanych molekul LPPO (syntetizované
na Ustave organické chemie a biochemie
AVCR v Prahe), ktoré sme podrobili sérii in
vitro a in vivo experimentov pre overenie
uc€innosti a biokompatibility.
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Obr. 1 Antimikrébna aktivita testovanych LPPO
molekuil.

b) Detailné stidium molekuly I76DR_7072

Na zaklade hodnét minimalnych inhibiénych
koncentracii (MIC) testovanych molekul LPPO
na vybranych bakterialnych kmefioch sme pre
detailné Stadium vybrali molekulu 176DR_7072.

Zistili sme, Zze testovana molekula v
baktericidnych  koncentraciach  neinhibuje
migraciu keratinocytov (Obr. 2).

Obr. 2 Test migracie na keratinococh HaCaT
pestovanych s roéznymi koncentraciami LPPO
I76DR_7020.

AvsSak dlhodobejSia kultivacia keratinocytov
HaCaT s I76DR_7020 viedla k poklesu

prezivaniu buniek aj pri nizSich testovanych
koncentraciach (Obr. 3).
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Obr. 3 Test cytotoxicity HaCaT keratinocytov
pestovanych 3/7 dni s LPPO 176DR_7020.

Na druhej strane sa po pridani LPPO zasadne
nemenil fenotyp Kkeratinocytov (Obr. 4).
Podobne nemala testovana molekula zasadny
vplyv ani na efekt cytokinu TGF-B1 (pozitivha
kontrola).

HaCaT - LPPO_7072 + TGF-B1 30 ng/ml 7dni

Obr. 4 Expresia keratinov 8 a 14 estovanych s LPPO
I76DR_7072. Cytokin TGF-B1 (30ng/mL) - pozitivha
kontrola.

Zaujimavé bolo pozorovanie u koznych
fibroblastov, Ze testovana molekula znizovala
produkciu medzibunkovej hmoty (fibronektin) a
expresiu hladkosvalového aktinu alfa (a-SMA),
a to aj v pritomnosti pozitivnej kontroly TGF-1
(Obr. 5).
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Obr. 5 Expresia fibronektinu a hladkosvalového aktinu
(a-SMA) u fibroblastov pestovanych s LPPO
176DR_7072. TGF-B1 (30ng/mL) - pozitivha kontrola.



Molekulu LPPO sme taktiez podrobili analyze
jej vplyvu na bunkovy cyklus keratinocytov
HaCaT (Obr. 6). V experimente sme
nepozorovali len slaby inhibiény uc¢inok LPPO
na proliferaciu buniek.

+TGF-B1 3ongiml

cRIL
TGF-H
30 ng/mt
1LPPO 20
SmglL
LPPO 20
W0mglL.
LPPO 20
25 molL
LpPO 20

i

AL ELLITL
TEE R R bR
T LR ELEL

Obr. 6 Bunkovy cyklus u keratinocytov HaCaT
pestovanych s LPPO I76DR_7072. TGF-B1 (30ng/mL) -
pozitivna kontrola.

LPPO 20
10 mglL
LPPO20
25mgl

Paralelne od tychto animalnych experimentov
sme taktieZ realizovali test biokompatibility
nami vyvinutého nanovlaknového krytia s
LPPO I76DR_6180 (Obr. 7), ktoré bolo
pévodne testované na mysSiach (Sci Rep.
2021;11(1):17688).
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Obr. 7 Nanovlakno z polykaprolakténu (PCL) nasytené
s LPPO 176DR_6180.

Pred samotnym  humannym  Kklinickych
testovanim bolo nevyhnutné otestovat krytie
na animalnom modeli evoluéne a fyziologicky
blizSom ¢&loveku. Za tymto ucelom sme zvolili
ako vhodny model oSipanu (Obr. 8).
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Obr. 8 Schéma rozlozenia ran u prasata.

Animalne experiment realiozovany na prasati
ukazal, ktora gramaz nanovlaknového krytia je
vhodna pre povrchovu resp. hiboku ranu. Rany
boli hodnotené po 14 dnoch od operame
Najhrubsie testované nanovlakno (30 g/m?) je
vhodné pre hlboku ranu, na druhej strane pre
povrchovu ranu je najvhodneJS|e stredne hrubé
nanovlakno (20 g/m?) (Obr. 9).
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Obr. 9 Aktivne krytie ‘ rén na béze rllanovl-éknovéhno
nosi¢a a LPPO DR_6180 v deri operacie a po 14 diioch.

d) Kazuistika

Vyvinuty koncept nanovlaknového krytia sme
si overili aj v klinickej praxi. Na dvoch rozsiahle
popélenych pacientoch sme testovali dve
gramaze. Ukazalo sa, teito vysledky koreluju s
experimentom realizovanym na prasati. To
znamena, ze povrchovu ranu, ktora vznika po
odbere dermo-epidermalneho Stepu je lepSie
kryt tenSim nanovlaknom, ktoré sa rychlejSie
rozpada a stimuluje hojenie (Obr. 9).

Ol;r. iO- Test krytia ran na baze nanovlakna v den
odberu dermo-epidermalneho stepu a po 10/14 dnoch.

e) Klinicky vyznam
Z nasSich in vivo experimentov vyplyva, ze
LPPO zasadne znizuje bakterialnu naloz v

ranach a vykazuje len minimalnu
systémovla  absorpciu. Zaujimavé je
pozorovanie, ze [I76DR_7072 blokuje
diferenciaciu fibroblastov na

myofibroblasty a produkciu ECM v
netoxickych koncentraciach. Z tohto
pohlfadu mézeme predpokladat’, ze aktivhe
krytie rdn zalozené na baze Studovanych
latok méze mat potencial nie len liecit’
infikované rany, ale taktiez pésobit’
antifibroticky. Idealne by sme tak mohli
vytvorit a aplikovat’ do klinickej praxe
antibakterialne krytie ran, ktoré by zaroven
modulovalo proces hojenia a predchadzalo
rozvoju hypertrofickej jazvy.



