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Abstrakt
Uvod

Podavani kysliku v ptetlakové komote — hyperbaricka oxygenoterapie — a jeji mozny pozitivni
ucinek na hojeni ran a tkanovych defekti se teoreticky, experimentalné i klinicky fesi dlouhou
dobu. Stejnou dobu se vrsi odborné argumenty pro i proti této 1é¢ebné metodé€. Prvnim diivodem
polemik je obtizna orientace ve velmi sloZitych a komplexnich pochodech metabolizmu kysliku
a jeho reaktivnich substanci na molekuldrni Grovni, v€etné nasledné projekce téchto pochodi
do bunécné biologie. Nelze zde uplatnit jednoduchy postup hodnoceni: pficina versus nasledek.
Druhym diivodem je nedostatek praci podle ptisnych pravidel spravného védeckého vyzkumu.
Podle desatého evropského konsenzu hyperbarické mediciny (Lille 2016) je tato problematika
na urovni ,,level of evidence C*. Cilem ptedkladané prace bylo v experimentu prokazat mozny
pozitivni efekt pretlakového kysliku na hojeni rany. VyuZzity byly nejnov¢&jsi poznatky o genové
expresi v bunééném metabolizmu i standardni imunohistochemickd a makroskopicka

hodnoceni.
Metoda

K experimentu byl vyuzit certifikovany druh kralika Oryctolagus cuniculus (n — 36) chovany
za definovanych laboratornich podminek. Zvifata byla randomizovana do ti skupin. Kazdemu
zviteti byly operacné zptisobeny definované Ctyti kozné podkozni ztratové rany nad hibetni
svalovinou. Skupina A (n — 12) byla exponovéna hyperbarickym kyslikem (HBOT) 2x denné
90 minut pii tlaku 2,5 bar od druhého do osmého dne po traumatu. Skupina B (n — 12) byla
exponovana HBOT 1x denné 90 minut pfi tlaku 2,5 bar od druhého do osmeého dne po traumatu.
Skupina C (n -12) exponovana HBOT nebyla. Hojeni rany bylo sledovano a porovnavano
makroskopicky. Tti hojici se rany kazdého zvitete byly postupné excidovany a to 4, 7. a 10.
den po zpusobeném traumatu. Excidovana tkan rany byla podrobena histologickému,
imunohistochemickému vySeteni a celogenomové analyze genové exprese. Experiment byl
ukonéen po Gplném zahojeni Ctvrté neodebirané rany. Byly vyhodnoceny vysledky ziskané
analyzou odebranych vzorkti a pozorovanim. Bylo provedeno statistické porovnani mezi

jednotlivymi skupinami.
Vysledky

Vysledky histologického a imunohistochemického hodnoceni hojicich se ran neprokazaly, Ze

by hyperbaroxickd oxygenotherapie aplikovand po osm poopera¢ni dni v rezimu jednou a



dvakrat denné pfi tlaku 2,5 bar po 90 minut ovlivnila rychlost hojeni ran na hibeté¢ zdravych
kralikd pti porovnéni s kontrolni skupinou. Mezi Casovymi intervaly v ramci skupin bylo
mozné zaznamenat pouze zmény dané postupnym hojenim ran. Celogenomova analyza expresi
MRNA v hojicich se ranach neprokazala, Ze by hyperbaroxicka oxygenotherapie aplikovana po
osm pooperacni dni v rezimu dvakrat denné pii tlaku 2,5 bar po 90 minut ovlivnila hojeni ran
na hibeté zdravych kralikti v porovnéni s kontrolni skupinou. Srovnani rozdilti v expresi gent
ukazalo, ze poranéni zvifete vedlo k zvySeni exprese fadove stovek gend, jak u 1é¢enych, tak u
kontrolnich zvitat. Zadny vyznamné odli§ny trend v expresi téchto genti mezi 1é¢enymi a
neléenymi zvifaty v pritbehu hojeni vSak nebyl nalezen.

Zavér

Experiment nepotvrdil pfedpokladané rozdily v imunohistochemickém hodnoceni hojicich se
ran mezi skupinami exponovanymi HBOT a skupinou neexponovanou. Experiment nepotvrdil
predpokladané rozdily v genomové analyze expresi mRNA v hojicich se randch mezi skupinami

exponovanymi HBOT a skupinou neexponovanou. Experiment nepotvrdil literarni zpravy o

vyznamu HBOT v hojeni akutni rany.

Kli¢ova slova

Hyperbarickd oxygenoterapie — akutni rana — hojeni rany — genove exprese — analyza

microarrayi — histopatologie rany



Abstract

Introduction

The application of oxygen in a pressure chamber - hyperbaric oxygen therapy - and its possible
positive effect on the healing of wounds and tissue defects have been theoretically,
experimentally and clinically researched for a long time. At the same time, scientific arguments
for and against this treatment method are submitted. The first reason for the controversy is the
difficult orientation in very difficult and complex processes of oxygen metabolism and its
reactive substances at the molecular level, including the subsequent projection of these
processes into cell biology. A simple evaluation procedure: cause versus consequence; cannot
be applied here. The second reason for the controversy is the lack of studies according to the
strict rules of scientific research. According to the Tenth European Consensus of Hyperbaric
Medicine (Lille 2016), this issue is at the "level of evidence C". The aim of the present work
was to verify the discussed positive effect of pressurized oxygen on wound healing in an
experiment. The latest knowledge on gene expression in cellular metabolism as well as standard

immunohistochemical and macroscopic evaluations were used.
Methods

For the experiment a certified species of rabbit Oryctolagus cuniculus (n - 36) bred under
defined laboratory conditions was used. The animals were randomized into three groups. Four
defined subcutaneous skin subcutaneous wounds above the dorsal muscle were surgically
caused to each animal. Group A (n - 12) was exposed to hyperbaric oxygen (HBOT) twice a
day for 90 minutes at a pressure of 2.5 bar from the second to the eighth day after the trauma.
Group B (n - 12) was exposed to HBOT once a day for 90 minutes at a pressure of 2.5 bar from
the second to the eighth day after trauma. Group C (n -12) was not exposed to HBOT. Wound
healing was monitored and compared macroscopically. The three healing wounds of each
animal were excised on days 4, 7 and 10 after the trauma. The excised wound tissue was
subjected to histological, immunohistochemical examination and whole genome analysis of
gene expression. The experiment was terminated after complete healing of the fourth wound.
The results obtained by analysis of the samples and observation were evaluated. A statistical

comparison was made between the groups.



Results

The results of histological and immunohistochemical evaluation of healing wounds did not
show that hyperbaric oxygen therapy applied for eight postoperative days once and twice daily
at 2.5 bar for 90 minutes affected the rate of wound healing on the backs of healthy rabbits
compared to control group. Between the time intervals within the groups, it was possible to
record only changes due to the gradual healing of wounds. Whole genome analysis of mRNA
expression in healing wounds did not show that hyperbaric oxygen therapy applied for eight
postoperative days twice daily at 2.5 bar for 90 minutes affected wound healing in the backs of
healthy rabbits compared to control group. Comparison of differences in gene expression
showed that animal injury resulted in increased expression of hundreds of genes in all three
study groups. However, no significantly different trend in the expression of these genes between

treated and untreated animals during healing was found.
Conclusion

The experiment did not confirm the predicted differences in immunohistochemical evaluation
of healing wounds between the HBOT-exposed and non-exposed groups. The experiment did
not confirm the expected differences in genomic analysis of mMRNA expression in healing
wounds between HBOT-exposed and non-exposed groups. The experiment did not confirm the

literature reports on the importance of HBOT in acute wound healing.
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Hyperbaric oxygen therapy — acute wound — wound healing — gene expression — microarray

analysis — wound histopathology
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1 UvoD

Podavani kysliku v ptetlakové komoife s moznym pozitivnim ucinkem na hojeni ran a
tkanovych defektl se teoreticky, experimentalné i klinicky fesi dlouhou dobu, stejné tak dlouho

se vr$i odborné argumenty pro i proti této 1€¢ebné metode.

Prvni 1é¢ebné pokusy s hyperbarickym vzduchem se datuji do druhé poloviny 19. stoleti. V roce
1879 publikoval své zkuSenosti francouzsky chirurg Fontaine, ktery sestrojil a v 1é¢bé vyuzival
mobilni hyperbarickou komoru (1). Tuto komoru vyuZival ke svym operacim i znamy
francouzsky chirurg Péan, na zakladé ziskanych zkuSenosti planoval vybudovani velkého
chirurgického amfiteatru pro 300 osob. Vyvoj pierusila dekompresni nehoda se smrti doktora
Fontaina. Ve stejném obdobi byly postulovany (Bert, Lavoisier, Haldan) pfistupy k 1écb¢
kyslikem i rizika jeho toxicity pfi podavani ve vys$Sich nez atmosférickych koncentracich, tzv.

Bertav efekt (2).

Moderni éru hyperbarické oxygenoterapie zahdjili chirurgové v Sedesétych letech dvacétého
stoleti. Mezi prukopniky patfil kardiochirurg Boerema a chirurg Ledingham. Profesor Boerema
shrnul své zkuSenosti v publikaci s ndzvem ,,Life withoud blood“ (3) vydané v roce 1960 a
vyvolal tim Siroky mezinarodni zdjem. Nasledné byla vybudovana fada hyperbarickych zatizeni
po celém svéte, véetné naseho tizemi (Ostrava 1965, Praha 1966). Doslo k vyvoji a vyzkumu
této metody ve vSech oblastech mediciny, definovala se indikacni kritéria, oveéfovala se ti¢innost

u vice nez Sedesati onemocnéni.

Chirurgické vyuziti 1é¢by hyperbarickym kyslikem po uvodnim optimizmu provazi
kontroverze. Proto neni, i pies obecné¢ kladny nézor na jeji pouziti v 1é¢bé ran a tkanovych
defektli, metoda v praxi bézn¢ vyuzivana. Podle desatého evropského konsenzu (konference v

Lille 2016) je tato problematika zatim na drovni ,,level of evidence C* (4).

Jednou z pfi¢in polemik je obtiZznost orientace ve velmi slozitych a komplexnich pochodech
metabolizmu kysliku a jeho reaktivnich substanci na molekularni Grovni, véetné nasledné
projekce téchto pochodii do bunécné biologic. Nelze zde uplatnit jednoduchy postup

hodnoceni: pficina versus vysledek.

Druhou pfic¢inou polemik je nedostatek praci podle pfisnych pravidel spravného védeckého

vyzkumu.

Dosavadni publikované prace konstatuji, Zze hyperbaricky kyslik pravdépodobné zlepSuje

podminky bunééné fyziologie a tkanové regenerace. Vede tim ke zrychlenému a méné
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komplikovanému hojeni rozsahlych ran, v¢etné chirurgickych rekonstrukci, a to predevsim u
zdravych jedincl s neposkozenym mikro a makro cévnim zdsobenim. Piehledové analyzy
publikovanych praci i konsenzus na indikaci hyperbaroxické 1é¢by (4,5,6) se ale jednoznac¢né
shoduji na potiebé dalSich a presné postavenych studii ke zvyseni ,,level of evidence®. Limitaci
tohoto pozadavku je omezeny pocet pracovist, kterd jsou schopna poskytnout adekvatni
expozici, a jak jiz bylo uvedeno nedostatek ptesnych informaci o vlivu zvySeného parcidlniho

tlaku kysliku v tkani.

Neuzavienost problému a potieba dalSiho vyzkumu je dokumentovéna i posledni piehlednou
analyzou publikovanych praci, kterou vydal tym védcd zrotterdamskeé univerzity a

holandskych vyzkumnych ustavi v pribéhu naseho experimentu (7).

Z hlediska hodnoceni u¢inku hyperbarického kysliku na zivé tkané je mozné problém uchopit
ze dvou stran. Lze mapovat biochemické zmény znamych mediatort bunéénych pochodua. Ty
vytvari celé kaskddy dosud ne pln€ vysvétlenych a vzéjemné se ovliviiujicich procesu. Jsou
tymy, které se pokusily jit touto cestou. V biochemii hojeni ran nicmén¢ zbyva tolik nejasnosti,
ze vysledky neni mozno jednozna¢né interpretovat. Druhou moznosti je zaméfit se na
hodnoceni vysledku po strance morfologické s vyuzitim novych poznatkt z oblasti patologie,
histopatologie a pifipadné s vyuzitim soucasnych poznatkd z oblasti genové morfologie a
genové aktivace nebo potlaceni (suprese). Vize piedloZzené prace byla dojit k zavéru touto

cestou.

Hyperbarickou 1é¢bou se dlouhodobé zabyva Ustav leteckého zdravotnictvi v Praze, ktery
vyuziva vlastni pietlakovou komoru. V projektu se spojil potencial Ustavu leteckého
zdravotnictvi a Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity Obrany v Hradci Kralové, jez je
nositelem znalosti v oblasti traumatologie a vale¢né mediciny. Vyzkum prvotné smétoval
k mozZnostem vyuziti kyslikového pretlaku v 1é¢bé devastujicich vale¢nych poranéni. Soudobé
prostiedky pouzivané k likvidaci protivnika (ndstrazné systémy, vybuchy atentatniki)
zpusobuji rozsahla ztratova a devastujici poranéni trupu a koncetin. Prvni faze oSetieni je
spojenas urgentni chirurgii a postupy intenzivni resuscitace. V druhé fazi je tfeba zhojit utrpéné
tkanové devastace. Tato faze miize byt velmi dlouhd. Limituje tak resocializaci rekonvalescenta

a znamena mimo jiné téZ vysoké naklady spojené s 1é¢bou.

Odhledneme-li od akutni traumatologie, rany a jejich hojeni znamenaji velky problém i

v oblasti vSeobecné mediciny. Naklady na jejich hojeni pfedstavuji az 4% vSech vydaji ve



zdravotnictvi (8,9,10). Toto procento muze dale narastat diky narastu diabetickych, venznich a

ischemickych defekti.

Metody a postupy urychlujici proces hojeni jsou pro vyse uvedené duvody dlouhodobé
hledacku vSech tymu zabyvajicich se vale¢nou traumatologii a traumatologii obecné, tak i

stfedem z&jmu managementu zdravotnictvi z pohledu ekonomizace 1é¢ebnych nakladu.



2 CIL PRACE

Cil préace: prokazat pozitivni vliv ptetlakového podavani kysliku (hyperbaric oxygen therapy

—HBOT) na hojeni rany.
Praktické vyuZiti: zavedeni metody do klinické praxe ve vale¢né i civilni traumatologii.

Metoda: experiment na zvifeti s pouzitim vySetieni genovych expresi a imunohistochemickych

metod hodnoceni materialu.



3.11

3 ROLE KYSLIKU VMETABOLIZMU BUNEK A SOUVISLOST
S HOJENIM

Kyslik je k bufikdim organizmu dopravovan dvéma zpusoby. Transportnim mechanizmem
zprostiedkovanym hemoglobinem a rozpustény v tekutin€ podle tlakovych gradientl. Jedinou
moznosti, jak navySit piitomnost kysliku ve tkanich po nasyceni transportni kapacity

hemoglobinu je zvy3eni jeho parciélniho tlaku v zevnim prostieni.

Ve tkénich je kyslik uzit v bunééném dychani, jehoz kone¢nym vysledkem je energeticky zisk
realizovany v Krebsové cyklu finalni oxida¢ni fosforylaci adenosindifosfatu (ADP) na
adenosintrifosfat (ATP). ZvySeni energetického potencialu ve tkanich postizenych

patologickym procesem bylo dlouho povazovano za dominujici faktor podporujici regeneraci.

V soucasnosti se v patofyziologii hojeni rany za stejné¢ vyznamny moment, jako je bunétné
dychéani, povazuje oxidacni stres a metabolismus reaktivnich slou¢enin kysliku — ,,reactive
oxygen species” (ROS). Tyto slouceniny vznikaji pfirozené¢ ve tkanich, zvySené pak
v podminkach stoupajiciho parcidlniho tlaku kysliku. ROS se fadi mezi volné radikaly, latky
s neparovym elektronem v elektronovém obalu, které jsou kratkodob& schopné samostatné
existence. Potfeba doplnéni parového elektronu zpiisobuje jejich vysokou reaktivitu.
Dlouhodoby oxida¢ni stres a plsobeni volnych radikali se povazuje za pficinu tady
degenerativnich ¢i nadorovych nemoci. V kratkodobé expozici spousti sloZité a v souvislostech
velmi komplikované kaskady oxidaénich a antioxida¢nich reakci, které se z molekularni trovné
pienaseji na buné¢nou a organovou troven. ROS pak slouzi jako signalni molekuly indukujici

cytokiny, rustové faktory a hormony (11,12,13,14).

Dychaci ietézec — zdroj energie

Energeticky metabolizmus buriky je slozity proces, v némz dochézi s postupnému rozkladu
Zivin na jednoduché anorganické latky. Zjednodusené probiha ve tfech fazich. Nejprve je
Vv cytoplasmé bun¢k rozstépen energeticky zdroj. Nasledné v jsou citratovém (Krebsové) cyklu
postupnou oxidaci a dekarboxylaci ze sesti uhlikové kyseliny citronové uvolnény vodikové
ionty a elektrony, které jsou pieneseny koenzymy NAD* a NADH do dychacicho fetézce a
vyuzity k oxidativni fosforylaci adenosindifosfatu na adenosintrifosfat (ATP). Zjednodusené

1ze chemicky proces vyjadfit rovnici:

CsH1206+6 02+ 6 HHO——>» 6 CO2 + 12 H20O
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Citratovy (Krebsuv) cyklus probihd v mitochondrialni matrix, dychaci fetézec i oxidativni
forforylace jsou zakotvené v povrchu mitochondridlni membrany. Do mitochondrii vstupuje
kyslik, organickeé latky a adenosindifosfat. Z mitochondrie vystupuje CO», H.O a ATP.

Utinnost respirace ulozenim energie do ATP je pfiblizné 68 %. Zbytek energie je uvolnén jako

teplo.

ATP nésledné voln¢ difunduje v buiice a defosforyluje se zpét na ADH. Uvolnéna energie je

pouzita na syntézy bilkovin, membranovy transport, pohyb, pfenos podrazdéni a opét na teplo.

Obr. 1: Schématické znazornéni citratového (Krebsova) cyklu.
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3.1.2 Reaktivni formy kysliku a jejich u¢inky

Reaktivni formy kysliku vznikaji jako pfirozeny produkt metabolismu bunék. Molekula kysliku
(O2) v prirozeném stavu obsahuje dva neparové elektrony a pfi jeji redukci na vodu (H20)
postupné piijima ctyfi elektrony. V tomto procesu piirozen¢ vznikaji mezistupné, vedlejsi
produkty (15) s vysokou reaktivitou obsahujici neparovy elektron a dalsi reagujici latky. Mezi
ROS se zahrnuji: peroxid vodiku (H20.), ktery hraje podstatnou roli v tfadé reakci, dale
superoxid Oz, volna hydroxylova skupina OH", superperoxyl OOH, peroxidovy aniont 0%,
kyselinu chlérna HCIO, singletovy Kyslik 'O, a nékteré dalsi slou¢eniny, véetné sloucenin

s dusikem jako je peroxynitrat ONOO" .

ROS mohou reagovat s jakoukoliv molekulou organismu a zpusobit jeji oxida¢ni poskozeni.
Ptevaha volnych radikald ROS se oznacuje terminem oxidacni stres. Poskozenim fosfolipid
bunéénych membran vedou ROS k poruse membranoveho transportu, poskozenim nukleovych
kyselin k mutacim, poSkozenim bilkovin k enzymovym porucham. ROS jsou svoji reaktivitou
povazovany za molekularni pfi¢inu celé fady degenerativnich onemocnéni, jako jsou
ateroskler6za, Alzheimerova choroba, Parkinsontiv syndrom, katarakta nebo zhoubné

novotvary (16).

Ve fyziologickém stavu je reaktivita ROS eliminovana plisobenim antioxidantli, 1ze mluvit o
celém systému antioxidacni ochrany. Jde riiznorodou skupinu latek metabolického i umélého
ptivodu, s obtizn¢ definovatelnym tfidénim. V pfirozeném stavu existuje rovnovaha mezi
produkci ROS a antioxidanty. Tuto rovnovahu mohou narusit patologické stavy: ROS jsou
zvySené piitomny v poranénych tkanich, ptitomnost ROS se téz vyznamné zvysuje pii vzestupu

parciélniho tlaku kysliku.

Povazuje se téZ za prokazané, ze ROS jsou pficinou O toxicity — Berttv efekt (7), ktera se
mize manifestovat plicnim poranénim, zménami centralniho nervového systému vedoucimi
k z&chvatu typu grand mal nebo reverzibilni myopii (17). Zaroven a pro G¢inek hyperbarické
oxygenoterapie vyznamné, ROS slouzi jako signalni molekuly spoustéjici regeneracni a

reparacni pochody.

Regulacni role ROS se uplatiiuji ve vSech fazich procesu hojeni rany. Aktivuji povrchovy
faktor, agregaci destiCek a destickami aktivovany rlstovy faktor, ovliviiuji kontraktilitu a
ovlivituji bariérové funkce endotelialnich bunék (18). Svoji pfitomnosti vyvolavaji a potencuji

zanétlivou reakcei (19).
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ROS indukuji mRNA expresi zanétlivych proteint la, protein-2 a chemokinu protein-1, které
pusobi chemotakticky a pfitahuji fagocyty (20,21,22). Do rany pak migruji neutrofily a
makrofagy, které zprosttedkovavaji Casnou imunitni ochranu. Fagocyt6zou zbavuji ranu
bakterialni kontaminace a ni¢i mikroby pomoci proteaz a elastdz v cytoplazmatickych
granulich. ROS zpusobuji pfestup draslikovych ionti K" do fagocytovanych vakuol se

zvysenim jejich pH na optimalni Uroven pro tG¢inek proteaz (23,24,25).

Peroxid vodiku generuje molekuly s vysokym oxida¢nim potencialem a vysokou baktericidni
ucéinnosti (26). H202 za ptitomnosti myeloperoxidazy reaguje s chlérem za vzniku kyseliny
chlorné, ktera je silné cytotoxicka (27). Myeloperoxidazova reakce je téZ zdroj reaktivniho
singletového kysliku (28). Obdobné cytotoxické, diky oxidovani bunétnych makromolekul
(17,29) jsou hydroxylové radikdly OH™ a hydroxylové anionty OH Ty vznikaji pfi tzv.
Fentonové reakci peroxidu a dvojmocného Zeleza: H,O, + Fe?* — = Fe®" + OH + OH (30).
Dalsi slozka ROS — superoxid je produkovdn NADPH oxid&zou. Ta transportuje elektrony do

molekuly kysliku a produkuje superoxidovy radikal.

Vzestup koncentraci ROS je pifechodny a snizuje se s migraci fagocytd a aktivaci
antioxida¢nich mechanizmi (31). Nicméné uloha ROS pfetrvava i v proliferacni a remodelacni
fazi hojeni rany.

Pro prolifera¢ni fazi hojeni je kliCova angiogeneze. Peroxid vodiku zvySuje syntézu
cyklooxygenazy v lidskych endothelialnich bunkach cells (32). Od Cyklooxygenazy odvozené
latky, zejména prostaglandin E2 pak zastavaji dalezitou roli v migraci endotelialnich bun¢k do
tkani. (33,34). Pti pokusech in vitro, peroxid vodiku stimuluje makrofagy (35), keratinocyty
(36) a hladké svalové bunky cévni stény (37) k produkci endotelialniho rdstového faktoru
(VEGF), ktery podporuje angiogenezi. Podobné H>0> v nizké koncentraci zlepSuje uvoliiovani
Sokovych proteinti (HSP70, HSP 90) a fibroblastového rustového faktoru z kultur péstovanych
astrocyti. Vysledkem je zlepSeni jejich piezivani, rust a téz angiogeneze (13). Proto maji ROS

pravdépodobné ptiznivy ucinek nejen na strukturalni ale i na funkéni stranku hojeni.

Pro reepitelizaci rany je dulezita schopnost keratinocytd migrovat z okoli do rany a pote
proliferovat. V modelu trzné rany, pfedstavované kulturou keratinocytl, nizké koncentrace
H202 (500 uM) podporuji mobilitu bunék bez ztraty jejich Zivotaschopnosti (38). Zlepsuji

aktivaci rastového faktoru a fosforylaci, ktera vysvétluje migra¢ni potencial (38, 39).

V remodelaéni fazi reaktivni kyslikové substance narusuji rovnovadhu mezi metaloproteindzou

a tkanovymi inhibitory (40) a vedou tim ke zvySené produkci transformacniho rustového
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faktoru (TGF-1) a také k roz8itené proliferaci fibroblast (41). ROS produkované xantinem a
xantinoxidazovym systémem sniZuji kolagenni a zvysuji glykosaminoglykanovou syntézu
v kulturach lidskych dermalnich fibroblasti (42). H.O> mé& roli v aktivaci kolagenazy

neutrofild, ktera miZe degradovat kolagen v ran¢ (43).

Obr. 2: schématické znazornéni vlivu reaktivnich forem kysliku na hojeni rany;

upraveno podle Zhu a kol. (14).
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3.1.3 Hypoxie a procesy na buné¢né urovni
Hypoxii a jeji vliv na bunécné pochody shrnul v ptehledové praci Choudhury (44).

Ve svém souhrnu ukazal jiny mozny pohled na ucinek ROS a pienesené pak i na ucinek
zvyseného tlaku kysliku. Kyslik v bunikach je z 80 % spotiebovavan v mitochondriich. Je zde
pouzit jako kone¢ny akceptor elektronu v elektronovém transportnim fetézci. Pozorovani
ukézala, Ze k funkci mitochondrii staci velmi maly parcialni tlak kysliku a jeho koncentrace
zavisi predevs§im na velikosti jeho spotieby (45). Teoretické modely ukazuji, ze mitochondrialni
elektronovy fetézec v odpovédi na hypoxii snizuje Svoji transportni kapacitu a umoziuje
mitochondriim udrZet homeostazu v sirokém rozpéti dodavky kysliku (46). Tato schopnost neni
nekonecnd. Mén¢ elektronti v cytochromoxiddze znamend méné energie pro tvorbu ATP a
energeticky deficit pro bunku. Dalsi studie ukazuji, Zze hypoxie Usti v generovani volnych
kyslikovych a dusikatych radikali, které v dalSich reakcich vedou k bunééné smrti (apoptoze).
Mechanizmus vzestupu volnych radikalt neni plné zndm, ale je experimentalné¢ potvrzen
(47,48). Hypoxii v bunce signalizuji proteiny na bazi prolylhydroxylazy, které pak déle
hydrolyzuji na tzv. ,hypoxia — inducible factor* (HIF). Tento faktor aktivovany nizkym
parcidlnim tlakem kysliku vstupuje do bunééného jadra a zde ovliviiuje transkripci fady gent
(49,50,51,52). Zvyseni transkripce vede vV buiice k pfechodu na anaerobni glukézovy
metabolizmus, inhibici lipidového metabolizmu a zvySeni lipidovych zasob. Zaroven dochazi
K transkripénimu navySeni nékterych proteint, které inhibuji jiné transkripce. Timto
mechanizmem doch&zi ke stimulaci napiiklad glykolyzy, ale téZ produkce erytropetinu,
endotelialniho rastového faktoru, desti¢kového a fibroblastického rastového faktoru (53,54,55).
Obdobnym zpusobem regulace transkripce dochazi ke zvyseni produkce bunéénych cytokind.
Ty hraji z&sadni roli v zahajeni lokalni zanétlivé reakce i ve startu humoralni a bunééné imunitni
odpovédi organizmu. HIF byl detekovan ve vSech jadernych buiikéach, véetné lidskych. Jako
vSe ve fyziologii buiiky, i HIF je regulovan kyslik dependentnimi mechanizmy PHD, kterée

degraduji HIF pti dostate¢né oxygenaci tkang.

Podle Choudhuryho (44) by pozitivni vliv kysliku v ptetlaku mohl byt pochopen nasledovné.
Primarni efekt podle néj zahrnuje korekci hypoxie v poskozené tkani, tim vede Kk potlaceni
aktivity HIF a zastaveni transkripénich genovych zmén v bunikach. Sekundarni efekt zahrnuje
neptimé souvislosti. Na prvnim misté zminuje sniZzeni produkce ROS. Daéle dochézi k
vasokonstrikci a angiogenezi, k utlumeni zanétlivych procest a zvySené schopnosti hojit. To ne

zcela koresponduje s prokazanym faktem, Ze hyperbaroxie zvySuje koncentraci volnych
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radikali ve tkénich. Na druhou stranu je pravdépodobné, Ze zvySena koncentrace ROS je

pfechodna a kyvadlovy efekt pfinasi jejich dalsi redukci.
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4 LECBA HYPERBARICKYM KYSLIKEM A HOJENI RANY -
SOUCASNY STAV VYZKUMU

Od roku 2000 byly publikovany dva systematické piehledy, které se zabyvaly vyzkumem a
zvefejnénymi vysledky vyuziti Ié€by hyperbarickym kyslikem (HBOT) ke zlepSeni hojeni rany.

V roce 2003 byl publikovan piehled Wanga a kolektivu (56) shromazd'ujici vysledky 1éEby ran
s vyuzitim HBOT, a to pouze u lidi. Pfehled shrnoval prace provedené do roku 2001.
K vyhledani praci byla uZita databaze Medline, akceptovany byly randomizované kontrolované
studie, skupinové a ptipadové studie, které zahrnovaly nejméné 5 pacientt a hodnotily uziti
HBOT a reportovaly klinické vysledky. Do pichledu bylo zafazeno 57 praci, ztoho 7
randomizovanych, 16 ne randomizovanych a 34 ptipadovych studii. Zavér Wangova piehledu
byl, ze HBOT muze byt pomocnou lécbou ran riznych pficin a typt (akutni traumaticka
ischemie, crush, ohrozené skin grafty, osteoradionekrdzy, nekrotizujici a anaerobni infekce,
diabetické defekty). V zavéru je ale konstatovano, Zze obecna metodologicka kvalita praci

zahrnutych v tomto systematickém ptehledu je velmi nizka.

V roce 2017 byl publikovén systematicky piehled zpracovany kolektivy chirurgickych oddéleni
univerzit z Rotterdamu a Groningenu pod vedenim Gijs de Smeta. Ptehled shromazd’oval
publikovana data od roku 2001, vcetné praci experimentalnich (7). Jako zdroje byly vyuZity
databdze Embase, Medline, Web of science, Cochrane, PubMed Publisher a Google Scholar
libreries. Klinické a experimentalni prace byly tfidény a kategorizovany podle druhu 1é¢by,
charakteru studie a podle typu rany. Vybér praci splnujicich kritéria hodnotitelnosti byl
provadén dvéma nezavislymi odborniky, ktefi prosli celkem 3 060 publikaci, v ptipad¢ jejich
neshody ve vybéru bylo o zafazeni nebo vyfazeni prace diskutovano. Zpracovany byly pouze
préace publikované v anglickém jazyce. Pfi vybéru praci autofi piihlizeli na ,,level of evidence®,
popis a metodologickou kvalitu kazdé studie. Hodnoceni kvality, v¢etné uvedené ,, level od
evidence®, bylo postaveno v souladu s Oxford Center for Evidence Based medicine levels of
evidence. Po exaktnim vybéru bylo do hodnoceni zafazeno celkem 66 praci. Tyto prace
studovaly pusobeni kysliku ve tiech riznych zplsobech podani: lokélni pisobeni, HBOT a
suplementarni dychani kysliku. Oblast 1é¢by HBOT zahrnovala 29 praci: 12 studii na téma
hojeni akutni rany, 14 vyzkumut hojeni chronické rany, 1 studie hodnotici hojeni akutni i

chronické rany, 2 studie vyuZivajici experimentalni model.

18 (62%) z vySe uvedeného celkového pocétu 29 hodnocenych vyzkumt vykazalo nejméné

jeden pozitivni u¢inek HBOT. Podle jednotlivych sledovanych parametri méla HBOT pozitivni
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vliv na povrch rdny, rychlost uzavéru rany, perfuzi a angiogenezi. ,,Level of evidence*
hodnocenych praci byla ov§em neuspokojujici. Dale autofi konstatuji, Ze u chronickych ran se
pozitivni ucinky vytracely v delSim sledovéni, nebo nebylo delsi sledovani provadéno.
Potvrzena byla zvySend angiogeneze (7). Doporuéeni, které vyplynulo z uvedeného
systematického piehledu holandskych autorti (7) je pokracovat ve vyzkumu s cilem ziskani
dalsich solidnich a konzistentnich dat. Zavér obsahuje téz konstatovéani, ze nové studie musi

pouzit standardizovanych metod i standardizovanych objektt vyzkumu.

V letech 2008 az 2018 bylo publikovano pét randomizovanych kontrolovanych studii, které
hodnotily vysledky HBOT u chronickych ran (57,58,59,60,61). Nebyla publikovana prace o
hojeni rany akutni. V praci Kaura a kolektivu (57) byl studovan vliv HBOT na nehojici se rany.
Skupina 1é¢ena hyperbarickym kyslikem vykazala v 56 % piipadi zmenSeni rozsahu rany.
Kontrolni skupina vykazala naopak zvétseni rozsahu rany ve 26 %. Po 30 denni 1é¢bé se zcela
zhojili 3 z 15 pacienti v HBOT skupiné, v kontrolni skupiné se nezhojil zadny. Nasledné
kontroly nebyly provadény. Ostatni prace se orientovaly na hojeni chronickych diabetickych
defektt. Longdahl (58) v praci s 1 rok trvajicim sledovanim pacientti dosel k vysledku, Ze
skupina 1é¢ena HBOT ma statisticky vyznamné vyssi pocet uplného zhojeni rany. K obdobnym
zavéram dosel ve své praci Ma (59), podle kterého redukce rozsahu rany u skupiny pacientt
1écené HBOT byla vyznamné vySSi nez u skupiny kontrolni. Také podle Duzguna (60) se
skupina pacienti s HBOT hojila 1épe a ptipadné amputace byly provadény distalnéji, nez u
skupiny pacienti bez 1é¢by. TéZ Fedorko (61) ve dvojité slepé, randomizované a kontrolované
praci konstatoval benefit HBOT u chronickych diabetickych defekt, ktery spocival ve snizeni
potieby velkych amputaci. Celkovy po¢et amputaci (tj. i perifernich) ve sledovaném souboru

ale statisticky nevykazal pokles. Sledovani bylo provadéno 1 rok.

StarSi randomizovanou kontrolovanou praci je studie Abidia a kol. (62). 6 tydenni sledovani
diabetickych pacientl s nehojicimi se viedy pii [écbé HBOT vykazalo dobré vysledky. Doslo
k signifikantnimu zmenSeni defektii v 1é¢ené skupiné oproti skupiné nelécené. Dobré vysledky

jsou konstatovany i po ro¢nim sledovani.

Prospektivni studie, které byly publikovany v poslednich dvou dekadach, se vétsSinove zabyvaly
chronickymi diabetickymi defekty. Kalani a kol. (63) se zabyval dlouhodobym u¢inkem na
diabetické trofické viedy. Ve ttiletém sledovani bylo zhojeno 76 % pacientti ve skupiné HBOT
oproti 48 % v kontrolni skuping. Nizsi byl i pocet amputaci ve skupiné HBOT. Skupina HBOT

pacient vSak byla signifikantné mladsi. Opasanon a kol. (64) pozoroval Gu¢inck HBOT na
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nehojici se komplex ran u 40 pacientii. Po deseti aplikacich doslo k signifikantnimu zmen3eni
ran u 16,9 % pacientd. Podle Smeta (7) ale skupina pacientd nebyla homogenni a nebyla zde
kontrolni skupina. Obdobn¢ dobré vysledky pozoroval Kessler (65) v prospektivni
randomizované studii. 28 pacientd s neischemickymi defekty bylo 1éceno HBOT. Jiz po dvou
tydnech bylo zmenseni plochy viedu signifikantni oproti kontrolni skupiné. OvSem po 4

tydnech byl vysledek mezi skupinami srovnatelny.

Jedinou prospektivni kontrolovanou praci, studujici jiné nez chronické rany, byla prace, kterou
publikoval Vishwanath (66). Prace zkoumala efekt HBOT na hojeni pienesenych volnych
lalokt. Sledovano bylo pfihojeni laloku, otok laloku, venostdza a pooperacni rehabilitace.
Z4dny ze sledovanych parametri neukazal signifikantni rozdil mezi skupinou vyuZivajici

hyperbaroxii a skupinou kontrolni.

Retrospektivni studie z let 2008 az 2018 jsou zaméfenim obdobné a téZ se zabyvaji predevs§im
trofickymi ischemickymi nebo diabetickymi defekty (67,68,69,70,71). Zavéry jsou

S prevazujicimi pozitivnimi vysledky pti lécbé HBOT.

Z retrospektivnich studii publikovanych v uvedeném obdobi je velmi zajimava prace
chorvatskych autort vedenych prof. Rojem (72). Studovan byl t¢inck HBOT na hojeni a
mnozstvi bezprostfednich komplikaci u komplexnich vale¢nych poranéni hornich a dolnich
koncetin. Pouzita byla data z balkanské valky z uzemi Chorvatska a Bosny. Z celkového poctu
1220 pacientt s vale¢nym zranénim, ktefi byli 1é€eni v univerzitnim centru ve Splitu, byla podle
kritérii charakterizujicich trauma identifikovana kohorta 388 poranénych. Jednalo se o pacienty
s koncetinovym poranénim (autor pouzil klasifikaci Gustillo 11l A,B,C). Kohorta byla dale
stratifikovana do Ctyt skupin podle zadvaznosti a konkrétni charakteristiky rany (hodnocena byla
ischemie, kompartment syndrom, oteviend zlomenina, poranéni cévy, poranéni nervu, crush,
amputace, pocinajici infekce). V kazdé skupin€ byl porovnévan prabeh hojeni mezi pacienty
pii vyuZiti nebo nevyuziti HBOT. Skupina HBOT obsahovala 99 pacientti, skupina bez HBOT
289 pacientd. VSsichni pacienti byli muzi, vékovy median 29 let (19 — 59). Hluboka infekce
mekkych tkdni se rozvinula u 68 % pacientii bez HBOT oproti 35 % pacientt 1écenych HBOT.
Osteomyelitida se rozvinula u 74 % pacienti bez HBOT oproti 63 % lé¢enych HBOT.
Odloucenti skin graftu se objevilo u 52 % pacienti bez HBOT oproti 23 % pacientii 1é€enych
HBOT. Nekroza lalokt se objevila u 51 % pacienti bez HBOT oproti 15 % pacientti 1écenych
HBOT. Median nastupu granulaci byl 12 dni u pacientii bez HBOT oproti 9 dnlim U pacientl

1é¢enych HBOT. Vsechny rozdily byly statisticky vyznamné. Zavér prace konstatoval, ze 1éceni
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komplexnich vale¢nych poranéni v kombinaci chirurgické a adjuvantni HBOT lé¢by snizuje
vyskyt hlubokych infekci mekkych tkéni, osteomyelitidy, odlouceni skin graftli a nekrozu
lalokovych pienosi. HBOT dale nezévisle na pouzité chirurgické strategii signifikantné
zkracuje Cas stabilizace rany a urychluje Cerstvou granulacni produkci. Nedostatkem prace

bylo, Ze u aplikaci nebyl pouzit jednotny HBOT rezim, jednotny nebyl ani poc¢et HBOT sezeni.
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5 EXPERIMENTALNI PRACE HODNOTICI VLIV HBOT NA
HOJENI RANY

Klinické hodnoceni hojeni rany v humanni medicing, stejné jako sestaveni porovnatelnych
kohort pacientd, je velmi obtizné. Proto jsou v hodnoceni vlivu HBOT vyznamne

experimentalni studie.

V roce 2000 Sheikh a kol. (73) potvrdil vzestup hladiny endotelialniho rastového faktoru
(VEGF) pti aplikaci HBOT u krys. Krysy byly randomizovany na HBOT a kontrolni skupinu.
Urovetr HBOT odpovidala standardni 16¢bé: aplikace 90 minut na urovni 2,1 bar, aplikace
probihala 2x denn¢ s pozitim 100% kysliku po 7 dni. Odbér VEGF probihal 2., 5. a 10. den po
poranéni. Hladina VEGF stoupla signifikantn€ u HBOT (o 40 %) oproti kontrolni skupiné 5.
den po poranéni. Ob¢ skupiny mély stejnou hladinu VEGF 3. den po ukonceni HBOT expozice.
Autofi uzavreli praci zdvérem, ze vzestup VEGF ¢astené vysvétluje pozitivni t¢inek HBOT
na hojeni ran. Druhy zavér prace konstatoval, Ze hypoxie neni nezbytnym poZadavkem na

zahéjeni produkce VEGF.

Studium aktivace produkce VEGF v riznych hladinach kysliku rozsifila v roce 2005 Hopfova
a kol. (74). Experiment probéhl na mysich, kterym byla subkutanné aplikovana proteinova
matrix. Mysi byly rozdéleny do Sesti skupin: hypoxie, normoxie a dale do 4 rezimi HBOT
s aplikaci 90 minut 2x denné (21% kysliku/1 bar; 100% kysliku/2 bar; 100% kysliku/2,5 bar;
100% kysliku/3 bar). Matrix byla vyjmuta 7. den po implantaci a mikroskopicky byla sledovana

uroven neovaskularizace. Angiogeneze byla signifikantné vyssi u vSech HBOT skupin.

Treti praci tymu Harvardské univerzity publikoval Sheikh (75) v roce 2005. Studie provadéna
na mysich zkoumala, zda opakovana hyperbaroxicka expozice mize zvysit perfuzi ve spodiné
rany a zda laserové Doppler zobrazeni je schopno detekovat a kvantifikovat angiogenezi v rang,
ktera se objevi pii HBOT 1é¢bé. HBOT (n 14) byla aplikovana 2x denné s tlakem 2,1 bar po
sedm dni. Kontrolni skupina (n 15) exponovana HBOT nebyla. Perfuze spodiny rany byla
hodnocena 0., 7., a 10. den po poranéni. Zranéni bylo zptisobeno excisi kliize na zadech mysi.
Krevni prutok v rané byl signifikantné vyssi 7. a 10. den po poranéni ve skupin¢ HBOT, a 10.
den ve skupin¢ kontrolni. Porovnani mezi skupinami 10. den po poranéni ukazalo statisticky

signifikatni rozdil ve vzestupu perfuze mezi HBOT a kontrolni skupinou (o 20 %).

Ve stejném obdobi publikovali experimenty kolektivy tureckych a chorvatskych autort (73,77).

Bilic a kolektiv zkoumali hojeni popaleniny krys (n 70) randomizovanych do dvou skupin s
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aplikaci a bez aplikace HBOT. Lokaln¢ byl k 1é€eni popaleniny uZit sulfasalazin, sledovan byl
popéleninovy otok, neoagiogeneze, pocet regeneracnich folikuldi, migrace leukocyti a Cas
epitelizace. Skupina HBOT vykazala signifikantni sniZzeni popaleninového otoku, zvysenou
angiogenezi, vyssi pocet regeneraénich folikult a rychlejsi epitelizaci. Nebyl rozdil v migraci

leukocytii. Zavér studie byl, ze HBOT muze podpofit hojeni popaleny.

Dansti autoti (78) zkoumali hojeni incizni rany a kozniho stépu u krys (n 60) randomizovanych
dvou skupin. Ke kryti rany byl pouZit hydrokoloidni obvaz. Aplikovan byl 100% kyslik/2,4 bar,

90 minut po 3 pooperacni dny. Zavér prace nepotvrdil zlepsené hojeni rany pii vyuziti HBOT.

Selcuk a kol. (79,80) publikoval dvé prace v letech 2012 a 2013. V prvni zkoumal hojeni
koznich lalokl na kryséach. Zvitata byla rozdélena do 4 skupin (kazdéa n 8): kontrolni, HBOT,
s aplikaci nikotinu, s aplikaci nikotinu a HBOT. Histopatologické vySetieni signifikantné
prokazalo zvysenou neovaskularizaci a granulaci u obou skupin HBOT. Druhéa prace zkoumala

obdobnym zplisobem hojeni popaleninovych ran a dosla k podobnym zavérim.

Zhang (81) testoval zmény a preziti kozniho laloku u diabetickych mysi (n 38). Prace takto
testovala moznosti vyuziti HBOT ke zlepSeni Zivotnosti lalokli u huméannich diabetickych
amputaci. Operacné byl vytvofen dorzalni kozni lalok v celé §iti kiize, podkoZi a superficialni
fascie. Mezi lalok a dorzélni fascii byla vloZena nepermeabilni plastikovd membréana. Mysi byly
randomizovany do dvou skupin. Jedna skupina byla sledovana pti normalnim pokojovém tlaku,
druhé skupiné byla aplikovana HBOT 90 minut, 2,5 bar po 7 dni. Sledovany byly nekrézy,
granulace a neovaskularizace laloku. Autofi konstatovali statisticky niz$i vyskyt nekréz a vyssi
vaskularizaci laloku ve skupiné HBOT. V préci je poprvé zmiflovana metoda vysetfeni exprese
mRNA pro VEGF a dalsi angiogenetické faktory, jako potencidlni moznost priikazu ucinkt
HBOT.

Kolektiv tureckych autorti vedenych Yildrimem (82) zkoumal biochemickou odpoveéd a
histologické nalezy u poranénych mysi (n 63) bez 1écby, pii 1€cbé HBOT a pfi aplikaci ozonu.
Poranéni bylo zplisobeno volnym padem 0,5 kg vazici plastikové trubky ze 45 cm na oznacné
misto zadni koncetiny v tthlu 90 stupniti. Biochemicky byla vySetfovéana lipidova peroxidace,
superoxiddismutaza, glutathionperoxiddza a hemoxygendza. Tkan traumatu byla nésledné
histologicky vySetiena. Sledovan byl otok, zanét a nekroza. HBOT byla aplikovana 0., 3. a 7.
den, 90 minut, 2,5 ATA. Autofi pozorovali snizeni lipidové peroxidace, zmenseni otoku i

znamek zanétu ve skupinach s aplikaci ozonu a HBOT.
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Kolektiv univerzitniho centra plastické chirurgie z Rotterdamu (83) publikoval experiment
s hojenim rény u diabetickych mysi v roce 2014. Jejich experiment, prvni od danského pokusu
Quriniové a Viidikové (78) z roku 1998 nepotvrdil piinos HBOT. Poranéni bylo my$im
zpusobeno ischemii magnetického disku 1,5 cm priméru pfilozeného na 16 hodin. Byly
vytvoteny dvé skupiny se sledovanim 7 dni (n 6) a 29 dni (n 16). V obou skupinach byly mysi
randomizovany do dvou skupin: s aplikaci HBOT a bez aplikace. HBOT byla aplikovana 1x
denng, 90 minut, 2,5 ATA. Kontrolni skupina byla 1é¢ena pfi normalnim tlaku urovné mofe.
Zvitata obou skupin byla umistovana do aplikaéniho boxu. Bylo provadéno makroskopické,
histochemické a perfuzni hodnoceni. Obé ¢asové rozdilnd pozorovani (7 a 29 dnl) nevykazala
rozdil ani v jedné z hodnocenych modalit. Makroskopicky byl rozdil v rozsahu zhojeni a sile
epitelizace, statisticky ale nebyl vyznamny. Stejné nebyl rozdil v histopatologickém hodnoceni

a v perfuzi rany mezi HBOT a kontrolnimi skupinami.

Dalsi prace kolektivu z Rotterdamu (84) byla publikovana roce 2016. Sledovany byly tii
skupiny diabetickych mysi (n 18, n 18, n 19) v dobu 7, 14 a 42 dni. Rana byla opét zpisobena
ischemii magnetického disku priméru 1,5 cm pfilozeného po dobu 16 hodin. Skupiny mysi
byly randomizovany na HBOT a kontrolni. HBOT byla aplikovana 1x denné, 90 minut, 2,5
ATA. Kontrolni skupina byla lécena pfi normdlnim tlaku trovné¢ mote za zcela stejnych
podminek. Hodnoceno bylo makroskopické hojeni za pouZiti metody automatického hodnoceni
Image) (NIH Bethesda USA), k vySetfeni byla rdna excidovana s 2 mm Sirokym okrajem,
polovina rany byla fixovana 10 % formolem k histologickému a imunohistochemickému
vySetieni, druhd polovina excise byla zmraZena a homogenizovana. Pritok ranou a oxygenace
rany byly méteny laserovym Doppler pritokomérem a tkaniovym spektrometrem. Ani jeden ze
sledovanych parametrti: makroskopické hojeni, granulace histologicky, inflammace a
neovaskularizace imunohistochemicky, saturace tkani kyslikem, mnoZstvi hemoglobinu
v mikrocirkulaci a pritok spodinou ran neukazal rozdil mezi skupinou lé€enou HBOT a
skupinou vedenou ve stejném rezimu bez 1écby. Tento zavér byl spoleény pro vSechny

hodnocené skupiny, tj. po 7, 14 a 42 dnech.

Posledni literarné dostupny experiment provedli veterinarni lékati v Tennessee, prace byla
publikovana v roce 2018 (85). Jako experimentalni zvife byl pouzit pes (n 10). Zvifata byla
randomizovana na skupinu s expozici HBOT a skupinu kontrolni. Na hibetni strané¢ nad
lopatkou byly vytvofeny dvé ztratové rany rozsahu 2x2 cm k fascii a zaroven byly provedeny
dvé 3 cm dlouhé rany, které byly oSetfeny primarni suturou. HBOT byla aplikovana 1. az 7.
den po vykonu, 1x denné, 40 minut, 2,0 ATA. Hojeni ran bylo sledovano 24 dni podle
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protokolu, biopsie byla odebirana (bioptic punch) 4., 7. a 14. den. Hodnoceni probihalo podle
skore zanétu (HAIS): infiltrace neutrofily, stupen edému, hemorrhagie a nekr6za (86)
Vv kombinaci histologickymi znamkami reparace: proliferace fibroblastl, rozsah postizeni,
hloubka a intenzita ukladani kolagenu a stupeni neovaskularizace (86). Podle makroskopického
hodnoceni i porovnani histopatologického vySetfeni nebyl v hojeni rdny mezi HBOT a

kontrolni skupinou signifikantni rozdil.
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6 MATERIAL A METODIKA

Zamérem experimentu bylo vytvofit modelové trauma na pokusném zvifeti. Randomizovat
zvifata na skupiny vystavené standardni HBOT, intenzivni HBOT a nevystaven¢ HBOT.
Porovnat hojeni rany makroskopicky, histologicky, imunohistochemicky a vySetfenim

genovych expresi mezi jednotlivymi skupinami.

6.1  Popis experimentu

Pokusna zvitata — kralici (n 36) byla ndahodnym vybérem rozdélena do tii skupin, kazda skupina

po 12 zvitatech (skupina A, skupina B, skupina C).

Kazdému zvifeti byly operacné zplsobeny 4 kozn¢ podkozni ztritové rany nad hibetni

svalovinou o velikosti 2x2 cm.

Hojeni rany bylo sledovano a porovnavano makroskopicky. Tti hojici se rany kazdého zvitete
byly postupné excidovany a to 4, 7. a 10. den po zplisobeném traumatu. Excidovana tkan rany
byla podrobena histologickému, imunohistochemickému vysetieni a celogenomové analyze

genove exprese.

Skupina A (n 12) byla podrobena HBOT 2x denné 90 minut pfii tlaku 2,5 bar, celkové po 8 dni

se zahajenim 2. pooperac¢ni den. excisi.

Skupina B (n 12) byla podrobena HBOT 1x denné 90 minut pfi tlaku 2,5 bar, celkové po 8 dni

se zahajenim 2. pooperacni den.
Skupina C (n 12) nebyla podrobena HBOT.
Experiment byl ukon¢en po uplném zahojeni ¢tvrté (neodebirané) rany.

Vysledky ziskané analyzou odebranych vzorkli a pozorovanim byly statisticky vyhodnoceny,

bylo porovnano hojeni mezi jednotlivymi skupinami.

6.2 Zvireci model

K experimentu byl vybran novozélandsky kralik (Oryctolagus cuniculus f. domesticus). Zvifata
byla dodana firmou Velaz s.r.o., Ratibofice, certifikovanou k produkci laboratornich zvifat.

Rozhodovani o vhodném druhu experimentdlniho zvifete bylo podminéno potiebou
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dostatecnych ploch k vytvofeni modelového poranéni s nutnosti opakovanych odbéra tkané

K vySetfeni.

Jedinci byly samice, stafi 3 mésice, hmotnost zvifat byla +- 3 kg (rozmezi 2,5 — 4,5 kg). Kralici
byli ustdjeni za standardnich parametrti ve vivariu akreditovaném Ministerstvem zeméd¢lstvi
Ceské republiky pro tyto u¢ely. Vsichni jedinci byli chovéni v identickych podminkéch
stanovenych protokolem experimentu, o chovu byl veden zaznam. Sledovana a zaznamenavana

byla teplota, vzdusna vihkost, piti, strava a osvétleni.

Zvifata byla rozdélena ustijena v samostatnych boxech pii udrZzovani konstantni teploty
prostiedi. Primérna hodnota teploty chovné mistnosti byla 21.6 C°, maximalni teplota 24.4 C°,
minimalni teplota 18.8 C°. Praimérna vlhkost vzduchu chovné mistnosti byla 35,4 %, minimalni
vihkost vzduchu 22 %, maximalni vihkost vzduchu 49 %. Automaticky svételny rezim byl

nastaven ve schématu 12 hodin svétlo a 12 hodin tma pro zachovani biorytma.

Zvitata byla krmena smési MOK pro kraliky s neomezenym pfistupem k vode. Vecer pied
vlastnim operaénim vykonem a rano v den opera¢niho vykonu jim byla strava odebrana.
Experiment probéhl v prostorach vivaria Fakulty vojenského zdravotnictvi Univerzity obrany
v Hradci Kralové a Ustavu leteckého zdravotnictvi v Praze pii splnéni podminek vyhlasky MZE

¢. 311/98 Sb. o chovu a vyuziti pokusnych zvifat.

Pii HBO expozici byla zvifata kontinudlné monitorovana kamerovym systémem. Primérna
teplota v komoie za stalého proudéni kysliku a odvodu oxidu uhli¢itého byla 21.9 C° a

prumérna vlhkost z dtivodu umisténi zvifete v semi hermetickém boxu byla 71,2 %.

VSichni pracovnici, ktefi manipulovali se zvifaty, byli drzitel¢ osvéd¢eni o odborné zpuisobilosti
k navrhovani pokust a projekti pokust podle § 15d odst. 3 zakona 246/1992 Sb., na ochranu

zvitat proti tyrani.

Aklimatiza¢ni pobyt zvitat na pracovisti pied zahajenim experimentu trval tyden.
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6.3  Modelace poranéni

Vytvoteni poranéni, které odpovidalo potfebam pozorovani a studia hojicich se ran, bylo
vyzkou$eno v piedbézné fazi experimentu. Podle ziskanych zkuSenosti byl stanoven nasledujici

postup.

V oblasti hibetni svaloviny krali¢i samice byla oholena srst a klize byla nasledn¢ omyta

mydlovou vodou.

Zvite bylo uvedeno do celkové anestesie intramuskularni aplikaci kombinace ketaminu (50
mg/kg) a xylazinu (3 mg/kg) podpofenou celkovym inhalaénim anestetikem isofluranem.
Zé&loznim postupem bylo intravendzni podavani 1% propofolu (5 — 10 mg/kg ), kanyla pro

podavani anestetika by byla zavedena do Zily v uSnim boltci.

Po dezinfekci opera¢niho pole 10% roztokem jodpolyvidonu a zarouSkovani byly vytvofeny 4
defekty o velikosti 2x2 cm v oblasti hibetni svaloviny pronikajicich na uroven svalové fascie.
Pro zachovani maximalni unifikace ran, byly excise vytvofeny podle Sablony s vnitinim

rozmérem 2x2 cm. Sablona byla ze sterilizovatelného materialu (Obr. 3).

Obr. 3 : postup vytvoreni unifikované rany

(foto Tlapak, Oniscenko)
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Pozice proximalnich ran byly 6 cm od lopatky po obou stranach hibetu 1,5 cm od stiedni Cary
hibetu, pozice distalnich ran byly umistény 11 cm distalné od lopatky po obou stranach hibetu

ve stejné vzdalenosti od stfedni ¢ary jako proximalni rany (obr. 4).

Obr. 4: vytvorené rany na pokusném zvifeti.

(foto Tlapak, Oniscenko)

Krvaceni béhem vykonu bylo zastaveno kompresivné. Krevni ztrata pfi tomto postupu

nepiesahovala 10 ml. Rany byly nasledné steriln€ prekryty.
O vytvofeni ran byl veden operacni protokol (piiloha €. 1).

Pievazovani, fotodokumentace, hodnoceni defektii a kontrola hmotnosti zvifete probihala v den

odbéru vzorki a pak vzdy kazdy druhy den.

Znaceni jedinci bylo provedeno na pravy usni boltec, na klec, na jednotlivé protokoly a

odbérové zkumavky dle metodiky.
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6.4  Aplikace hyperbarické oxygenotherapie (HBOT)
6.4.1 Technické podminky expozice

K bezpecnému provedeni HBOT byly navrzeny a vyrobeny expozi¢ni boxy, jeden box pro
jedno zvite. K vyrobé byla pouZzita nerezova ocel, pro zajisténi osvétleni byla horni sténa boxu
vyrobena z bezpeénostniho kaleného skla pfitlateného zaviracim mechanizmem pies specialni
tésnéni z kompatibilniho materidlu VITON. Pii konstrukei boxu byla zohlednéna bezpecnost
(pfitomnost Cisté kyslikové atmosféry), pii posuzovani pouzitych materialti byla respektovana
pravidla ASTM International a WHA International (ASTM G128 — 02 Standard Guide for
Control of Hazards and Risks in Oxygen Enriched Systems Designation 2008 a ASTM G63-

15 Standard Guide for Evaluating Nonmetallic Materials for Oxygen Service).

Rozméry boxu byly 400 x 300 x 400 mm (d x § X V) a pln¢€ odpovidaly vyhlasce ¢. 419/2012 o

ochran¢ pokusnych zvifat.

Boxy byly testovany pro ovéieni funkCnosti a bezpecnosti celé sestavy pred zahdjenim
experimentu. Kompletni box byl uzavien a ptipojen ke specialnimu rozvodu kysliku v humanni

1é¢ebné barokomoie (Tab. 1).
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Tab. 1: Testovani boxu pro experimentalni zvifata v humanni barokomore.

Typ zkousky Technické podminky Vysledek
Zkouska rozvodu kysliku | Atmosféricky tlak, | Pratok kysliku plynule regulovatelny v
véetné piipojeného | oteviena barokomora. plném rozsahu prutokoméru 0-5 I/min.
prototypu boxu.
Vyrovnavani tlaku v boxu | Technicky  sestup ~ v|{Box  nejevi  viditelné  znamky
vzhledem k tlaku uvniti | barokomote rychlosti | deformace, nezaznamenany Zadné
barokomory. 1m/min do hloubky 15m. |doprovodné zvukove efekty provazejici
—— v vyrovnavani tlaku.

Technicky  vystup v Y

barokomote rychlosti

1m/min z hloubky 15m.

Technicky  sestup v

barokomoie rychlosti

2m/min do hloubky 15m.

Technicky  vystup v

barokomoie rychlosti

2m/min z hloubky 15m.
Kapacitni zkouska | Technicky  sestup  v|Prutok kysliku plynule regulovatelny v
rozvodu  kysliku  do|barokomote rychlosti | plném rozsahu prutokoméru 0-5 I/min
pietlaku v¢etné | Im/min do hloubky 15m. |do maximalniho planovaného protitlaku
piipojeného prototypu 2,5 ATA.
boxu.
Kapacita odvétravani | Technicky ~ sestup v |Nebyl zaznamenan méfitelny nardst
barokomory vzhledem ke | barokomoie rychlosti | koncentrace Oa.
koncentraci Ox. 1m/min do hloubky 15m,

po dosazeni hladiny 15m

standardni provétravani.

(zpracoval ing. Petricek)

Do barokomory bylo mozno na jednu expozici umistit 6 boxli s experimentalnimi zvifaty,

kazdy box byl k rozvodu kysliku pfipojen individualné (obr. 5).
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Obr. 5: Boxy s kréliky v tlakové komofte pii expozici.

11-16-2017 Tha 1970149

(foto Oniscenko, Tlapdk)

6.4.2 Provedeni hyperbarické oxygenotherapie (HBOT)

Parametry hyperbaroxické expozice byly zvoleny tak, aby odpovidaly doporu¢enému profilu

humanni 1écebné hyperbarické oxygenoterapie.

Rychlost komprese odpovidala 0,1 bar/min. Cilového tlaku bylo dosazeno po 15 minutéch,
cilovy tlak odpovidal 15 m vodniho sloupce. Na této hladin¢ byl tlak v komote udrzovan po
dobu 90 minut. Po 90 minutéch byla zahajena dekomprese stejnou rychlosti a tlak v komote byl

vyrovnan s atmosférickym tlakem po 15 minutach (Graf 1).
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Graf 1: Prabéh relativniho tlaku pti expozici HBOT.
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(zpracoval dr. Tlapak)

Kyslik byl pokusnym zvitatiim podavan do uzavieného prostoru hermetickych boxu. Boxy byly
kyslikem naplnény béhem kompresni faze, kdy byl udrzovan pritok na hodnoté 51/min. Do
boxu o vnitinim objemu 48 | za tuto dobu pftiteklo 75 1 kysliku a kyslik tak zvysil sviij parcialni

tlak na 100 %.

Piebyte¢ny kyslik odtékal odpadnim vedenim k Usti atmosférického ventilu. Zde byl strhavan
proudem vzduchu, jimz byla promyvana atmosfera v komote a jimz byl téZ udrzovan parcialni

parcialni tlak kysliku v komofte do 22,5%.

Po dosazeni cilového tlaku byl pritok kysliku v boxu sniZzen na hodnotu 41/min., na tomto
pratoku byl kyslik udrZzovan po celou dobu expozice (nasledujicich 90 minut). To spolehlivé
kompenzovalo vydechovany CO- a vodni paru, stejné tak tim byl dostate¢né dobte ventilovan

vnitfek boxu.

Poté byl piivod kysliku uzavien a box komunikoval s okolim pouze prostiednictvim odpadni

hadice. Tlak v boxu klesal v té&sné zavislosti na tlaku v komofte.

Charakteristika pratoku kysliku boxem je znazornéna — Graf 2.
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Graf 2: Pratok kysliku expozi¢nim boxem.
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(zpracoval dr. Tlapak)

6.4.3 Organizace HBOT pro expozi¢ni skupiny

Bylo provedeno celkem 48 hyperbaroxickych expozici podle niZze uvedeného c¢asového

harmonogramu. Subjekty vyzkumu byly rozdéleny do 4 skupin po 6 zvitatech oznacenych jako:
Al, A2 skupina absolvujici dvé hyperbaroxie za den,
B1, B2 skupina absolvujici jednu hyperbaroxii za den.

Denni harmonogram expozic HBOT ukazuje Graf 4.
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Graf 3: Znazornéni denniho harmonogramu expozic HBOT.
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(zpracoval dr. Tlapak)

6.5  Fyziologie pokusnych zvirat pri expozici

Z hlediska fyziologie je expozice v pietlaku spojena s fadou pochodl a zmén. Piestoze nejvetsi
zmény probihaji v kardiovaskularni oblasti, obavy z problému pii expozici kraliku sméfovaly

do dvou jinych oblasti.

Kralik mé odliSnou anatomii zevniho zvukovodu. Informace o moznych komplikacich stiedousi
pii zménach atmosférického tlaku u kralika nejsou dostupné a ani veterinarni 1ékafi nebyli
schopni poskytnout jasné stanovisko. K ovéfeni stavu stfedousi byl kazdy kralik
tympanoskopicky vysetiovan. Toto vySetfeni bylo mozné provadét pouze v celkové anestesii,
protoZe kréli¢i zvukovod je dlouhy a lomeny a zvife se vySetfovani brani. VySetieni bylo proto

v provadéno v operacni dny vzdy pied excisi.
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Jako prevence stiedousnich problémil byla volena pozvolna komprese. Zaroven byly pecliveé
sledovany mozné zmény chovani (iritace, zvukové projevy) pii kompresi, které by mohly
signalizovat barotrauma. Kralici fyziologicky neustale pohybuji Celisti, i to mohlo pomahat
k vyrovnavani stfedousniho tlaku. Tympanoskopicky nebyly pozorovany zmény. Po

probéhlych pokusech mizeme konstatovat, Ze usni fyziologie nenarusila experiment.

Druha obava vedla smérem k chovani kralika v uzavienému prostoru. Box byl navrzen
rozméroveé obdobné jako bézné pouzivané boxy transportni, stény ale nebyly oteviené. Byly
pfipraveny zpusoby, jak v pfipadé neklidu zvifete situaci fesit. Pfidani pfirodniho materidlu
(trava), pfirozené zabarveni stén nebo v hrani¢ni potieb¢ sedace. Ani vtomto ohledu k

problémim nedoslo. Kralici se hybali minimalné a po dobu expozice zustavali v klidu.

Celkove Ize shrnout, ze expozice HBOT u kraliki probihala zcela bez problému. Nebyla

zaznamenana zadna zjevna stresova reakce ani podezieni na diskomfort testovanych zvifat.

Béhem experimentu doslo uhynu 2 ks zvifat, a to v ¢ase mimo expozici HBOT. Veterinat jako
pfi¢inu uhynuti stanovil: neadekvatni stresovou reakci organismu a nadmeérnou krevni ztratu po

opera¢nim vykonu (odbéru histologie).

6.6 Odbér materialu

Odbér materialu byl proveden 4., 7. a 10. den po excizi. Odbér byl provadén v celkové
anestezii. Po chirurgické strance prob&hl znovu unifikovanym zpisobem za pouziti Sablony

3,5x3,5 cm. Hojici se rana byla excidovana se svoji spodinou.
O odbéru materialu byl veden protokol (Ptiloha €. 2).

Bylo odebréano 72 vzorki ze vSech ¢asovych bodu pro histologickou a histochemickou analyzu.
Vzorky byly uloZeny do plastové nadobky 125 ml a fixovany stabilizovanym formalinem
(Bamed, Litvinovice, Ceska republika). Vzorky byly jesté v den odbéru transportovany do

histologické laboratote.

Bylo odebréano 26 vzorkli pro hodnoceni mRNA u skupiny s intenzivni HBOT a 12 referen¢nich
vzorkt pro hodnoceni MRNA z prvniho opera¢niho dne. Vzorky byly bezprostiedn¢ zmrazeny
na—80° Celsia, pouzit byl tekuty dusik. Do genové laboratote byly transportovany po ukonceni
odbéra 10. pooperacni den. (30.11.2017).
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6.7 Eutanazie

Eutanazie byla provedena u vSech ptezivsich zvifat po zahojeni ne excidované a prvni
excidované rany latkou T61. Latka byla aplikovana pifimo intrakardialné¢ po ptedchozi

premedikaci intramuskuldrné aplikovaného ketaminu a xylazinu.

6.8  Histologické a imunohistochemické hodnoceni

Histologické a imunohistochemické hodnoceni hojeni rany se vymyka bézné klinické patologii.
Po konzultaci s odborniky byl ke spolupraci pfizvan patolog z experimentalniho pracoviste
Fakulty vojenského zdravotnictvi, ktery se dlouhodobé zabyva vyzkumem v oblasti fyzikalnich

ucinki na zivé tkan¢ a ktery ma v této oblasti ojedin€lé védomosti a zkuSenosti.

6.8.1 Material ke zpracovani

Cast vzorki tvorily celé resekaty, ast tvoiily poloviny resekatil ran s koznim okrajem (druha
polovina téchto vzorku byla uréena pro zhodnoceni genové exprese). Poloviny byly v ptipadé
vetsich nerovnosti mirn€ paralelné zakrojeny skalpelem a nasledné histologicky zpracovany.

Celé resekaty byly nejprve rozpiileny a poloviny déle histologicky zpracovany.

Fixované vzorky byly nejprve odvodnény podle standardnich histologickych postupti
(tkanovy procesor TP1020, Leica, Némecko). Biopsie byly dale zality do parafinovych blockt
(Bamed) a nakrajeny na 5 pum silné fezy (mikrotom SM2000 R, Leica, Heidelberg, Némecko),
které byly nataZzeny na histologicka skli¢ka (Bamed).

6.8.2 Barveni a imunochemické zpracovani preparatu
Barveni hematoxylin — eozin

Toto barveni bylo provedeno na odparafinovanych (xylen a sestupna alkoholova fada; ob¢ od
Bamed) a rehydratovanych fezech (deionizovana voda; Aqual 35, Aqual, Brno, Ceska
republika). Rezy byly nejprve obarveny hematoxylinem (5 min; Merck, Kenilworth, NJ, USA)
a diferencovany v 1% kyselém alkoholu (1% HCI [Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA] v 70%

etanolu [Bamed]). Nasledovalo obarveni eozinem (10 min; Merck), dehydratace ve vzestupné
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alkoholové fadé€, vyjasnéni xylenem a montovani do bezvodého montovaciho media DPX
(Sigma-Aldrich)

Barveni modry trichrom

Barveni Massonovym modrym trichromem bylo provedeno na odparafinovanych a
rehydratovanych fezech. Rezy byly nejprve dobarveny hematoxylinem (5 min; Merck) a
diferencovany. Nasledovalo barveni roztokem Ponceau (1% Ponceau, 1% Kkyselina
fosfowolframova [ob&é od Bamed] a 1% ledova kyselina octova [Sigma]) s kyselym fuchsinem
(1% kysely fuchsin [Bamed] a 1% ledova kyselina octova) po dobu 5 min. Nasledoval oplach
destilovanou vodou, barveni 1% fosfowolframovou kyselinou po dobu 5 min a bez oplachu
ponofeni do anilinové modfi (2,5% anilinovd modi [Bamed], 2,5% kyselina octova).
Diferenciace byla provedena 1% Kyselinou octovou. Rezy obarvené trichromem byly

dehydratovany a montovany do bezvodého montovaciho media DPX.
Detekce kolagennich vlaken pomoci pikrofuchsinu dle VVan Giesona

Detekce kolagennich vlaken pomoci pikrofuchsinu dle Van Giesona bylo provedeno na
odparafinovanych fezech pomoci kitu (pikrofuchsin — kat. ¢. C0602, DiaPath, Martinengo,
Italy) dle ndvodu vyrobce. Rezy obarvené pikrofuchsinem byly dehydratovany a montovany do
bezvodého montovaciho media DPX.

Detekce naftol-as-d-chloracetatesteraza pozitivnich bunék

Detekce naftol-as-d-chloracetat esteraza pozitivnich bunék (aktivnich infiltrujicich
neutrofilnich granulocyti) bylo provedeno na odparafinovanych fezech pomoci kitu (naftol-as-
d-chloracetatesterdza - kat. ¢. 91C-1KT, Sigma-Aldrich) dle ndvodu vyrobce. Obarvené fezy
byly montovéany do vodniho montovaciho media ImmunoHistoMount (Sigma-Aldrich).

Imunohistochemickéa detekce CD34* bun&k

Imunohistochemické detekce CD34" bunék (endotelidlnich bunék) byla provedena standardni
peroxidazovou technikou. Ve zkratce; po odparafinovani fezid, uvolnéni antigennich epitopi
pomoci mikrovinné trouby (750 W, 2 x 5 min; Electrolux, Stockholm, Svédsko) a blokovani
aktivity endogennich peroxiddz (20 min, 1,8 ml 30% H>O> [Sigma] ve 100 ml metanolu
[Bamed]) byly vzorky inkubovany s monoklonalni mysi anti-CD34 protilatkou (1 hod., 1:50 a
1:400; kat. ¢. MA1-10202, ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) nebo s potkani anti-
CD34 protilatkou (1 hod., 1:50 a 1:400; MEC14.7, kat. ¢. GTX28158, GeneTex, Irvine, CA,
USA) ve fosfatovem pufru (pH 7,2, Sigma-Aldrich) a poté 3x oplachnuty fosfatovym pufrem.
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V ptipad¢ mysi primarni protilatky nésledovala inkubace se sekundérni osli biotinylovanou
protimysi protilatkou (20 min., 1:250; kat. ¢. 715-065-151, Jackson ImmunoResearch
Laboratories, Baltimore, PA, USA) ve vlhké komurce. Poté trojity oplach fosfatovym pufrem,
inkubace se streptavidin-peroxidadzou (20 min; DAKO Corporation, Carpinteria, CA, USA) a
trojity oplach fosfatovym pufrem. V piipad¢ potkani primarni protilatky byla pouzita
sekundarni kozi protipotkanni protilatka (20 min., ready-to-use; kat. ¢. ab214882-15ml; Abcam,
Cambridge, Anglie) s navazanou polymerizovanou kienovou peroxidazou, u které byl krok
inkubace se streptavidin-peroxidazou vynechan. Po oplachu byl piidan 0,05% 3,3"-
diaminobenzidintetrahydro-chloridoveho-chromogen (20 min., Sigma-Aldrich) ve fosfatovém
pufru obsahujicim 0,02% H>0> za G¢elem vizualizace navazané protilatky in situ. Odvodnéné

vzorky byly montovany do bezvodého montovaciho media DPX.

6.8.3 Hodnoceni vzorki

V obarvenych vzorcich byly hodnoceny nasledujici ukazatele pomoci mikroskopu Olympus

BX51 (Olympus, Tokyo, Japan), pokud neni uvedeno jinak.
a) Histopatologické skore hojeni epitelu

Ve vzorcich barvenych hematoxylinem eozinem byla okem hodnocena piitomnost epitelu.

Ukazatel je definovan sou¢tem 2 parametrt (Tab. 2).

Tab. 2: Parametry histopatologického skdre hojeni epitelu.

parametr Semikvantitativni skore

1 —rozsah epitelizace | 0 — pfed hranou fezu, 1 — na hrané fezu, 2 — v rané < 50% jejiho
rozsahu, 3 — v ran¢€ > 50% jejiho rozsahu, 4 — kompletni pokryti rany
epitelem

2 — diferenciace 0 — Zadnad ¢i pouze spindzni, 1 — granularni diferenciace az

keratinizace, 2 — tvorba adnex

vvvvv

rany.
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b) Délka (um) a plocha epidermalniho listu (um?)

Tyto ukazatele byly méfeny ve vzorcich barvenych hematoxylinem-eozinem pomoci
pocitatové analyzy obrazu ImagePro 5.1. (Media Cybernetics, Bethesda, MD, USA). Délka
epidermalniho listu pfedstavuje nejkrat$i vzdalenost mezi vrcholem nové tvofené¢ho

epidermalniho listu a nejbliz§i adnexou pted hranou fezu.

Plocha epidermalniho listu je definovana plochou mezi vrcholem nové tvofené¢ho
epidermalniho listu a nejbliz$i adnexou pfed hranou fezu. Do této plochy nebyla zahrnuta
keratinizujici vrstva nové tvofené pokozKy z duvodu jejiho splyvani s povrchovymi

nekrotickymi hmotami.
¢) Vzdalenost epidermalnich listd (um)

Nejkrat$i piima vzdalenost mezi obéma vrcholy epidermalnich listd. Vzhledem k nizké
soudrznosti vzorkti dané nizkému obsahu vaziva v 5- a 8dennim intervalu bylo méfeni mozné
pouze v 11dennim intervalu. Tato vzdalenost byla hodnocena pomoci mikroskopu Olympus
IX71 vybaveného MMI softwarem (Olympus). Prostfednictvim tohoto systému byly vzorky
naskenovany pii 40nasobném zvétSeni v celém rozsahu a nasledné vyhodnoceny pomoci

pocitacové analyzy obrazu ImagePro 5.1.
d) Mitoticka aktivita na vrcholu epidermalniho listu

Dané poctem mitotickych figur v epidermalnim listu na 100 bazalnich bun¢k nebo jejich

ekvivalentu (pfi nizko diferencovaném stavu) hodnoceném pii 400nasobném zvétseni.
e) Histopatologické skore hojeni vaziva

Tento ukazatel byl hodnocen vizualné ve vzorcich barvenych hematoxylinem-eozinem,
modrym trichromem a pikrofuchsinem dle Van Giesona v celem rozsahu rany. Ukazatel je

definovan celkem 5 parametry dle Sultana a kol. (2009) s modifikaci stupnice (Tab. 3).
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Tab. 3: Parametry histopatologického skére hojeni vaziva.

parametr Semikvantitativni skore
1 - Mnozstvi granulacni tkan¢ 0 — vysoké, 1 — stiedni, 2 — nizkd, 3 — ojedinéle, 4 —
nepiitomno

2 - Mnozstvi ¢asného kolagenu 0 — nepfitomen, 1 — minimalni, 2 — nizké, 3 — stiedni, 4 —

vysoké

3 - MnoZstvi pozdniho kolagenu | 0 — neptitomen, 1 — minimalni, 2 — nizké, 3 — stfedni, 4 —

vysoké

4 - Orientace kolagennich vldken | O — bez orientace, 1 — vertikalni a/nebo apozice vldken

v hrané fezu, 2 — smiSena, 3 — horizontalni

5 - Vzor kolagennich vlaken 0 — amorfni rosol, 1 — retikularni, 2 — smiSeny, 3 —

snopcovity

1 - bylo hodnoceno ve vzorcich barvenych H-E, 2 a 3 — bylo hodnoceno ve vzorcich barvenych
modrym trichromem, 4 a 5 — bylo hodnoceno ve vzorcich barvenych modrym trichromem a
pikrofuchsinem dle Van Giesona.

Celkové skare je definovano souctem vSech 5 parametrti a muze dosahovat hodnot od 0 do 18,

vvvvv

f) Histopatologické skore zanétu

Tento ukazatel indikuje mnozstvi naftol-as-d-chloracetatesteraza pozitivnich bunék na zorné,
které bylo definovano jako mikroskopicka oblast v tésné blizkosti fibrinové a/nebo epitelové
vrstvy (pfi povrchu). U kazdého vzorku bylo ndhodné skérovano 10 zornych poli pii

400nasobném zvétseni dle nasledujici semikvantitativni stupnice (Tab. 4).

Tab. 4: Parametry histopatologického skore zanétu.

parametr Semikvantitativni skore

1 - rozsah infiltrace | 0 — vysoka (> 200), 1 — stfedni (50 — 200), 2 — nizka (20 — 49), 3 -
naftol-as-d- minimalni (10 — 19 bun¢k), 4 — na trovni neporanéné pokozky (< 10
chloracetat esterdza | naftol-as-d-chloracetat esteraza pozitivnich bunék)

pozitivnimi buiikami

38



vvvvv

vV

g) Pocet mikroabscest v celém rozsahu rany

Tento ukazatel byl hodnocen ve vzorcich ur¢enych pro detekci naftol-as-d-chloracetat esteraza

pozitivnich bunék.
h) Celkové histopatologické skore hojeni ran

Celkové histopatologické skore hojeni epitelu + celkoveé histopatologické skore hojeni vaziva

+ histopatologické skore zanétu.

6.8.4 Statistické zpracovani histologickych a imunohistochemickych vysledku
Vysledky byly prezentovany jako praméry + 2 x SEM.

K urceni vyznamnosti rozdilu dat byly ziskané udaje analyzovany pomoci IBM SPSS Statistics
verze 24 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA). Data byla hodnocena pomoci
neparametrickeho Kruskal-Wallisova testu (pro uréeni signifikantniho rozdilu mezi vSemi
skupinami) s post hoc Mann-Whitheyho testem (pro urceni statistické vyznamnosti mezi

jednotlivymi skupinami). Uroveti statistické vyznamnosti byla stanovena na hladiné p < 0,05.

6.9  Celogenomova analyza genové exprese

Genomova analyza byla, po odbornych jednanich za ucelem vybrani odpovidajiciho

Spickového specializovaného pracovisté, svéiena laboratoti Contipro Dolni Dobrouc.

Vlastni analyze vzorkll pfedchazelo mapovani prokazanych zmén genovych transkripci pfi
hojeni rdny v jiz uzavienych a publikovanych experimentech (87 — 112). Mapovani potvrdilo
hypotézu zmén genovych expresi pii hojeni rany i pii expozici hyperbarického kysliku.
Vyznamové nejdilezitéjsi se staly skupiny gent kontrolujici zanét, produkci extracelularni
hmoty (ECM), oxidacni stres, proliferaci a regeneraci. Podrobny ptehled ovliviiovanych gent

shrnuje tabulka v Piiloze 4.
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6.9.1 lzolace RNA

Vzorky s tkanémi uchovanymi v RNAlater byly rozmrazeny na ledu. Po vynéti z roztoku byla
zméfena jejich velikost, ktera se pohybovala v plose nejcastéji mezi 4x4 — 5x5 mm a v hloubce
bylal-2mmv 1. odbérovém dni, 1 — 3,5 mm v 2. odbérovém dni, 2 — 4 mm ve 3. odbérovém
dni.

Vzorky byly ptedkrajeny skalpelem, vlozeny do 2 ml Safe-lock zkumavky (Eppendorf) spolu
s ocelovou 5 mm kuli¢kou (Qiagen), zality 1 ml RNAzol (Thermo Fisher) a rozbity v pfistroji
Tissue Lyser II (Qiagen) po dobu 20 min pii 30 Hz. K homogenatu bylo ptidano 0,4 ml RNAse
— free vody (Qiagen) a po fadném promichédni byl vzorek inkubovan 15 min pii pokojové
teploté. Poté byly vzorky centifugovany 15 min, pii 12 000 g a 20°C. Aliquoty 0,6 ml
supernatantu byly pfipraveny do 2 ml Safe-lock zkumavek a spolu s kolonkami byly umistény
do izolatoru RNA QiaCube (Qiagen), ktery pomoci sady RNeasy Mini Kit izoloval kolonkovou
metodou RNA podle instrukci vyrobce kitu.

Izolovand RNA byla zmeéfena spektrofotometricky a jeji integrita byla zjiSténa

z elektroforetogramu (Agilent 2100 Bioanalyzer).

6.9.2 Syntéza aRNA, hybridizace aRNA na cDNA mikro¢ipy

Syntéza aRNA probéhla z celkové templatove RNA (500 ng) kitem Low Input Quick Amp
Labeling Kit (Agilent) s fluorescen¢nimi nukleotidy Cy3-CTP a Cy5-CTP (GE Healthcare)
podle navodu vyrobce. Znacena aRNA byla piecisténa kitem RNeasy Mini Kit (Qiagen) a
zmétena spektroskopicky (NanoDrop, ThermoFisher).

Hybridizace byla provedena kitem Gene Expression Hybridization Kit (Agilent) podle navodu
vyrobce. Na jednu microarray byly hybridizovany dva vzorky, jeden znaceny Cy3-CTP a druhy
Cy5-CTP. Kazdeho vzorku na array bylo 900 ng. Pokud to bylo mozné, byly hybridizovany
vzorky z odpovidajiciho dne z opaénych experimentalnich skupin (napf. den 4, 1. kontrolni
zvife s den 4, 1. 1éCené zviie). Byly pouzity microarraye s updateovanym designem kralic¢ich
prob ve formatu 4x44K a vyrobeny na zakazku (Agilent). Hybridizace probihala 17 hodin pfi
65 °C v hybridiza¢ni peci s rotatorem (Agilent). Odmyti skel nasledujici den bylo provedeno
kitem Gene Expression Wash Pack (Agilent) a skla byla nasledné skenovana skenerem GenePix

4000B (Molecular Devices) v rozliSeni 5 um.
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6.9.3 Zpracovani dat
6.9.3.1 Srovnani rozdili v expresi mezi skupinami

Analyza ziskanych dat byla provedena ve statistickém programu R (R Development Core
Team, 2008). Soubory .gpr vzniklé analyzou obrazu ze skeneru GenePix 4000B byly nacteny
pomoci balicku limma (Ritchie et al., 2015). Signal byl normalizovan kvantilovou normalizaci
mezi vzorky. Vzorky zajmu byly srovnany mezi sebou pomoci funkci limma balicku ImFit() a
eBayes(). Vysledna Uprava p hodnot na vicenasobné testovani byla zvolena podle Benjamini-

Hochberga.

6.9.3.2 Analyza genovych ontologii

Byly uvazovany pouze transkripty signifikantné zménéné (p < 0.05), u kterych bylo zndmo
jejich jmeno genu. Po stovce nejvice zvySenych, respektive nejvice snizenych gent bylo
podrobeno analyze genovych ontologii zprostftedkovanych  sluzbou  g:Profiler

(https://biit.cs.ut.ee/gprofiler/index.cqi), verze rl741 e90 eg37, GO terminy obnoveny

18/10/2017. Organismus byl zvolen Oryctolagus cuniculus a kvili vysoké nadbyte¢nosti GO
termind byly filtrovany pouze ty nejvyznamnéjsi (Best per parent group (strong)). Vystup byl
omezen na signifikantné zménéné GO terminy. Mnohondsobné testovani bylo zohlednéno

upravou p hodnot dle nativniho g:Profiler algoritmu g:SCS.
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7 VYSLEDKY

7.1  Histologické a imunohistochemické vysetieni

Kompletni hodnoty histopatologickych parametri jednotlivych individualnich zvifat jsou

shrnuty v tabulkach Ptilohy €. 5.
7.1.1 Histopatologické skore hojeni povrchového epitelu

Porovnéni vzorkl skupin A, B, C (HBOT 2xdenné, HBOT 1xdenné, bez HBOT) neukazalo
signifikantni rozdil v rozsahu epitelizace, diferenciace a celkového skdre hojeni povrchoveho
epitelu 4, 7 a 10 dni po indukci ran (Tab. 5).

Signifikantni rozdily bylo mozné pozorovat pouze mezi jednotlivymi Casovymi intervaly
v rdmci skupin (s vyjimkou epitelizace mezi 4. a 7. dnem u skupiny A a diferenciace mezi 7. a

10. dnem u skupiny C a skupiny A.

Tab. 5: Histopatologické parametry hojeni povrchového epitelu.

Skupina 4. den 7. den 10. den
Rozsah epitelizace

Skupina C 0,6+0,3 12+02* 22+03*

Skupina B 0,9+0,2 15+03* 22+02%*

Skupina A 09+0,2 1,3+0,3 23+£03*
diferenciace

Skupina C 0,0+0,0 1,0+0,0* 14+0,3

Skupina B 0,1+0,2 09+0,2* 15+03*

Skupina A 0,1+0,2 1,0+0,0* 14+0,3
celkové skore

Skupina C 06+0,3 22+02* 36+£05*

Skupina B 1,0+£0,3 25+04* 36+£03*

Skupina A 1,0+0,2 23+03%* 3,7+£04*

Signifikantni rozdil proti predchozimu casovému bodu: p < 0,05 *. (zpracoval dr. Pejchal)
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7.1.2 Délka a plocha epidermalnich listi

Ve 4, 7 a 10 dennim intervalu po indukci ran nebyly nalezeny mezi jednotlivymi skupinami

signifikantni rozdily v délce a ploSe epidermalnich lista (Tab. 6).

Signifikantni zmény bylo mozné pozorovat pouze mezi jednotlivymi Casovymi intervaly

v rdmci skupin (s vyjimkou s vyjimkou skupiny A piipadé obou parametrti).

Tab. 6: Délka a plocha epidermalnich listu.

Skupina 4. den 7. den 10. den
Dé¢lka epidermélnich lista (um)
Skupina C 500 + 100 1800 + 300 * 3300 + 1000 *
Skupina B 500 + 100 1600 + 500 * 2400 £+ 600 *
Skupina A 500 + 200 1900 + 500 * 2900 + 900
plocha epidermalnich listd (um?) x 1000
Skupina C 205 163 +31 * 281 +97*
Skupina B 23+6 134 +£45* 220+51*
Skupina A 33+14 184 +45* 276 £ 97

Signifikantni rozdil proti predchozimu casovému bodu: p < 0,05 —*. (zpracoval dr. Pejchal)

7.1.3 Vzdalenost epidermalnich listi

Vzdalenost epidermalnich listi bylo mozné hodnotit pouze v 10dennim intervalu.
V ptedchozich intervalech bylo celkové mnozstvi vaziva, jez by udrzovalo celistvost vzorkd,
nizké. VVzorky se lamaly a pfi natahovani vzorku na podlozZni sklicko se ruzné deformovaly.

V 10dennim intervalu nebyly mezi jednotlivymi skupinami nalezeny statisticky vyznamné
rozdily (Tab. 7).

Tab. 7: Vzdalenost epidermalnich listi (um).

skupina 4. den 7. den 10. den
Skupina C N N 3200 + 1900
Skupina B N N 2400 £+ 600
Skupina A N N 2300 =900

N — nehodnoceno pro nizkou soudrznost vzorkii. (zpracoval dr. Pejchal)
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7.1.4 Mitoticka aktivita na vrcholu epidermalnich listi

Mitoticka aktivita nevykazovala signifikantni zmény a to, jak mezi jednotlivymi skupinami 4,
7 a 10 dni po indukci ran, tak ani mezi jednotlivymi ¢asovymi intervaly v rdmci skupin (Tab.
8).

Tab. 8: Mitoticka aktivita.

skupina 4. den 7. den 10. den

Skupina C 0,5+0,3 0,5+0,3 0,6+0,3
Skupina B 04+0,2 0,3+0,2 04+0,2
Skupina A 04+0,2 0,3+0,2 0,3+0,2

(zpracoval dr. Pejchal)

7.1.5 Histopatologické skore hojeni vaziva
Pii porovnani jednotlivych skupin mezi sebou, nebyly 4., 7. a 10. den po indukci ran
pozorovany jakékoliv statisticky vyznamné rozdily (Tab. 9).

Signifikantni rozdily byly zaznamenany, jen pokud jsme porovnavali parametry mezi ¢asovymi
intervaly v ramci skupin. V piipadé mnozstvi granula¢ni tkané byly signifikantni rozdily
nalezeny pouze mezi 7 a 10dennim intervalem u kontrolni skupiny a u skupiny A. MnoZstvi
casného kolagenu vykazovalo signifikantni zmény u vSech skupin, jak mezi 4 a 7 dennim
intervalem, tak mezi 7 a 10dennim intervalem. Signifikantni nartst obsahu pozdniho kolagenu
byl pozorovan pouze u kontrolni skupiny mezi 7 a 10dennim intervalem po indukci ran.
Orientace vldken vykazovala statisticky vyznamny narGst smérem ke zralejSimu stupni u
skupiny C a skupiny B mezi 4 a 7dennim intervalem a u vSech skupin mezi 7 a 10dennim
intervalem. K signifikantni zméné vzoru kolagennich vldken doslo u vSech skupin pouze pii
porovnéni 4 a 7denniho intervalu. Signifikantni rozdily celkového skére hojeni vaziva byly

zaznamenany mezi vSemi tfemi ¢asovymi intervaly v rdmci vSech skupin (Tab. 9).

Tab. 9: Histopatologické skdre hojeni vaziva.

skupina 4. den 7. den 10. den
MnozZzstvi granulacni tkané

Skupina C 0,0+0,0 0,0+0,0 1,1+£08*

Skupina B 0,0+0,0 0,0+0,0 0,4+0,3

Skupina A 0,0+0,0 0,1+0,2 08+04*
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Mnozstvi ¢asného kolagenu
Skupina C 0,3+£0,3 15+0,3* 33+05*
Skupina B 04+0,3 15+0,3* 29+05*
Skupina A 0,6 +0,3 18+04~* 3,0+£0,5*
Mnozstvi pozdniho kolagenu
Skupina C 0,0+0,0 0,0+0,0 08+0,3*
Skupina B 0,0+0,0 0,0+0,0 0,5+0,3
Skupina A 0,0+0,0 0,2+0,2 0,7£04
Orientace kolagennich vlaken
Skupina C 0,3+£0,3 1,1+0,2* 1,9+05*
Skupina B 04+0,3 1,1+0.2* 18+04*
Skupina A 0,6+0,3 1,1+0,2 18+04*
Vzor kolagennich vlédken
Skupina C 0,0+0,0 1,0£0,0* 1,0+£0,0
Skupina B 0,0+0,0 1,0+£0,0* 1,0+£0,0
Skupina A 0,0+0,0 1,0+0,0* 1,0+0,0
celkové skore
Skupina C 0,7+0,6 36+04* 80+18*
Skupina B 0,7+0,6 35+04* 6,5+1,1%*
Skupina A 1,2+0,6 41+0,7* 7,2+16%*

Signifikantni rozdil proti predchozimu casovému bodu: p < 0,05 *. (zpracoval dr. Pejchal)

7.1.6 Histopatologické skore zanétu
Pii porovnani jednotlivych skupin mezi sebou nebyly 4, 7 a 10 dni po indukci ran pozorovany
signifikantni rozdily (Tab. 10).

Signifikantni zmény bylo mozné pozorovat pouze mezi 4 a 7dennim intervalem v rdmci skupin

a mezi 4 a 10dennim intervalem u skupiny 1é¢ené u skupiny A (Tab. 10).

45



Tab. 10: Histopatologické skore zanétu).

skupina 4. den 7. den 10. den
Skupina C 13+04 23+04%* 2,8+0,5
Skupina B 14+0,3 25+03%* 2,6+0,6
Skupina A 14+0,3 20+03%* 3,0+£04*

Signifikantni rozdil proti predchozimu casovému bodu: p < 0,05 *. (zpracoval dr. Pejchal)

7.1.7 Pocet mikroabscesi v rané
Pocet mikroabscesii v celém rozsahu rany nejevil statisticky vyznamné rozdily jak pfi
porovnéni jednotlivych skupin mezi sebou v4, 7 a 10dennim intervalu, tak pfi srovnani

jednotlivych ¢asovych intervala v ramci skupin (Tab. 11).

Tab. 11: Pocet mikroabscesu v celém rozsahu rany.

Skupina 4. den 7. den 10. den

Skupina C 0,3+0,3 0,1+£0,2 0,1+£0,2
Skupina B 0,1+0,2 0,0+£0,0 01+0,2
Skupina C 03+04 0,2+0,2 0,0+0,0

(zpracoval dr. Pejchal)

7.1.8 Celkové histopatologické skore hojeni ran

Ve 4, 7 a 10dennim intervalu po indukci ran nebyly nalezeny mezi jednotlivymi skupinami

signifikantni rozdily celkového histopatologického skore hojeni ran (Tab. 12).

Signifikantni rozdily bylo mozné pozorovat pouze mezi jednotlivymi casovymi intervaly

v ramci skupin.

Tab. 12. Celkové histopatologické skore hojeni ran.

skupina 4. den 7. den 10. den

Skupina C 25+0,5 81+0,6* 143+24*
Skupina B 3,1+0,7 85+0,7* 128+10*
Skupina A 3,6+0,6 83+08* 138+19*

Signifikantni rozdil proti predchozimu casovému bodu: p < 0,05 *. (zpracoval dr. Pejchal)
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7.1.9 Detekce CD34 pozitivnich bunék
Vzhledem ktomu, Ze jak mysi, tak potkani protilatka uréena k detekci znaku CD34+

vykazovala faleSnou negativitu, hodnoceni po¢tu CD34 pozitivni struktur nebylo provedeno.

7.2  Celogenomova analyza
K analyze byly dodany referen¢ni vzorky kiize z opera¢niho odbéru a poté vzorky skupiny A a

skupiny C odebrané 4., 7. a 10. den.
7.2.1 Celkové srovnani vzorkiu mezi sebou

Celkové srovnani odebranych vzorkd bylo provedeno analyzou principialnich komponent

(PCA) a pomoci hierarchického klastrovani.

Modelové poranéni zvysilo in situ transkipci v fadech stovek genti. A to u obou skupin, jak
[éCenych, tak neléCenych (Tab. 13). Zaroven se ukazalo, ze jeSté vyssi pocCet transkriptl je
snizenych. To pravdépodobné odrazelo fakt, ze v randch oproti referenéné vySetfené kuzi
chybé&ly keratinocyty a proteiny jimi produkované. V prub¢hu hojeni rany pocty zvysenych a
snizenych gend postupné klesaly. Pii poslednim odbéru 10. den se vSak zdaleka nebliZily
expresi v referen¢ni kazi. V 1é¢enych ranach tak po celou doby experimentu bylo celkové vice

zvysenych i sniZzenych gend.

Tab. 13: Pocet vyznamn¢é zménénych transkriptd v jednotlivych skupinach a casech.

Skupina Cas odbéru Pocet zvySenych | Pocet snizenych
transkripti transkripta
Skupina C 1 833 2743
2 905 2608
3 681 2244
Skupina A 1 1250 3747
2 971 2882
3 830 2512

Vyznamna zména odpovida vice nez dvojnasobnému zvysSeni nebo smizeni oproti kuzi a p
hodnote upravené nizsi nez 0.05.
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K celkovému nahledu na genovou expresi napii¢ vzorky poslouZila analyza principidlnich
komponent, které zachytila zdroje variability mezi jednotlivymi vzorky v poctech zvysenych a
sniZzenych transkripci. Pii grafickém zobrazeni se ocekavané vyd¢lily se vzorky intaktni kize,
které slouzily jako kontrola metodického postupu. Pii vyhodnoceni nebyly patrné vydélené
skupiny vzorki uréitého doby odbéru, urcité skupiny nebo obojiho zaroveii. Nebyly patrné
expresné odlisné subpopulace vzorkl. Dva vzorky oznac¢ené F1 a K2 byly odlehlé. PCA je

zachycena na Grafu 4.

Graf ¢. 4: Analyza principilnich komponent.
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Jednotlivé skupiny (F = lécena skupina A, K = kontrolni skupina C, kuze = intaktni kiize) a
casy (odbérové dny) jsou zndzornény riznou barvou symbolii (zpracoval Mgr. Pavlik)

Celkovy pohled na podobnost jednotlivych vzorka mezi sebou ukéazalo hierarchicke klastrovani
(Graf 5).

Tti vzorky intaktni ktze si byly velmi podobné, jeden vzorek kuze byl zbylym vzorktim
odlehly. Dendrogram bylo moZné rozdélit na dva klastry ve vysce cca 5%10"5. Leva skupina
vzork(l méla, kromé retenénich vzorkt kiize i vice vzorki ze 4. odbérového dne. Druha skupina

vzorkd naopak vyssi mnozstvi vzorkll z pozdéjsich odbéri. Toto déleni neni bez vyjimek,

48



vzorky z pozdégjsich odbért jsou v levé skuping, a naopak Sest vzorkd ze 4. odbérového dne je
Vv pravé skupin€. Analyza principidlnich komponent ani hierarchické klastrovani neodhalilo

podskupiny vzorku, kromé uvedenych tiech referenénich vzorka kize, které by si byly

podobne.

Graf ¢. 5: Hierarchické klastrovani vSech exprimovanych gentli napiic¢ vzorky.
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Jednotlivé skupiny (F = lécend skupina A, K = kontrolni skupina C, kuze = intaktni kiize) a
odbér (1. — 3. odbérovy dne) jsou odliseny poradovym cislem vzorku v dané experimentalni
skupiné (zpracoval Mgr. Pavlik).

7.2.2 Procesy zvysené v ranach oproti kizi — analyza genovych ontologii

Genové ontologie poslouZily pro shrnuti vlastnosti gent, které byly vyznamné zvySené nebo
snizené. Nésledujici tabulky ukazuji ndzev a statistickou vyznamnost daného procesu (Tab 14
—25). Detaily o genech v jednotlivych ontologiich jsou uvedeny v Piiloze ¢. 3.

Jak je ziejmé z Tab. 13, bylo detekovano vysoké mnozstvi zvySenych a snizenych gent v rané

oproti kuzi. Tab. 14 a .
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Tab. 15 ukazuji statisticky vyznamné zvysené genové ontologie u skupiny A a skupiny C ve
srovnani s intaktni kuzi. Je zietelné, Ze nejvyznamnéji jsou v obou skupindch zvyseny zanétlivé
procesy, které reprezentuji terminy immune system proces, defense response a cellular response
to interleukin-1. Biological adhesion odrazi migraci bun¢k do rany. V Tab. 17 a Tab. 18 jsou
procesy, které jsou snizené u obou skupin (Ié¢ena A a kontrolni C). U obou skupin vzorki

oproti kuzi chybi epidermis, to je z genovych ontologii také ziejmé.

Tab. 14: Procesy genovych ontologii zvySené ve skupin¢ C 4. poop. den v porovnani

s referen¢ni kuzi.

Jméno GO terminu p
regulation of gastrulation 1.85E-02
cellular response to interleukin-1 3.96E-03
biological adhesion 6.06E-06
peptide secretion 1.74E-04
chemokine metabolic process 3.04E-02
regulation of T cell proliferation 4.15E-02
immune system proces 5.80E-13
regulation of proteolysis 9.38E-05

Vypocteno na zdklade 100 nejvice vyznamné zvysenych genu. (zpracoval Mgr. Pavlik).

Tab. 15: Procesy genovych ontologii zvySené ve skupiné A 4. poop. den v porovnani s

referencni kuzi.

Jméno GO terminu p
moc!ification of morphology or physiology of other | 4.59E-03

organism
acute-phase response 2.92E-03
regulation of protein phosphorylation 2.39E-03
chemokine metabolic proces 2.94E-02
biological adhesion 3.01E-05
defense response 2.13E-11
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cellular response to interleukin-1 3.74E-03

biological regulation 3.87E-02
regulation of ERK1 and ERK2 cascade 4.66E-02

Vypocteno na zdklade 100 nejvice vyznamné zvysenych genu. (zpracoval Mgr. Pavlik).

Tab. 16: Procesy genovych ontologii sniZzené ve skupiné C 4. poop. den v porovnani s referen¢ni

kazi.

Jméno GO terminu p
intermediate filament cytoskeleton organization 5.24E-04
molting cycle 3.01E-04
hair follicle development 4.56E-02

cell proliferation involved in mesonephros development | 1.04E-03

BMP signaling pathway involved in heart induction 4.89E-02
epidermis development 9.96E-10
negative regulation of mesonephros development 5.14E-03

Vypocteno na zdklade 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)

Tab. 17: Procesy genovych ontologii sniZzené ve skupiné A 4. poop. den v porovnani

s referen¢ni kuzi.

Jméno GO terminu p

hair follicle development 4.56E-02
intermediate filament cytoskeleton organization 5.24E-04
negative regulation of mesonephros development 5.14E-03
molting cycle 3.01E-04
epidermis development 9.96E-10

Vypocteno na zdkladé 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)

Tab. 18: Procesy genovych ontologii zvySené ve skupin¢ C 7. poop. den v porovnani

s referen¢ni kuzi.

Jméno GO terminu p

o1



regulation of proteolysis 3.72E-03
immune system proces 4.27E-16
chemokine metabolic proces 2.94E-02
regulation of protein phosphorylation 2.10E-03
regulation of gastrulation 1.75E-02
leukocyte differentiation 1.97E-03

Vypocteno na zdklade 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)

Druhy odbérovy termin, tj. 7. pooperacni den, byly jesté vyraznéji zvySené procesy imunitni
odpovedi (Tab. 19,20, 21). U lécené skupiny A je témét 40 % z analyzovanych genti spojovano
S imunitnimi procesy. Geny regulujici proteinovou fosforylaci, které tvoii 21 % setu genil
v analyze u skupiny A jsou rizné povahy. Od signalnich molekul IL1B, IFNG, pfes adhezivni
molekuly PECAML1, aZ po fosfatdzy PTPN22 a kindzy PAK2. Ani ve vzorcich 7. poop. den se
vyraznéji neliSila 1écend a kontrolni skupina. SniZzené jsou v obou skupiniach opét genové

ontologie, které odrazeji absenci epidermis u vzorka ran.

Tab. 19: Procesy genovych ontologii zvySené ve skupiné A 7. poop. den v porovnani s

referenéni kuzi.

Jméno GO terminu P
regulation of T cell proliferation 3.89E-02
immune system proces 3.84E-13
chemokine metabolic proces 2.94E-02
regulation of gastrulation 1.77E-02
regulation of protein phosphorylation 9.03E-05
mod_ification of morphology or physiology of other | 4.59E-03

organism

Vypocteno na zdklade 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)

Tab. 20: Procesy genovych ontologii sniZzené ve skupin¢ C 7. poop. den v porovnani

s referen¢ni kuzi.

Jméno GO terminu p

intermediate filament cytoskeleton organization 5.24E-04
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hair cycle 3.01E-04
skin development 5.37E-09
hair follicle development 4.56E-02

Vypocteno na zdklade 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)

Tab. 21: Procesy genovych ontologii sniZzené ve skupin¢ A 7. poop. den v porovnani

s referen¢ni kuzi.

Jméno GO terminu P
molting cycle 3.01E-04
epidermis development 9.96E-10
intermediate filament cytoskeleton organization 5.24E-04
negative regulation of mesonephros development | 5.14E-03
negative regulation of endopeptidase activity 2.15E-02
hair follicle development 4.56E-02

Vypocteno na zdklade 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)

Stejné jako v piedchozich odbérovych terminech i ve tietim odbérovém terminu tj. 10. poop.

den jsou vyznamné zvysSené procesy imunitni odpovédi (Tab. 22. Tab. 23).

Tab. 22. Procesy genovych ontologii zvySené ve skupiné C 10. poop. den v porovnani

s referen¢ni kuzi.

Jméno GO terminu P
chemokine metabolic process 2.94E-02
immune system process 5.80E-15
regulation of protein phosphorylation 2.39E-03
regulation of peptidase activity 1.62E-03
apoptotic signaling pathway 1.41E-02

Vypocteno na zdkladé 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)
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Tab. 23: Procesy genovych ontologii zvySeneé ve skupin¢ A 10. poop. den v porovnani

s referen¢ni kuzi.

Jméno GO terminu p
immune system proces 9.11E-15
chemokine metabolic proces 3.04E-02
regulation of protein phosphorylation 1.95E-05
regulation of gastrulation 1.85E-02

Vypocteno na zdklade 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)

Tab. 24: Procesy genovych ontologii snizené ve skupiné C 10. poop. den v porovnani

s referen¢ni kuzi.

Jméno GO terminu p
negative regulation of mesonephros development 4.98E-03
negative regulation of endopeptidase aktivity 1.92E-02
epithelium development 4.26E-02
epidermis development 2.42E-07

Vypocteno na zdklade 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)

Tab. 25: Procesy genovych ontologii sniZzené ve skupin¢ A 10. poop. den v porovnani

s referen¢ni kuzi.

Jméno GO terminu p
intermediate filament cytoskeleton organization 5.24E-04
hair follicle development 4.56E-02
hair cycle 3.01E-04
epidermis development 1.83E-08

Vypocteno na zdkladeé 100 nejvice vyznamné snizenych genii. (zpracoval Mgr. Pavlik)

7.2.3 Porovnani vzorkii exponované a kontrolni skupiny v odbérovych dnech
Porovnany byly nejvice zvySené a nejvice snizené geny ve vzorcich ve srovnani genové exprese

mezi skupinami A a C v jednotlivych odbérovych dnech (Tab. 26 — 31).
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Tab. 26: Nejvice zvySené geny ve skupiné A v provnani se skupinou C 4. poop. den.

A vs C

Gen Popis [%0] p
interleukin 1 alpha [Source:HGNC

IL1A Symbol;Acc:HGNC:5991] 330 0.89
phosphorylase kinase regulatory subunit alpha 1

PHKA1 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8925] 304 0.89
pancreatic triacylglycerol lipase precursor

PNLIPRP2 | [Source:RefSeq peptide;Acc:NP_001075786] 296 0.89
ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-
sialyltransferase 2 [Source:HGNC

ST8SIA2 | Symbol;Acc:HGNC:10870] 291 0.89
synaptotagmin 2 [Source:HGNC

SYT2 Symbol;Acc:HGNC:11510] 285 0.89
amidohydrolase domain containing 1 [Source:HGNC

AMDHD1 | Symbol;Acc:HGNC:28577] 283 0.89
solute carrier family 44 member 5 [Source:HGNC

SLC44A5 | Symbol;Acc:HGNC:28524] 283 0.89
thrombopoietin [Source:HGNC

THPO Symbol; Acc:HGNC:11795] 277 0.89
sterile alpha motif domain containing 3 [Source:HGNC

SAMD3 Symbol;Acc:HGNC:21574] 273 0.89

DERL3 derlin 3 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:14236] 267 0.89
aldo-keto reductase family 1 member E2 [Source:HGNC

AKR1E2 | Symbol;Acc:HGNC:23437] 267 0.89
SIX homeobox 2 [Source:HGNC

SIX2 Symbol;Acc:HGNC:10888] 262 0.89
sarcoglycan gamma [Source:HGNC

SGCG Symbol;Acc:HGNC:10809] 261 0.89
ubiquitin  specific peptidase 22 [Source:HGNC

USP22 Symbol;Acc:HGNC:12621] 260 0.89

55




zinc finger protein 263 [Source:HGNC

ZNF263 Symbol;Acc:HGNC:13056] 257 0.89
double homeobox A [Source:HGNC

DUXA Symbol;Acc:HGNC:32179] 256 0.89
EGF like domain multiple 8 [Source:HGNC

EGFLS Symbol;Acc:HGNC:13944] 256 0.89

NTS neurotensin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8038] | 256 0.89
fibroblast  growth  factor 5  [Source:HGNC

FGF5 Symbol;Acc:HGNC:3683] 252 0.89

GZMK granzyme K [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:4711] | 251 0.89
C-C motif chemokine 2 precursor [Source:RefSeq

CCL2 peptide; Acc:NP_001075763] 246 0.89
surfactant protein B [Source:HGNC

SFTPB Symbol;Acc:HGNC:10801] 245 0.89

GRO-A GRO 243 0.89

UGT2C1 | UDP-glucuronosyltransferase 242 0.89

IL1a byl statisticky statisticky nevyznamné zvySeny v lécenych randch 4. pooperacni den oproti
kontrolni skupiné, soucasti byly dale i jiné geny, napr. uvedeny CCL2. Granzym K je serinova
proteéza cytotoxickych T lymfocyti, to naznacovalo jejich vys$si pocet nebo aktivitu v lécenych
ranach. Interleukin 1 je soucasti velké sité genii, které na néj reaguji. Jednémi z techto genii
Jsou soucdasti proteazomu. Proteazom v buiice stepi pro-IL1 molekuly a zabranuje tak naristu
jejich hladiny a uvoliiovani. Geny proteazomu byly snizené zaroveri se zvysenim IL1A exprese,

to dale podporuje hypotézu, Ze je IL1A zvySeny v lécenych randch (Obr. 6).
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Obr. 6: SniZeni proteazomovych komponent a soucasné zvySeni IL1A u skupiny A v prub&hu
experimentu.
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Na ose y je exprese daného vzorku vzhledem ke kiizi v %, osa x u grafii reprezentuje poradi
odberu. (zpracoval Mgr.Pavlik)

Tab. 27: Nejvice snizené geny ve skupiné A v porovnani se skupinou C 4. poop. den.

Gen Popis AvsC[%] |p

PTP4A3 protein tyrosine phosphatase type IVA, member 3 | 31 0.89
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:9636]

DDIT4L DNA damage inducible transcript 4 like | 33 0.89
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30555]

THBS2 thrombospondin 2 [Source:HGNC | 34 0.89
Symbol;Acc:HGNC:11786]

ACTG2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric | 35 0.89
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:145]

ACTC1 actin, alpha, cardiac muscle 1 [Source:HGNC | 36 0.89
Symbol;Acc:HGNC:143]

ACTA2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta [Source:HGNC | 38 0.89
Symbol;Acc:HGNC:130]

ACTAl actin, alpha 1, skeletal muscle [Source:HGNC | 41 0.89

Symbol;Acc:HGNC:129]
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PODXL podocalyxin like 41 0.89

TPM2 tropomyosin 2 [Source:HGNC | 43 0.89
Symbol;Acc:HGNC:12011]

TNNI2 Oryctolagus cuniculus troponin | (TNNI2), mRNA | 45 0.89
[NM_001082783]

MYLPF myosin light chain, phosphorylatable, fast skeletal | 46 0.91
muscle

ACTN2 actinin alpha 2 [Source:HGNC | 47 0.89

Symbol;Acc:HGNC:164]

YBX3 Y-box binding protein 3  [Source:HGNC | 47 0.89
Symbol;Acc:HGNC:2428]

MB myoglobin [Source:HGNC | 48 0.89
Symbol;Acc:HGNC:6915]

MN1 MN1 proto-oncogene, transcriptional regulator | 49 0.89
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:7180]

EEF1A2 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 49 0.89

FUS FUS RNA binding protein 50 0.89

KCNJ2 potassium voltage-gated channel subfamily J| 50 0.92
member 2 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:6263]

COL6A2 | collagen type VI alpha 2 chain [Source:HGNC | 50 0.89
Symbol;Acc:HGNC:2212]

TPM1 tropomyosin 1 [Source:HGNC | 50 0.89

Symbol;Acc:HGNC:12010]

USP13 ubiquitin specific peptidase 13 [Source:HGNC | 50 0.89
Symbol;Acc:HGNC:12611]

BGN biglycan [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1044] | 50 0.89

MMP2 matrix ~ metallopeptidase 2  [Source:HGNC | 51 0.89
Symbol;Acc:HGNC:7166]

CRABP2 | cellular retinoic acid binding protein 2 51 0.89

Tabulka ukazuje snizeni genu pro proteiny svalii. Rozdil je dany pravdépodobné hloubkou
odbéru biopsie mezi jednotlivymi skupinami, U kontrolnich mohla byt odebrana cdast fascie.
(zpracoval Mgr. Pavlik)
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Tab. 28: Nejvice zvySené geny ve skupiné A v porovnani se skupinou C 7. poop. den.

Gen Popis A vs C
[%]
NTS neurotensin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8038] 241

EFEMP1 EGF containing fibulin like extracellular matrix protein 1 | 210
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:3218]

SAA3 Serum amyloid A-3 189

SFTPB surfactant protein B [Source:HGNC | 188
Symbol;Acc:HGNC:10801]

KRTDAP | keratinocyte differentiation associated protein | 180
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16313]

S100A8 S100 calcium binding protein A8 [Source:HGNC | 179
Symbol;Acc:HGNC:10498]

GRO-A GRO 179

CSTA 178

S100A9 S100 calcium binding protein A9 [Source:HGNC | 176
Symbol;Acc:HGNC:10499]

CST6 cystatin E/M [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2478] | 175

SPINKS5 serine peptidase inhibitor, Kazal type 5 [Source:HGNC | 174
Symbol;Acc:HGNC:15464]

CA9 carbonic anhydrase 9 [Source:HGNC | 173
Symbol;Acc:HGNC:1383]

KRT14 keratin 14 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6416] 173

VSIG4 V-set and immunoglobulin domain containing 4| 171
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:17032]

MRP-8 Macrophage migration inhibitory factor-related protein-8 | 169

KRT16 keratin 16 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6423] 166

CALMLS5 | calmodulin like 5 [Source:HGNC | 165
Symbol;Acc:HGNC:18180]

EGLN3 egl-9 family hypoxia inducible factor 3 [Source:HGNC | 163
Symbol;Acc:HGNC:14661]

Clorf68 chromosome 1 open reading frame 68 [Source:HGNC | 162
Symbol;Acc:HGNC:29468]

KRT17 keratin 17 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6427] 162
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GJB2 gap junction protein beta 2 [Source:HGNC | 160 1
Symbol;Acc:HGNC:4284]

KRT7 keratin 7 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6445] 159 1

CA2 carbonic anhydrase 2 [Source:HGNC | 158 1
Symbol;Acc:HGNC:1373]

S100A14 | S100 calcium binding protein Al4 [Source:HGNC | 158 1

Symbol;Acc:HGNC:18901]

ZvySend exprese S100 vépnik vazajicich proteinii (S10048 a S10049) naznacovala vySSi
chemotaxi pro neutrofily v lécené skupiné druhy odbérovy termin (7. poop. den). Treti protein
této skupiny, S100A14, reguluje migraci bunék skrze MMP2 modulaci. CA2 a CA9 geny kéduji
enzymy reverzibilni premeény CO» na hydrogenuhlicitanovy a vodikovy ion, ¢imz reguluji pH a
pomahaji odstranit COa. Statisticky nevyznamné se zvysily v lécené skupiné (skupina A)
keratiny, pri blizsim zkoumani je ale zrejmé, Ze jednalo 0 hodnoty zvySené pouze u jednoho
jedince (Obr. 7).

Obr. 7. Geny keratint, které byly v priiméru zvySené u skupiny A v porovnani se skupinou C 7.
poop. den.
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Na ose y je exprese daného vzorku vzhledem ke kiizi v %, osa x u grafii reprezentuje poradi
odberu. (zpracoval Mgr. Pavlik)
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Tab. 29: Nejvice sniZzené geny ve skupin¢ A v porovnani se skupinou C 7. poop. den.

Symbol;Acc:HGNC:11122]

Gen Popis A vs C
[%]

MYLPF myosin light chain, phosphorylatable, fast skeletal muscle | 20

MYL3 myosin light chain 3 [Source:HGNC | 27
Symbol;Acc:HGNC:7584]

MYL2 myosin light chain 2 27

TNNC2 troponin C type 2 (fast) 28

TNLGI1F Tumor necrosis factor Tumor necrosis factor, membrane | 29
form Intracellular domain 1 Intracellular domain 2 C-
domain 1 C-domain 2 Tumor necrosis factor, soluble form
[Source:UniProtKB/Swiss-Prot;Acc:P04924]

HTR1A 5-hydroxytryptamine  receptor 1A  [Source:HGNC | 29
Symbol;Acc:HGNC:5286]

KCNJ2 potassium voltage-gated channel subfamily J member 2 | 30
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6263]

LOC100009304 | perinatal myosin heavy chain 31

RYR2 ryanodine receptor 2 [Source:RefSeq | 33
peptide;Acc:NP_001076226]

CSRP3 cysteine and glycine rich protein 3 [Source:HGNC | 33
Symbol;Acc:HGNC:2472]

CASQ2 calsequestrin 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1513] | 33

ANKRD1 ankyrin repeat domain 1 [Source:HGNC | 33
Symbol;Acc:HGNC:15819]

MYL1 myosin light chain 1 [Source:HGNC | 34
Symbol;Acc:HGNC:7582]

TNNC1 troponin C1, slow skeletal and cardiac type 34

TNNI2 Oryctolagus cuniculus troponin I (TNNI2), mRNA | 35
[NM_001082783]

DES desmin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2770] 35

ACTC1 actin, alpha, cardiac muscle 1 [Source:HGNC | 36
Symbol;Acc:HGNC:143]

ACTN2 actinin alpha 2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:164] | 37

SMPX small muscle protein, X-linked [Source:HGNC | 38
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APOBEC?2 apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit | 38 1
2 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:605]

HSPB3 heat shock protein family B (small) member 3|39 1
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:5248]

MB myoglobin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6915] 39 1

CKMT?2 creatine kinase S-type, mitochondrial  precursor | 40 1

[Source:RefSeq peptide;Acc:NP_001156542]

CACNB1 calcium voltage-gated channel auxiliary subunit beta 1 | 40 1
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1401]

Stejné jako v prvnim odbérovém dnu, snizené geny u exponované skupiny A byly pravdépodobné
dusledkem nerovnomeérného odberu biopsie, kdy byla nejspise odebrana i cast fascie u
kontrolnich zvirat. Proto se jevily tyto geny svalii u skupiny A snizené. (zpracoval Mgr. Pavlik)

Tab. 30. Nejvice zvySené geny ve skupiné C v porovnani se skupinou C 10. poop. den.

Gen Popis A vs C|p
[%]
CD163 CD163 molecule [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:1631] 256 1
LECT1 leukocyte cell-derived chemotaxin 1  [Source:RefSeq
peptide;Acc:NP_001075509] 223 1
ATP2B1 ATPase plasma membrane Ca2+ transporting 1
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:814] 219 1
SEPP1 Selenoprotein P, plasma, 1 212 1
LOC100342572 | Cytochrome P450 2E1-like 205 1
ABCAS8 ATP binding cassette subfamily A member 8
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:38] 198 1
C4BPA complement component 4 binding protein alpha
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:1325] 198 1
CMBL carboxymethylenebutenolidase homolog [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:25090] 195 1
FABP4 fatty acid binding protein 4  [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:3559]
195 1
SVEP1 sushi, von Willebrand factor type A, EGF and pentraxin
domain containing 1 [Source:HGNC
Symbol;Acc:HGNC:15985] 191 1
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NSUN3 NOP2/Sun RNA methyltransferase family member 3

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:26208] 188 1
CLU clusterin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:2095] 188 1
FOLH1 folate hydrolase 1 [Source:HGNC

Symbol;Acc:HGNC:3788] 186 1
PENK proenkephalin [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:8831] | 181 1
C1QcC complement C1qg C chain [Source:HGNC 1245] 181 1
INMT indolethylamine N-methyltransferase 176 1
C10B complement C1q B chain [Source:HGNC:1242] 175 1
ALDDH Oryctolagus cuniculus aldehyde dehydrogenase (ALDDH),

mRNA [NM_001082013] 175 1
CD36 CD36 molecule (thrombospondin receptor) 175 1
RAMP2 receptor activity modifying protein 2 [Source:HGNC

Symbol;Acc:HGNC:9844] 172 1
DGAT2 diacylglycerol  O-acyltransferase 2 [Source:HGNC

Symbol;Acc:HGNC:16940] 171 1
EFEMP1 EGF containing fibulin like extracellular matrix protein 1

[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:3218] 171 1
ABCG2 ATP binding cassette subfamily G member 2 (Junior blood

group) [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:74] 168 1
MGP matrix Gla protein [Source:HGNC

Symbol;Acc:HGNC:7060] 167 1
CADM3 cell adhesion molecule 3 [Source:HGNC

Symbol; Acc:HGNC:17601] 167 1

Komponenty komplementu mohly byt exprimovany dendritickymi bunkami odvozenymi
Z monocyti, to by mohlo naznacovat jejich vyssi mnozstvi v rané ve skupiné A. Rovnéz CD163,
makrofagy exprimovany protein hraje roli ve fagocytéze hemoglobin/haptoglobinovych

AN &)

vevr
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Tab. 31: Nejvice sniZzené geny ve skupiné A v porovnani se skupinou C 10. poop. den.

Symbol;Acc:HGNC:5991]

Gen Popis A vs C
[%]

KRT14 keratin 14 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6416] 25

COL11A1 |collagen type Xl alpha 1 chain [Source:HGNC | 29
Symbol;Acc:HGNC:2186]

KRTAPS8-1 | keratin ~ associated  protein  8-1  [Source:HGNC | 29
Symbol;Acc:HGNC:18935]

KRTAP11- | keratin  associated  protein  11-1  [Source:HGNC | 30

1 Symbol;Acc:HGNC:18922]

KRT25 keratin 25 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30839] 30

KRT17 keratin 17 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6427] 30

KRTDAP | keratinocyte differentiation associated protein | 31
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:16313]

KRTAP3-1 | keratin ~ associated  protein ~ 3-1  [Source:HGNC | 32
Symbol;Acc:HGNC:16778]

KRT16 keratin 16 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6423] 36

CCL2 C-C motif chemokine 2 precursor  [Source:RefSeq | 36
peptide;Acc:NP_001075763]

FABP9 fatty acid binding protein 9  [Source:HGNC | 36
Symbol;Acc:HGNC:3563]

KRTAP15- | keratin ~ associated  protein ~ 15-1  [Source:HGNC | 38

1 Symbol;Acc:HGNC:18927]

KRT84 keratin 84 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6461] 38

KRT28 keratin 28 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30842] 38

MT4 metallothionein 4 [Source:HGNC | 39
Symbol;Acc:HGNC:18705]

SPINKS5 serine peptidase inhibitor, Kazal type 5 [Source:HGNC | 39
Symbol;Acc:HGNC:15464]

KRTAP7-1 | keratin  associated protein  7-1  (gene/pseudogene) | 40
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:18934]

KRT10 keratin 10 [Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:6413] 41

GRO-A GRO 42

IL1A interleukin 1 alpha [Source:HGNC | 42
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GJB2 gap  junction protein beta 2  [Source:HGNC | 43 1
Symbol;Acc:HGNC:4284]

SEC16B SEC16 homolog B, endoplasmic reticulum export factor | 43 1
[Source:HGNC Symbol;Acc:HGNC:30301]

GJB6 gap  junction protein beta 6 [Source:HGNC | 44 1
Symbol;Acc:HGNC:4288]

S100A14 | S100 calcium binding protein Al4 [Source:HGNC | 44 1
Symbol;Acc:HGNC:18901]

DAPL1 death associated protein like 1 44 1

Po 10 dnech lécby byly v exponované skupiné A sniZené keratiny a asociované proteiny (tabulka
25). Rozdil neni statisticky vyznamny, nékolik vzorkii kontrolnich ran mélo vyssi expresi
(pravdépodobné zacdtek epitelizace). Snizeni prozanétlivych CCL2 a IL1A u lécenych byl dano
Zvysenou expresi téchto genii u 2-3 jedincii v kontrolni skupiné. Nicméné ve 3. odbérovém
intervalu byly lécené rany s malym rozptylem, nevyskytly se zde vzorky se zvysenym zdnétem
(Obr. 8).

Obr. 8: Geny kreatinti, kolagenu 11 a prozanétlivych CCL2 a IL1A, které byly v praméru
sniZzené ve skupiné A v porovnani se skupinou C 10. poop. den.
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(zpracoval Mgr. Pavlik).
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7.2.4 Priibéh exprese v ranach vybranych geni
Tato kapitola ukazuje expresi gent, které byly vybrany podle publikovanych zprav (Ptiloha ¢.
3), jako ménici se v prubéhu HBOT. Vybér genll je omezen na ty geny, pro které jsou zndmé

sekvence u krélika a tedy na n¢ mohy byt navrZzeny microarray sondy.

7.2.4.1 Zanét

Podle predpokladu jsou geny zanétu u ran zvysené oproti kiizi, jak ve skupiné A, tak ve skupiné
C. Zadny vyznamné odlidny trend v expresi tdchto genti viak mezi skupinami neni. Skupina A
ma nékteré geny (IL18, ARG1; IL1A, viz Obr. 8) 4. poop. den zvysené, rozdily ale nejsou

vyznamné a lécba neovliviila expresi téchto tlivych gent (Obr. 9).
Obr. 9: Zmény exprese gent zanétu v prubéhu HBOT.
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Na ose y je exprese daného vzorku vzhledem ke kiizi v %, osa x u grafii reprezentuje poradi
odberu. (zpracoval Mgr. Pavlik)
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7.2.4.2 Produkce mezibunécéné hmoty

Rozdil v expresi genii spojenych s produkci mezibunééné hmoty (EMC) mezi exponovanou
skupinou A a kontrolni skupinou C se neprokazal.

Piekvapiveé neni rozdil ani v expresi v pribéhu hojeni, exprese téchto genit vyznamné nekolisa
(Obr. 10).

Obr. 10. Geny spojené s tvorbou a degradaci ECM v priabéhu HBOT.
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Na ose y je exprese daného vzorku vzhledem ke kiizi v %, osa x u grafii reprezentuje poradi
odbéru. (zpracoval Mgr. Pavlik)
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7.2.4.3. Angiogeneze

Geny spojené s angiogenezi ukazaly na probihajici angiogenezi bez statisticky vyznamného
rozdilu mezi exponovanou skupinou A a kontrolni skupinou C. N&znak zvySené exprese
VEGFC a VEGFD v 1. odbérovy den byl dan odlehlou hodnotou (Obr. 11).

Obr. 11: Geny spojené s angiogenezi v pribéhu HBOT.
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Na ose y je exprese daného vzorku vzhledem ke kiizi v %, osa x u grafit reprezentuje poradi
odberu. (zpracoval Mgr. Pavlik)

68



7.2.4.4 Oxidac¢ni stres
V této skupiné genu se jevil jiz v prvnim odbérovém dni piekvapivé zvyseny HIF1A. Rozdil
vySetiovanych vzorkl mezi exponovanou skupinou A a kontrolni skupinou nebyl vyznamny

ani v ptipad¢ skupiny gent oxida¢niho stresu (Obr. 12).

Obr. 12: Geny spojené oxida¢nim stresem V prubéhu HBOT.
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Na ose y je exprese daného vzorku vzhledem ke kiizi v %, osa x u grafii reprezentuje poradi
odbéru. (zpracoval Mgr. Pavlik)
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7.2.4.5 Proliferace a diferenciace

Stejné jako v predchozich vySetienich, ani v trendech exprese gent spojenych s proliferaci a
diferenciaci bunék nabyly nalezeny vyznamné rozdily mezi zvifaty exponované skupiny A a
kontrolni skupiny C (Obr. 13). Exprese téchto gent se ¢asto pohybovala pod hladinou exprese

neporusené kuze (hodnota 100). Vyjimkou je CYRG61, ktery hraje roli v proliferaci, chemotaxi
a angiogenezi.

Obr. 13. Geny spojené s proliferaci a diferenciaci v pribéhu HBOT.
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Na ose y je exprese daného vzorku vzhledem ke kiizi v %, osa x u grafii reprezentuje poradi
odberu. (zpracoval Mgr. Pavlik)

7.2.5 Zavér celogenomové analyzy
Shrnuti provedené celogenomové analyzy a porovnani skupin A a C. Rada gent pro zandt byla
zvySena u obou skupin ran oproti referencni expresi v kiizi. Efekt HBOT se vSak na genové

expresi neprojevil, nebyly nalezeny statisticky vyznamné zménéné geny mezi skupinami.
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8 VYHODNOCENI

8.1  Vysledky histologického a imunohistochemického hodnoceni

Vysledky histologického a imunohistochemického hodnoceni hojicich se ran neprokazaly, Ze
by hyperbaroxicka oxygenotherapie aplikovand po osm pooperacni dni v rezimu jednou a
dvakrat denné pii tlaku 2,5 bar po 90 minut ovlivnila rychlost hojeni ran na hibeté zdravych
kralikd pfi porovnéni s kontrolni skupinou. Mezi Casovymi intervaly v ramci skupin bylo

mozné zaznamenat pouze zmeény dané postupnym hojenim ran.
8.2  Celogenomova analyza expresi mMRNA

Celogenomova analyza expresi mRNA v hojicich se ranach neprokéazala, Ze by hyperbaroxicka
oxygenotherapie aplikovana po osm pooperacni dni v rezimu dvakrat denné pfi tlaku 2,5 bar
po 90 minut ovlivnila hojeni ran na hibeté zdravych kralik v porovnani s kontrolni skupinou.
Srovnani rozdila v expresi genl ukazalo, Ze poranéni zvifete vedlo k zvySeni exprese fadove
stovek gentl, jak u 1éenych, tak u kontrolnich zvifat. Zadny vyznamné odli$ny trend v expresi

téchto genti mezi 1éCenymi a nelécenymi zvifaty v pribehu hojeni vSak nebyl nalezen.

8.3  Priubéh experimentu

Pribéh experimentu ovéfil dobie zvoleny experimentalni model a postup, ktery lze vyuzit

v dalSi vyzkumné praci.
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9 DISKUZE

Utinky HBOT na hojeni ran jsou pfedmétem odborné polemiky a vyzkumu po del§i obdobi.
Analyzy publikovanych svédéily pomérné jednoznaéné pro piinos HBOT. Kromé prace
danskych autorek Quiriniové a Viidikove (78) publikované v roce 1998 byly provedene
vyzkumy uzavirany optimistickymi a pozitivnimi zavéry. Stejné vyzkumy ale byly opakované
Kritizovany pro nedostatky v metodologii a zpracovani dat. Problém ¢asteéné tkvél ve slozitosti
zadani vyzkumu, které je velmi slozité. Prolinaji se zde déje na molekularni drovni s bunéénym
metabolizmem a fyziologii celého organizmu, pouhé klinické hodnoceni vysledku 1écby nelze
dobie objektivizovat. Po zahajeni naseho vyzkumu vroce 2016 se objevily prvni prace
experimentélniho charakteru od holandskych a americkych autort, které optimizmus dvou

dekéd narusily.

K metodice nasi prace. Jednim z novych a perspektivnich pfistupt k vyzkumu biologickych
déju je sledovani hladin mRNA, které odréZi genovou expresi. Na otdzku, zda a jak by mohla
metoda sledovani genové exprese objektivizovat vliv hyperbarického kysliku na hojeni rany,
JiZz odpovédely biologické a biochemické studie, které dil¢im zptisobem shrnul v obecném
piehledu Choudhury (44). Vzhledem ke zminéné komplexnosti procesti probihajicich
v prub&hu hojeni rany, bylo vhodné zvolit pro vyzkum genové exprese microarray technologii.
Touto meodou je u jednoho vzorku zkoumana exprese nékolika tisic genii najednou. Vliv
HBOT na zménu exprese genil uz zkouman byl a prace v jinych klinickych smérech, nez je
hojeni rany, mély podporovat nasi hypotézu. Hojenim koznich ran se zabyvala studie sledujici
kozni $tép, ktery byl ovlivnén HBO a poté transplantovan (94), zavér studie podporoval
pozitivni G¢inek HBOT. Ve studii Kima (95) byla indukovana na mysich uSich dermatitida a
sledovan efekt HBOT na imunitni odpovéd’ a oxidaéni stres. HBO pomohla hojeni potkanich
ischemickych a hyperglykemickych koznich ran (99). Na potkanich ischemickych ranach byly
popsany mechanismy, véetné snizeni exprese matrixovych metaloproteinaz, kterymi HBOT
pusobi na hojeni (101). HBOT nem¢énila expresi HIF-la a VEGF jak v hojeni ktize tak
slizni¢niho epitelu (103). U diabetickych viedd (107) byla po HBOT pozorovana zvysena
mobilizace vaskulogennich kmenovych bunék v krvi pacientti. Dosud provedené studie
popisujici pasobeni HBOT na expresi zanétlivych genti se vesmés shoduji a uvadi, Ze po
aplikaci HBO klesaji prozéanétlivé markery (typicky IL1 beta) a naopak stoupd hladina
to je proteinovy komplex tvofici se v myeloidnich buiikach, ktery je soucasti vrozené imunity

a je schopen zvysit prozanétlivou odpovéd’. Tyto informace ale pochazi ze studii centralniho
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nervoého systému, Vv ranach takové pusobeni publikovano nebylo. HBOT u modelu
ischemickych ran zvySovala tvorbu kolagenu, v jinych pozorovénich ale bud’ branila tvorbé
matrixovych metalopeptiddz (ischemické potkani rany), nebo branila nadmémé fibréoze, ktera
je problémem pfi radioaktivnim ozafeni slinnych zlaz (92). Pti hodnoceni u potkanich koznich
Stépt byla angiogeneze po HBOT stimulovana, u prasecich koznich Stépi vSak byla
angiogeneze sniZzena. Exprese cévniho a endotelialniho rustového faktoru se napfii¢
experimenty po HBOT snizovala nebo se neménila. Exprese antioxida¢nich geni se po
ovlivnéni HBOT zvysovala (napf. TXN, SOD1, NFE2L2, HMOX1), ptipadné stoupala v jednée
a klesala v jiné studii (SOD2). Naopak prooxidac¢ni gen NOS2 vykazoval napfi¢ studiemi
snizenou expresi. Hypoxii indukovany faktor alfa (HIF1A) mél rizné tendence, v diabetickych
ranach se jeho exprese po HBO zvySovala, u kontaktni dermatitidy a nadoru se sniZovala.
Prolifera¢ni a diferenciacni geny kostnich bun¢k se v zubnich lizcich po extrakci potkanich
zubl snizovaly. Naopak u ozafenych slinnych Z1az mysi se zvySovala skupina ristovych faktort
(EGF), které jsou zodpovédné za ranou odpovéd’ na bunécny stres, véetné ischemie. Zda se, ze

Vv ohledu proliferace a diferenciace zalezi na kontextu tkang.

Mezi studiemi vyuzivajici analyzu genové exprese chybély takové, které by hloubéji
popisovaly mechanismus hojeni u realnych akutnich traumatickych ran. Jak vyplyva z vyse
uvedeného, bylo mozno vyjit z jiz zmapovaného genového uspoiadani a vyieSeného vztahu
mezi popsanymi geny a biologickymi pochody hojeni: zanét, produkce mezibunécné hmoty,

angiogeneze, oxidacni stres, proliferace a diferenciace.

Zkoumani bunéénych pochodi v ,,ve zménach” pomoci genomové detekce jsme doplnili
anatomickym korelatem — histologickym a imunohistochemickym vysetfenim. Domnivame se,
ze sdruzenim téchto vySetteni, fyziologického (dynamického) a morfologického (statického) je
mozné v piipadé shodného vysledku problém Gc¢innosti HBOT u hojeni rany s vysokou jistotou

uzavrit.

K histopatologickému vySetfovani. KdyZz porovndme rychlost hojeni v naSem experimentu
podle morfologického hodnoceni s publikovanymi modely, jevi se pomalejsi, neZz tomu bylo u
punch biopsii na hibetu kralikt v rozsahu 6 x 10 mm (114). Na druhé strané odpovida rychlosti
hojeni vétsich ran (115) u kralika. Toto srovnani je pouze ptiblizné, pro pfesné zhodnoceni by

bylo nutné porovnavat literarnimi modely se stejnym rozsahem poranéni.

V ramci vySetiovanych skupin bylo mozné pozorovat pomérné vysoky rozptyl hodnot

celkového histopatologického skore hojeni. Ukazuji to tabulky hodnoty histopatologickych
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parametrd individualnich zvifat uvedené v piiloze. Ackoliv neni mozné z vysledku
histopatologické analyzy vyvodit zavéry, jednotlivé piipady poukazuji na faktory, které
rychlost hojeni ran mohly ovliviiovat. Prvnim faktorem je kvalita zakrojeni hrany fezu nebo
piesah svalového laloku smérem do rany. Rovnéz rozptyl dat histopatologického skore zanétu
(zejména v 10dennim intervalu) mohl na jedné strané odrazet pouze pomalejsi hojeni rany, na

druhou stranu mohl naznacovat i ptitomnost infekce v ran, byt nebyla pozorovana.

Hojeni rany v naSem experimentu bylo sledovano téZ makroskopicky. Pribéh a zavéry tohoto
hodnoceni nejsou soucasti této prace. Hodnoceni hojeni rny bylo na zakladé literarnich
zkuSenosti nastaveno k maximalni eliminaci subjektivity. Provadéli ho dva hodnotitelé
nezavisle, dané vysledky byly primérovany a ptepocitdvany na plochu poranéni i s detailnim
popisem okoli rany. Parametry hodnoceni byly zvoleny podle Graye (113). V zavérech naseho
experimentu doslo k rozporu mezi makroskopickym a ostatnimi hodnocenimi. Pfi zhodnoceni
vahy informaci jsme dospéli k ndzoru, Ze makroskopické hodnoceni, jako zasadné subjektivni
V pouzité metodice experimentu, je tfeba odmitnout. Zavér vSak muze byt cenny v hodnoceni
kontextu vyzkumu poslednich dekad a vysvétlovat optimistické zavéry fady publikaci pied

dosazenim soucasnych védomosti o bunécné fyziologii.

Vysledky piedloZzeného experimentu zapadaji do aktualné probihajiciho svétového vyzkumu a
je zfejmé, ze pomohou zvysit ,level of evidence®, po které tak volaji prehledové analyzy i

konsenzus hyperbarické mediciny (4,7).
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10 ZAVER

Hyperbaricka oxygenotherapie je po dlouhou dobu jednou z moznosti, jak zlepSit hojeni ran.
Zavedeni do rutinni praxe brani nedostatek védeckych dikazi. Piedlozena experimentalni
studie se pokusila o vyfeseni problému s vyuzitim nejnovéjsSich poznatkli v imunohistochemii

a genomoveé analyze.

V experimentu na zvifecim modelu byly porovnavany tfi skupiny poranénych kralika. Jedna
skupina byla lé¢ena intenzivni HBOT s aplikaci dvakrat denné, druha skupina byla 1é¢ena
aplikaci HBOT jednou denng, tieti skupiny byla kontrolni a nebyla 1é¢ena HBOT. Aplikace

HBOT technicky probihala podle standardu bézného v huméanni medicing.

Vysledky histologického a imunohistochemického hodnoceni neprokazaly, Ze by
hyperbaroxicka oxygenotherapie ovliviiovala hojeni ran. V ramci skupin bylo mozne
zaznamenat pouze zmény dané postupnym hojenim, bez souvislosti s aplikaci HBOT.
Celogenomova analyza expresi mRNA neprokazala, Ze by hyperbaroxickd oxygenotherapie
ovliviiovala hojeni ran. Srovnani rozdili v expresi gend ukazalo, Ze poranéni zvifete vedlo
k zvyseni exprese fadové stovek gentl, jak u lé¢enych, tak u kontrolnich zvifat. Zadny
vyznamné odliSny trend v expresi téchto genti mezi léCenymi a nelécenymi zvitaty v prib&hu

hojeni viak nebyl nalezen.

Vysledky experimentu nepotvrdily predpoklad pozitivniho vlivu HBOT na hojeni rany a
nepodporuji zavedeni metody do klinické praxe v traumatologii.

Pribéh experimentu ovétil dobie zvoleny experimentalni model, ktery lze vyuzit v dalsi

vyzkumné préci.
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HBOT
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ATP
ROS
VEGF
TGF
HIF

SEZNAM ZKRATEK

hyperbaric oxygen therapy (1é¢ba hyperbarickym kyslikem)
adenosindifosfat

adenosintrifosfat

reactive oxygen species (reaktivni slouc¢eniny kysliku)
vascular endothelial growth factor (endotelialni rastovy faktor)
transforming growth factor (transformacni ristovy faktor)

hypoxia — inducible factor (hypoxii indukovatelny faktor)
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Piiloha €. 1
T
Operacni protokol

Subjekt:
Kralik doméci (Oryctolagus cuniculus f. domesticus) — subjekt kodové oznaceni:

Stari:
Vaha:

Aplikovana farmaka:

nézev farmaka celkova davka, jednotky

Celkova doba anestesie:

Celkova doba vykonu:

Popis vykonu:

Subjekt uveden do CA. Dezinfikace operac¢niho pole. Vytvoieni 4 unifikovanych poranéni
Vv oblasti hibetni svaloviny dle metodiky. Krvéaceni zastaveno kompresné. Celkova krevni
ztréta ..... ml. Déle bez komplikaci. Rany sterilné kryty a nasledné pielepeny. Subjekt
vyveden z CA, bez komplikaci.

Ucastnici:
hodnost, titul, jméno, piijmeni podpis
Ve OB
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Priloha ¢é. 2

SUDJEKE: oo klec é.:

Véaha:
1. odbér ( 4. pooperacni den — datum ............):
2. odbér (7. pooperaéni den — datum ............ ):
3. odbér ( 10. pooperacni den — datum ............ ):
Aplikovana farmaka:
1. Odbér (4. pooperaéni den — datum ............ )
nézev farmaka celkova davka, jednotky
2. Odbér (7. pooperacni den — datum ............ )
nazev farmaka celkova davka, jednotky
3. Odbér ( 10. pooperaéni den — datum ............ )
nazev farmaka celkova davka, jednotky
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Celkova doba anestesie:

1. odbér ( 4. pooperacni den — datum ............ ):
2. odbér ( 7. poopera¢ni den — datum ............ ):

):

3. odbér ( 10. pooperacni den — datum ............

Celkova doba vykonu:

1. odbér ( 4. pooperacni den — datum ............ ):
2. odbér ( 7. poopera¢ni den — datum ............ ):

):

3. odbér ( 10. pooperacni den — datum ............

Ucastnici:

hodnost, titul, jméno, prijmeni

datum

podpis
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Piiloha €. 3

Geny spojene s hojenim rany nebo HBOT v publikovanych experimentech

Tabulka 1. Geny spojené se zdnétem ve studiich ucinkd HBOT.

mysi

Zanét
Gen Popis Systém Reference
Absent In Melanoma |Traumaticke
AIM2 5 poranéni mozku (Gengetal., 2016)
mysi
Transgenni mysi
ARG1 Arginase 1 model (shapira etal., 2018)
Alzeheimerovy
nemoci
CASP1 Caspase 1 Pretéti michy u (Liang et al., 2015)
potkana
Pretéti mich
CASP3 Caspase 3 | michy (Long et al., 2014)
potkana
CD40 CD40 Molecule Lezev k:)rtexu (Lavrnja et al., 2015)
potkanu
CcD4O0L CD40 Ligand Léze v kortexu (Lavrnja etal., 2015)
potkanu
Ozarené mysislinné|(Spiegelberg et al.,
CDS83 CD83 Molecule L Y (Spiegelberg
Zlazy 2014)
C-X-C Motif iti .
CXCL1 . . Endokardltldvaj > (Lerche et al., 2017)
Chemokine Ligand 1 |aureus u mysi
High Mobility Grou 7ni §té
HMGB1 g y P |Kozni stﬂep ! (Kangetal., 2014)
Box 1 potkand
High Mobility Group Traumvat',Cke
HMGB1 poranéni mozku (Geng et al., 2016)
Box 1 Y
mysi
Kontaktni .
IFNG Interferon Gamma ontaktn| .. |(Kimetal. 2014)
dermatitida mysi
Ozareni mocového [(Oscarssonetal.,
IFNG Interferon Gamma « oy .
méchyre potkan( 2017)
Transgenni mysi
. del .
IL10 Interleukin 10 moael (Shapira etal., 2018)
Alzeheimerovy
nemoci
. Ozareni moCového [(Oscarsson etal.,,
IL10 Interleukin 10 méchyie potkana |2017)
IL13 Interleukin 13 Ozareni mocového [(Oscarssonetal.,
méchyfe potkan( 2017)
. Kontaktni .
IL17A Interleukin 17A omarnl  |(kimetal, 2014)
dermatitida mysi
Traumatické
IL18 Interleukin 18 poranéni mozku (Geng et al., 2016)
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Tabulka 2. Geny spojené s produkci mezibunécné hmoty (ECM) ve studiich ucinki HBOT

ECM
Gen Popis Systém Reference
CDH2 Cadherin 2 Model rakoviny (Yttersian Sletta et al.,
prsu 2017)
Rany na
koncetinach s
Collagen Type | Alpha 1 |. Lo (André-Lévigne et al.,
COL1A1 . ischemickych a
Chain ] o 2016)
neischemickych
potkani
CTGE Connective Tissue Ozarené mysislinné|(Spiegelberg et al.,,
Growth Factor Zlazy 2014)
ICAM1 Intercellular Adhesion Lézevk?rtexu (Lavrnja etal., 2015)
Molecule 1 potkanu
Insulin Like Growth F|brol?listy (Romero-Valdovinos
IGF1 z keloidu a
Factor 1 . etal., 2011)
kontrolni kize
ITGB1 Integrin Subunit Beta 1 Model rakoviny (Yttersian Sletta et al.,
prsu 2017)
Matrix Potkaniischemické |(Zhangand Gould,
MMP1 . , (zhang
Metallopeptidase 1 rany 2014)
Matrix Potkaniischemické [(Zhangand Gould,
MMP2 . , (Zhang
Metallopeptidase 2 rany 2014)
Matrix Potkaniischemické [(Zhangand Gould,
MMP8 . , (Zhang
Metallopeptidase 8 rany 2014)
Matrix
Mysi nador Lu etal., 2016
MMP3 Metallopeptidase 9 y ( )
Serpin Family E Member [Ozafené mysi slinné|(Spiegelberg et al.,
SERPINE1 P y b Y (Spiegelberg
1 Zlazy 2014)
Transforming Growth Flbrol:.)laisty (Romero-Valdovinos
TGFB1 z keloidu a
Factor Beta 1 . etal., 2011)
kontrolni kize
TGEB1 Transforming Growth Ozareni mocového [(Oscarssonetal,,
Factor Beta 1 méchyfe potkan( 2017)
Ozarené mysi slinné|(Spiegelberg et al.,
THBS1 Thrombospondin 1 v Y (Spieg &
Zlazy 2014)
TIMP2 TIMP Metallopeptidase |Potkaniischemické |(Zhangand Gould,
Inhibitor 2 rany 2014)
. . Léze v kortexu .
VIM Vimentin . (Lavrnja etal., 2015)
potkanu
Rany na
koncetinach
André-Lévigne et al.,
VIM Vimentin ischemickych a ( &

neischemickych
potkand

2016)
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Tabulka 3. Geny s,

pojené s angiogenezi ve studiich ucinku HBOT

Angiogeneze

Gen Popis System Reference
C-X-C Motif Korni 6
CXCL12 Chemokine Ligand 01 step u (Liu et al., 2014)
12 potkana
C-X-C Motif Kozni $t&p u
CXCR4 Chemokine p (Liu et al., 2014)
potkana
Receptor 4
Platelet And
Endothelial Cell Model rakoviny | (Yttersian Sletta
PECAML Adhesion Molecule |prsu etal., 2017)
1
Vascular Endokarditida (Lerche et al
VEGFA Endothelial Growth |S. aureus u N
" 2017)
Factor A mysi
Vascular
VEGFA Endothelial Growth | MySi nador (Lu et al., 2016)
Factor A
Vascular Rana kiize a (Chen et al
VEGFA Endothelial Growth |oralni mukdzy N
v 2012)
Factor A mysi
Vascular e
VEGFA Endothelial Growth Kozni St¢p u (Kalns etal,
prasete 2003)
Factor A
Vascular ey
VEGFA Endothelial Growth | D'aoeticke (Wang etal.,
lidske rany 2011)
Factor A
VWE Von Willebrand Diabetické (Wang et al.,
Factor lidske rany 2011)
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Tabulka 4. Geny spojené s oxidaénim stresem ve studiich ucinkii HBOT

Oxidacni stres

Gen Popis Systém Reference
— .
CAT1 Catalase 1 Pf)tkanl ischemické [(Zhangand Gould,
rany 2014)
CYBB Cytochrome B-245 Beta |Potkaniischemické [(Zhangand Gould,
Chain rany 2014)
Fos Proto-Oncogene, AP-[In vitro kultura
FOS 1 Transcription Factor |lidskych (Godman et al., 2010)
Subunit mikrovaskularnich
Fos Proto- AP-
03 roto.Or-mcogene, Ozatené mysislinné|(Spiegelberg et al.,
FOS 1 Transcription Factor |,,,
) Zlazy 2014)
Subunit
In vitro kultura
FosB Proto-Oncogene, . ,
. lidskych
FOSB AP-1 Transcription . L, (Godman et al., 2010)
Factor Subunit mikrovaskularnich
actor subunt endotelif (HMEC-1)
HIF1A Hypoxia Inducible . Dllabetlckelldske (Thom etal., 2011)
Factor 1 Alpha Subunit |rany
HIFLA Hypoxia Inducible . Ranal kuzeaworalnl (Chen et al., 2012)
Factor 1 Alpha Subunit [mukdzy mysi
HIF1A Hypoxia Inducible . Kontak’Fn'l 3 (Kim etal., 2014)
Factor 1 Alpha Subunit |dermatitida mysi
HIF1A Hypoxia Inducible |\, o 2o (Lu etal., 2016)
Factor 1 Alpha Subunit
In vitro kultura
lidskych
HMOX1 Heme Oxygenase 1 . L, (Godman et al., 2010)
mikrovaskularnich
endotelii (HMEC-1)
HMOX1 Heme Oxygenase 1 Ozva re,rll mocovel;no (Oscarsson etal.,
méchyie potkanu 2017)
HMOX1 Heme Oxygenase 1 Svaloveo zranen (Cebi etal., 2016)
potkand
Heat Shock Protein :ﬁd\;llff:hkultura
HSPA1A Family A (Hsp70) ! . ¥ L, (Godman et al., 2010)
mikrovaskularnich
Member 1A B
endotelii (HMEC-1)
IDO1 In.doleamlne 2,3- Kontak'Fn'l 3 (Kim etal.,, 2014)
Dioxygenase 1 dermatitida mysi
In vitro kul
Jun Proto-Oncogene, AP- I'ndVII:roh ultura
JUN 1 Transcription Factor ! _S ye L, (Godman et al., 2010)
. mikrovaskularnich
Subunit >
endotelii (HMEC-1)
Jun Proto-'Or?cogene, AP- Ozéatené mysislinné|(Spiegelberg et al.,
JUN 1 Transcription Factor

Subunit

Zlazy

2014)
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Tabulka 5. Geny spojené s oxidaénim stresem ve studiich uéinki HBOT

Oxidacni stres

Gen Popis Systém Reference
JunB Proto-
JUNB Oncogene, AP-1 Ozarené mysi (Spiegelbergetal.,
Transcription Factor |[slinné Zlazy 2014)
Subunit
In vitro kultura
lidskych
Nuclear Factor, i , . |(Godmanetal.,
NFE2L2 Ervthroid 2 Like 2 mikrovaskularnic 2010)
y h endotelii (HMEC
1)
Ozéreni
Nuclear Factor, .. (Oscarsson et al.,
NFE2L2 . . mocového
Erythroid 2 Like 2 L . [2017)
méchyre potkan
NOS2 Nitric Oxide Synthase |Vliv stresu na (Gajendrareddy et
2 hojeniu mysi al., 2005)
Nitric Oxide Synthase [Poranéni michy u
NOS2 y MY YU (Huang et al., 2013)
2 potkan(
NOS2 Nitric Oxide Synthase [Potkani (Zhang and Gould,
2 ischemické rany |2014)
Nitric Oxide Synthase |Diabetické lidské
NOS3 , (Wangetal., 2011)
3 rany
SOD1 Superoxide Potkani (Zhang and Gould,
Dismutase 1 ischemické rany |2014)
. Ozareni
Superoxide .. (Oscarsson et al.,
SOD1 . mocového
Dismutase 1 Y . 12017)
méchyre potkan(
. Ozareni
Superoxide . . (Oscarsson et al.,
SOD2 . mocového
Dismutase 2 Y . 12017)
méchyre potkand
SOD2 Superoxide Léze v kortexu (Parabucki et al.,
Dismutase 2 potkand 2012)
. . Diabetické lidské
TXN Thioredoxin (Thometal., 2011)

rany
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Tabulka 6. Geny spojené s oxidaénim stresem ve studiich ucinkii HBOT

Proliferace a
diferenciace

Gen Popis Systém Reference
Bone Morphogenetic Zubnilizko
BMP2 . phog potkant po (Silva et al., 2017)
Protein 2 .
extrakci
Diabetické lidské
CD34 CD34 Molecule rany (Thometal., 2011)
CYRG1 Cysteine Rich Ozarené mysi (Spiegelberget al.,
Angiogenic Inducer [slinné Zlazy 2014)
Dual Specificity
DYRK3 Tyrosine Ozérené mysi (Spiegelbergetal.,
Phosphorylation slinné Zlazy 2014)
Regulated Kinase 3
Epidermal Growth Diabetické lidské
EGF i (Wangetal., 2011)
Factor rany
EGR1 Early Growth Ozérené mysi (Spiegelbergetal.,
Response 1 slinné Zlazy 2014)
EGR2 Early Growth Ozérené mysi (Spiegelbergetal.,
Response 2 slinné zlazy 2014)
EGR3 Early Growth Ozérené mysi (Spiegelbergetal.,
Response 3 slinné zlazy 2014)
Proliferating Cell Diabetické lidské
PCNA g , (Wang et al., 2011)
Nuclear Antigen rany
. Diabetické lidské
PROM1 Prominin 1 X (Thom etal., 2011)
rany
Ozarené mysi Spiegelberg et al.,
RET Ret Proto-Oncogene o, y (Spieg &
slinné zlazy 2014)
. Zubnilbzko
TNF Superfamily . .
TNFRSF11B potkant po (Silva et al., 2017)
Member 11B .
extrakci
i ZubnilGzko
TNF Superfamily . .
TNFSF11 potkant po (Silva et al., 2017)
Member 11 .
extrakci
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Ptiloha ¢. 4

Hodnoty histopatologickych parametri individualnich zvirat

Tab. A. Kontrolni skupina

ID |4.den(XVvID=1) 7.den (XvID=2) 10. den (X v ID = 3)
E \% z E \% z E \% z
101 | 0/0 | 0/0/0/0/ 1/1 | 0/1/0/1/ 2/1 | 0/2/1/1/
XK | (0) |0(0) 2 2 (11 2 3) [1(5) 3
102 | 1/0 | 0/0/0/0/ 1/1 | 0/1/0/1/ 212 | 1/4/1/2/
XK [ (1) [0(0) 1 2 103 2 4) 1109 2
103 | 0/0 | 0/0/0/0/ 1/1 | 0/2/0/1/ 1/2 | 0/411/2/
XK | (0) |0(0) 1 2 |14 3 (3) [1(8) 2
104 | 1/0 | 0/1/0/1/ 1/1 | 0/2/0/1/ 2/1 | 1/3/0/2/
XK (1) [0 0 2 |14 1 3) [1(7) 3
105 | 1/0 | 0/1/0/1/ 2/1 | 0/1/0/1/ 2/11 | 1/2/1/1/
XK (1) [0( 1 3) 113 2 (3) |1(6) 3
106 | 1/0 | 0/0/0/0/ 2/1 | 0/2/0/1/ 312 | 4141113/
XK [ (1) |[0(0) 2 3) |14 3 B) [1(13) |4
107 | 0/0 | 0/1/0/1/ 1/1 | 0/1/0/1/ 212 | 0/2/0/1/
XK [ (0) [0() 1 2 (11 3 4 (14 2
108 | 0/0 | 0/1/0/1/ 1/1 | 0/2/0/2/ 312 | 4141113/
XK [ (0) [0() 1 2 [1(5 2 (5) |1(13) |4
109 | 0/0 | 0/0/0/0/ 1/1 | 0/1/0/1/ 2/1 | 0/3/0/1/
XK | (0) |0(0) 1 2 (11 2 3) [1(5) 3
110 | 1/0 | 0/0/0/0/ 1/1 | 0/1/0/1/ 2/1 | 0/3/1/1/
XK | (1) [0(0) 1 2 (11 3 (3) |1(6) 1
111 | 1/0 | 0/0/0/0/ 1/1 | 0/2/0/1/ 2/1 | 1/4/1/3/
XK | (1) [0(0) 2 2 (14 2 3) (1(10) |3
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112 [ 1/0 | 0/0/0/0/ 11 | 0r2/0i1] 31 | 1473l 1
XK () 0@ [2]3]@ [1@) 319|@ |10 |3]7

E - histopatologické parametry hojeni povrchového epitelu: rozsah epitelizace/diferenciace
(celkové skare)

V — histopatologické skore hojeni vaziva: mnozstvi granulacni tkane/mnozstvi casného
kolagenu/mnozstvi pozdniho kolagenu/orientace kolagennich vlaken/vzor kolagennich vlaken

(celkové skore)

Z — histopatologické skore zanétu

C - celkové histopatologické skore hojeni ran

Tab. B. Zvifata 1é¢ena hyperbarickou oxygenoterapii 1% denné.

ID |4.den(XVvID=1) 7.den (XvID=2) 10. den (X v ID =3)
E \Y Z|C|E \Y Z|C|E \Y Z|C

110 | 0/0 0/2/0/1/ 0/3/0/3/

1X | (0) | 0/0/0/0/ A1 1(4) 22 1(7) 1
©) (4)

T 0(0) 1)1 219 4|5

10 | 1/0 0/1/0/1/ 0/4/1/2/

2X | (1) | o/0/0/0/ Ul 1(3) A2 1(8) 1
) (4)

T 0 (0) 2|3 2 |7 2 |4

10 |1/1 | 0/1/0/1/ 0/1/0/1/ 1/4/1/2/

X (2 (02 Ul 1(3) I 1(9) 1
) (4)

T 115 2 |7 2|5

10 |1/0 0/1/0/1/ 1/3/0/2/

4X | (1) | o/0/0/0/ A1 1(3) - 1(7) 1
3) (4)

T 0 (0) 112 2 |8 314

110 | zvife uhynulo pred odbérem vzorkii

5X

T
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no [ 1/0 0/2/0/21 0/2/0/1/

6X | (1) |0/0/0/0/ 2L (5) 12 (4) 1
3) 3)

T 0(0) |23 301 411

no | 1/0 0/1/0/1/ 0/2/0/21

7X | (1) | o/0/0/0/ vy (3) 22 1 (5) 1
(2) (4)

T 0(0) |23 38 32

o |1/0 | 0/1/0/1/ 0/2/0/1/ 0/3/1/1/

8X | (1) |0(@) 21 1(4) g |21 1 (6) 1
3) 3)

T 215 310 1]0

no |1/0 0/1/0/1/ 0/3/1/2/

9x | (1) | o/0/0/0/ a0 (3) a0 ) 1
3) 3)

T 0(0) |1]2 3109 2|2

N1 |[1/0 | 0/1/0/1/ 0/2/0/1/ 1/2/0/21

0X | (1) |0(@) 1o 1y (4) 22 1 (6) 1
1) 4)

T 1|4 38 33

N1 | 1/0 0/2/0/1/ 0/2/0/1/

1X | (1) | o/0/0/0/ 4L (4) 221 (4) 1
3) 4)

T 0(0) |1]2 219 3|1

N1 [1/0 |o/L/orn 0/1/0/1/ 141721

2X | (1) |0(@) v (3) 4L (9) 1
(2) 3)

T 1|4 38 2 |4

E - histopatologické parametry hojeni povrchového epitelu: rozsah epitelizace/diferenciace
(celkové skare)

V — histopatologické skore hojeni vaziva: mnoZstvi granulacni tkané/mnozstvi casného
kolagenu/mnozstvi pozdniho kolagenu/orientace kolagennich vlaken/vzor kolagennich vlaken
(celkové skare)

Z — histopatologické skore zanétu

C - celkové histopatologické skore hojeni ran
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Tab. C. Zvirata 1é¢ena hyperbarickou oxygenoterapii 2x denné.

ID |4.den(XVvID=1) 7.den (XvID=2) 10. den (X v ID =3)
E Vv Z E Vv Z E Vv Z|C

110 | 1/0 0/1/0/1/1 0/2/0/1/

1X | (1) |o/0/0/0/ Ul (3) 21 1(4) 1
) ©)

F 0 (0) 1 2 3]0

1o | /1 | 0/1/0/1/ 0/2/0/1/1 1/4/1/3/

2X (2 10 Ul 4) A1 1(10) 1
) ©)

F 1 2 3|6

110 | 1/0 | 0/1/0/1/ 0/2/1/1/1 0/2/0/1/

3X | (1) [0 21 (5) 22 1(4) 1
©) (4)

F 1 1 311

110 | 1/0 | 0/1/0/1/ 0/2/0/1/1 1/2/0/1/

4X [ (1) [0( Ul 4) 21 1(5) 1
) ©)

F 1 1 311

110 | 1/0 | 0/1/0/1/ 0/2/0/1/1 1/3/0/2/

5X | (1) [0( A1 4) 32 1(7) 1
©) ()

F 2 3 13

110 | 1/0 0/3/0/1/1 1/3/1/1/

6X | (1) | 0/0/0/0/ A1 (5) 22 1(7) 1
©) (4)

F 0(0) 1 2 415

110 | 1/0 0/1/0/1/1 21411121

7X | (1) |0o/1/0/1 Ul (3) 21 1 (10) 1
(2) ©)

F 0(2) 1 2 316

110 | 1/0 0/2/0/2/1 0/3/0/1/

8X | (1) | o/0/0/0/ Ul (5) A1 1(5) 1
) ©)

F 0 (0) 2 2 311
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110 [ 1/0 | 0/0/0/0/ 0/1/0/1/1 141212/

9X | (1) |0(0) Ul (3) - 1(10) 1
(2) (4)

F 213 2|7 3|7

M1 | 1/0 | 0/1/0/1/ 1/3/1/1/1 0/3/1/2/

0X | (1) |0(Q) Ul (7 1 22 1(7) 1
(2) (4)

F 1|4 2|1 3|4

M1 [1/0 | 0/0/0/0/ 0/1/0/1/1 0/2/0/2/

1X | (1) |0(0) Ul (3) 21 1(5) 1
(2) 3)

F 213 2|7 3|1

M1 [0/0 | 0/1/0/1/ 0/1/0/1/1 2141213

2X | (0) |0() = (3) 32 1(12) 2
(2) (5)

F 2 |4 38 411

E - histopatologické parametry hojeni povrchového epitelu: rozsah epitelizace/diferenciace
(celkové skare)

V — histopatologické skdre hojeni vaziva: mnozstvi granulacni tkané/mnozstvi asného
kolagenu/mnozstvi pozdniho kolagenu/orientace kolagennich vlaken/vzor kolagennich vlaken
(celkové skare)

Z — histopatologické skore zanétu

C — celkové histopatologické skore hojeni ran
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