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ANOTACE

Prace se zabyva histologickymi zménami ktize béhem jednotlivych fazi procesu hojeni.
Kromé morfologickych alteraci v procesu hojeni se prace v mensi mife vénuje také expresi
PPARa. Teoreticka ¢ast shrnuje zakladni poznatky o histologické struktuie kuze, diabetu
mellitu typu 2, ZDF potkanech a popisuje proces hojeni jak za fyziologickych, tak
patologickych podminek. Kratce jsou zde zminény také receptory aktivované proliferatory

peroxizomil, zejména pak izotyp alfa.

Experimentalni ¢ast je vénovana histologické a imunohistochemické analyze kize ZDF

potkani. ZDF potkani slouzi jako vhodny zvifeci model pro studium diabetu mellitu typu
2.

Klicova slova: hojeni ran, PPARa, Zucker diabetic fatty rat, histologie kiize, diabetes

mellitus

ANNOTATION

The thesis focuses on histological skin changes, within several phases of the wound
healing. In addition to morphologic alterations in the healing, the thesis also marginally
deals with the expression PPARa. The theoretical part includes basic knowledge in
histological skin structure, diabetes mellitus type 2 and ZDF rats. This part also describes
the healing in physiological, as well as in pathological conditions. A short mention is
devoted to peroxisome proliferator-activated receptors, especially to the isotype alpha.

The experimental part is focused on histological and immunohistochemical skin analysis of

ZDF rats. ZDF rats represent an appropriate animal model for study of diabetes mellitus of

type 2.

Keywords: wound healing, PPARa, Zucker diabetic fatty rat, skin histology, diabetes
mellitus



OBSAH

UVIOD .ttt b et b et e e b e e e at e e e bt e e nbe e e ke e et e e nbe e et e e nbeeenne e 10
CIL PRACE ..ottt 11
TEORETICKA CAST......ooiiiiiiiiiiieniiseiisssiss st 12
1  HISTOLOGICKA STRUKTURA KUZE .........ccoooommirimirrinnneinneissssesnssesssennes 12
2 HOJENI PRIMARNICH A SEKUNDARNICH RAN........coccovvimririirinnnincinnens 16
2.1 FAZE NOJENT TN ..ot 18
2.1.1  HEMOSAZA .. .eiieieiieiieeiee ettt 18
2.1.2  Faze zan€tliva (eXSudatiVil) ......cceciiviiieiiiiesieee e 19
2.1.3  FAze Proliferaling .........cccoviiiiiiiieiic e 19
2.1.4  Faze remOodelacng ........cocoeiiiiiiiiiiiicee s 21

3 DIABETES MELLITUS ...t 23
3.1 DEFINICE ..o 23
3.2 KIGSHIKACE. ... 23
T B 0] 1o 1] ¢ T - USSP 24
3.3.1  KozZni KOMPIKACE ......cociiiiiiiiiiiiicie e 24
3.3.2  Diabetes a hoJeni ran.........cccocviiiiiiiiiiee 25

4 JADERNE RECEPTORY PPAR.........cccoioiiiiiieieeeeeeee s teness s 27
5  DIABETICKY POTKAN ZDF .........coocmiriirinrineinnssssssssssssssssssssesssssssssssnns 30
6 HISTOLOGIE.......coie ettt 31
6.1  FiXACE tKANE .....eeiiiiiiiiiiii e 31
6.2  Zalévani tkdn€ do parafinui..........cccoviiiiiiiiiiic e 31
6.3 Krajeni tkANE ........cooiiiiiiiii 32
6.4 Barveni tKANE ..o 32
6.5  MONTOVANT FEZIUL ..o.vviinviiiiiieiie sttt ettt e e 33

7 IMUNOHISTOCHEMIE ........oooi e e 34
EXPERIMENTALNT CAST......cooiiiiiiiininenesisess st 38
8 PRIPRAVA PREPARATU PRO HISTOLOGI....ccocooiriririnreiereinsrennrennnens 38
8.1  Odbér materidlu a fixace tkAnE .........cccoeeiiiiiiiiii 38
8.2  Zalévani tkdn€ do parafinu..........cccceoviiiiiiiiiiiic e 38

8.3 KIaJeni tKANE ........coooiiiiiie e 40



R B ¥ 4775 1V TR TR 41

8.5  Montovani a MiKroSKOPOVANT ..........cceiiiiiiiiiiii i 44
9  PRIPRAVA PREPARATU PRO IMUNOHISTOCHEMII .......cocovvivierernninnn 45
0.1 OdparafiNOVANT........uieiiiiiiiii it nre e 46
9.2  IMUNohiStochemiCKE DArVENT ...ccccccoiiiiiiiiiiiii et 46
LS TR I @ o Ao Y [0 1< o ¥ 48
9.4  Montovani @ MIKIOSKOPOVANT ....cccvvviiiiiiiiiiiie i 48
10 VYSLEDKY w...oooiiiiiiiiciiieieseeeies s e seesie sttt sss s 49
(T ] 1] S U] =TT 70
A 7N % ) 3 ST 75
SEZNAM POUZITE LITERATURY .....covviiiiieiieeesesesteseesesesessssessesses st 76
SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU ............coovviiiiiiiiieiseeeeeeseeseeses st 84
SEZNAM OBRAZKU .........oooiiieieeeeeoeeeeeeeeee ettt 86
SEZNAM TABULEK ...ttt sttt snes st 88

SEZNAM PRILOH ..o e et e ee et e e e e s er e e e s er e e e eser e 89



UVOD

Hojeni ran je komplexni dynamicky proces, na jehoz pribéhu se podileji bunky imunitniho
systému, bunky epitelidlni, endotelialni, krevni desticky a fibroblasty. Cytokiny
a mediatory produkované témito buiitkami hraji v procesu hojeni diilezitou tlohu. Hojeni je
vysledkem souhry mnoha faktord, slozitych regulacnich mechanismi a vzajemnych

interakci vSech bunécnych komponent spole¢né s ristovymi faktory.

Za fyziologickych podminek probihd hojeni ve 4 fézich, které se v Case vzijemné
ptekryvaji. Jedna se o hemostadzu, fazi zanétlivou, prolifera¢ni a remodelaéni. Do kazdé
faze se zapojuje jina sorta bunék. Hemostazy se tiastni krevni desticky, zanétliva faze je
zprostiedkovana mnozstvim neutrofili, které jsou v pozd€jsi fazi zanétu vystiidany
makrofagy a lymfocyty. Proliferaéni faze se neobejde bez pfitomnosti endotelovych

a epitelovych bunék a zejména pak fibroblastt, které jsou dulezité i v posledni fazi

remodelacni, béhem které se pfeméiuji na myofibroblasty zajist'ujici kontrakei rany.

Za patologickych podminek neprobiha hojeni podle normalniho schématu, ale dochazi
k prodlouzZeni jednotlivych fazi, zejména faze zanétlivé, pii které jsou zna¢né¢ zmnozeny
neutrofily, makrofagy a mastocyty. Takto zménéné rany se stavaji chronickymi a obtizné
lécitelnymi.

Jednou z Castych pfi¢in zhorSeného hojeni ran je i systémové onemocnéni diabetes
mellitus, které je provazeno cévnimi zménami. Pfi¢inou chronickych ran u diabetikl je
také ischémie vedouci k tkdnové hypoxii, porusena mikrocirkulace, pfitomnost bakterialni
nebo mykotické infekce, malnutrice, polyneuropatie, nadmérna tvorba granulaéni tkané
s poruchou kontrakce rany, snizena exprese rustovych faktord, zvySena aktivita tkanovych

proteaz a mnoho dalSich.

K lepSimu porozuméni morfologickych zmén, které proces hojeni provazeji, se v dnesni
dobé vyuzivd mnoho zvifecich modelli napf. pavianl, prasat a zejména pak potkant.
Zucker diabetic fatty rat (ZDF) se vyznacuji mutaci v genu pro leptinovy receptor. Na
zakladé této genetické mutace dochazi u potkant k polyfagii, nasledné obezité a inzulinové

rezistenci vedouci k rozvoji nemoci diabetes mellitus typu 2.
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CiL PRACE

Cilem této prace bylo histologické a imunohistochemické srovnani pritbé¢hu hojeni koznich
ran u ZDF potkanl — zjistit, zda existuji rozdily mezi pohlavimi a mezi zdravymi

a diabetickymi jedinci v riznych ¢asovych intervalech.
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TEORETICKA CAST
1 HISTOLOGICKA STRUKTURA KUZE

Kuze predstavuje nejveétsi a nejtézsi orgdn lidského téla. U dospélého ¢Cloveka tvoii 16 %
jeho hmotnosti. Kize zajist'uje ochranu pted vlivy zevniho prostiedi, jakozto ultrafialovym
zétenim, teplem, radiaci, chemikaliemi, mikroorganismy atd. Jeji velmi dulezitou funkci je

regulace télesné teploty [3,4].

Obr. 1: Histologickda struktura lidské kiie, Cervenym pruhem vyznacena vrstva epidermis, fialovym
pruhem dermis a Zlutym subcutis (upraveno podle [55])

1 — stratum corneum, 2 — stratum spinosum, 3 — stratum basale s melaninovymi granuly 4 — dermalni papily,
5 — musculus arrector pili, 6a — vyvod potnich Zldz, 6b — sekrecni cast potnich Zldz, 7 — Vater-Paciniho
teliska, 8 — subkutdanni vrstva s tukovou tkdani, 9 — kosterni sval, 10 — musculus arrector pili, 11 — mazové
zlazy, 12 — retikularni vrstva, 13 — viasové folikuly; 13a — vnitini koFenovad pochva; 13b — zevni korenova
pochva; 13c — vazivova pochva; 13d — viasova cibulka; 13e — dermalni papila, 14 — krevni cévy

12



Histologicky ji muzeme rozdé€lit na tii zietelné odlisné slozky (obr. 1): epidermis
(pokozka), dermis (Skara) a subcutis (podkozi). Epidermis ptedstavuje slozku epitelovou,
dermis slozku vazivovou. Na zaklad¢ tloustky epidermis rozliSujeme kuzi tlustého
atenkého typu. Ktze tlustého typu, nachazejici se na ploskach nohou a dlanich, vytvaii
epidermis silnou 400 — 600 pum. Tenky typ kiize nachazime na ostatnich Castech téla
a epidermis zde dosahuje tloustky 75 — 150 um. Typické pro tento typ kiize je ochlupeni
[3.4].

Tenky typ kiGzZe (H-E) Tlusty typ kaZe (trichrom)

stratum N stratum
granulpsum lucidum

\ -
3

b istratumSpinosum
€

Obr. 2: Porovndni kiiZe tenkého a tlustého typu (upraveno podle [56])
(1) — Stratum corneum, (2) — stratum granulosum, (3) — stratum lucidum, (4) — stratum spinosum, (5) —
stratum basale, (6) — dermis

Epidermis

Epidermis vytvaii rohovéjici vrstevnaty dlazdicovy epitel. Olupujici se (rohovéjici) bunky
jsou oznacovany jako keratinocyty. Soucasti epidermis jsou i dalsi buiiky jako melanocyty,
Langerhansovy buiikky a Merkelovy buiiky. Epidermis tlustého typu rozdélujeme do 5

vrstev (obr. 3).

Stratum basale je nejhlubsi ¢asti epidermis s vyraznou mitotickou aktivitou. Tvofi ji vrstva

kubickych bunék.
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Stratum spinosum je formovana bunikami kubického, polygonalniho az oplostélého tvaru

s Cetnymi ostnitymi vybezky. I zde probiha mitoticka aktivita a spole¢n¢ se stratum basale

se hovoii o tzv. stratum germinativum Malpighi.

Stratum granulosum sestava z 3 — 5 vrstev oplostélych bunék polygonalniho tvaru. Buriky

obsahuji hruba bazofilni keratohyalinova granula a mala granula lamelarni. Keratohyalin je

prekurzorem keratinu.

Stratum lucidum je sloZzena z extrémné oplostélych bunék a to zejména u tlustého typu

ktze. Jadro a organely bunék se stavaji mén¢ ztetelnymi.

Stratum corneum se sklada z 15 — 20 vrstev oplostélych zrohovélych bunék obsahujicich

ve své cytoplazmé keratin. Buniky se oznacuji jako korneocyty. Nemaji patrné ani jadro ani
buné¢éné organely. Povrchova vrstva kuze se typicky odlupuje — dochazi k tzv. deskvamaci
korneocyti.

U tenkého typu kiize je stratum granulosum a stratum lucidum mén¢ patrné (obr. 2).

l\!
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Obr. 3: Vrstvy epidermis (upraveno podle [57] éernou tlustou c¢arou vyznacena tloustka jednotlivych vrstev)
(1) — stratum corneum, (2) — stratum lucidum, (3) — stratum granulosum, (4) — stratum spinosum, (5) —
stratum germinativum
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Dermis

Dermis je tenka vrstva pojivového vaziva lezici pod vrstvou epidermis. Je sloZzena
z kolagennich, elastickych a méné Castych retikulinovych vlaken. Mezi epidermis a dermis
se nachdzi zfetelna hranice zvana lamina basalis. Tloustka vrstvy dermis je na raznych
castech téla promeénliva. Dermis sestava ze dvou vrstev: Stratum papillare tvofena fidkym
kolagennim vazivem a stratum reticulare sestdvajici z hustého neuspotfadaného
kolagenniho vaziva [3,4]. Mezi hlavni bunky dermis patii: fibroblasty, histiocyty
a mastocyty. Fibroblasty hraji hlavni roli v syntéze vaziva. Histiocyty, které vznikaji
Z monocytd, v dermis pusobi jako makrofagy. Mastocyty neboli zirné buniky obsahuji ve
své cytoplazmé metachromaticka (Cervenofialova) granula. Pii zanétlivych a alergickych

reakcich uvoliuji do svého okoli mediatory typu histamin, serotonin, heparin a dalsi [23].

Subcutis je nejhlubsi vrstvou kuze, ktera je slozena zejména z tukové tkané a tidkého

vaziva [23].

Histologicka stavba klize u potkant je podobna ktizi ostatnich hlodavet. Od lidské kaze se
vsak 1isi. U potkani kuize rozliSujeme vrstvu epitelu (epidermis), tenkou vrstvu pojivové
tkan¢ (dermis), vrstvu tukové tkané (subcutis nebo panniculus adiposus) a vrstvu pii¢né
pruhovaného svalu oznacovanou jako panniculus carnosus, ktera od kiize odd€luje ostatni

struktury. Tato vrstva se v lidské kizi nenachazi [45].

Kosterni svalova tkan

Kosterni svalova tkan je tkani pfi¢né pruhovanou. Morfologickou a funkéni jednotkou je
mnohojaderné bunka neboli svalové vldkno. Délka vlakna se udava od nékolika milimetri
do nékolika centimetrti pfi tloust’ce 10 — 100 um. Na podélnych fezech vlakno vykazuje
pfi¢né pruhovani [6].

Stavba svalového vlakna

Na povrchu svalového vldkna se nachéazi sarkolema. Kazdé vldkno miize obsahovat az
stovky bunécnych jader, kterd jsou ulozena pod sarkolemou. Vnitiek vldkna je vyplnén
sarkoplazmou, jejiz soucasti je myoglobin a myofibrily. V prostoru mezi myofibrilami se
nachazeji mitochondrie a sarkoplazmatické retikulum. Cetné Golgiho aparity jsou
situovany V blizkosti buné¢nych jader. Zrnka glykogenu a tukové kapky jsou zde

zastoupeny jako bunééné inkluze [6].
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2 HOJENI PRIMARNICH A SEKUNDARNICH RAN

Hojeni ran je komplexni fyziologicky d¢j, vyzadujici koordinaci nékolika riznych procest
a faktor. Odehrava se ve vSech tkanich a organech. Mnoho z reparativnich procest je
spolecnych pro vSechny tkané. Hojeni zahrnuje kaskadu piesné regulovanych kroki
audalosti, které koreluji s vyskytem raznych typa bunck, které se v rané¢ Vv prubéhu
jednotlivych fazi procesu objevuji. Nacasovani a interakce mezi zucastnénymi komponenty
se muze u akutnich a chronickych ran liSit, nicmén¢ hlavni faze hojeni zlstavaji beze zmén
[33].

Mezi lokalni faktory ovliviiujici hojeni patii bezesporu ischémie, bakterialni infekce,
proliferaci fibroblastti a tim i syntézu a ukladani ECM. Znaky infekce zahrnuji teplotu,
citlivost, zarudnuti, otok a exsudat [33]. Dostate¢ny ptijem kalorii je béhem hojeni ran
velmi dilezity. Adekvatni mnozstvi vitaminu C a A je nutné pro syntézu kolagenu, jeho
zesitovani a proces reepitelizace. Mikronutrienty jako zinek a méd’ jsou soucasti mnoha
enzymil, které se na hojeni ran podileji. Proto muze pii jejich deficitu dojit ke zpomaleni

hojeni [33].

Mezi dva mechanismy, kterymi se tkan miZe zahojit, patfi regenerace a reparace.
Regenerace predstavuje proces, pii kterém se poskozené bunky nahradi novymi
identickymi bunkami [15,16]. Jinak je tomu u reparace, kdy se poskozena tkan nahradi
tkani jinou, vazivovou. V zavislosti na podminkach hojeni rozliSujeme dva zplsoby hojeni:
per primam intentionem (primarni hojeni, obr. 4) a per secundam intentionem (sekundarni

hojeni, obr. 5) [17].

Hojeni za fyziologickych podminek probihd ve ctyfech fazich: hemostaza, zanétliva
reakce, proliferace a remodelace (obr. 6). Jednotlivé faze se piekryvaji a doba potiebna

k vyléceni je individualni pro kazdého jedince [15,21].
Hojeni per primam

Probihéd u ran, které nejsou infikované a znecisténé, okraje jsou blizko sebe, nebo byly
seSity chirurgickymi stehy. Prostor mezi dv€ma okraji je vyplnén erytrocyty, krevni
plazmou a fibrinem. Takovymto zplisobem se pievazné hoji fezné a operacni rany, které
nepodlehly infekci [17,19]. Narusena byva jen mala ¢ast tkané€, dochazi k tvorbé malého

mnozstvi granula¢ni tkané, taktéz je zde minimalizovana tvorba jizvy [5].
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Hojeni per secundam

Timto zpusobem se hoji velké oteviené a znecisténé rany. Taktéz rany, u kterych doslo ke
ztraté tkané ¢i k infekei. Hojeni probihd na stejném principu jako je hojeni per primam
S tim rozdilem, Ze probihd pomaleji a je potfeba nahradit vétsi Cast tkan€, nez je tomu
U hojeni per primam. Ve vétsiné ptipadl je proces hojeni ukoncen vznikem dosti vyrazné
Jizvy [17,19]. Pro maximalni zahojeni je velmi dulezité zajistit spravné mikroprostfedi na

povrchu rany [15].

Hojeni per primam

casny steh minimalni jizva

Obr. 4: Schematické zndzornéni hojeni per primam (upraveno podle [58])
1 — neporanénd kiize, 2 — epidermis, 3 — dermis, 4 — stehem sesitd rana, 5 — jizva

Hojeni per secundam

oteviena rana s rana vyplnéna velka vyrazna jizva
Krevni srazeninou granulacni tkani

Obr. 5: Schematické zndzornéni hojeni per secundam (upraveno podle [59])
1 — neporanéna kiize, 2 — epidermis, 3 — dermis, 4 — krevni srazenina, 5 — granulacni tkan, 6 — vyraznd jizva
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Chronické rany

Hojeni chronickych ran se vyznacuje nekoordinovanosti, nerovnovahou v produkci
cytokind, rastovych faktord, proteaz a endokrinnich hormoni. Jejich hojeni neprobiha
podle normélniho schématu hojeni. Jednd se o inkompletni proces naruseny raznymi
faktory, jejichz vysledkem je prodlouzeni jedné nebo vice fazi reparace. Mezi tyto faktory
patii infekce, hypoxie, nekroza, exsudace a zvySena produkce prozanétlivych cytokini.
Pretrvavajici zanét vede ke kaskad¢ tkanovych reakci, které spole¢né zpomaluji hojeni

tkang [33].

2.1 Faze hojeni ran

2.1.1 Hemostaza

Pii poSkozeni dermis dochazi ke krvaceni. V misté poranéni dochazi k vazokonstrikci,
nahromadéni krevnich destiCek, vytvaii se provizorni hemostaticka zatka, nasleduje
kaskadovita reakce plazmatickych faktort, konéici vznikem fibrinové sité¢ a definitivniho
trombu. Pozd¢ji se trombus odstrani fibrinolyzou [18]. Uvniti fibrinové sit¢ krevni

desticky agreguji a produkuji fadu ristovych faktorti, mimo jiné PDGF a (TGF)B1.

Poskozenim krevnich cév nastava v ran€ bezprostiedné¢ po poranéni hypoxie, ktera je
dalezitd pro dalsi fazi hojeni. Diky ni nartistd migrace keratinocytd, dochdzi k cCasné
angiogenezi, proliferaci a klonalni expanzi fibroblasti. Také vzriista transkripce a syntéza
dilezitych rastovych faktort a cytokint.

Béhem dvou az tfi dnti jsou zanétlivé a dermalni bunky rekrutovany do poSkozeného mista.
Cirkulujici monocyty prestupuji z krevniho fecisté do mista poranéni, kde se preménuji na
tkanové makrofagy. Fibroblasty a endotelidlni buiiky formuji ¢asnou granulacni tkan, ktera

zahajuje proces kontrakce [29].
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2.1.2 Faze zanétliva (exsudativni)

Casna (neutrofily) a pozdni (makrofagy) [33]

Zanétliva odpoved’ zacina bezprostiedné po poranéni diky cirkulujicim leukocytim, které
se do rany dostaly pasivné z poranénych cév. Impulz pro dalsi aktivaci imunitnich bunék

zajistuji mastocyty, Langerhansovy bunky a T bunky, které tkan pfirozené osidluji [43].

Po zastaveni krvaceni nastdva vazodilatace se zvySenou permeabilitou cév. Dochazi
k tvorb¢ extravaskularniho vypotku, do rany migruji proteiny spoleéné s leukocyty.
Neutrofily hraji roli prvni obranné linie, secernuji mediatory zanétu TNFa, IL-1 a IL-2,
pomoci fagocytdzy a produkovanych proteaz likviduji jak choroboplodné zarodky, tak
ireverzibilné poSkozenou tkan [20]. V rané se objevuji piiblizné¢ 6 hodin (24 — 36 hodin
[33]) po poranéni, béhem 1 az 2 dni se jejich mnozstvi zvySuje na maximum a po 2 az 3
dnech toto mnozstvi zacina klesat [40]. Fagocytarni aktivita neutrofilti je pro nasledujici
faze rozhodujici. V pfipadé nedostate¢né funkce neutrofili by doslo k bakteridlni
nerovnovaze, a akutni rana by se stala nehojici [33]. Neutrofily jsou poté vytlaeny

v podobg¢ strupu nebo fagocytovany makrofagy [32].

Makrofagy se v ran¢€ objevuji 48 — 72 hodin po poranéni [33]. Spole¢né s endotelem jsou
hlavnim producentem prozanétlivych cytokint IL-1 a TNFa [16,20]. Jimi produkované
rastové faktory (b-FGF, EGF, TGFa a TGFp) fidi migraci a proliferaci bun¢k, které jsou
dulezité pro novotvorbu vaskularizované tkan¢é. Hlavnim cilem zanétlivé reakce je

vy¢isténi rany, coz je zakladni podminka pro nasledujici fazi [21].

Posledni bunky vstupujici do rany jsou lymfocyty, které jsou sem ptfitahovany ptiblizné€ po
72 hodinach po poranéni pusobenim IL-1, slozkami komplementu a rozpadovymi produkty
imunoglobulinu G. IL-1 je dulezity pro regulaci kolagenaz, které pozdgji sehravaji
dulezitou roli v remodelaci kolagenu, produkci slozek extracelularni matrix (ECM) a také

degradaci ECM [33].

2.1.3 Faze proliferac¢ni

Proliferace je charakterizovana angiogenezi, epitelizaci, formovanim granula¢ni tkané
a ukladanim kolagenu [32,54]. Fibroblasty, endotelialni a epitelidlni bunky, zde hraji
hlavni roli. Proliferacni faze nastava v fadu nekolika hodin po poranéni [32]. Velnar a kol.,
udavaji zacatek proliferacni faze tfeti den po poranéni a konec ptiblizn¢ dva tydny poté
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[33]. Dulezitou roli zde schravaji cytokiny a rtstové faktory TGFPB, VEGF a PDGF
stimulujici fibroblasty a endotelialni bunky [21].

Angiogeneze

Adekvatni krevni zasobeni a vyZzivu v nov€ vznikajici granulac¢ni tkani zajistuje proces
angiogeneze neboli neovaskularizace, béhem kterého se formuji nové krevni cévy [5,53].
Proces neovaskularizace zacina z intaktnich krevnich cév vyskytujicich se na okraji rany
[21,53]. Na zakladé angiogennich stimultt migruji proliferujici endotelialni buniky do mista
poranéni. Angiogenezi stimuluje tkanova hypoxie, kyselina mlécna, biogenni aminy a
cytokiny produkované makrofagy, krevnimi destiCkami a lymfocyty [15,32]. Bunéénym
délenim se v misté poranéni vytvareji malé ,,pupeny* nebo ,klicky*, které se postupné
formuji v trubkovité Gtvary smétujici k epidermis. Spojenim s ostatnimi arterialnimi nebo
vendznimi pupeny vznika funkéni kapilarni sit’ [15,53]. Tato nové vznikla kapilarni pleteni
meéni vzhled rany na lososové cervenou/rizovou barvu, coz svéd¢i o spravné krevni
cirkulaci. Pokud vsak rana jevi znamky nasSedlé barvy s povlaky nebo s ostie ¢ervenymi
utvary, jedna se o znamku neadekvatniho krevniho z4sobeni, stagnace hojeni nebo infekce.

Optimalni vlhkost a teplota urychluje proces hojeni [22,5].
Epitelizace

V této fazi probiha dalSi migrace, proliferace a diferenciace bunék, jejimz vysledkem je
prekryti povrchu rany a vytvoreni tak ochranné bariéry [21,53]. Epitelizace charakterizuje
migraci epitelidlnich bunék napfi¢ povrchem rany, které postupné uzaviraji ranu smérem
od okraje ke stfedu [5,21]. Obrovsky mitoticky potencial zde maji buiiky bazalni vrstvy
migrujici pod strupem smérem k povrchu kuze [21]. Epitelizace miuze zacit také
z epitelizacnich ostravkt uvniti rany, ze zbytkt vlasovych folikuli, potnich a mazovych
z1az [5,15,53]. Poté, co se migrujici buiiky z protilehlych okraju stietnou, dojde k zastaveni
jejich pohybu. Nasledné dochdzi k utvafeni bazalni membrany a postupné diferenciaci
epitelidlnich buné€k Vv jednotlivé vrstvy epidermis [33]. Proces epitelizace zhorSuje

ptritomnost nekrotické tkan¢ a strupu [15].
Formovani granulacni tkané

Nové€ vznikajici stroma oznacované jako granulacni tkan nahrazuje fibrinovou sraZeninu
[44]. Krevni srazenina tvofena kolagenem, krevnimi destickami, trombinem
a fibronektinem slouzi jako sit’ pro adhezi a migraci bunék [54]. Fibroblasty migrujici

Z nepoSkozené dermis na okrajich rany zde hraji zdsadni lohu, proliferuji a produkuji
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proteiny kolagen typu Ill, glykosaminoglykany a fibronektiny [5,32,54]. Provizorni
extracelularni matrix je postupné nahrazena matrix sestavajici z kolagenu [54]. Fibroblasty
jsou ziskavany také z cirkulujicich fibrocytl, progenitorovych bunék kostni diené, ale také
jsou rekrutovany z multipotentnich buné€k ulozenych v dermis a pericytu v blizkosti
krevnich cév [44]. Pozdé&ji produkce kolagenu ustava a na fibroblasty bohata granula¢ni
tkan je nahrazena relativné bezbunéénou jizvou. Buiiky v misté rany podléhaji apoptdze

[32].

214 Faze remodela¢ni

Posledni faze je zodpoveédna za vyzravani epitelu a finalni formovani jizvy. Tato faze muze
trvat 1 — 2 roky [36]. Granula¢ni tkan se zmenSuje, kapilary se spojuji do vétSich cév,
fibroblasty se transformuji na myofibroblasty obsahujici obrovské svazky aktinovych
mikrofilament, diky nimz je =zajisténa kontrakce rany [21,32]. Kolagenni matrix
produkovana fibroblasty se stava 1épe organizovanou. Kolagen III vyzrava a je nahrazen
kolagenem | [5,33]. Kolagen tvofici jizvu je ve srovnani s kolagenem uloZeném
vV neporusené tkani odliSn€¢ organizovany. TaktéZ pevnost nové vytvoiené jizvy se od
originalni tkané 1i§i a nikdy nedosahne 100 % ptivodni pevnosti. Pevnost jizvy se vétSinou
pohybuje okolo 80 % [5,54]. Tkan se tak pfeménuje v méné pruznou jizvu, kterd je
nachylngjsi k traumatu [22]. Spravna remodelace kolagennich vldken b&hem formovani
jizvy je zavisla na rovnovaze mezi jejich syntézou a odbouravanim. Degradaci kolagennich
vlaken zajistuji matrix metaloproteinazy (MMP) produkované neutrofily, makrofagy
a fibroblasty. Postupnym formovéanim se jizva stava bezcévnatou a témét bezbunétnou

[53].
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Obr. 6: Schematické zndzornéni jednotlivych fazi hojeni ran (upraveno podle [60])

a) lhned po poranéni dochdzi k vyplaveni krevnich elementii a vazoaktivnich aminii z poskozenych cév
nachazejicich se v dermis. Diky docasné zvysené permeabilité cév miize probéhnout infiltrace rdany neutrofily
(PMN), krevnimi destickami a plazmatickymi proteiny. Faktory uvoliiované témito buinkami spousti
vazokonstrikci. (b) Kaskadovitou reakci plazmatickych faktorti vznika fibrinova sit. (c) Krevni desticky
agregujici uvnitr fibrinové sité produkuji radu faktori, zejména PDGF a TGF-p, které do mista poranéni
pritahuji PMN. Masivni infiltrace PMN indikuje zacatek casné faze zanétu. (d) PMN jsou priblizné po 48
hodindch od poranéni nahrazeny makrofagy, které stejné jako PMN fagocytuji odumrelé bunky a poskozenou
tkan. Mimo jiné startuji reorganizaci ECM. (e) Priblizné po 72 hodindch je zapocata proliferacni faze,
behem které fibroblasty syntetizuji kolagen. (f) V posledni fazi dochdzi k zesitovaténi kolagenu a jeho
reorganizaci. Rana se hoji jizvou V rozmezi tydnii aZ mésicii.
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3 DIABETES MELLITUS

3.1 Definice

Diabetes mellitus (DM) neboli uplavice cukrova patii do skupiny chronickych
metabolickych onemocnéni. DM je charakterizovana hyperglykémii zptisobenou poruchou
sekrece inzulinu, rezistence na Uc¢inek inzulinu nebo se muze jednat o kombinaci obojiho.
Chronické hyperglykemie vede k poSkozeni, dysfunkci a selhani organii obzvlasté pak oci,
ledvin, nervii a srdce. Poskozeny jsou drobné (mikroangiopatie) i velké cévy

(makroangiopatie) [7].

Mezi ptiznaky DM patii polyurie, polydipsie, ztrata hmotnosti ptipadné polyfagie c¢i
rozmazané vidéni. Chronické DM se rovnéz piisuzuji &asté infekce. Zivot ohrozujici
komplikaci DM je hyperglykemie s ketoacidézou, hyperosmolarni a hypoglykemické
koma [7].

3.2 Klasifikace

DM rozdélujeme do dvou hlavnich typt, které jsou oznacovany jako diabetes mellitus 1.

(DM1) a 2. typu (DM2).

Diabetes mellitus 1. typu nazyvame rovnéz jako inzulin-dependentni typ (DM zavisly na
inzulinu) nebo juvenilni DM. Projevuje se zejména v mladi, avSak jedna z jeho forem
LADA (Latent Autoimmune Diabetes of Adults) se mize objevit i v pozdéjsim véku [10].
Pti¢inou DM1 je absolutni nedostatek inzulinu, ktery byva obvykle disledkem bunécéné
zprostfedkované autoimunitni destrukce B-bunék pankreatu. Hovofime o tzv. imunitné-
zprostiedkované diabetes, ktera tvoii 5 — 10 % vSech diabetes. Nékteré formy DM1 maji
nezndmou etiologii, pfitomnd inzulinopenie je bez autoimunitniho podkladu. Obecné se
tyto formy DM1 oznacuji jako idiopatické. Do této kategorie vSak spada jen minoritni

pocet nemocnych [7].

Diabetes mellitus 2. typu neboli non-inzulin-dependentni typ (DM nezavisly na inzulinu)
se vyskytuje u 90 — 95 % nemocnych [7]. Pfevazna Cast pacientu jsou starsi 40 let, ale
k manifestaci mize dojit v kterémkoli véku [9]. Vyskytuje se u obéznich pacientli nebo
U pacienti s vétsi distribuci tuku v abdominalni oblasti. Riziko vzniku zvySuje i nedostatek

pohybové aktivity, koufeni, nadmérny piisun kalorii nebo pfedchozi gestacni diabetes
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mellitus. Velkou roli hraje i geneticka predispozice [7,9]. Na rozdil od DM1 se nejedna
0 ztratu schopnosti fB-bunék pankreatu produkovat inzulin. Pfi¢inou DM2 je jev
oznacovany jako inzulinova rezistence (pokles vnimavosti receptorit pro inzulin), pfi
kterém orgéany, zvlasté jatra, tukova tkan, kosterni a srdecni sval, nedokazou adekvatné
reagovat na inzulin a vstiebavat glukosu [9]. Cely proces vede postupné ke zvySovani
naroki na sekreci inzulinu. Pfetrvavajici hyperinzulinizmus posléze navodi
stav, kdy B-buriky pankreatu nejsou schopny jiz dale zvladat vys$i naroky na produkci

inzulinu, az se nakonec jeho tvorba upln¢ vycerpa [8].

3.3 Komplikace

DM2 probiha ¢asto skryté a bezptiznakove, a to muze trvat i fadu let. VEtsi nebezpeci nez
samotné onemocnéni zpusobuji akutni a obzvlasté pak chronické (pozdni) komplikace
[11]. Akutni komplikace DM2 zahrnuji hyperosmolarni neketoacidoticky syndrom
a hypoglykemické koma. U DM1 je zavaznou akutni komplikaci diabetickd ketoacidoza
arovnéz hypoglykemické koma [12]. Zpozdnich jsou typické mikrovaskularni
a makrovaskularni komplikace. VSechny ohrozuji pacienta na kvalité¢ zivota i na zivoté
samotném. Mikrovaskularni komplikace souviseji s poSkozenim drobnych cév a jsou
spojovany s diabetickou retinopatii, nefropatii a neuropatii. Zato u makrovaskularnich
komplikaci dochazi k poskozeni endotelu stiedné velkych a velkych tepen. Pfitomné
aterosklerotické zmény muzou vyustit v ischemickou chorobu srde¢ni (ICHS),
ischemickou chorobu dolnich koncetin (ICHDK) a cévni mozkovou piihodu (CMP) [11].
Skala komplikaci je rozdilna u obou typi DM. Zatimco pro DMI jsou &astéjsi
mikrovaskularni komplikace, u DM2 je to piesné naopak [10,11].

3.3.1 KozZni komplikace

Dosti &asté jsou kozni komplikace, které béhem Zivota postihnou 25 — 50 % pacientt. Cést
z nich souvisi s nekompenzovanou hyperglykemii (pruritus, kozni infekce, xantomatéza
a karotinémie) a po jeji kompenzaci spontdnn¢ vymizi. Druha ¢ast zahrnuje kozni projevy
diabetick¢ mikroangiopatie, makroangiopatie a neuropatie. Tteti Cast souvisi s vlastni
terapii DM (lipodystrofie pfi 1ébé inzulinem a alergické kozni reakce). Zcela samostatnou

kapitolu tvoii syndrom diabetické nohy (SDN) [11]. SDN oznacujeme jako tkanovy defekt
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distaln¢ od kotnikd, jehoz vysledkem jsou zna¢né ulcerace, gangrény a V neposledni fadé

také amputace [14].

3.3.2 Diabetes a hojeni ran

Spravna mikrocirkulace zajistuje vyzivu tkén€, odstraituje odpadni produkty a téz je
dulezitd pro zanétlivou odpovéd’ organismu a regulaci teploty [30]. Dlouhotrvajici
hyperglykemie v raném stadiu diabetes vede ke zvySeni mikrocirkulace. Vysvétluje to
zvysena produkce oxidu dusnatého endotelidlnimi bunikami jako reakce na poskozeni stény

cév a na zvysSeni viskozity krve zpisobené glykosylaci hemoglobinu [27].

Postupné se ovSem mikrocirkulace snizuje. Krom¢ vyssi viskozity krve k tomu pfispiva
zvySena agregabilita a adhezivita trombocyti [14], rigidita bunéénych stén dana
neenzymatickou glykosylaci sloZzek extracelularni membrany. To ma za nasledek deficit
kysliku 1 zivin, hlavné glukosy v perifernich bunkach. Organismus to kompenzuje
vyuzivanim energie z mastnych kyselin, které jsou dulezitou soucasti bunéénych membran,
tim je zpomalena syntéza bunéfnych membran i cely proces hojeni [27]. Alterace
bunéénych membran negativné ovliviiuje pohyblivost a deformovatelnost buné¢k, jakozto

reakce na signalni proteiny [31].
Vaskulopatie a abnormality endotélii

Ztlusténi bazalni membrany a ECM pod vystelkou bunék cév, sniZeni velikosti kapilar
a hyalinizace arteriol muize vést ke snizeni syntézy oxidu dusnatého. PoruSena
mikrocirkulace, spolecné s denervaci sympatického nervu a autonomni neuropatii vede
k maldistribuci krevniho toku. Diabetici maji také poruSenou citlivost vuci tlaku a teplu.
Absence bolesti a abnormalni vazodilatacni autoregulace pfispivaji k rozvoji diabetické

nohy [29].
Tkanova hypoxie

Vyznam hypoxie je stale velice spekulativni. Brzy po urazu hypoxie stimuluje migraci
keratinocytli, angiogenezi, proliferaci a klonalni expanzi fibroblasti a produkci kli¢ovych
rustovych faktorti a cytokini. Dlouho trvajici hypoxie naopak zapficinuje reperfuzni
poskozeni a taktéz vznik volnych kyslikovych radikdli. Rovnéz je ovlivnéna funkce
neutrofild a makrofagl. Izolované fibroblasty z diabetickych ulceraci vykazuji znamky

starnuti se soucasné snizenou proliferativni odpovédi na ristové faktory. Makrofagy
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vykazuji snizené uvolniovani cytokini zahrnujici TNF, Interleukin 1 a VEGF, zatimco
nadmérnd aktivace MMP9 miize poruSit migraci bunék a vézt k rozpadu néckterych
dilezitych proteini ECM a ristovych faktorti [29]. Snizeny pCO2 pod 35 mm Hg vede
k naruSeni procesu hojeni. Za takovych podminek nejsou fibroblasty schopny replikovat se

a syntéza kolagenu je tak vazné naruSena [30].
Prolongovana zanétliva faze

Prolongované hojeni zanétlivé faze u diabetikii je zpisobeno opozdénym vstupem
makrofagii a zhorSenou migraci leukocytii do mista poranéni. To je zplisobeno slabsi
imunitni odpovédi diabetického organismu [27]. Je ovlivnéna chemotaxe a fagocytoza

bilych krvinek [31].

Rustové faktory a enzymy matrix metaloproteinazy hraji majoritni roli v regulaci ECM.
Ristové faktory posouvaji v€asnou zanétlivou fazi do pozdni fidze formace granula¢ni
tkang. Spatné hojici se rany se &asto vyznaluji defekty v typu a mnoZstvi ristovych
faktord. U chronickych venoéznich ulceraci byvaji zvySeny zejména prozanétlivé ristové
faktory TNF-b, IL-b a IL-6. Dlouhotrvajici zanét vede k nartstu neutrofilli a proteazové
aktivity. TaktéZz zeslabena odpovéd’ ristovych faktorii jako je PDGF a TFG-B je casto
spojovana S diabetickymi ranami. Mechanismus, jakym dochazi k dysbalanci rastovych

faktori, neni zatim zcela jasny [28].

Hojeni ran nevyzaduje pouze tvorbu ECM. Dilezita je také jeji postupna degradace
aremodelace. MMPs jsou enzymy primarné zajistujici tuto degradaci. Regulace je
docilena plsobenim jejich inhibitori — tkanové inhibitory metaloproteinaz (TIMPs).

Dysbalance MMP a dalsich degrada¢nich enzymu vede ke zpomaleni hojeni ran [28].
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4 JADERNE RECEPTORY PPAR

Jaderné receptory neboli receptory aktivované tzv. proliferatory peroxizomu (PPAR) jsou
specifické receptory regulujici expresi nékterych genti, které patii do stejné rodiny
receptori jako receptory pro tyreoidalni a steroidni hormony [37]. PPARs patii mezi
transkrip¢ni faktory kontrolujici rizné drahy bunécné reparace. Identifikaci téchto molekul
lze snaze porozumét odpovédim organismu na tkanové poskozeni [42]. Tyto pleotropni
regulatory hraji dulezitou roli v regulaci energetického metabolismu, kromé toho jsou

zapojené do dalSich procesu jako je zanét, buné¢na proliferace a diferenciace [36].

Agonist¢ PPAR mohou byt syntetické molekuly, jez jsou vyuzivany k 1écbé
hypertriglyceridémie (fibraty) a inzulinové rezistence (thiazolidindiony). Mezi pfirozené
ligandy PPAR patfi mastné kyseliny a jejich derivaty eikosanoidy. Nedavné studie
odhalily rizné derivaty lipida aktivujici PPARs, ovSem o jejich Géincich in vivo je znamo

doposud malo [42].

Rozlisujeme jejich tii izotypy: PPARa, PPARPB a PPARy [37]. V keratinocytech byly
zjistény vSechny izotypy, jak v embryonalnim, tak v postnatalnim obdobi [37,39].

Exprese PPARa

PPARa jsou lokalizovany piedev§im v buikach metabolizujici mastné kyseliny
a v bunkach s vysokou peroxizomovou aktivitou (hepatocyty, kardiomyocyty, proximalni
tubulus ledvin, stfevni sliznice, svaly). Ale nachazi se i vcévni sténé bun€k hladké
svaloviny, endotelialnich bunikach a hnédé tukové tkani [41,43]. PPARa jsou exprimovany
v keratinocytech lidi a hlodavcu, kde hraji dulezitou roli v proliferaci a diferenciaci
epidermalni vrstvy, v obnoveni homeostazy a neméné také v regulaci apoptozy [38].
Vysledky studii ukazuji, Ze exprese PPARa je v lidské epidermis velmi nizka. Nicméné
dilezitost je vyznamna hlavné pii diferenciaci keratinocytl a utvareni epidermalni bariéry

[35].

Dale jsou PPARa exprimovany vV mazovych zlazach, makrofazich a T-lymfocytech. Taktéz
nevyzralé Langerhansovy buiikky exprimuji PPARa, ale ve vyzralych Langerhansovych

bunkach u mysi je jejich exprese snizena [38].
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Funkce PPARa

Vyznamnym ucinkem zejména PPARa a PPARY je kontrola homeostdzy lipidi. Aktivatory
PPARa ovliviiuji metabolismus lipidi pii prestavbé epidermis. Bylo také prokazano, ze
topicka 1é¢ba pomoci PPARo ligandi podporuje diferenciaci, a brani indukci
hyperproliferace epidermis u mysi [35]. PPARa aktivatory znacéné zvySuji tvorbu
lamelarnich télisek obsahujici lipidy (Odlandovy téliska) Vv epidermis. Tyto organely
sekretuji svlj obsah do extracelularniho prostoru stratum corneum, a vytvaieji tak
propustnou epidermalni vrstvu [38]. Uinky PPAR jsou systémové i bunééné. Mezi
inzulinovou rezistenci a cirkulujici lipidy [42].

Exprese PPARy a PPARJ

PPARYy jsou lokalizovany ptredev§im v adipocytech, ¢aste¢né také v sitnici, vV cévni sténé
bun¢k hladké svaloviny, endoteliich, v bunikéach jater a kosterniho svalstva a ve stopovém
mnozstvi také v dalSich organech. PPARP jsou vsSudypiitomné a hojné se vyskytujici

v mnoha tkanich [41,43].
Exprese PPAR v keratinocytech

Predominantné vyskytujicim se typem metabolickych jadernych receptorti v lidskych
keratinocytech je PPARP, ktery je vysoce exprimovan predev§im v bazalnich bunkach,
méné v buiikach suprabazalnich. Exprese PPARa a PPARy v lidskych keratinocytech je
zna¢né€ nizsi, a vzor exprese je navic opacny oproti exprese PPARP, tzn. niZ§i v bazalnich
bunkach, vyssi v buiikach suprabazalnich. Lokalizace PPARP je v bazélnich bunkéch jak
v jadre, tak v cytoplazmé. V suprabazalnich bunkach pouze v jadie. PPARY lokalizace
V suprabazalnich bunkach je vazana vyhradné na jadro. Epidermis PPARa deficitnich
a divokych typlh mysi jsou az na malé rozdily stejné. PPARa deficitni mysi nevytvare;ji
fenotyp spontanné prozanétlivé kiize, pravdépodobné k tomu dochazi diky kompenzacnich
mechanismt ostatnich PPAR izotypi [38]. Tyto nalezy naznacuji, ze PPARa nehraji
zasadni roli v proliferaci a diferenciaci epidermalnich bunék, ale také mohou poukazovat

na existenci transkrip¢nich faktord, které kompenzuji nedostate¢nou expresi PPARa [35].
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PPARa a zanét

Vsechny tfi izotypy PPAR jsou v epidermis dospélych mysi nedetekovatelné, nicméné po
poranéni dochazi ke zvyseni exprese PPARa v keratinocytech vyskytujicich se na okrajich
poranéné ktuze do 24 hodin po poranéni. Taktéz je zvySena exprese PPARy. Exprese
pretrvava priblizné jesté 3 dny po poranéni [38,42]. Po poranéni dochazi jen pfechodné ke
zanétlivé faze vede ke zvyseni exprese PPARa. Po poranéni béhem ¢asné zanétlivé faze je
produkce PPAR ligandu stimulovana pisobenim lipoxygenaz a cyklooxygenaz. Inhibice
aktivace transkripéniho faktoru NFkB se jevi jako kliCova cesta ¢asné zanétlivé faze [42].
Transkripéni faktor NFkB zodpovida za syntézu prozanétlivych cytokint jako je IL-1
alL-6, TNFo a také adhezivnich molekul ICAM a VCAM. Aktivaci PPARa dochazi
Kk potlaceni syntézy NFkB a zaroven ke zvySeni syntézy inhibitoru NFkB. Mimo to
dochazi také k ovlivnéni genu pro endotelin-1, fibrinogen-p a inhibitor trombinu [41].
Testovanim u¢inku dexametazonu u PPARa deficitnich mysi byl prokézan jeho slabsi
protizdnétlivy tcinek. PPARa participuji nejen diferenciaci keratinocytil, ale rovnéz jsou
regulatory kozniho zanétu. Jako 1éCiva v oblasti dermatologie maji tyto jaderné receptory

velky potencial [38].

Hojeni u PPARa deficitnich mysi

Béhem prvnich 4 dni po poranéni je hojeni ran u deficitnich mysi zpomaleno, i velikost
rany téchto zvifat se zmensuje pomaleji v porovnani s kontrolnimi mySmi. Pozd&jsi faze
hojeni ovSem rozdily mezi kontrolnimi a PPARa deficitnimi mySmi nevykazuji. Toto
prechodné zpomaleni v hojeni PPARa deficitnich mysi koreluje se zvySenou expresi
PPARa, kterd se bézné vyskytuje u kontrolnich mysi béhem zanétlivé faze. To vysvétluje
pro¢ je béhem velmi Casné zanétlivé faze mnozstvi neutrofili a monocyti u PPARa
deficitnich mysi snizeno. Pozdé&ji béhem procesu hojeni uz tyto rozdily v mnozstvi
imunitnich bunék nevidime, a proto mtize u PPARa deficitnich mysi probihat v pozdé;sich

fazich normalni hojeni [38].
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5 DIABETICKY POTKAN ZDF

Zucker Diabetic Fatty Rat (ZDF, obr. 7) je jeden ze stézejnich modelu zvitat Siroce
vyuzivanych pro vyzkum a 1é¢bu DM2. Jedna se 0 inbredni kmen s diabetogennim
fenotypem vznikly jako nasledek mutace outbredniho kmene Zucker Fatty Rat (ZFR) [25].
ZFR, obézni potkan, je vysledkem spontanni mutace [26]. ZDF potkani jsou na rozdil od
ZFR mén¢ obézni, ale naopak se u nich projevuje t€zkéd inzulinova rezistence, kterou
nejsou schopni kompenzovat kvuli stupiiujici se apoptoze P-bun€k pankreatu [25].
Starnutim potkand dochédzi k tézké hyperglykemii vedouci ke snizeni funkce P-bunck
pankreatu, ztraté podstatné masy B-buné, snizeni citlivosti jater a ostatnich tkani k u¢inkiim
glukozy a inzulinu [24]. U samci zacind rozvoj diabetu pfiblizné za 8 — 10 tydnt po
narozeni. Samice jsou taktéz obézni a podléhaji inzulinové rezistenci, nicméné znamky
diabetu nejevi [25]. Genetickou podstatou obezity ZDF a zni plynoucich komplikaci je
mutace v receptoru pro leptin (Ob-receptor, fa gene). Leptin, protein s dominantni expresi
Vv tukové tkani, informuje mozek o mnozstvi tukové tkané, reguluje energeticky piijem a
vydej. Leptin indukuje pocit sytosti, proto pii jeho nedostatku dochazi k hyperfagii,

snizovani energetického vydeje s naslednym vznikem obezity [26].

Obr. 7: Zdrava (nahove) a diabetickd samice (dole)
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6 HISTOLOGIE

Histologie je védni obor zabyvajici se strukturou bunck a tkani. K jejich studiu je potieba
zhotovit histologicky preparat. Aby byly struktury tkané ve svételném mikroskopu dobie
viditelné¢ a rozeznatelné, je nutné z tkéni pfipravit dostatecné tenké a pruhledné fezy.
K tomuto ucelu se vyuziva tzv. histologicka technika. Mezi jednotlivé kroky pii zpracovani

tkani jsou: fixace, zalévani tkané do parafinu, krajeni, barveni a montovani.

6.1 Fixace tkané

Fixace je rychlou a Setrnou metodu denaturace tkanovych bilkovin, ktera brani
autolytickému puasobeni bunénych enzymu. Hraje velmi dilezitou roli v celém procesu
zpracovani vzorku. K jedné z nejpouzivanéjSich metod fixace patii bezesporu fixace
chemicka, z niz nejvice uzivanou fixacni tekutinou je formol, neboli formaldehyd. Pfi
tomto zplsobu denaturace se tkanovy blocek ponoii co nejdiive do zvolené fixac¢ni
tekutiny, pfi¢emz se dba na to, aby byl objem tekutiny minimalné 20x vétsi nez je objem

tkanového blocku [2].

6.2 Zalévani tkané do parafinu

Zalévani tkan¢ do parafinu piedstavuje soubor nékolika krokl. Cely proces se sklada
ze Ctyt etap: odvodnéni tkdané, prosyceni tkané ldatkou rozpoustéjici parafin, prosyceni

tkané parafinem a viastni zaliti.

K odvodnéni tkani se vyuziva stoupajici fada (koncentrace) ethanoll, pii které je

minimalizovano riziko smrsténi tkané [2].

Pro dokonalé odstranéni ethanolu ze tkani, se vybira latka se schopnosti rozpoustét parafin
a zaroven takova latka, ktera se misi s bezvodym ethanolem. P#i nedokonalém odstranéni
ethanolu ze tkani dochazi k jejich ztvrdnuti, s ¢imz souvisi i zhorSené krajeni. Nejbéznéjsi
latkou, ktera se v praxi vyuziva, je xylen. Jde o latku s niz§im bodem varu (140 °C), jehoz
nevyhodou jsou vSak kancerogenni ucinky. Z dalSich latek je to naptiklad benzen (80 °C),

methylbenzoat (190 °C), methylsalicylat (240 °C) a cedrovy olej (240 °C) [2].

Po prosyceni tkan¢ latkou rozpoustéjici parafin nasleduje prosyceni tkané parafinem. Tkan

se pfenasi piimo do parafinu zahtatého v termostatu na 56 — 58 °C. Prosyceni probiha
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ve 2-3 laznich parafinu. Teplota parafinu v lazni nesmi ptekrocit 58 °C, protoze by doslo
ke ztvrdnuti a smrsténi tkan€, kterd by se poté Spatné krajela i barvila [2]. VSechny

predeslé kroky se dnes provadi automaticky pomoci autotechnikonu (obr. 12).

K vlastnimu zaliti pouzivame zkvalitnéného a ptefiltrovaného parafinu. Parafin, ktery byl
pouzit k prosyceni tkdn¢€, se nepouziva. V praxi se bézné k zalévani pouzivaji kovové
komurky o raznych velikostech. Dnes se hojné vyuzivé tzv. parafinovych zalévacich linek.

Sestavaji z paratinového dispenzeru, piedehiivaciho a chladiciho modulu. [2]

6.3 Krajeni tkané

Ke krajeni tkdné lze vyuzit 3 druhy mikrotomil: sankovy, rotatni nebo zmrazovani
tzv. kryotom. V nasem piipad¢ jsme pouzili mikrotom sankovy. Nejdulezitéjsi soucasti
mikrotomu je mikrometricky Sroub, ktery umoziuje nastaveni pozadované tloustky fezu
v mikrometrech (um). Optimalni tloustka fezu se pohybuje kolem 5 um. Pro upevnéni

parafinového bloc¢ku slouzi svorka. Dalsi svorka slouzi k upevnéni ziletky [2].

6.4 Barveni tkané

Barveni tkané sestava ze ti krokd: odparafinovani, vlastni barveni a odvodnéni.
1. Odparafinovani

Jelikoz byly pouzity vodné roztoky barviv, musel se ptfed vlastnim barvenim zatadit krok
pro odparafinovani. Odparafinovaci fada sestava se 4 lazni xylenu, diky némuz dojde
K rozpusténi parafinu. Protoze xylen se také ve vodé nerozpousti, musi se fezy dale prevést

sestupnou fadou ethanola [2].
2. Vlastni barveni

Barveni je diilezitou soucasti celého procesu tvorby histologického preparatu. Neobarveny
preparat neni ve svételném mikroskopu viditelny, jednotlivé slozky tkdné nelze rozeznat
ato z divodu jejich téméi stejné lomivosti svétla. Podle toho, zda se jednotlivé slozky
tkdn€ barvi kyselymi €1 zasaditymi barvivy, rozeznavame struktury eozinofilni, bazofilni
nebo neutrofilni. Bezesporu nejpouzivangjsim kyselym barvivem je eozin, ze zéasaditych
barviv je to hematoxylin. Druhi barveni je spousta, ale t¢éméf vZdy se jedna o kombinaci

barviva bazické povahy s barvivem kyselym [2].
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3. Odvodnéni

Po dobarveni se fezy odvodiuji vzestupnou fadou ethanolti. Nakonec se provadi projasnéni

xylenem, po kterém by mély byt fezy zcela pruhledné.

6.5 Montovani rezu

Findlnim krokem tvorby histologického preparatu je montovani fezu mezi podlozni a kryci
sklicko do montovaciho média. Latka pouzivana jako montovaci médium musi mit nékolik
vlastnosti, musi byt prihlednd, mit vysoky index lomu a nesmi poskozovat tkanové
zbarveni. V dne$ni dobé se jako montovaci média pouZzivaji pryskyfice a to bud’ pfirodni,
nebo syntetické [2]. Takto hotovy histologicky preparat je mozno prohlizet ve svételném

mikroskopu.
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7 IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemie (IHC) je vySetfovaci metoda, kterd se pouziva ke studiu bunéénych
nebo tkanovych antigent [50]. K identifikaci bunék vyuziva imunologickych principt, pfi
nichz dochazi ke specifické vazbé antigenu a protilatky. IHC zaujima v dneSni dobé
dilezité misto jak ve vyzkumu, tak i v histopatologické diagnostice [1].

Antigeny jsou molekuly rozpozndvané imunitnim systémem, které vyvolavaji tvorbu
protilatek. NejvyznamnéjSimi antigeny jsou proteiny, polysacharidy, ale také lipidy nebo
lipoproteiny [49]. Vazebna mista pro protilatku se oznacuji jako antigenni determinanty
(epitopy). Jedna se o vysoce specifické oblasti antigenu [1].

Protilatky jsou imunoglobuliny (glykoproteiny, obr. 8) specificky reagujici s antigenem.
Sestavaji ze dvou lehkych a dvou tézkych fetézct spojenych disulfidickymi mustky.
Variabilni domény na N-konci t€Zkého i lehkého fetézce spolené vytvareji vazebné misto
pro antigen [49]. Podle toho, zda jsou pouzité protilatky produkovany z jednoho nebo vice
klont plazmatickych bunék, rozliSujeme protilatky monoklondlni a polyklonalni.

Komplex antigen-protilatka mize byt vizualizovan riiznymi znackami, napi. fluorochromy,

enzymy, biotinem, radioizotopy, koloidnimi ¢asticemi [1].

NHz2 3 H2N
\ H2N NH2 1

HOOC COOH

HOOC COOH

4

Obr. 8: Schematické zndzornéni imunoglobulinu G (upraveno podle [61])
1 — Fab fragment, 2 — Fc fragment, 3 — tezky retézec, 4 — lehky Fetézec, 5 — vazebné misto pro antigen tzv.
paratop, 6 — pantova (hinge) oblast
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V IHC rozliSujeme dvé metody prikazu, ptimou (obr. 9) a neptimou (obr. 10).
U pfimé metody je antigen rozpoznan piimo znacenou primarni protilatkou, nejcastéji

fluorochromem nebo enzymem.

znacka (napt. enzym, fluorochrom)

rnatena primarm protilatka

tkafovy/bunéény antigen
- podlozni sklicko

-

Obr. 9: Schematické zndzornéni piimé metody IHC

V soucasnosti vice vyuzivanymi a zejména citlivéjSimi metodami, jsou metody nepiimé,
které probihaji v n¢kolika krocich. Nejdiive dojde k navazani specifické nekonjugované
primarni protilatky na antigen. V dal$im kroku se pfida konjugovana sekundérni protilatka,
kterd je namifend proti Fc fragmentu primarni protilatky. Tento popis plati pro
tzv. dvoustupiiovou metodu. V piipadé trojstupiiové metody se do reakce ptidava jeste

dalsi konjugovana protilatka (terciarni) [1].

matena selundami protilatka

macka (napi. enzvm, fluorochrom)

primarni protilatlca

A— tlcaiov/bundény antigen

e ——— .. —————— POdlozni sklicko
Obr. 10: Schematické zndzornéni nepiimé metody IHC

Pro imunohistochemickou detekci antigenu je nutné pouzivat fezy v rozmezi 3 — 7 pum.

Rezy ten¢i nez 3 um se barvi imunohistochemicky slab&ji. Naopak u fezi tlustsich vic jak
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7 um muze dojit béhem procesu k odplaveni tkan€. Stejné tak muze byt znemozZnéna

I samotna analyza vysledného barveni [47].

Ditlezitou soucasti kazdého imunohistochemického barveni je pozitivni a negativni
kontrola. Slouzi jako diikaz, ze kazdé IHC barveni (vzorek) bylo provedeno uUspésné
s ocekavanou citlivosti a presnosti [48]. Pozitivni i negativni kontroly by mély byt

zahrnuty v kazdém barvicim panelu [47].
Demaskovani epitopu

Fixace tkané formalinem je dilezitym krokem ve zpracovani histologickych
I imunohistochemickych vzorkd. Zputsobuje denaturaci bilkovin a zabranuje tak
autolytickému ptisobeni enzymu na tkan [2]. Dnes je vSak dobie znamo, Ze pro vétSinu
tkanovych antigent muze fixace formalinem vést ke ztrat¢ imunoreaktivity [50]. Ackoliv
je morfologie tkan¢ zachovana, dochazi béhem fixace také ke konformacénim zménam
tkanovych proteint [49]. AvSak ne vSechny peptidy jsou tomuto fenoménu vystaveny [50].
Jina studie popisuje, ze pii demaskovani nedochazi pouze k zptistupnéni epitopii, nybrz

i elektrostatickych naboji, které jsou diilezité pro vazbu s protilatkou [49].

Proto se provadi tzv. revitalizace antigenu (Antigen Retrieval). Neptiznivé vlivy fixace l1ze
zmirnit za pouziti protedz, zahtati tkdnovych fezi v autoklavu nebo tlakové nadobé,

nejcastéji vSak v mikrovinné troubg.
Blokace endogenni aktivity enzymiu

Pii IHC se pouZivaji protilatky znacené enzymem napi. kienova peroxiddza (HRP),
alkalické fosfataza (ALP), které ndm umoznuji vizualizovat misto vazby imunokomplexu,
tedy antigenu a protilatky. Tyto enzymy se ovSem pfirozené vyskytuji 1 v buiikach tkani.
Proto je dulezité tuto endogenni aktivitu enzymu blokovat, jinak by mohlo dojit
K interferenci pii detekci antigent a tim i k fale$né pozitivnim vysledkim [51]. K utlumeni

endogenni aktivity enzymi se vyuziva jejich substrati.
Blokace pozadi

Blokace pozadi zlepSuje citlivost testu snizenim interference pozadi. Vybér vhodného
blokovaciho systému zavisi na antigenu samotném a také na pouzité detek¢éni znacce.
K blokovani nespecifickych vazeb pozadi se vyuziva nespecifické sérum, bovinni sérovy

albumin (BSA), susené mléko nebo komeréné dostupné pufry [51].

36



V nedavné studii byl ovSem tento po ne€kolik desitek let pfijimany fakt dilezitosti blokace
pozadi vyvracen. Hodnoceni probé&hlo na tkanovych tfezech s blokovacim krokem a bez
n¢j. U vzorki bez blokovaciho kroku nebyl ptekvapivé zjistén zadny sklon

k nespecifickym vazbam [52].
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EXPERIMENTALNI CAST

K experimentu jsme vybrali skupinu kontrolnich a diabetickych potkani ZDF ve
stafi 16-20 tydnd, kterym jsme na hibeté vytvofili excizni kruhovou ranu o priméru 2 cm.
Do kazdé skupiny i intervalu jsme zahrmuli 3 — 5 potkani. Histologicky
a imunohistochemicky jsme zhodnotili rany v rtiznych c¢asovych intervalech hojeni.
Jednalo se o interval dO (zdrava kuze), d1 (den 1), d3 (den 3), d5 (den 5), d10 (den 10),
jizva. Kize pro ziskani obrazu normalni neporusené tkan¢, d1 — d3 zahrnujici ¢asnou
apozdni zanétlivou fazi, d3 — d10 fazi proliferacni a d10 — jizva fazi remodelacéni.
Odebranou tkan jsme nasledné zafixovali, zalili do parafinu, nakrajeli na podlozni sklicka
aobarvili dle Massonova modrého a/nebo zeleného trichromu. Taktéz jsme provedli

imunohistochemické barveni za pouziti PPARa protilatky.

8 PRIPRAVA PREPARATU PRO HISTOLOGII

8.1 Odbér materialu a fixace tkané

Potieby: latexové rukavice (Chemos, Citov, CZ), anatomicka pinzeta (Medin, Nové mésto
na Moraveé, CZ), sklenéné nadobky suzavérem (P-LAB, Praha, CZ), filtra¢ni papir
(P-LAB, Praha, CZ), tuzka, chirurgické ntizky (Wittex, Simbach, DE)

Chemikalie: formol p.a. (40% roztok formaldehydu = 100% formol, k fixaci se pouziva
4 % roztok formaldehydu) (Sigma-Aldrich, Saint Louis, US)

V celkové narkdze jsme potkantim odebrali rdnu s cca 2 mm okrajem. Tuto jsme poté

urovnali na filtra¢nim papite a ulozili do roztoku formaldehydu minimalné na 24 hodin.

8.2 Zalévani tkané do parafinu

Piistrojové vybaveni: autotechnikon Leica (Leica Microsystems, Buffalo Grove, US),
kovova nadoba (Leica Microsystems, Buffalo Grove, US), zalévaci linka Medite TES 99
(Medite, Dietikon, CH)

Chemikalie: 96% ethanol p.a. (Penta, Praha, CZ), koncentrovany aceton p.a. (Penta,
Praha, CZ), xylen p.a. (Penta, Praha, CZ), parafin (Bamed, Ceské Budgjovice, CZ)
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Potieby: latexové rukavice (Chemos, Citov, CZ), anatomicka pinzeta (Medin, Nové mésto

na Moravé, CZ), plastové histologické kazety (P-LAB, Praha, CZ), zalévaci komurky
(Sakura, Alphen aan den Rijn, NL), plastové prstence (P-LAB, Praha, CZ)

Obr. 11: Parafinovd zalévaci linka

Tab. 1: Casové schéma jednotlivych ldzni v autotechnikonu

Lazen Cas

1 alkohol 30 min.
2 alkohol 60 min.
3 alkohol 120 min.
4 alkohol 120 min.

5 alkohol 210 min.

aceton 30 min.
aceton II. 30 min.
1 xylol 30 min.
2 xylol 60 min.
3 xylol 120 min.

1 parafin po zbytek doby

2 parafin po zbytek doby
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Po fixaci jsme provedli prosyceni tkani parafinem v autotechnikonu (obr. 12), kde zalévani
probiha automaticky dle nastaveného casového programu (tab. 1). Vyuzitim parafinové

zalévaci linky (obr. 11), jsme prosycené tkan¢ zalili do parafinovych blo¢kd.

Obr. 12: Autotechnikon Leica

8.3 Krajeni tkané

Piistrojové vybaveni: saitkovy mikrotom Leica SM 2000 R (Leica Microsystems, Buffalo
Grove, US), vyhiivaci ploténky (P-LAB, Praha, CZ), termostat (Sanyo, Japonsko)
Chemikalie: destilovana voda, Zelatina s 0,5% kamencem (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
USA,; Penta, Praha, CZ)

Potifeby: anatomicka pinzeta (Medin, Nové mésto na Moravé, CZ), preparacni jehly
(Medin, Nové mésto na Moraveé, CZ), ziletkové noze (Feather, Osaka, JP), podlozni
skli¢ka (P-LAB, Praha, CZ), Pasteurovy pipety (P-LAB, Praha, CZ)

Dokonale ztuhlé parafinové blocky jsme nakrajeli na saiikovém mikrotomu (obr. 13). Rezy

o tloustce 6 um jsme napinali na podlozni sklo s destilovanou vodou. Skli¢ka jsme poté
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prenesli na vyhfivanou plotnu. Po napnuti, jsme ptfebyte¢nou vodu slili a fezy nechali
doschnout v termostatu nebo volné¢ na vyhtivacich plotynkach (obr. 13) do druhého dne.

Pro lepsi ulpéni fezu na skli¢ku, jsme je nejprve potieli smési zelatiny s kamencem.

Obr. 13: Sdarikovy mikrotom a vyhi‘ivaci ploténky

8.4 Barveni

Piistrojové vybaveni: laboratorni digestoi (Helago, Hradec-Kralové, CZ), laboratorni
véhy (KERN)

Chemikalie: xylen p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CZ), 96% ethanol p.a. (Lach-Ner,
Neratovice, CZ), Weigertuv hematoxylin (Lachema, Brno, CZ), pramenita voda, montovaci
médium: DPX Mountant For Histology (Sigma-Aldrich, Saint Louis, US), 35% kyselina
chlorovodikova (Lach-Ner, Neratovice, CZ), ponceau de xylidin (Sigma-Aldrich, Saint
Louis, USA), kyselina fosfowolframova (Penta, Praha, CZ), kyselina octova 99% (Penta,
Praha, CZ), anilinova modf (Penta, Praha, CZ), oranz G (Penta, Praha, CZ), fuchsin S
(Penta, Praha, CZ), svétla zelen (Penta, Praha, CZ)
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Potieby: latexové rukavice (Chemos, Citov, CZ), nadobky na barveni preparati (P-LAB,
Praha, CZ), sklenéna vlozka pro nadobku na barveni preparati (P-LAB, Praha, CZ),
odmérné valce (Kavalier, Sazava, CZ), Pasteurovy pipety (P-LAB, Praha, CZ), podlozni
deska, kryci sklicka (P-LAB, Praha, CZ), sklenéna tycinka, prepara¢ni jehla (Medin, Nové
meésto na Moravé, CZ), laboratorni 1zicka, anatomicka pinzeta (Medin, Nové mésto na

Morav¢, CZ), stopky (Carl Roth, Karlsruhe, DE)

Pied vlastnim obarvenim jsme fezy nejprve odparafinovali v nékolika laznich xylenu

a ethanolu (tab. 2).

Tab. 2: Odparafinovaci fada

Chemikalie | Cas

Xylen 4x5 min.

96% ethanol | 5 min.

85% ethanol | 5 min.

70% ethanol | 5 min.

Barveni dle Massonova modrého trichromu

Barveni pomoci Massonovych trichroml patii mezi specialni barvici metody, Kterych se
vyuziva zejména ke zvyraznéni a prikazu kolagenniho vaziva. Podle pouZzitého trichromu
se kolagenni vldkna barvi modie, zelené nebo Zluté. Rezy jsme obarvili postupnym

ptekladanim z jednoho roztoku do druhého dle postupu uvedeného v tabulce (tab. 3).

Tab. 3: Viastni postup barveni dle Massonova modrého trichromu

Chemikalie Cas

Weigertiv hematoxylin 5 min.

70% alkohol 2 — 3x oplach

Kysely alkohol (70% alkohol + kapka HCI) | Diferenciace dle uvazeni
Pramenitd voda 5 min.

Destilované voda Oplach

Ponceau 3 min.

Destilovana voda Oplach

Kyselina fosfowolframova 1% 5 min.

Anilinova modf 3 min.

Destilované voda Oplach

Kyselina octova 1% Diferenciace dle uvazeni
Pramenitéd voda 5 min.
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Vysledek barveni:

a) Jadra bunék — modie az hnédoc¢erné
b) Kolagenni vazivo — modie
c) Svalstvo — Cervené

Barveni dle Massonova zeleného trichromu

Tkanové fezy jsme obarvili podle postupu uvedeného v tabulce (tab. 4). SloZeni roztoku I,

I1 a1l je uvedeno v tabulce (tab. 5).

Tab. 4: Vlastni postup barveni dle Massonova zeleného trichromu

Chemikalie Cas
Weigertliv hematoxylin 5 min.
70% alkohol 2 — 3x oplach

Kysely alkohol (70% alkohol, + kapka HCI)

Diferenciace dle uvazeni

Pramenita voda

5 min.

Destilovana voda Oplach
Roztok | 5 min.
Destilovana voda Oplach
Roztok Il 5 min.
Roztok Il1 2 min.
Destilovana voda Oplach

Diferencovany alkohol (70% alkohol + kapka HCI)

Diferenciace dle uvazeni

Vysledek barveni:

a) Jadra bunék — modie az hnédocerné
b) Kolagenni vazivo — zelené

c) Svalstvo — cervené

Tab. 5: SloZeni roztokit pro Massoniiv zeleny trichrom

Roztok | Roztok 11 Roztok 11
Chemikalie MnoZstvi [Che mikalie MnoZstvi|Che mikalie MnoZstvi
Ponceau de xylidin (1 g Kyselina fosfowolframova |1 g Svétla zelen 349
Kyselina octova 99% |1 ml Destilovana voda 100 ml  |Kyselina octova 99% |4 ml
Destilovana voda 100 ml Destilovana voda 200 ml
Oranz G 19
Kyselina octova 99% |1 ml
Destilovana voda 100 ml
Fuchsin S 1lg
Kyselina octova 99% (1 ml
Destilovana voda 100 ml
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Po dobarveni jsme fezy odvodnili vzestupnou fadou ethanolii a projasnili ve tiech laznich

xylenu (tab. 6).

Tab. 6: Odvodrnovaci rFada

Chemikalie | Cas

70% ethanol | 3x oplach

80% ethanol | 3x oplach

96% ethanol | 3x oplach

Aceton 5 min.

Xylen 3x5 min.

8.5 Montovani a mikroskopovani

Pristrojové vybaveni: PC sestava hp (hp, Palo Alto, US), mikroskop Nikon Eclipse 80i
(Nikon, Tokyo, JP), kamera DS-Fil + DS-U2 (Nikon, Tokyo, JP), program Nis-Elements
AR 3.2 (Nikon, Tokyo, JP)

Chemikalie: montovaci médium (KLIN PATH, HOLADSKO; Bamed s.r.o. Ceské
Budéjovice)

Potieby: kryci sklicka, sklenénd tycinka, anatomicka pinzeta (Medin, Nové mésto na

Moravé, CZ)

Nabarvené a odvodnéné fezy jsme v konecné fazi piipravy histologického materialu
zamontovali do montovaciho média. Montovaci médium jsme nanesli na tkanovy fez
pomoci sklenéné ty€inky, poté jsme na néj ulozili kryci sklicko a opatrné pfitlacili tak, aby
médium pokryvalo cely fez. Dbali jsme na to, aby fez neptekryvaly vzduchové bubliny.
Takto hotovy histologicky preparat jsme nechali doschnout do dal$iho dne. Preparaty jsme

mikroskopovali pfi riznych zvétSenich: 40x, 100x, 200x, 400x, 600x.
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9 PRIPRAVA PREPARATU PRO IMUNOHISTOCHEMII

Piistrojové vybaveni: pH metr (WTW series, Wilheim, DE), mikrovinna trouba (Daewoo,
Soul, Jizni Korea), PC sestava hp (hp, Palo Alto, US), mikroskop Nikon Eclipse 80i
(Nikon, Tokyo, JP), kamera DS-Fil + DS-U2 (Nikon, Tokyo, JP), program Nis-Elements
AR 3.2 (Nikon, Tokyo, JP)

Chemikalie: PBS (Sigma-Aldrich, Saint Louis, US), citratovy pufr 0,01M pH 6,0
(kyselina citronova p.a., citrat sodny p.a.; Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), 30% H202
p.a. (Penta, Praha, CZ), 5% BSA, susené mléko (Blotting Grade Blocker, Non Fat Dry
Milk; Hercule, California, USA), PPARa (ab45859, polyklonalni krali¢i; Abcam,
Cabridge, UK), Biotinyled Link Universal (Dako LSAB, Code K0679; DAKO, Glostrup,
DK), Streptavidin — HRP (System-HRP, Code K0690; DAKO, Glostrup, DK); DAB
chromogen (Dako Liquid DAb + Substrate, Code K3468; DAKO, Glostrup, DK),
Mayertv hematoxylin (Lachema, Brno, CZ), Xylen p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CZ), 96%
ethanol p.a. (Lach-Ner, Neratovice, CZ), Montovaci médium DPX Mountant for Histology
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, US), imerzni olej (P-LAB, Praha, CZ)

Potieby: latexové rukavice (Chemos, Citov, CZ), nadobky na barveni (P-LAB, Praha,
CZ), sklenéna vlozka pro nadobku na barveni preparatu (P-LAB, Praha, CZ), odmérné
valce (Kavalier, Sazava, CZ), umélohmotné zkumavky s uzavérem (P-LAB, Praha, CZ),
stopky (Carl Roth, Karlsruhe, DE), umélohmotna zvlh¢ovaci komtrka M-I-S-T (Bamed,
Ceské Budgjovice, CZ), xylenovy fix super PAP Pen (Beckman Coulter, Brea, US),
Pasteurovy pipety (P-LAB, Praha, CZ), automatické pipety a $picky (Eppendorf, Hamburk,
DE), kryci sklicka (P-LAB, Praha, CZ), sklenéna ty¢inka, anatomicka pinzeta (Medin,
Nové mésto na Moravé, CZ), kryci sklicka (P-LAB, Praha, CZ)

Jednotlivé kroky pfipravy histologického preparatu jsou stejné jako u histologického
zpracovani. Odebranou tkan jsme nechali prosytit v nékolika laznich parafinu, poté jsme ji
zalili do parafinovych blo¢kd a nakrajeli na sankovém mikrotomu. VSechny fezy pouzity
pro tuto praci meély tloustku 5 pum. Pfed vlastnim barvenim jsme fezy nejprve
odparafinovali v nékolika laznich xylenu a ethanolu (tab. 7). Poté jsme fezy mohli
imunohistochemicky nabarvit (tab. 8). Nabarvené fezy jsme poté odvodnili vzestupnou
fadou alkoholti (tab. 9).
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9.1 Odparafinovani

Tab. 7: Odparafinovaci iada

Chemikalie Cas
Xylen 3x10 min.
Xylen:100% ethanol; 1:1 | 10 min.
96% ethanol 10 min.
80% ethanol 10 min.
75% ethanol 10 min.
Destilovana voda 10 min.

9.2 Imunohistochemické barveni

IHC barveni je vysledkem nékolika dil¢ich krok, které na sebe vzajemné navazuji. Mezi
jednotlivymi kroky jsme tkanové fezy promyvali ve fosfatovém pufru (PBS).
Z ekonomickych a také praktickych divodia jsme kazdy fez ohranicili parafinovou tuzkou.
Na kazdy tez pak ptipadlo pouze 100 — 150 ul konkrétniho roztoku. V této praci jsme
pouzili jako chromogenni ¢inidlo diaminobenzidin (DAB), ktery barvi tkanové fezy hnédé.

Jednotlivé kroky a ¢asy jsou uvedeny v tabulce (tab. 8).
1. Demaskovani epitopi

K revitalizaci antigen v naSich vzorcich jsme tkanové tfezy povafili v citratovém pufru
(pH 6) za pouziti mikrovin. Pfitom jsme museli dbat na to, aby citratovy pufr nevtel a tim
aby nedoslo kuvolnéni a odplaveni fezii zpodloznich skli¢ek. Casové schéma je
zaznamenano v tabulce (tab. 8). Po dokonceni revitalizace jsme nadobku s fezy nechali

piiblizné€ 20 minut odstat a vychladnout.
2. Blokace endogenni aktivity enzymi

V nasem ptipadé jsme jako sekundarni protilatku pouzili protilatku konjugovanou s HRP.
Veskerou endogenni aktivitu peroxidazy jsme potlacili ptisobenim 3% vodného roztoku

peroxidu vodiku na tkanovém fezu po nékolik minut (tab. 8).
3. Blokace pozadi

V nasi studii jsme blokovaci krok do IHC protokolu zahrnuli. K zablokovani moznych
nespecifickych vazeb jsme na tkdnovych tfezech zkousSeli nespecifické sérum, 5% BSA

I suSené mléko o koncentraci 2,5% a 5%. Nejlepsich vysledkt jsme dosahli s 5% BSA.
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4. Aplikace primarni protilatky

Pouzili jsme protilatku proti PPARa (1 pg/ul). Tkanové fezy jsme inkubovali s primarni
protilatkou Vv lednici pii 4 °C ptes noc (cca 20 hodin). Na tkanovych fezech jsme zkouseli
aplikovat rizné fedéni protilatky: 1:200, 1:300 a 1:400. NejreprezentativnéjSich vysledkt
jsme dosahli pti fedéni 1:300. Protilatku jsme fedili v PBS. Jelikoz jsme pouzivali velmi
maly objem protilatky (4 ul), bylo nezbytné fedéni provést ve dvou krocich. Nejprve jsme
protilatku natedili v poméru 1:100 (4 pl + 396 ul) a poté jsme provedli ndmi pozadované

fedéni, 1:200, 1:300 nebo 1:400. Na jeden fez pfipadlo vzdy 150 ul nafedéné protilatky.

Jako negativni kontrolu jsme pro nasi praci pouzili tkanové fezy, u kterych jsme vynechali
krok s primarni protilatkou. Pro posouzeni ucinnosti blokovani endogenni peroxidazové
aktivity a zkfizené reaktivity detekéniho systému jsme pouzili negativni kontrolu bez
primdrni i sekundarni protilatky. Pozitivni kontrolou byl sval, ktery se nachazel na kazdém

preparatu.
5. Aplikace detekéniho systému

Ke kvalitativni identifikaci tkanovych antigenti jsme pouzili kit firmy Dako, jehoZ soucésti
je biotinylovana sekundarni protilatka (biotinem znacené kozi anti-krali¢i a kozi anti-mysi
imunoglobuliny; Biotinylated Link Universal) a streptavidin konjugovany kienovou

peroxidazou (Streptavidin-HRP). Oboji roztoky byly pfipraveny rovnou k pouZziti.

Béhem 15 minutové inkubace se biotinylovana sekundarni protilatka navaze na primarni
protilatku. V dalsim kroku se na tento komplex antigen-primarni protilatka-sekundarni

protilatka vaze streptavidin konjugovany kienovou peroxidazou.
6. Vizualizace

K vizualizaci jsme rovnéz pouzili kit firmy Dako - DAB chromogen (3,3'-diaminobenzidin
v chromogenovém roztoku) se substratovym pufrem (DAB Substrate Buffer). Tento roztok
jsme museli pied kazdou aplikaci pfipravit. Na 1 ml substratového pufru jsme pouzili 20 pl
(1 kapka) DAB chromogenu. V piipadé pozitivni reakce je v misté antigenu hnédy
precipitat.

7. Dobarveni jader
K dobarveni bunécnych jader jsme pouzili Mayeriv hematoxylin, ktery jsme nechali na

tkanovych fezech pusobit piiblizné 30 sekund. Poté jsme fezy nechali modrat v tekouci

vodé po dobu 10 minut.
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Tab. 8: Casové schéma jednotlivych krokii IHC barveni

Dil¢i krok Chemikalie Cas
Demaskovani epitopti Citratovy pufr pH 6 (mikroviny, 800 W, | 3x5 min.
60% vafrit)
Blokace endogenni aktivity | 3% H,0, 3x10 min.
enzymu
PBS 3x5 min.
Blokace pozadi Susené mléko 2,5%; 5% 30 min.
5% BSA;
nespecifické sérum
Aplikace primarni protilatky PPAR« Ptes noc
PBS 3x5 min.
Aplikace detekéniho systému Biotinylated Link Universal 15 min.
PBS 3x5 min.
Aplikace detek¢niho systému Streptavidin-HRP 15 min.
PBS 3x5 min.
Vizualizace DAB Chromogen, DAB Substrate Buffer 4 min.
Destilovana voda 2 min.
Dobarveni jader Mayeriv hematoxylin cca 30 s.
Tekouci voda 5 min.

9.3 Odvodnéni

Tab. 9: Odvodriovaci iFada

Chemikalie Cas

75% ethanol | 3x oplach

80% ethanol | 3x oplach

96% ethanol | 3x oplach

100% ethanol | 3x oplach

Aceton 5 min.

Xylen 3x5 min.

9.4 Montovani a mikroskopovani

Preparaty jsme zamontovali do montovaciho média DPX Mountant for Histology stejnym

zpusobem jako u histologickych vzorkli. Mikroskopovali jsme pfi zvétSenich: 40x, 100x,

200x, 400x, 600x a 1000x za pouziti imerzniho oleje.
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10 VYSLEDKY

Proces hojeni koznich ran vytvofenych prvni, tfeti, paty a desaty den po poranéni a v den
uplného piekryti rany epitelem (jizva) jsme studovali na histologickych fezech u obou
sledovanych skupin potkanti ZDF. Pro kazdou studovanou skupinu a interval jsme vybrali
3 — 5 potkanii (kontrolni samec, diabeticky samec, kontrolni samice, diabetickd samice).
Pro zvyraznéni kolagenniho vaziva, jsme fezy obarvili modrym a/nebo zelenym
Massonovym trichromem. Na fotografiich jsme u jednotlivych skupin zaznamenali ptehled
prabéhu hojeni celych ran v mikroskopickém (obr. 16; 17) 1 makroskopické métitku
(obr. 18).

Kuze

Porovnanim kuze kontrolni a diabetické samice jsme zjistili zfetelny rozdil v tloustce
dermis (obr. 14/A, B). Diabetické samice se vyznacuji ptitomnosti silné vrstvy tukové
tkan¢, kterd je u zdravych samic minimalni nebo zcela chybi. VéEtSi rozméry vykazuje
dermis samct oproti samicim, nicméné samice disponuji vétsim podilem tukové tkang.
Interval d1

Prvni den po vytvofeni rdny jsme v nové vytvofené granulacni tkéni oproti kontroldm
zaznamenali vice adipocyti (obr. 19/H; 20/F,G). Oproti kontrolnim zvifatim (obr. 19/B, C;
20/B), jsme v ran¢ diabetickych samcu zjistili vétsi podil erytrocytl a zaroven snizenou
denzitu PMN (obr. 19/G; 20/G). Rany diabetikd v ¢asné fazi zanétu (d1) obsahovaly mensi
mnozstvi zanétlivych bunék PMN. Na fotografiich sam¢ich i samicich ran je dobte vidét
dalsi obvykly jev — vytoceni okraje rany smérem k povrchu. To zpisobi, ze sval i podkozni
vazivo jsou vytlaceni témét (obr. 19/A; 20/A) nebo uplné na povrch rany (obr. 20/E).
Interval d3

Tteti den po poranéni upoutd pozornost velké mnozstvi tukové tkané v granulacni tkani
diabetické rany (obr. 21/D, F; 22/D, E, F). Nov¢ vznikajici cévy zejména na okrajich rany,
utvareji jakousi linii sméfujici k povrchu rany (obr. 21/A, C). V blizkosti cév jsme dosti
Casto zaznamenali adipocyty (obr. 21/A, B, C). U okraju rany, se nachazelo mnozstvi
migrujicich bunék sméfujicich k povrchu rany, které migrovaly zejména zespod svalu (obr.
21/A, D; 22/B, D). Vranach zdravych potkant je jiz zfetelny ,jazyk™ epidermis —
keratinocyty, které migruji z okraji zdravé tkan¢ nad granulacni tkan (obr. 22/A). U

diabetikii k postupu epidermis nedochazelo (obr. 21/D; 22/D). Kromé keratinocytti se
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V ran€ objevovaly endotelidlni buniky a fibroblasty. Zejména na okrajich ran se zacinala
objevovat prvni vlakna nevyzralého kolagenu (obr. 21/E).

Interval d5

U zdravych jedinct paty den hojeni postupuje jazyk epidermis po povrchu stile vice ke
stiedu rany (obr. 23/A; 24/B). Z epidermalnich bun€k nové vznikajici epidermis se tvori
nové chlupy (obr. 24/B, C) a mazové zlazy (obr. 24/C). NejpocetnéjSsimi buinkami
reprezentujici interval d5 u kontrol jsou fibroblasty syntetizujici nova kolagenni vldkna
(obr. 24/A, B). V diabetickych ranach je stale mnoho tuku, v jeho okoli vznikaji
ostruvkovité nové cévy a kolagenni vlakna (obr. 23/E; 24/D). | u diabetickych potkant
zacina byt vyrazna posouvajici se epidermis nad granulacni tkan, tvoii se nové cévy (obr.
23/D; 24/E, F). Na okraji rany diabetickych potkanti se tvofi prvni chlupy (obr. 24/E).
Interval d10

Desaty den po poranéni diabetické rany na prvni pohled zaujmou pfitomnosti velkého
mnozstvi fibroblasti (obr. 25/E; 26/E, F), mezi kterymi v o dost men$i mife probihaji
kolagenni vlakna. Kontrolni samci vykazuji vétsi podil kolagennich vlaken (obr. 25/B, C)
oproti kontrolnim samicim (obr. 26/A, B) i diabetickym potkantim. Intenzivni novotvorbu
cév Ize vidét jak u kontrolnich tak diabetickych zvitat (obr. 25/A, C, D, E; 26/A, B, D, E,
F). V ranach diabetickych potkanti je stale pfitomny tuk (obr. 25/D, F; 26/F).

Jizva

Tkan zhojena jizvou je pln¢ ptekryta epidermis a obsahuje spoustu chlupi (obr. 27/A, B,
C, D). Diabeticti a kontrolni samci se hoji 1épe v porovnéani se samicemi. U samic je jizva
také po celé délce kize, ale kolagenni vlakna ulozena v dermis jevi znamky mensi
organizovanosti a vyzralosti (obr. 28/A, B, D, E). Nejmén¢ kolagennich vlaken nalézame

V jizv¢€ diabetickych samic a navic je zde velké mnozstvi fibroblastt (obr. 28/E, F).

Imunohistochemické barveni PPARa protilatkou

Na fezech neporusené kuze jsme prokazali expresi PPARa ve svalu (obr. 29/A, B, C;
31/F), epidermis (obr. 29/D, E, F), vlasovych folikulech (obr. 29/D, F; 30/C, D, F)
a mazové zlaze (obr. 29/D, F; 30/E, F). Kromé neposkozené klize jsme expresi PPARa
hodnotili prvni a desaty den po poranéni a na rané zhojené jizvou. Také mnoho ptitomnych
bunék vykazovalo pozitivitu (obr. 29/D; 30/C; 31/A, B, C, D, E, F). Negativni kontroly

jsme zaznamenali na fotografiich (obr. 30/A, B).
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Prvni den po poranéni se v rané vyskytovaly PPARa pozitivni lymfocyty (obr. 31/A, C,
D). Desaty den po poranéni to pak byly siln¢ pozitivni PPARa makrofagy (obr. 31/F)
a keratinocyty na okrajich ran (obr. 29/F). U diabetickych zvifat byla pozitivita téchto
bunck slabsi. Jizva diabetickych potkani vykazovala slabsi expresi PPARa v epidermis

oproti kontrolam.
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A. Kize kontrolni samice B. Kiize diabetické samice

C. KiZe kontrolniho samce D. Kuze diabetického samce

Obr. 14: Srovndni histologického ¥Fezu kiZi kontrolnich a diabetickych potkanii: A — Zdrava samice, kize, zvétseni 40x (modry

trichrom); B — Diabetickd samice, kiize, zvétseni 40x (modry trichrom); C — Zdravy samec, kiiZe, zvétSeni 40x (modry trichrom); D —
Diabeticky samec, kiize, zvétSeni 40x (modry trichrom); (1) deskvamujici epidermis, (2) epidermis, (3) dermis, (4) tukova tkar, (5) sval,
(6) subcutis

Porovnanim kiize kontrolni a diabetické samice vidime zretelny rozdil v tloustce dermis. Diabetické samice se vyznacuji pritomnosti
silné vrstvy tukovité tkané, kterd je u zdravych samic minimdlni nebo zcela chybi. Taktéz vidime rozdil mezi kizi zdravych samic a
zdravych samcii. Dermis zdravych samcii je tlustSi na rozdil od dermis samic. Ziejmé rozdily jsou také v tloustce tukové vrstvy

diabetickych samic a samcii. Samice vykazuji vétsi podil tukové thané.
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Obr. 15: KiiZe a jeji soucdsti: A (zvétseni 600x) — chlup (bild Sipka); B (zvétseni 400x) — mazova Zlaza (Z) s chlupem (CH); C (zvétseni

400x) — tukova tkan (T), kolagenni vidkna (*); D (zvétSeni 400x) — cévy v granulacni tkani (Sipka); E (zvétSeni 600x) — arteriola
(Sipka); F (zvétseni 400x) — céva v tukové tkani (Sipka), tuk (T), sval (S); G (zvétSeni 400x) — sval (podélny Fez); H (zvétseni 400x) —
sval (pricny rez); CH (zvétsSeni 600x) — sval, pricné pruhovani; I (zvétseni 400x) — vyzrala kolagenni vidkna (*), tuk (T); J (zvétseni
200x) — nevyzrald kolagenni vidkna (*), epidermis (E); K (zvétseni 200x) — mazova Zldza (Z), deskvamujict epidermis (E), chlup (CH)
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Kontrolni samei Diabeti¢ti samei

Obr. 16: Pritbéh hojeni— srovndni kontrolnich a diabetickych samcil, okraj rany vyznaden Sipkami
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Kontrolni samice Diabetické samice

Obr. 17: Pritbéh hojeni — srovnadni kontrolnich a diabetickych samic, okraj rany vyznacen Sipkami
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Obr. 18: Piehled hojicich se ran kontrolnich a diabetickych potkanii v jednotlivych casovych intervalech

Interval dO — Cerstvé vytvorend rana je hladka bleda. Na povrichu miizeme dobre vidét prokrveni tkané.

Interval d1 — rdna je prekryta fibrinovou srazeninou, okraje rany jsou lehce zanicené. Rozméry rany se zvySuji.

Interval d3 — rdny kontrolnich potkanii se postupné stavaji mensimi. V porovnani s predchozimi intervaly se rdany vSech skupin jevi
tmavsi, coz je zpiisobeno probihajici zanétlivou fazi a vznikem strupu, rany obsahuji stopy nové zakrvacenych lozisek.

Interval d5 — u kontrolnich potkanii je rana velka asi 1,5 cm a cca 2,5 cm u potkanii diabetickych. Ke zmenSovani plochy rany dochdzi
diky postupujici epitelizaci. Rana se stava vice prokrvenou diky nové vznikajicim cévdam.

Interval d10 — rozmér rany kontrolni samice je pod Icm, kontrolniho samce cca 1,5 cm, diabetické samice vice jak 2 cm a navic je
rana silné zahnisana. Dale lze videt, Ze u diabetického samce doslo ke strhnuti strupu, rana je jasné cCervend. Kontroly vykazuji
zmensSovani plochy ran, u diabetickych potkanii plocha ziistava stejnd navic s prolongovanou zanétlivou fazi.

Jizva — u kontrolni samice je po 29 dnech rdana kompletné piekryta epitelem o Sifce pfiblizné 0,6 cm, u diabetické samice je rdna
prekryta epitelem po 27 dnech, je viak méné kontrahovana, vykazuje $irku cca 1,8 cm. Kontrolni samec se hoji jizvou po 38 dnech,
Sirka rany neprekracuje 1,5 cm. Rana diabetického samce se hoji po 31 dnech, i zde miiZeme vidét snizenou kontrakci rany.
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Obr. 19: Interval d1 — éasnd zdnétliva fize — srovndni kontrolniho a diabetického samce:

Kontrolni samec (A — D), okraje rany vyznaceny Sipkami: A (zvétSeni 40x) — rdna (R), okraj rany (Cernd linie), stoceny sval (S),
zdrava kize (K); B (zvétseni 100x) — cévy (C), PMN (Sipka); C (zvétSeni 100x) — krevni srazenina (KS), rana (R), PMN (Sipka); D
(zvétseni 100x) — erytrocyty (E), kolagenni vidkna (*)

Diabeticky samec (E — H), okraje rany vyznaceny Sipkami: E (zvétSeni 40x) — rana (R), okraj rany (Cernd linie), stoceny sval (S),
zdrava kize (K), tuk (T), krevni sraZenina (KS); F (zvétSeni 200x) — sval (S), cévy (C); G (zvétSeni 100x) — krevni srazenina (KS),
erytrocyty (Cernd Sipka); H (zvétseni 200x) — erytrocyty (E), sval (S), tuk (T), cévy (C), PMN (Sipka)
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Obr. 20: Interval d1 — éasnd zdnétliva fize — srovndni kontrolni a diabetické samice:

Kontrolni samice (A — D), okraje rdany vyznaceny Sipkami: A (zvétSeni 40x) — rdna (R), okraj rdny (Cernd linie), stoceny sval (S),
zdrava kiize (K), krevni sraZenina (Sipka); B (zvétSeni 100x) — zanétliva infiltrace PMN (Sipka), cévy s erytrocyty (C), kolagenni vidkna
(*); C (zvétseni 40x) — krevni sraZenina (Sipka), rana (R), sval (S); D (zvétSeni 100x) — krevni srazenina (Sipka), tuk (T), cévy s
erytrocyty (C)

Diabetickd samice (E — H), okraje rany vyznaceny Sipkami: E (zvétSeni 100x) — rana (R), okraj rany (Cernd linie), krevni sraZenina
(Sipka), stoceny sval (S); F (zvétseni 200x) — zanétliva infiltrace PMN (Sipka), tuk (T), cévy s erytrocyty (C); G (zvétSeni 40x) — krevni
srazenina (Sipka), rana (R), tuk (T); H (zvétseni 100x) — erytrocyty (E), tuk (T), cévy (C)
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Obr. 21: Interval d3 — pozdni zdnétlivd fize — srovndni kontrolniho a diabetického samce:

Kontrolni samec (A — C), okraje rany vyznaceny Sipkami: A (zvétsSeni 100x) — Sipkami naznacen smér migrujicich bunék, zdrava kize
(K), rana (R), cévy (C); B (zvétseni 200x) — cévy (C), tuk (T); C (zvétseni 100x) — cévy (C), fibroblasty (Cerna Sipka)

Diabeticky samec (D — F), okraje rany vyznaceny Sipkami: D (zvétSeni 40x) — Sipkami naznacen smér migrujicich bunék, rana (R), tuk
(T), zdrava kiize (K); E (zvétseni 100x) — cévy v granulacni tkani (C), kolagenni vidkna (*), fibroblasty (Sipka); F (zvétseni 200x) —
cévy (C), tuk (T), mastocyt (Cerna Sipka), makrofag (modra Sipka)
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Obr. 22: Interval d3 — pozdni zanétlivd fize — srovndni kontrolni a diabetické samice:

Kontrolni samice (A — C), okraje riny vyznaceny Sipkami: A (zvétSeni 200x) — Sipkami naznacen smér migrujicich bunék, jazyk
epidermis (E), zdrava kiize (K), rana (R); B (zvétSeni 100x) — Sipkami naznacen smér migrujicich bunék, sval (S), zdrava kiize (K); C
(zvétseni 200x) — cévy v Qranulacni tkani (C), rana (R)

Diabetickd samice (D — F), okraje rany vyznaceny Sipkami: D (zvétSeni 200x) — Sipkami naznacen smér migrujicich bunék, sval (S),
rana (R), tuk (T); E (zvétSeni 400x) — cévy v tukové tkani (C), tuk (T); F (zvétSeni 400x) — tuk (T), erytrocyty (E)
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Obr. 23: Interval d5 — proliferacni fize — srovndni kontrolniho a diabetického samce:

Kontrolni samec (A — C), okraje rany vyznaceny Sipkami: A (zvétSeni 40x) — zdrava kiize (K), strup (S), jazyk epidermis (Zlutd Sipka),
céva v granulacni tkani (Cernad Sipka); B (zvétseni 100x) — Sipkou naznacen smér migrujicich bunék, céva v granulacni tkani (modra
Sipka), zdrava kize (K); C (zvétseni 100x) — tuk (T), cévy (C), nové vznikajici cévy (Cerna Sipka), mastocyt (zluta Sipka)

Diabeticky samec (D — F), okraje rany vyznaceny Sipkami: D (zvétSeni 100x) — strup (S), epidermis (E), jazyk epidermis (Zluté Sipky),
nové vznikajici cévy (Cerna Sipka), zdrava kize (K); E (zvétseni 100x) — tuk (T), cévy v tuku (Cerna Sipka), kolagenni vidkna (modra
Sipka); F (zvétseni 200x) — kolagenni vidkna (Sipka)
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Obr. 24: Interval d5 — proliferacni fize — srovndni kontrolni a diabetické samice:

Kontrolni samice (A — C), okraje rdany vyznaceny Sipkami: A (zvétSeni 200x) — fibroblasty (Cernd Sipka), mastocyty (modra Sipka),
kolagenni viakna (*), cévy (C); B (zvétSeni 100x) — fibroblasty (modra Sipka), epidermalni buiiky (nové vznikajici epidermis) (Cernda
Sipka), nevyzrala kolagenni viakna (*); C (zvétSeni 100x) — strup (S), epidermis (E), epidermalni bunky (Zluta Sipka), nové vznikajici
chlup (Cernd Sipka), nové vznikajici mazova zlaza (modra Sipka), fibroblasty (zelenad Sipka)

Diabetickd samice (D — F), okraje rany vyznaceny Sipkami: D (zvétSeni 400x) — tuk (T), cévy (C), mastocyt (Cernd Sipka); E (zvétSeni
200x) — zdrava kiize s vyzralym kolagenem (K), epidermis (E), rana (R), nové vznikajici chlupy (Cernd Sipka), nové vznikajici cévy
(modra Sipka), nevyzralé kolagenni viakna (*); F (zvétseni 200x) — nevyzrala kolagenni vidkna (*), nové vznikajici cévy (Cerna Sipka)
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Obr. 25: Interval d10 — proliferacni fize — srovndni kontrolniho a diabetického samce:

Kontrolni samec (A — C), okraje rany vyznaceny Sipkami: A (zvétSeni 100x) — nové vznikajici cévy (Cernd Sipka), kolagenni vidkna
(Cervend Sipka); B (zvétSeni 100x) — epidermis (E), rana (R), zdrava kiize (K), nové vznikajici chlupy (Cerna Sipka), kolagenni vidkna
(*); C (zvétseni 200x) — kolagenni viakna (*), nové vznikajici cévy (Cernd Sipka)

Diabeticky samec (D — F), okraje rany vyznaceny Sipkami: D (zvétSeni 100x) — epidermis (E), rana (R), tuk (T), zdrava kize (K), nové
vznikajici chlup (Cernd Sipka), nové vznikajici mazova Zldza (Cervend Sipka); E (zvétseni 100x) — nové vznikajici cévy (Sipka); F
(zvétseni 100x) — epidermis (E), rana (R), tuk (T), cévy v tuku (Zluta Sipka), kolagenni vidkna v tuku (cerna Sipka)
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Obr. 26: Interval d10 — proliferacni fize — srovndni kontrolni a diabetické samice:

Kontrolni samice (A — C), okraje rany vyznaceny Sipkami: A (zvétSeni 100x) — epidermis (E), chlupy (CH), jazyk epidermis (Zlutd
Sipka), nové vnikajici cévy (Cerna Sipka), vyzraly kolagen (*); B (zvétSeni 100x) — nové vznikajici cévy (Cernd Sipka), nové vznikajici
chlup (modra Sipka); C (zvétseni 400x) — kolagenni vidkna (Cerna Sipka)

Diabetickd samice (D — F), okraje rdny vyznaceny Sipkami: D (zvétSeni 100x) — epidermis (E), vyzrdly kolagen (VK), nevyzrdly
kolagen (NK), nové vznikajici cévy (Cernad Sipka); E (zvétSeni 100x) — epidermis (E), nové vznikajici epidermis (Cernd Sipka), nové
vznikajici cévy (modra Sipka), fibroblasty (oranzova Sipka); F (zvétseni 400x) — cévy (C), tuk (T), kolagenni viakna (*), fibroblasty
(Cernd Sipka)
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Obr. 27: Jizva — zahojend tkdii — srovndni kontrolniho a diabetického samce:

Kontrolni samec (A — B): A (zvétseni 200x) — epidermis (E), dermis (D), sval (S), hypodermis (HD), chlup (oranzovad Sipka); B
(zvétseni 400x) — epidermis (E), chlup (Cerna Sipka), mazova zlaza (oranzova Sipka)

Diabeticky samec (C — D): C (zvétseni 200x) — epidermis (E), dermis (D), mazové Zldzy (oranZova Sipka); D (zvétSeni 200x) —
epidermis (E), dermis (D), chlup s mazovou Zldzou (oranzova Sipka)
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Obr. 28: Jizva — zahojend tkdii — srovndni kontrolni a diabetické samice:

Kontrolni samice (A — C), okraje rdany vyznaceny Sipkami: A (zvétSeni 40x) — zdravd kize (K), ECM (M), epidermis (E), nové
vznikajici chlupy (Cerna Sipka), mazové Zldazy s chlupem (oranzova Sipka); B (zvétSeni 100x) — zdrava kiize (K), ECM (M), nové
vznikajici chlupy (Cernd Sipka), nové vznikajici cévy (Cervend Sipka); C (zvétSeni 200x) — epidermis (E), mazové zldazy s chlupem
(oranzova Sipka)

Diabetickd samice (D — F), okraje rany vyznaceny Sipkami: D (zvétSeni 40x) — zdrava kiize (K), ECM (M), tuk (T); E (zvétSeni 100x) —
epidermis (E), kolagenni vidkna (*), nové vznikajici chlup (Cerna Sipka), fibroblasty (modra Sipka), nové vznikajici cévy (Cervend
Sipka); F (zvétseni 100x) — fibroblasty (Cerna Sipka)
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Obr. 29: Imunohistochemické barveni PPARa: A (zvétseni 400x, kontrolni samice 056, kiize) — pozitivni PPARa. sval, pricny rez (S);
B (zvétseni 1000x, kontrolni samice 056, kiize) — pozitivni PPARo sval, podélny 7ez (S); C (zvétseni 1000x, kontrolni samice 056, kiize)
— pozitivni PPARo. sval, pricny fez (S); D (zvétseni 200x, kontrolni samice 056, kiize) — pozitivni PPARa epidermis (Cernd Sipka),
pozitivni PPARo. mazova Zlazka (modra Sipka), pozitivni PPARa. chlup (Cervend Sipka), pozitivni PPARa. epidermalni buriky (zelend
Sipka); E (zvétseni 1000x, kontrolni samice 056, kiize) — pozitivni PPARa. epidermis (Cernd Sipka), pozitivni PPARa. epidermdlni busiky
(modra Sipka); F (zvétseni 600x, kontrolni samice 03, interval d10) — pozitivni PPARa epidermis (Cerna Sipka), pozitivni PPARa nové
vznikajici chlup (modra Sipka), pozitivni PPARo. mazova zlaza(Cervena Sipka)
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Obr. 30: Imunohistochemické barveni PPARa: A (zvétseni 400x, kontrolni samice 056, kiize) — negativni kontrola, sval (S),
hypodermis (HD); B (zvétSeni 200x, kontrolni samice 056, kiize) — negativni kontrola, sval (S), chlup (Cerna Sipka); C (zvétseni 400x,
kontrolni samice 03, interval d10) — pozitivni PPARo. mazova zlazka (Cerna Sipka), pozitivni PPARa. epidermalni buniky (modra Sipka);
D (zvétseni 1000x, kontrolni samice 056, kiize) — pozitivni chlup (Cerna Sipka); E (zvétsenil000x, kontrolni samice 056, kiize) —
porzitivni PPARa mazova zlazka; F (zvétseni 600x, diabeticky samec 81, interval d10) — pozitivni PPARa mazova zlazka (Cerna Sipka),

porzitivni PPARo. chlup (modra Sipka)
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Obr. 31: Imunohistochemické barveni PPARa: A (zvétSeni 1000x, kontrolni samec 108, interval d1) — pozitivni PPARo. lymfocyty
(Cernd Sipka); B (zvétseni 200x, diabeticka samice 0113, jizva) — pozitivni PPARa buitky (Cerna Sipka); C (zvétseni 400x, diabetickd
samice 0115, interval d1) — pozitivni PPARa céva — endotelové buiiky (Cernd Sipka), pozitivni PPARa busiky (modrad Sipka); D
(zvétseni 400x, diabeticka samice 0115, interval d1) — pozitivni PPARa migrujici buiiky (Cernad Sipka); E (zvétseni 400x, kontrolni
samice 01, jizva) — pozitivai PPARa buiiky; F (zvétseni 400x, kontrolni samec, interval d10) — pozitivni PPARa buiiky, sval (S)
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11 DISKUSE

Prace méla za ukol zhodnotit proces hojeni u zdravych a diabetickych potkant ZDF. ZDF
potkani predstavuji vhodny a stézejni model pro studium nemoci diabetes mellitus typu 2.
Genetickou podstatou obezity a inzulinové rezistence ZDF potkana je mutace v genu pro
leptinovy receptor. Diabetes mellitus jako systémové onemocnéni ovliviiuje organismus na
mnoho tGrovnich, jednou z nich je i hojeni ran. Vlivem cévnich zmén, zvySené nachylnosti
K infekcim a neméné také neuropatiim prechdzeji akutni rany do stadia chronicity.
V duisledku prolongované zanétlivé faze se rany stavaji obtizné hojici a predstavuji zdsadni
problém v 1ébé koznich defektli diabetickych pacienti.

Proces hojeni koznich ran u obou sledovanych skupin potkantt ZDF jsme studovali na
histologickych fezech. Na hibetu jsme potkanim vytvofili kruhovou excizni ranu 0
priméru cca 2 cm. Tkan hojici se rany jsme odebrali prvni, tfeti, paty a desaty den po
poranéni a v den uplného piekryti rany epitelem (jizva). Tuto jsme nasledné zafixovali
ve formalinu a zalili do parafinu. Ke zvyraznéni kolagenniho vaziva jsme fezy obarvili
modrym a/nebo zelenym Massonovym trichromem. Imunohistochemickym barvenim
PPARa protilatkou jsme ziskali obraz jejich exprese v neporusené kuzi, v rané prvni a
desaty den po poranéni a v jizvé. Rovnéz jsme popsali morfologii zdravé kuze.

V kazdé studované skupiné a kazdém intervalu (kontrolni samec, diabeticky samec,
kontrolni samice, diabetickd samice) jsme studovali rany z 3 — 5 potkant. Na zékladé
uvedenych vysledki jsme zjistili morfologické rozdily intaktni kuaze kontrolnich a
diabetickych potkanli. Rozdily jsme zaznamenali také v ramci pohlavi. Mensi rozdily
nachazime také mezi kzi potkani a lidskou. U obou druhi se kiize sklada z epidermis,
dermis a subcutis. Dermis je diky mnozstvi krevnich cév (obr. 15/D, E, F) velmi dobie
zasobena krvi. Kromé krevnich cév zde nachazime mazové zlazy (obr. 15/B, K),
chlupy/vlasy (obr. 15/A, B, K), nervy, tukovou tkan (obr. 15/C, F) a také mnozstvi tkané
pojivové (obr. 15/A, B, I, J). Lidska ktuze disponuje navic potnimi zlazami, které jsou u
potkani vyvinuty pouze na tlapkach, usnich boltcich a ocase. Zjevnym rozdilem je
ptritomnost podkozni svaloviny v potkani kuzi (obr. 14/A, B, C, D; 15/F, G, H, CH), ktera
u lidi zcela chybi. Porovnanim ktiZze kontrolni a diabetické samice 1ze vidét zietelny rozdil
v tloustce dermis (obr. 14/A, B). Diabetické samice se vyznacuji pfitomnosti silné vrstvy
tukové tkané, ktera je u zdravych samic minimalni nebo zcela chybi. Tloustka dermis je

odli$na také u zdravych samic a zdravych samca (obr. 14/A, C). VEtsi rozméry vykazuje
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dermis samci. Ziejmé rozdily jsou také v tloustce tukové vrstvy diabetickych samic a
samcu (obr. 14/B, D). Samice disponuji vétsim podilem tukové tkang.

Prvni den po vytvofeni rany se rozmér rany u diabetickych potkanti jesté¢ zvysi. V nové
vytvoiené granula¢ni tkani vidime oproti kontrolam vice adipocyti (obr. 19/H; 20/F,G).
U diabetickych potkand jsme zaznamenali v ran¢ vétsi podil erytrocytl a zaroven snizenou
denzitu PMN (obr. 19/F, G; 20/F) oproti kontrolnim zvifatim (obr. 19/B, C; 20/B).
Stejnych vysledkt v ¢asné fazi zanétu zaznamenala také studie Komesu et al., kde
sledovali hojeni excizni rany na potkanech s diabetem vyvolanym alloxanem [62]. Rany
diabetikl v ¢asné fazi zanctu obsahuji mensi mnozstvi zanétlivych bunék PMN, taktéz je
v nékolika ¢lancich popsana jejich snizena funkce [27,28,29]. Na fotografiich samcich
i samiCich ran je dobfe vidét dalsi typicky jev — vyto€eni okraje rany smérem k povrchu.
To zpisobi, ze sval i podkozni vazivo jsou vytlaceni témé&f (obr. 19/A; 20/A) nebo uplné
na povrch rany (obr. 20/E). Adipocyty s vyrazné vétSim podilem u diabetikd, se do rany
dostavaji ziejmé z podkozniho vaziva. Sabol et al., se vé€novali hojeni ran u diabetickych
Sprague-Dawley potkani. Rany byly analyzovany po 2, 6 a 14 dnech. Dva dny po
poranéni se na okrajich ran kontrolnich zvitat vyskytovalo mnozstvi zanétlivych bunék
PMN a zacala se vytvaret demarkacni linie, kterd oddé€lovala zdravou tkan od poranéné.
U diabetikli byla demarkacni linie rovnéz vytvoiena, ale neobsahovala zadné nebo snizené
mnozstvi PMN [63]. Ackoli byly tyto nalezy ziskany druhy den po poranéni, koreluji
s nasimi vysledky zaznamenany v intervalu d1 (obr. 19/B, F; 20/A, E). Obdobné vysledky
hojeni ran u zdravych Sprague-Dawley potkanti, ov§em v jinych ¢asovych intervalech, jsou
obsazeny také v praci Vidinsky et al., kdy byly rany zkoumany v sedmi casovych
intervalech: 24, 48, 72, 96, 120, 144 a 168 hodin po poranéni (1., 2., 3., 4., 5., 6. a 7. den
po poranéni) [67].

Tteti den po poranéni upoutd pozornost velké mnozstvi tukové tkané v granulaéni tkédni
diabetické rany (obr. 21/D, F; 22/D, E, F). PMN se z rany kontrol pomalu vytraceji a jsou
nahrazeny makrofagy, které svymi plisobky do rany pftitahuji fibroblasty. Nové vznikajici
cévy utvareji jakousi linii smétujici k povrchu rany (obr. 21/A, C). V blizkosti cév mizeme
dosti Casto vidét adipocyty (obr. 21/A, B, C). U okraju rany, se nachazi mnozstvi
migrujicich bunék sméfujicich k povrchu rany, zejména migruji zespod svalu (obr. 21/A,
D; 22/B, D). V ranach zdravych potkand je jiz zietelny ,,jazyk* epidermis — Keratinocyty
migruji z okraji zdravé tkan¢ nad granulacni tkani (obr. 22/A). U diabetikd k postupu

epidermis nedochazi (obr. 21/D; 22/D). Kromé keratinocytl se v ran€ objevuji endotelialni
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bunky a fibroblasty. Zejména na okrajich ran se zalinaji objevovat prvni vlakna
nevyzralého kolagenu (obr. 21/E).

U vSech skupin jsme v oblasti kolem cév hojné zaznamenali mnoZstvi mastocytt
(obr. 21/F; 23/C; 24/A; 24/D), které hraji dulezitou roli v obrané organismu proti alergiim
I mikroorganismiim. Jak kontroly, tak i diabetici vykazovali pfitomnost mastocytd prvni,
treti, paty a desaty den po poranéni. V diabetickych ranach bylo jejich mnozstvi oproti
kontrolam zvysené. Toto muze korelovat s nasimi vysledky zpomaleného hojeni ran u ZDF
potkanti a také s vysledky nékterych studii zabyvajicich se roli mastocytii v bilé tukoveé
tkani [68,69,70]. Nishikori et al., studovali béhem 49 dnd vliv mastocytd na hojeni ran
u diabetickyh mysi s injekéné aplikovanym streptozocinem. Zjistili, Ze proces uzavieni
rany U diabetikl, se zna¢né nelis§i od kontrol. Nicméné patrné rozdily zaznamenali
v prolifera¢ni fazi 7 a 14 den, kdy probihajici neovaskularizace diabetickych mysi byla
vV porovnani s kontrolami slabsi. Odchylky zjistili také béhem remodelacni faze 21 den
a nasledujici dny, kdy u kontrol dochazelo k postupné cévni regresi, kdezto u diabetikti
byla neovaskularizace stile pfitomna a navic s relativn€ dosti vysokym poctem cév
Vv granulaéni tkani [68].

V praci Liu et al., autofi piedkladaji dikazy, ze mastocyty pfispivaji k obesité vyvolané
stravou i k diabetes. Potvrdili, ze bila tukova tkan obéznich lidi a mysi obsahuje 0 mnoho
vice mastocytt oproti bilé tukové tkani jejich stihlych prot€jskd. Geneticky podminéna
deficience mastocytll a farmakologicka stabilizace mastocytd u mysi redukovala jejich
te€lesnou hmotnost a taktéz mnozstvi zanétlivych faktort [69].

U zdravych jedinct paty den hojeni postupuje jazyk epidermis po povrchu stale vice ke
stiedu rany (obr. 23/A; 24/B). Z epidermalnich bunék nové vznikajici epidermis se tvoii
nové chlupy (obr. 24/B, C) a mazové zlazy (obr. 24/C). Nejpocetn&j$imi bunikami
reprezentujici interval d5 u kontrol jsou fibroblasty syntetizujici nova kolagenni vlakna
(obr. 24/A, B). V diabetickych ranach je stale mnoho tuku, Vv jeho okoli vznikaji
ostruvkovité nové cévy a kolagenni vlakna (obr. 23/E; 24/D). I u diabetickych potkant
zaCind byt vyrazna posouvajici se epidermis nad granulacni tkani, tvofi se nové cévy
(obr. 23/D; 24/E, F). Na okraji rany diabetickych potkant se tvofi prvni chlupy (obr. 24/E).
Ve studii Gal et al., testované na Sprague-Dawley potkanech s injekéné podavanym
streptozocinem, popisuji 6. den po poranéni snizenou proliferaci fibroblastl
a endotelialnich bunék [66]. Stejnych vysledkli jsme zaznamenali u diabetickych samic,

avsak ne u diabetickych samct.
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Desaty den po poranéni diabetické rany na prvni pohled zaujmou pfitomnosti velkého
mnozstvi fibroblasti (obr. 25/E; 26/E, F), mezi kterymi v o dost mensi mife probihaji
kolagenni vlakna. Kontrolni samci vykazuji vétsi podil kolagennich vlaken (obr. 25/B, C)
oproti kontrolnim samicim (obr. 26/A, B) i diabetickym potkanim (obr. 25/D, E, F; 26/D,
E, F). Intenzivni novotvorbu cév Ize vidét jak u kontrolnich tak diabetickych zvirat
(obr. 25/A, C, D, E; 26/A, B, D, E, F). V ranach diabetickych potkani je stale ptitomny tuk
(obr. 25/D, F; 26/F). Ve studii Velander et al., ktera byla provedena na prasatech
s diabetem indukovanym streptozocinem, byla kize analyzovana 8., 12., 16. a 18. den po
poranéni. Bylo zjiSténo, ze u diabetickych prasat dochéazi k signifikantnimu zpomaleni
a zpozdéni reepitelizace a kontrahovani rany [65].

Tkan zhojena jizvou je plné piekryta epidermis a obsahuje spoustu chlupt (obr. 27/A, B,
C, D). Diabeticti a kontrolni samci se hoji 1épe v porovnani se samicemi. U samic je jizva
také po celé délce kuize, ale kolagenni vlakna ulozend v dermis jevi zndmky mensi
organizovanosti a vyzralosti (28/A, B, D, E). Nejméné kolagennich vlaken nalézame
Vv jizvé diabetickych samic a navic je zde velké mnozstvi fibroblasta (obr. 28/E, F).
Thomson et al., se zabyvali studiem chronickych diabetickych paviani. Subkutanné
v mist¢ stehen jim byly vlozeny bubnové implantity obsahujici polystyren. PO 2 a 4
tydnech jim ktze v tomto misté byla vyfiznuta a zmétfena pevnost a tloustka epidermis.
Bubnové implantaty byly odstranény pro analyzu granulacni tkané a zanétlivych bunék.
U diabetikd byla vyfiznuta kize méné elasticka a ve srovnani s kontrolami doslo
k prestavbé jeji epidermis pomaleji. Granulac¢ni tkan diabetickych paviani obsahovala
zvy$ené mnozstvi cév vykazujicich $ir$i lumen. Mnozstvi makrofagi bylo redukovano na

rozdil od perzistujicich neutrofilti [64].

Imunohistochemickou analyzou zaméfenou na PPARa jsme prokazali jejich expresi
ve svalu (obr. 29/A, B, C; 31/F), epidermis (obr. 29/D, E, F), vlasovych folikulech
(obr. 29/D, F; 30/C, D, F) a mazové zlaze (obr. 29/D, F; 30/E, F). Také mnoho pfitomnych
bun¢k vykazovalo pozitivitu (obr. 29/D; 30/C; 31/A, B, C, D, E, F). Expresi PPARa jsme
hodnotili na fezech zdravé kiize, prvni a desaty den po poranéni a na ran¢ zhojené jizvou.

Westergaard et al., zkoumali expresi PPARs Vv izolovanych bunikach lidské epidermis
(bazélni a suprabazalni buniky) vyuzitim RT-PCR a Northern blot a déale také provedli
imunohistochemickou analyzu v normalni lidské epidermis. Exprese PPARa v izolovanych

bunkach epidermis byla pod detekénim limitem, ale se zvySenou expresi v buinkach

73



suprabazalnich. Imunohistochemickou analyzou normalni lidské epidermis bylo zjisténo
jen velmi malo PPARa pozitivnich bunc¢k. Ddle bylo zjisténo, ze exprese PPARa je
v nediferencovanych lidskych keratinocytech nizka, zatimco signifikantné stoupa béhem
diferenciace [35]. PPARa jsou ve zdravé kizi vysoce exprimované v Keratinocytech
vlasovych folikuli. Zvysend exprese PPARa je pozorovéana v keratinocytech na okrajich
ran [39,72]. PPARa jsou také exprimovany v koznich imunitnich buikach, zejména
v makrofazich a T-lymfocytech a také v mazovych zldzach a kultivovanych sebocytech
[38]. Stejnych vysledkd jsme docilili i my, kdy v epidermis neporusené kiuze byla PPARa
exprese zvysena (obr. 29/D, E), na rozdil od snizené exprese PPARa v keratinocytech na
okrajich ran (obr. 29/F). V neporusené kuzi byly PPARa exprimovany ve svalu (obr. 29/A,
B, C), keratinocytech epidermis (obr. 29/D, E) a vlasovych folikuli (obr. 29/D; 30/D)
a také v mazovych zlazach (obr. 29/D; 30/E).

PPARa se podili na kontrole ¢asné zanétlivé faze. Aktivatory PPARa potlacuji chronické
imunologické abnormality snizenim poctu eozinofili a mastocytd [39]. Icre et al., ve
studii udavaji, ze exprese PPARa je pfechodné zvySena v dob¢ reparacnich procest, coz
koreluje se zanétlivou fazi, a proto také PPARa null-mysi vykazuji pouze ptechodné
zpozdéni hojeni [71]. Vysledky naSi prace nemiizeme objektivné srovnat S vysledky
publikovanymi jinymi autory, protoze jsme se nezabyvali expresi PPARa v prvnich
Ctyfech dnech hojeni, které jsou pro PPARa stéZejni. Prvni den po poranéni V naSem
pfipadé¢ nedoslo k signifikantnim rozdilim mezi jednotlivymi skupinami. V kazdé ze
skupin se vyskytovalo mnozstvi PPARa pozitivnich bunék — lymfocyti (obr. 31/A, C, D).
Desaty den po poranéni jsme Vran¢ kontrolnich potkanti zaznamenali silné pozitivni
PPARo makrofagy (obr. 31/F) akeratinocyty na okrajich ran. Pozitivita téchto bunék
u diabetickych zvifat byla slabsi. Jizva diabetickych potkan vykazovala slabsi expresi
PPARa v epidermis oproti kontrolam. Nejvice pozitivnich imunitnich bungk jsme zjistili
Vv jizvé diabetické a kontrolni samice (obr. 31/B, F). V jizvé kontrolniho samce jsme jiz
nevidéli zadné PPARa pozitivni buriky, ale pouze keratinocyty, vyskytujici se tésné pod
epidermis. Nicméné¢ jiné studie udavaji, ze PPARa null-mysi se vyznacuji zpomalenim
hojeni béhem prvnich 4 dnli po poranéni, avSak v pozdéjsich fazich nebyly zaznamenany

zadné rozdily mezi kontrolami a PPARa null-my$mi [39,71].

74



12 ZAVER

V této praci jsme na histologické urovni podrobné popsali nalezy v hojici se kozni excizni
ran¢ u diabetickych potkanti ZDF. Nasim cilem bylo zjistit, zda existuji rozdily mezi
pohlavimi a mezi zdravymi a diabetickymi jedinci v raznych casovych intervalech.
Histologickym zpracovanim a naslednym hodnocenim intaktni kiize potkanti jsme potvrdili
velkou podobnost skiazi lidskou. Nicméné jsme zjistili dvé odlisnosti: lidska kize
obsahuje navic potni zlazy, které se u potkanii vyskytuji pouze na tlapkach, usnich boltcich
a ocase a jeji soucasti neni podkozni sval, kterym potkani disponuji. Dale jsme potvrdili,
zjistili rozdily mezi pohlavimi. V naSem piipad¢ se rany samic, na rozdil od ran svych
muzskych protéjski, hojily pomaleji. Zjistili jsme, Ze u zdravych potkand doslo
K rychlejsimu nastupu i odeznéni zanétlivé faze, K rychlej$imu formovani granulaéni tkané
1 extracelularni matrix. U diabetickych potkanii byl nastup neutrofili do mista poranéni
opozdén a navic jSme u nich zaznamenali snizenou proliferaci a migraci fibroblastl
a keratinocytu.

Prace je prvni svého druhu, kterd sleduje zmény v expresi jadernych receptort alfa
Vv pribéhu hojeni koznich ran u modelu diabetes mellitus 2. typu. Vysledky sice neukazuji
zadné vyrazné rozdily v expresi PPARa v ranach diabetickych a kontrolnich zvifat, ale

pfispivaji ke komplexnimu pohledu na hojeni ran u diabetiki.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU

AGE
ALP
b-FGF
BSA
CMP
DAB

DAMPs

DM
DM1
DM2
ECM
EGF
HRP
ICAM
IHC
ICHDK
ICHS
IL-1
IL-1B
IL-2
IL-6

LADA

Produkty pokrocilé glykace (advanced glycation end products).
Alkalicka fosfataza.

Bazicky fibroblastovy rustovy faktor (fibroblast growth factor).
Bovinni sérovy albumin.

Cévni mozkova piihoda.

Diaminobenzidin.

Poskozenim asociované molekularni vzory (damage-associated molecular
pattern molecules).

Diabetes mellitus.

Diabetes mellitus 1. typu.

Diabetes mellitus 2. typu.

Extracelularni matrix.

Epitelialni ristovy faktor (epitelial growth factor).

Kfienova peroxidaza (horse-radish peroxidase).

Mezibunécna adhezivni molekula (intercellular adhesive molekule).
Imunohistochemie.

Ischemicka choroba dolnich koncetin.

Ischemické choroba srdec¢ni.

Interleukin 1.

Interleukin 1beta.

Interleukin 2.

Interleukin 6.

Latentni autoimunitni diabetes dospélych (latent autoimmune diabetes of

adults).
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MMP
MMP9
NF«B
P38
pCO,
PMN
PDGF

PPARs

PPARo/B/y
SAPK/INK
SDN
TGF-a
TGF-B
TIMPs
TNF-a
VCAM
VEGF
ZDF

ZFR

Matrix metaloproteinazy.

Matrix metaloproteinaza 9 (matrix metalloproteinase 9).

Transkrip¢ni faktor kapa-b.

Mitogenem aktivované proteinkinazy.

Parcialni tlak oxidu uhlicitého.

Polymorfonukleary.

Rustovy faktor desti¢ek (platelet derived growth factor).

Receptory aktivované proliferatory peroxizomu (peroxisome proliferators
activated receptors).

Receptory aktivované proliferatory peroxizomu alfa/beta/gama.

c-Jun N-terminalni kindzy/stresem aktivované proteinkinazy.

Syndrom diabetické nohy.

Transformujici rastovy faktor-alfa (transforming growth factor-alpha).
Transformujici ristovy faktor-beta (transforming growth factor-beta).
Tkanové inhibitory metaloproteinaz.

Tumor nekrotizujici faktor-alfa (tumor necrosis factor-alpha).

Cévni adhezivni molekula (vascular cell adhesion molekule).

Vaskularni endotelialni ristovy faktor (vascular endothelial growth factor).
Zucker diabetic fatty rat.

Zucker fatty rat.
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Obr. 28: Jizva — zahojend tkan — srovnani kontrolni a diabetické samice
Obr. 29: Imunohistochemické barveni PPARo.
Obr. 30: Imunohistochemické barveni PPARa.
Obr. 31: Imunohistochemické barveni PPARa
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