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SOUHRN

Nanotkaniny dopované fotosenzibilizatorem 5,10,15,20-tetrafenylporfyrinem (TPP) byly pfipraveny pomoci elektrospiningu z vysoce hydrofil-
niho polyuretanu (TecophilicT™™) a charakterizovdny mikroskopickymi metodami a ¢asové rozlidenou spektroskopii. V in vitro experimentech
byla vyvolana kompletni inhibice bakteridlniho rustu tf{ testovanych bakteridlnich kmenti na povrchu nanotkaniny, s enkapsulovanym TPP po
ozéfeni viditelnym svétlem. Antibakteridlni efekt je zaloZen na fotogeneraci cytotoxického singletového kysliku O,(1A,) po ozdfeni viditelnym
svétlem. Klinicky byly antibakterialni uc¢inky testovany u 162 pacientt s chronickymi bércovymi viedy. Aplikace ozafované nanotkaniny s foto-
senzibilizatorem vedla k 35% zmenseni velikosti viedu, coz bylo dokumentovano pomoci pocitacového méfeni velikosti rany. Bolestivost ve vie-
du, zjistovana vizualni analogovou skalou, se snizila o 71 %. Tato metoda je i¢innou alternativou lokalnich antibiotik a antiseptik u chronickych
ran a nabizi $iroké spektrum pouziti v mediciné, predevs§im v dermatologii, popaleninovych centrech a chirurgii.

Kli¢ova slova: bércovy vied - nanotkanina — fotosenzibilizator — fotodynamicka terapie

SUMMARY
Photodynamic Antiseptic Effect of Photoactive Nanofibers in the Treatment of Leg Ulcers

Nanofiber textiles doped with 5,10,15,20-tetraphenylporphyrin (TPP) photosensitizer prepared by electrospinning from highly hydrophilic
polyurethane Tecophilic™ were characterized with microscopic methods and time-resolved spectroscopy. Complete inhibition of bacterial
growth of the three tested bacterial strains on the surface of nanofiber textiles with encapsulated TPP was observed on illuminated samples in
vitro. The antibacterial effect is based on photogeneration of cytotoxic singlet oxygen O,(1A,) upon illumination by visible light. The antibac-
terial activity was also clinically tested in 162 patients with chronic leg ulcers. The application of illuminated doped nanofiber textiles yielded to
a 35% decrease in wound size as assessed with computer aided wound tracing. The wound related pain estimated by the visual analogue scale
declined by 71%. This methodology seems to be an effective alternative to topical antibiotics and antiseptics in chronic wounds and shows bro-
ad spectrum of application in medicine, particularly in dermatology, burn units and surgery.

Key words: leg ulcer - nanofabrics — photosensitizer — photodynamic therapy
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»Electrospinning® je jednoduchou a levnou metodou pro
ptipravu polymernich vlaken, jejichZ priimér je v fadu nano-
metrt az nékolika mikrometrt. Technologickym postupem se
z nich daji vytvorit materidly s velkym povrchem a porézni
strukturou. Takto vyrobené tzv. nanotkaniny napodobuji
strukturu pars reticularis koria a mohou byt uzity jako kostra
pro tkanové inzenyrstvi (pfedev$im pro reparaci a regeneraci
tkani), jako nosice schopné uvolnovat léky a jako biosenzory.

UvVOD

Polymerni nanovlakna se stavaji hojné vyuzivanym nano-
materialem. Vzhledem ke svym vyjimeénym vlastnostem (vel-
ky specificky povrch, nizka hmotnost, nizké naklady na vyro-
bu a mechanicka pruznost) se jiz nyni pouzivaji k modernimu
o$etfovani ran jako doc¢asné kozni kryty nebo nosice léku.
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Antimikrobialnich G¢inkt se mize dosdhnout ptidanim nano-
¢astic (obsahujicich ionty stfibra, peroxidy), fotosenzibilizato-
rt ¢i jinych chemickych sloucenin. Takovéto materidly mohou
byt vhodnou alternativou antibiotik, vzhledem k nartstajici
rezistenci mikroorganismi vedouci k niz$f u¢innosti kon-
ven¢ni 1é¢by.

Nas pristup k ptipravé antimikrobialniho materialu vyuzi-
va fotoinaktivaci bakterii, zaloZzenou na generovéni singleto-
vého kysliku uvnitt polymernich nanovlakennych materiald.
Tyto materialy, vykazujici nizkou toxicitu ve tmé, jsou aktivo-
vany svétlem. Antimikrobialni mechanismus G¢inku zahrnu-
je fotoexcitaci zabudovaného fotosenzibilizatoru, vznik jeho
excitovaného tripletového stavu a pfenos energie z tripletové-
ho stavu fotosenzibilizatoru na tripletovy kyslik za vzniku sin-
kyslik je silnym oxida¢nim ¢inidlem, je schopen degradovat
bunééné struktury bakterii.

{ Rust

Antibakterialni | |

efekt 10 pm bakterii

Obr. 1. Princip fotoaktivace nanovldkennych materialti dopovanych
TPP fotosenzibilizatorem

Po aktivaci svétlem je na zékladé fotosenzitizované reakce pfenosem
energie z tripletového stavu fotosenzibilizatoru (3TPP) na kyslik
generovan singletovy kyslik s cytotoxickym tuc¢inkem. Antibakterial-
ni uéinek je demonstrovan na modrozelenych koloniich E. coli DH5a
s plasmidem pGEM11Z.

Chronické rany jsou defekty v kazi, které se nezhoji do
8 tydnti od svého vzniku, a to pres profesiondlné vedenou lé¢-
bu [21]. Vfed dolni koncetiny postihujici hluboké tkané, je nej-
béznéjsim typem chronické rany. Chronické rany jsou
vyznamnym medicinskym problémem, predstavuji zna¢né
finan¢ni zatizeni zdravotniho systému a vedou az k mnohole-
tym obtizim pacienta [22].

Jednim z ukolti ptilécbé viedi dolnich koncetin je navoze-
ni aseptického prostredi jak vlastni rany, tak jejtho kryti. Toho-
to muiZe byt dosazeno tradi¢né aplikaci antiseptik a antibiotik
[2]. Tento postup vsak nejen inhibuje mnozZeni patogent, ale
zaroven i proliferaci kolagenu v koriu a rekolonizaci granula¢-
ni tkané keratinocyty, coz zpomaluje hojici proces [8]. Dal$im
problémem pak je i stoupajici rezistence na antibiotika, coz
vede k nizsi uc¢innosti standardni 1écby [20]. Oba tyto problé-
my prodluzuji dobu 1é¢by a zvysuji pocet pacientti s chronic-
kymi viedy dolnich koncetin [24].

Nas pristup k ptipravé antimikrobidlniho nanomaterialu
spociva ve fotoinaktivaci bakterii, zaloZené na fotogenerovani
molekul singletového kysliku s velmi kratkou dobou Zivota
uvnitf polymernich nanovlédken, biokompatibilnich s kozni
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tkani [12]. Singletovy kyslik m4 velmi kratkou dobu Zivota (ve
vodnych roztocich cca 3,5 ps) [3] a tim kratkou difuzni drahu
(v polymerech a vodnych roztocich v fadech desitek az stovek
nanometrti) [7]. To zajistuje bezpecny povrchovy antibakteri-
alni efekt, ktery neinterferuje s procesem hojeni. Material
z nanovlaken je optimalnim nosi¢em fotosenzibilizatoru [4,
5]. Nanovlakna jsou extrémné tenkd, priisvitna, umoznuji tedy
snadny pristup svétla a tim maximalni fotoaktivaci fotosenzi-
bilizdtoru. Zaroven pevné priléhaji k bakterialnimu biofilmu
na spodiné rany. To zarucuje pfimy tGcinek singletového kys-
liku na proteiny [15] a buné¢né membrany [13] predevsim
bakterii a tim antiseptické vlastnosti [14, 16]. Metoda je vhod-
nou alternativou k lokalni aplikaci antibiotik a antiseptik jak
v podminkdch in vitro tak in vivo. Navic ma minimalni neza-
douci ucinky.

PACIENTI A METODY

Chemikalie

Byl koupen 5,10,15,20-tetrafenylporfyrin (TPP), N,N-dime-
thylformamid (DMF) a tetraethylammonium bromid (TEAB)
od fy Sigma-Aldrich (USA). Polyurethan Tecophilic™, byl
koupen od fy Novotex (Itilie).

Detailni protokoly fotofyzikalnich méfeni byly publikovany
v predchozich pracich [10, 17].

Priprava polymernich nanovlaken

Nanovldkna a z nich vytvofené nanotkaniny byly pfiprave-
ny metodou ,.electrospinning®, technologii Nanospider™ [5].

Polyuretanovy roztok (PUR) Tecophilic™ (15 % v DMF)
pouzity pro pripravu PUR nanovldkenného materialu obsa-
hoval 1 % TPP, 0,01 % TEAB a 98,99 % PUR.

Morfologie nanovlakenného materialu byla analyzovana
pomoci SEM (FEI Quanta 200 s Everhart-Thornley sekundar-
nim elektronovym detektorem) [5].

Antibakterialni experimenty v podminkach in vitro
Bakterialni kmeny Staphylococcus aureus CCM 3953, Pseu-
domonas aeruginosa CCM 3955, Escherichia coli CCM 3954
(Ceska sbirka mikroorganismi, Pfirodovédecka fakulta Masa-
rykovy univerzity, Brno, Ceska republika) byly oziveny podle
instrukci dodavatele. Z ¢istych 16hodinovych kultur kment
na zivném agaru (Kmana, Sarigské Michalany, Slovensko) byly
ptipraveny suspenze ve fyziologickém roztoku o denzité
0,5 McFarlandovy stupnice. Ty byly nasledné pétkrat ztedény
tyziologickym roztokem. Takto ptipravené bakterialni suspen-
ze byly individudlné pouzity pro inokulaci na povrch testova-
nych vzorkt nanotkanin. Pro testovani bakterialniho riistu byl
pouzit Muellertv-Hintontv agar (Oxoid Ltd.) o tloustce 4 mm
v Petriho miskach o primeéru 90 mm. Testované vzorky byly
nasttihany sterilnimi ntizkami do ¢tverct o plose 2 x 2 cm
a nasledné oddéleny z papirového nosice sterilnimi klistkami.
Vzdy dva vzorky nanotkanin s fotosenzibilizatorem a jeden
bez fotosenzibilizatoru byly umistény na povrch Muellerova-
Hintonova agaru. Na povrch v8ech tfi zkoumanych vzorka
bylo pomoci mikrotitra¢ni pipety naneseno 100 pl kazdé ze tii
bakteridlnich suspenzi. Misky se vzorky byly umistény do
inkubatoru za konstantni teploty 37 °C. Vicka misek byla ote-
viena a 2 z pokusnych vzorki (jeden s fotosenzibilizatorem
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a jeden bez ného) byly ozateny studenym bilym svétlem halo-
genové lampy o vykonu 150 W (Kruss fibre-optic light source
KL 5125, Némecko). Spektrum lampy je od 400 do 860 nm
s vrcholem 690 nm. Zdroj zafeni byl umistén vné inkubatoru
a vodi¢ svétla byl zaveden pracovnim kanalem do jeho nitra.
Zakonceni svételného vodice bylo 3 cm nad povrchem nano-
vléken. Casy expozice byly 0 (neosviceno), 5, 10, respektive 30
minut. V$echny pokusy byly provadény trojmo. Po expozici
svétlu byly Petriho misky uzavteny vicky a ponechany v inku-
batoru po dobu 12 hodin. Po uplynuti této doby byly misky
vizualné zkontrolovany a rozdily v bakterialnim rtstu (husto-
ta kolonif) zkoumany u v8ech vzorki.

Design klinického experimentu

Klinicky vyzkum porovnaval 3 lé¢ebné varianty. Pacienti
(n = 162) byli rozdéleni do tii skupin v poméru 2 : 1 : 1. Sku-
pina 1, v niz bylo 84 pacientt, byla o$etfovana pomoci osvice-
né nanotkaniny s fotosenzibilizatorem. Skupina 2, ve které bylo
39 osob, byla osetfovana pomoci osvicené nanotkaniny bez
fotosenzibilizatoru. Skupina 3 se stejnym poctem pacientii byla
o$etfovana pomoci nanotkaniny s fotosenzibilizdtorem, ktera
v8ak byla chranéna pred svétlem. Primdrnim cilem bylo zjistit,
jaky antimikrobialni efekt maji svétlem aktivované nanotka-
niny s fotosenzibilizatorem. Sekundarnim cilem bylo pozoro-
vat redukci rozsahu vredt, efekty 1é¢by a bezpecnost terapie.
Pacienti podstupovali 1é¢bu po dobu 42 dnit. Rozdéleni pa-
cient bylo zaslepené pro pacienty a lékare, zatimco zdravot-
ni sestry byly odslepeny.

Lécba

Nezavisla etickd komise schvalila klinickou ¢ast experi-
mentu podle mezinarodné prijatych standardi. Pacienti pri-
jati do vyzkumu byli informovani jak ustné, tak pisemné a svo-
ji dobrovolnou téast stvrdili pisemnym souhlasem. Uastnici
byli nabirani béhem let 2008-2011. Podminkou bylo, aby byli
star$i 18 let a méli chronicky vied déle jak 8 tydnd. Vied musel
byt Siroky minimalné 1,6 cm v kterémkoli sméru, s maximal-
ni plochou 50 cm?.

U pacientt byl vySetfovan pomér krevniho tlaku nad kotni-
kem a na pazi, ktery musel byt vy$si nez 0,8, a dale byla prove-
dena kromé klinického flebologického vysetfeni bud duplexni
sonografie, nebo flebografie. Pacienti byli pozadani, aby béhem
dne dodrzovali kompresni terapeuticky rezim se za¢atkem mini-
malné 2 tydny pred zapocetim experimentu a po dobu jeho trvé-
ni. Typ bandaze byl volitelny, ale musel byt stejny po celou dobu
vyzkumu. Zvolena bandaz musela vyvolavat dostate¢nou kom-
presi, aby udrzela konstantni obvod kolem kotniku.

Vylucovacimi kritérii z acasti ve studii bylo téhotenstvi ¢i
kojeni u Zen, vaskulitida, souc¢asna 1é¢ba systémovymi anti-
biotiky, kortikoidy (vice nez 10 mg/den prednisonu nebo jeho
ekvivalentu), pfipadné jinymi imunosupresivy ¢i protinado-
rovymi chemoterapeutiky, uzivana jeden mésic pred zahgje-
nim experimentu.

Pacienti ztstavali po dobu vySetfovani na lizkovém oddé-
leni. Lécebny proces zahrnoval dvakrat denné aplikaci kryti
nanotkaninou s fotosenzibilizdtorem, ktera byla bud 60 minut
2krat denné osvicena 150 W halogenovou lampou se stude-
nym bilym svétlem, nebo byla pred svétlem chranéna. Kon-
trolni skupina byla o$etfovana pouze nanotkaninou bez foto-
senzibilizatoru. V mezidobi mezi osvétlovanim byly nasazeny
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kompresni bandaze. Skupina pacientt, jejichz nanotkanina
nebyla osvécovana, snimala bandaze stejnou dobu jako ostat-
ni dvé skupiny, ale jejich nanotkanina byla udrzovana ve tmé.
Pfi osvétlovani byl konec svételného vodice 5 cm nad
povrchem viedu. V§em pacientim byly na noc viedy prekry-
ty gdzami napusténymi vazelinou, podle standardntho postu-
pu péce. Ucastnici vyzkumu byli takto oetfovani po 6 tydni,
kratsi dobu pouze v pripadé, Ze se rana zhojila jiz pred uply-
nutim daného ¢asového obdobi. Pacienti byli navic pozadani,
aby i po skonceni vyzkumu dochazeli do nemocnice jednou
tydné z dtivodu postintervenc¢ni observace. V zavéru nékolik
pacientt pozadalo o pokrac¢ovani 1é¢by v pripadech, kdy se
rana nestihla zcela zahojit. Témto Zddostem bylo vyhovéno, ale
vysledky byly zpracovany oddélené.

Antibakterialni efekt v podminkach in vivo

Vsem pacientim byl proveden stér z rany nejprve pred
zacatkem pokusu a dale na pocatku kazdého tydne, za pouziti
totozné techniky a materidlu. Standardni mikrobiologické
techniky analyzy takto ziskanych vzorka zahrnovaly identifi-
kaci typu pritomného mikroorganismu. Semikvantitativni
techniky umoznovaly ur¢it stupen bakterialniho ristu pomo-
ci pozorovani na ¢tyfech kvadrantech misky s agarem, kdy
kazdy kvadrant byl sekven¢né inokulovan z predeslého, za
pouziti sterilni klicky, takze vzdy doslo ke zfedéni oproti pred-
chozimu kvadrantu. Cim vétsi mnozstvi bakterii bylo ptitom-
no na originalnim stéru, tim vice kvadrantt vykazalo bakte-
ridlni rast [1]. Tato semikvantitativni $kdla pro popis
bakterialniho riistu je analogicka ke stupnici ktizkd (+, ++,
+++, ++++), uzivané v nékterych laboratornich hodnocenich.
Pro statistické zpracovani byly misto ktizki pouzity Cislice. Ke
zjisténi, zda existuje signifikantni rozdil mezi tfemi skupinami
nasich pacientt, byly pouzity statistické metody: analyza kon-
tingen¢nich tabulek a Pearsontv chi-kvadratovy test. Vysled-
ky byly dale potvrzeny pomoci neparametrického testu analy-
zy variance Kruskal-Wallis (ANOVA). V pripadé vysoké
hladiny vyznamnosti (p < 0,001) byly pro ovéteni rozdilti mezi
skupinami provedeny testy mnohocetného porovnani.

Velikost rany, hojeni a zmirnéni bolesti

Velikost rany byla sledovana pomoci pocita¢ového méfeni
okrajti viedu. Toto hodnoceni probihalo v 15., 28. a 42. dni.
Analyza variance (ANOVA) z opakovanych méfeni byla po-
uzita u vSech tfi skupin pro uréeni, zda se velikost rany signi-
fikantné zménila po provedené 1é¢bé. Pokud byl nalezen vyso-
ce signifikantni vysledek (p < 0,001), byl pro jeho ovéfeni
proveden jesté post-hoc Bonferroniho test.

Hojeni rany bylo posuzovano témito parametry: odumreld
tkan, fibrinové povlaky, zdrava granula¢ni tkan a epitelizace.
Zmirnéni bolesti bylo pacienty registrovano ve vizualni ana-
logové skéle (VAS; 0 = zadn4, 10 = maximalni).

Bezpecnost

Bezpecnost 1é¢by byla monitorovana podle Evropskych
standardd pro testovani zdravotnickych prostfedkd na lid-
skych subjektech. Pfi¢inna souvislost nezadouciho u¢inku se
sledovala v parametrech posuzujicich vztah k 1é¢bé a byla roz-
délena do tfi skupin: souvisejici, potencidlné souvisejici a bez
souvislosti s lé¢bou. VSechny nezddouci Gc¢inky byly nahlase-
ny bud spontanné pacienty, nebo vysetfujicim personalem.
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VYSLEDKY

Vlastnosti nanotkanin

Nanovlakenna struktura ptipravenych textilii byla ovéfena
pomoci skenovaciho elektronového mikroskopu (SEM). Plos-
na hmotnost vzork ¢inila 2 g/m2, s tloustkou 30 pum a pru-
mérem jednotlivych nanovlaken 95-400 nm. UV/VIS spek-
trum nanotkanin vykazuje intenzivni absorpci v modré oblasti
(tzv. Soretiv pas pri 415 nm) a slabsi absorpci v ostatnich
oblastech spektra (tzv. Q-pasy).

K ovéfeni fotogenerace singletového kysliku (O,(1Ag)) byla
vyuzita metoda ¢asové rozliSené spektroskopie. Nanotkaniny
dopované TPP byly ozarovany pulznim barvivovym laserem
(Aexc = 425 nm, $itka pulzu = 28 ns). Byla sledovana charak-
teristicka fosforescence singletového kysliku na vinové délce
1270 nm.

Fotogeneraci a nasledné zhasenti singletového kysliku popi-
suje rovnice:

[0,(1Ag)] = Agg ralexp(-t/TT)-exp(-t/TA))/(xT-T4), (1)

kde ASO je konstanta umérna kvantovému vytézku
02(1Ay), Tr je doba Zivota tripletovych stavii fotosenzibilizato-
rua T, je doba zivota O2(1A,).

Signal (intenzita fosforescence) singletového kysliku v case
byl fitovan shora uvedenou funkci. Fitovanim byly ziskany
doby Zivota tripletovych stavi fotosenzibilizatoru TPP (1 =2,9
+ 0,3 ps v kyslikové atmosféte a 1p =18 + 2 ps v atmosfére
vzduchu) a singletového kysliku (t, = 15 + 3 ps v atmosfére
kysliku i vzduchu). Hodnoty ukazuji, ze excitované tripletové
stavy TPP jsou u¢inné zhaseny (za prenosu energie) kyslikem.
Doby zivota singletového kysliku jsou typické pro prostredi
polyuretanovych polymert [5].

VySetiovany soubor

Vysetfovany soubor sestaval ze 162 pacientit s chronickym
vendznim viedem dolnich kondetin, ktery pretrvaval déle nez
8 tydnu. Tito pacienti byli rozdéleni podle poméru2:1:1do
tf{ skupin. Skupina 1: pacienti byli o$etfovani osvétlovanou
nanotkaninou s fotosenzibilizdtorem (84); skupina 2: pacienti
byli oetfovani osvétlovanou nanotkaninou bez fotosenzibili-
zatoru (39); skupina 3: pacienti byli oSetfovani nanotkaninou
s fotosenzibilizatorem, chranénou pred svétlem (39). Nabor

ucastniki studie probihal v letech 2008-2011 na Dermatove-
nerologické klinice Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady.
Celkem bylo o$etfovano 191 chronickych ran. Primérny vek
pacientti byl 54 let, s rozmezim od 39 do 92 let. Analyza vySe-
tfovanych skupin ukazala, ze Gcastnici byli rovhomérné roz-
déleni podle pohlavi. Primérna doba pretrvavani chronické-
ho viedu byla 2,7 let, s rozmezim od 3 mésicti do 10 let.

Antibakterialni experiment v in vitro podminkach

Antibakteridlni efekt nanovlaken s fotosenzibilizatorem byl
testovan na 3 bakterialnich kmenech: Staphylococcus aureus
CCM 3953, Pseudomonas aeruginosa CCM 3955 a Escherichia
coli CCM 3954. U kazdého kmene byly zkoumany tfi testova-
né varianty:

a) osvétlovana nanotkaninou s fotosenzibilizatorem;
b) osvétlovana nanotkaninou bez fotosenzibiliztoru;
¢) nanotkanina s fotosenzibilizatorem chranéna pred svétlem.

Test byl hodnocen po 5, 10 a 30 minutach osvitu.

Po 5 minutach osvitu nebyly ani u jednoho ze tfi vzorka
pritomny rozdily v riistu bakterii (tab. 1). Po 10 minutach osvi-
tu byly pozorovany ve vzorcich s fotozenzitizatorem rozdilné
ucinky na redukci bakteridlniho riistu. Tento ucinek byl nizsi
pro Pseudomonas aeruginosa nez pro Escherichia coli a Staphy-
lococcus aureus (obr. 2). Nanotkanina bez fotosenzibilizatoru
neovliviiovala bakterialni riist, stejné jako neosvicené vzorky
s nanotkaninou s fotosenziblizatorem. Maximalni efekt byl
pozorovan u vech tfech bakteridlnich kultur po 30 minutach
osvitu ve vzorcich s nanovlakny obsahujicimi fotosenzibiliza-
tor, kde nebyly nalezeny zadné kolonie. Naproti tomu stejny
postup neovliviioval riist bakterialnich kultur, pokud byla
pouzita nanotkanina bez fotosenzibilizatoru nebo neosvétlo-
vana tkanina s fotosenzibilizatorem.

Antibakterialni experiment v in vivo podminkach

Z bércovych viedi byl v definovanych ¢asovych odstupech
odebiran stér na kultiva¢ni vySetfeni u kazdého z pacientu.
Vysledky pro kazdou terapeutickou skupinu byly statisticky
zhodnoceny pomoci U testu Mann-Whitney. Semikvantitativ-
ni bakterialni kultivace byla s ohledem na mnozstvi bakterii
kategorizovana jako nulové (0), nizka (1), mirna (2), sttedni (3)
a masivni (4). Nalezli jsme statisticky signifikantni rozdily
u vech tfi skupin v 28. a 42. dni. Ve skupiné 1 byla ve 28. dni
ptitomna kolonizace kvadranti o stupni 0-1 v 63 % a ve 42. dni
v 90 % ptipadu. V porovnani s tim, ve skupiné 2 byla v 28. dni

Tabulka 1. Rozdily v proliferaci bakterii inokulovanych na nanotkaninach s fotosenzibilizatorem (+) nebo bez ného (-) po razné dlouhé dobé

osviceni

Kmen Celkova délka osviceni (min)

0 5 10 30
CCM 3953+ +4++ +++ +++ +++ +++ +++ + o+ o+ 0O 0 O0
CCM 3953- AR AR AR Arabr AR AR Apabr AR A SFAFE AR ARaEE
CCM 3954+ +4++ +++ +++ +4++ 4+ 4+ ++ + o+ 0o 0 0
CCM 3954- +++ +++ -+ SRR AFARE AR +4++ +++ +++ +++ +++ ++
CCM 3955+ +++ o+ +4++ 4+ 4+ +++ ++  ++ 0O 0 O
CCM 3955- AP dFFE 2R AFAP AR AR +4++ +++ +++ +++ +++ ++

Pozn.: Hodnota 0 znamena, ze na kultivaénim agaru bakterie nerostly, + rostly ojedinéle, ++ rostly sttedné a +++ rostly hojné. Byly pouzity
nasledujici bakterialni kmeny: CCM 3953 Staphylococcus aureus, CCM 3954 Escherichia colia CCM 3955 Pseudomonas aeruginosa. Vechny expe-
rimenty byly provadény v triplikdtech. Negativni kontroly CCM 3953, CCM 3954 a CCM 3955 (tj. inokulované nanotkaniny s fotosenzibiliza-

torem ve tmé) neovliviiovaly bakterialni proliferaci.
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Obr. 2. Antimikrobidlni u¢inek nanotkanin pfi riznych variantach experimentu

Staphylococcus aureus CCM 3953 byl inokulovan na nanotkaninu (A) s fotosenzibilizatorem a osvétlovanim, (B) osvétlovanou bez fotosenzibi-
lizatoru a (C) s fotosenzibilizatorem ve tmé. Osvétlované nanotkaniny byly exponovany svétlu po dobu 30 min pred dvandctihodinovou inku-
baci pfi 37 °C na Muellerové-Hintonové agaru.

vétsina pripadil kolonizovana stupném 2-3, kdy se tento stav
signifikantné nezménil az do 42. dne. Skupina 3 vykazovala ve
28. dni maximalni kolonizaci o stupni 2-4, ve 42. dni ovéem
bylo v nékterych pripadech pozorovano dalsi zhorseni. Ve
véech zminovanych pripadech byly hladiny vyznamnosti
p < 0,001. Mnohocetny komparativni test ANOVA prokazal
vysoce signifikantni rozdil v 28. a 42. dni.

Pokud bylo mozné izolovat mikroorganismy z rany, nejcas-
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Obr. 3. Absolutni zmény velikosti viedu

Tti terapeutické skupiny byly porovnavany podle velikosti plochy vie-
du. Velikost viedu byla zméfena na zacatku studie a v lé¢ebnych
dnech 15, 28 a 42. Byly zaznamenany statisticky signifikantni rozdi-
ly pti zmenseni ploch viedu mezi jednotlivymi skupinami. Plocha
viedu u pacientt 1é¢enych osvétlovanou nanotkaninou s fotosenzibi-
lizétorem se snizila v priméru z 12,5 cm2 na 8,1 cm? (p < 0,01). Ve 2.
skuping, kterd byla lé¢ena osvétlovanou nanotkaninou bez fotosenzi-
bilizétoru, se po 6 tydnech terapie zmensila plocha viedu z 11,8 cm?
na 11,6 cm? (p > 0,05). U pacient ve 3. skupiné, ktera byla lé¢ena
nanotkaninou s fotosenzibilizdtorem chranénou pred svétlem, se
béhem 1é¢by zvétsila plocha viedu z 11,1 cm? na 12,6 cm?2.
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téji nalézanym patogenem byl Staphylococcus aureus, s vysky-
tem v témér 90 % ran. Kmeny Pseudomonas aeruginosa
a Escherichia coli byly rovnéz detekovany, ale s niz$im mnoz-
stvim vyskytu. Pouze v 6 % stérti byl identifikovan druh Strep-
tococcus species.

Velikost rany

Ve skupiné 1 s osvétlovanou nanotkaninou s fotosenzibili-
zatorem se velikost rdny zmensila v priméru z 12,5 cm? na
8,1 cm? (p < 0,001) — obrazek 3. V této skupiné pacientti se 11
viedu zhojilo kompletné. Ve skupiné 2 s osvétlovanou nanot-
kaninou bez fotosenzibilizatoru se po 6 tydnech terapie zmen-
$ila velikost rdny z 11,8 cm2 na 11,6 cm? (p > 0,05). Jediny sig-
nifikantni rozdil této skupiny byl pozorovan po 2 tydnech
1é¢by, kdy se velikost rany redukovala z 11,8 cm? na 10,9 cm?
(p <0,05). U skupiny 3 s nanotkaninou s fotosenzibilizatorem
chranénou pred svétlem se velikost rany zvétsilaz 11,1 cm2 na
12,6 cm2.

Hojeni ran a zmirnéni bolesti

Hojeni rany bylo posuzovano témito parametry: nekrotic-
ka tkan, fibrinové povlaky, zdrava granula¢ni tkan a epiteliza-
ce. Hodnoceni probihalo 15., 28. a 42. den terapie. Ve skupiné
1 byl pozorovan rozdil mezi baseline a 42. dnem: ubytek
nekrotické tkdné o 78 %, redukce fibrinového povlaku o0 92 %
a naopak pribyvani epitelizace o 71 % a zvySeni ptitomnosti
zdravé granula¢ni tkané o 65 % (obr. 4). Ve skupiné 2 byl ve
stejném casovém obdobi zjistén ubytek nekrotické tkané
0 24 %, fibrinovych povlakt o 19 %, naproti tomu vzestup epi-
telizace 0 16 % a zdravé granulac¢ni tkané o 22 %. Ve skupiné
3 byl zjistén pokles odumfelé tkané o 15 % a fibrinového
povlaku o 6 %, narust epitelizace o0 8 % a zvySeni mnozstvi gra-
nulaéni tkané o 11 %.

Intenzita bolesti byla odhadovana pacienty ve vSech skupi-
nach pomoci vizualni analogové skaly (VAS; 0 = zadn4, 10 =
maximalni). Testovani probihalo v baseline, 15.,28.a42. den
terapie. Ve skupiné 1 byla pocatecni stfedni hodnota 6,2, kte-
ré klesla k 42. dni 0 71 % na hodnotu 1,8 (p < 0,001). Ve sku-
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Obr. 4. Klinicky obraz dvou pacienti ze skupiny 1 (pacient ¢. 7 — ¢erna pismena, pacient ¢. 48 — bild pismena) osetfovanych osvétlovanou
nanotkaninou s fotosenzibilizatorem
A =baseline, B = 15. den, C = 42. den

piné 2 klesla ve stejném obdobi pocate¢ni stfedni hodnota 5,1
049 % na hodnotu 2,6 (p < 0,05). Ve skupiné 3 klesla k 42. dni
pocate¢ni stiedni hodnota 4,8 0 6 % na 4,5 (p > 0,05).

Nezadouci ucin

Celkem se vyskytlo 19 pripadt nezadoucich u¢inka u 15
pacienttl. Ve skupiné 1 byl nahld$en nezadouci uc¢inek 1é¢by
u 11 % pripadu (9/84). Ve skupiné 2 byly zjistény nezadouci
ucinky u 15 % pripadii (6/39). A ve skupiné 3 se vyskytly neza-
douci uc¢inky u 10 % (4/39).

Vétsina nezadoucich G¢inka byla povahy péleni osetfova-
né oblasti béhem osvitu. Vechny nahld$ené nezadouci uc¢in-
ky byly pouze mirné intenzity a terapie proto nemusela byt
u pacientii pferuSena. Béhem studie se nevyskytly zadné zavaz-
né nezadouci ucinky s pri¢innou souvislosti k provadénému
vyzkumu.

DISKUSE

Hojeni chronickych ran je slozity proces. Pro toto klinické
hodnoceni byly proto vybrani pacienti s vitedy DK vendzniho
ptvodu jako relativné homogenni skupina z hlediska patofy-
ziologie vzniku chronické rany a predchozi lécby [6].

Ptitomnost polymikrobialniho biofilmu v ranach vede ke
zvy$enému uvolnovani prozanétlivych cytokind, vzestupu
aktivity tkanovych metaloproteinaz a inhibici migrace a adhe-
zivity keratinocytii. Antimikrobialni prostfedky maji sva ome-
zeni z pohledu ucinnosti, kontaktni senzibilizace, zvySujici se
rezistence patogent na antibiotika a negativnich vlivii na pro-
liferaci tkané [11, 18]. Vyvoj novych alternativ k antibiotikiim
se proto stal predmétem velkého komeréniho zéjmu [19].

Data prezentovana v této studii demonstruji antibakterial-
ni ucinky fotoinaktivace ptivodct, ktera je zaloZena na foto-
senzibilizatorem vytvareném vysoce reaktivnim singletovém
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kysliku O2(1A,). Tyto vysledky jsou ve shodé s recentnimi in
vitro studiemi, které potvrdily antibakterialni aktivitu vaci
Streptococcus mutans za pouziti fotodynamické metodiky [23].
Tento postup je zalozen na aplikaci kyseliny 5-aminolevulové,
0 niz je znamo, Ze je Gi¢inna prilécbé acne vulgaris [9]. Nano-
tkanina je optimalnim nosi¢em fotosenzibilizatoru, nebot je
extrémné tenkd, coz umoziuje prunik svétla tkaninou s nej-
vy$s$i moznou aktivaci fotosenzibilizatoru. Navic dobte adhe-
ruje k bakteridlnimu biofilmu na spodiné viedu, coz zajistuje
ptimy antisepticky ucinek molekul singletového kysliku
02(14y).

Extrémni reaktivita toxickych produktu kysliku aktivova-
nych svétlem zpiisobuje, Ze mohou eliminovat pouze ta agens,
ktera jsou v pfimém kontaktu s nanotkaninou, nebot toxicita
se ztraci témér okamzité po uvolnéni z nanotextilie. To zabra-
nuje poskozeni okolni granula¢ni tkané i hlubsich struktur,
a prispivé tak k bezpecnosti 1é¢by.

Tato studie hodnotila nékolik klinickych aspektii hojeni ran,
pricemz sledované osoby byly rozdéleny do tfi skupin. Ve sku-
piné, oetfované osvétlovanou nanotkaninou obsahujici tetra-
fenylporfyrinovy fotosenzibilizator, doslo po 42 dnech ke
zmenseni viedu, redukci mnozstvi odumrelé tkané a fibrino-
vych povlaki, a naopak ke zvy$eni mnozstvi zdravé granulac-
ni tkdné a epitelizace. Déle bylo dosazeno zmirnéni bolesti
provazejici chronické rany a soucasné nebyly pozorovany
zadné zavazné nezadouci Gcinky 1écby.

Studie prokazala opravnénost pouziti svétlem aktivovanych
nanotkanin s tetrafenylporfyrinovym fotosenzibilizatorem
jako aseptického kryti v1é¢bé viedt dolni koncetiny. Nas piis-
tup je zaloZen na fotoinaktivaci bakterii. Tato metoda je zalo-
Zena na generovani vysoce reaktivnich molekul singletového
kysliku O2(14,) s kratkym polocasem, které vykazujf antibak-
terialni uc¢inek pouze na povrchu materidlu. Efekt je tak znac-
né povrchovy v porovnani se standardnimi antiseptickymi
postupy, lze tedy predpokladat, Ze ndmi zvolend metoda nein-
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terferuje s hojicim procesem. Zde popsand metoda je vhod-

nou

alternativou k lokalni aplikaci antibiotik a antiseptik, je

ucinna jak pfi pouziti in vitro, tak in vivo a zptisobuje mini-
malni nezddouci tc¢inky. Zavérem lze shrnout, Ze tato metoda
nabizi Siroké spektrum pouziti v mediciné.

LITERATURA

10.

11.

12.

182

BILL, T.]., RATLIFE C. R.,, DONOVAN, A. M. et al. Quantitati-
ve swab culture versus tissue biopsy: a comparison in chronic
wounds. Ostomy Wound Manage, 2001, 47, p. 34-37.

CITRON, D. M., GOLDSTEIN, E. ], MERRIAM, C. V. et al. Bac-
teriology of moderate-to-severe diabetic foot infections and in
vitro activity of antimicrobial agents. J. Clin. Microbiol., 2007, 45,
p- 2819-2828.

DE ROSA, M. C., CRUTCHLEY, R. J. Photosensitized singlet
oxygen and its applications. Coord. Chem. Rev., 2002, p. 233-234,
p. 351-371.

EGOROV, S. Y., KAMALOV, V. E, KOROTEEV, N. I et al. Rise
and decay kinetics of photosensitized singlet oxygen lumines-
cence in water. Measurements with nanosecond time-correlated
single photon counting technique. Chem. Phys. Letters, 1989,
163, p. 421-424.

GIROTTI, A. W. Lipid hydroperoxide generation, turnover, and
effector action in biological systems. J. Lipid Res., 1998, 39,
p- 1529-1542.

GOTTRUP, E, JORGENSEN, B., KARLSMARK, T. et al. Redu-
cing wound pain in venous leg ulcers with Biatain Ibu: a rando-
mized, controlled double-blind clinical investigation on the per-
formance and safety. Wound Repair Regen, 2008, 16, p. 615-625.
GRACANIN, M., HAWKINS, C. L., PATTISON, D. I. et al. Sin-
glet-oxygen-mediated amino acid and protein oxidation: For-
mation of tryptophan peroxides and decomposition products.
Free Radical Biol. Med., 2009, 47, p. 92-102.

GROAH, S. L., LIBIN, A., SPUNGEN, M. et al. Regenerating
matrix-based therapy for chronic wound healing: a prospective
within-subject pilot study. Int. Wound J., 2011, 8, p. 85-95.
HARRIS, E, PIERPOINT, L. Photodynamic therapy based on
5-aminolevulinic acid and its use as an antimicrobial agent. Med.
Res. Rev., 2011, Jul 26. doi 10.1002/med.20251. [Epub ahead of
print]

JESENSKA, S., PLISTIL, L., KUBAT, P. et al. Antibacterial nano-
fiber materials activated by light. J. Biomed. Maters Res. A, 2011,
99, p. 676-683.

KIRKETERP-MQ@LLER, K., GOTTRUP, E Bacterial biofilm in
chronic wounds. Ugeskr Laeger, 2009, 171, p. 1097.

LANG, K., MOSINGER, J., WAGNEROVA, D. M. Photophysi-
cal properties of porphyrinoid sensitizers non-covalently bound
to host molecules; models for photodynamic therapy. Coord.
Chem. Rev., 2004, 248, p. 321-350.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

MARTINS, A., CHUNG, S., PEDRO. A. J. et al. Hierarchical
starch-based fibrous scaffold for bone tissue engineering appli-
cations. J. Tissue Eng. Regen. Med., 2009, 3, p. 37-42.
MOSINGER, J., JIRSAK, O., KUBAT, P. et al. Bactericidal nano-
fabrics based on photoproduction of singlet oxygen. J. Mater.
Chem., 2007, 17, p. 164-166.

MOSINGER, J., LANG, K., HOSTOMSKY, J. et al. Singlet oxy-
gen imaging in polymeric nanofibers by delayed fluorescence. J.
Phys. Chem. B, 2010, 114, p. 15773-15779.

MOSINGER, J., LANG, K., KUBAT, P. et al. Photofunctional
polyurethane nanofabrics doped by zinc tetraphenylporphyrin
and zinc phthalocyanine photosensitizers. J. Fluorescence, 2009,
19, p. 705-713.

MOSINGER, J., LANG, K., PLISTIL, L. et al. Fluorescent poly-
urethane nanofabrics: A source of singlet oxygen and oxygen
sensing. Langmuir, 2010, 26, p. 10050-10056.

NELSON, E. A., OMEARA, S., GOLDER, S. et al. Systematic
review of antimicrobial treatments for diabetic foot ulcers.
Diabet. Med., 2006, 23, p. 348-359.

OMAR, N. S., EL-NAHAS, M. R., GRAY, J. Novel antibiotics for
the management of diabetic foot infections. Int. J. Antimicrob.
Agents, 2008, 31, p. 411-419.

O’MEARA, S., AL-KURD, I. D., OLOGUN, Y. et al. Antibiotics
and antiseptics for venous leg ulcers. Cochrane Database Syst.
Rev., 2010, CD003557.

RAFFETTO, J. D. The definition of the venous ulcer. J. Vasc.
Surg., 2010, 52 (5 Suppl), p. 46-49.

SEN, C. K., GORDILLO, G. M., ROY, S., KIRSNER, R. et al.
Human skin wounds: a major and snowballing threat to public
health and the economy. Wound Repair Regen, 2009, 17, p. 763—
771.

SCHNEIDER, M., KIRFEL, G., BERTHOLD, M. et al. The
impact of antimicrobial photodynamic therapy in an artificial
biofilm model. Lasers Med. Sci., 2011, 3, p. 615-620.
SCHULTZ, G. S., DAVIDSON, J. M., KIRSNER, R. S. et al.
Dynamic reciprocity in the wound microenvironment. Wound
Repair Regen, 2011, 19, p. 134-148.

Podékovdni: Tato prace byla podporena grantem Minis-

terstva zdravotnictvi CR IGA NS/10093-4/2008 a Ministerstva
Skolstvi, mlddeze a télovychovy CR MSM 0021620857.

Do redakce doslo dne 18. 5. 2012.

Kontaktni adresa

Prof. MUDr. Petr Arenberger, DrSc., MBA
Dermatovenerologickd klinika 3. LF UK a FNKV
Srobdrova 50

100 34 Praha 10

e-mail: pa@avemedica.cz

Ces-slov derm, 87,2012, No. 5, p. 161-208



