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ANOTACIJA

Joprojam ir aktuala dziSanu stimul&josu, jaunu funkcionalu biomaterialu izveide, lai

nodroSinatu atraku un efektivaku briicu dziSanas procesu kliika.

Magistra darba tika izvertéti jaunizveidotie biomateriali, kas ietver glikoproteinu,
efektivitate bracu dziSanas procesos Wistar zurku té€viniem un veikti akitas toksicitates

noteikSanas pétijumi C57BL/6 linijas pelu téviniem.

Iegiitie rezultati uz bricu dziSanas procesu apstiprina jaunizveidoto biomaterialu (1 un
2) efektivitati un progresivu dinamiku briicu dziSanas procesos, jau sakot ar pétijuma ceturto
dienu, salidzinot ar kontroles grupas rezultatiem. P&c lielu devu intraperitonealas ievadiSanas
dabigais imunomodulators uzrada dro$ibu akiitas toksikologijas novértéjuma, jo neizraisa

iekaisuma reakciju, nozimigas svara un temperatiiras izmainas C57BL/6 linijpelem.

Atslégvardi: bricu dziSana; imunomodulatori; glikoproteini; in vivo bri¢u modeli



SUMMARY

Nowadays the creation of healing stimulating and new functional biomaterials is still
important to provide faster and more effective wound healing process in the clinic.

In this research the effectiveness of the new biomaterials, which contain glycoproteins,
was evaluated. Wound healing in Wistar male rats was analyzed in specific. Acute toxicity of

the product was detected in C57BL/6 line male mice as well.

The results show that the new biomaterials are effective and have a positive effect on
the dynamics of the healing processes. This effect was observed during the 4th day in
comparison to the control group. The natural immunomodulators were proven to be safe after
high dose administration in acute toxicology assessment, because does not cause an

inflammatory response, significant weight and temperature changes in the C57BL / 6 line

mice.

Keywords: wound healing; immunomodulators; glycoproteins; wound in vivo models
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APZIMEJUMU SARAKSTS

AIDS — iegiits imundeficita sindroms
AMPD — adenilata dezaminaze

BMSCs — kaulu smadzenu mezenhimalas cilmes Siinas
DNS — dezoksiribonukleinskabe

ECM — ekstracelulara matrica

EGF — epidermalais augSanas faktors
ERAF — Eiropas Regionalas attistibas fonds
FGF — fibroblastu augSanas faktors
GRO/KC — augsanas reguléts onkogéns/keratinocitu hemoatraktants
HA — hialuronskabe

HBOT - hiperbariska skabek]a terapija

HIF — hipoksiju inducgjosais faktors

IFNy — interferons y

IL-1B — interleikins 13

IL-6 — interleikins 6

IL-10 — interleikins 10

IL-18 — interleikins 18

IP-10 — interferona y inducétais proteins 10
MAPK — mitogénu aktiveta proteinkinaze
MIP-10 — makrofagu iekaisuma proteins lo
MMP — matricas metaloproteinaze

02 — skabeklis

PAS — periféro arteriju slimibas

PBS — fosfatu buferskidums

PDGF — trombocttu augsanas faktors



SEPS — subfasciala endoskopiska operacija
SIP — sénu iminmodulatorie proteini

TGF- B — transforméjosais augSanas faktors 3
TNF-a — tumornekrozes faktors a

VEGF — vaskularais endotelialais augSanas faktors



IEVADS

Briacu dzisanas process ietver precizi koordinétu celularu un imunologisku reakciju
kaskadi (Masoko et al., 2010). Tas ir normals biologisks process cilvéka organisma, kurs tiek
panakts caur Cetriem preciziem un ieprogrammeétiem posmiem: hemostazi, iekaisumu,
proliferaciju un remodeléSanu. Lai briice veiksmigi sadzitu, visiem posmiem janotiek secigi
un konkréta bridi (Chereddy et al., 2012). Traucéta brii¢u dziSana, tostarp akitas un hroniskas
briices, parasti nenotiek caur Siem Cetriem dziSanas procesiem (Guo et al., 2010). Hronisku
briicu dziSanas trauc€umi tiek saistiti ar neefektivu dziSanas procesu akiitaja iekaisuma faze,
samazinatu dziSanai svarigo augSanas faktoru sekréciju, trauc€tu angiogenézi, parmeérigu
proteolitisko enzimu sekréciju un oksidativo stresu, ka arT hroniskas briices tiek raksturotas ar
paaugstinatu dazadu infekciju risku (Tellechea et al., 2010).

Lielaka dala brucu sadzist diezgan atri, tacu hroniskas briices var dzit vairakas nedélas
vai ménesus (Costa et al., 2007). Miisdienas ir pieejami dazadi brii¢u parsienamie materiali un
terapeitiskas manipulacijas, proti, kompresijas terapija, kirurgiska iejaukSanas, antibakterialie
lidzekli, tatu to izmantoSana biezi vien nenoved pie veélama rezultata. Materialam, kas
parklatu hronisko brici, jabit ne tikai efektivam, funkcionalam, briici parklajosam, bet jaspgj
regulét gan dzisanu stimul&joSo lokalo iekaisumu, gan veidot matricu $tnu migracijai un
proliferacijai, kas rosinatu ekstracelularas matricas sintézi, remodelésanu, neovaskulogenézi,
ka ari veicinatu reepitelizaciju. (Moura et al., 2014).

Hroniskas briices ir bieZi sastopama patologija, kas parsvara ir saistitas ar diab&tu un
venozo mazspéju. Joprojam venozo ¢ulu izplatiba populacija saglabajas gandriz nemainiga,
lai gan hroniskas venozas nepietiekamibas diagnostika un arstéSana turpina strauju attistibu.
Pedgjo trisdesmit gadu laika, ta ir sastopama vienam lidz diviem procentiem no pieaugusajiem
(Thora, 2007). Hroniskas briices rada pacientam sapes, diskomfortu, ka ari var samazinat
darbaspgjas, un biezi vien var novest pie loceklu amputacijas. Briicu ilglaiciga mediciniska
apripe, ka ar1 ilgtermina darbasp&u zudums vai invaliditate rada lielas tieSas un netieSas
izmaksas (Mekkes et al., 2003).

Jauno biomaterialu efektivitates izvertéSanai tiek izmantoti gan akiitu, gan hronisku
bri¢u modeli in vivo. Parsvara hronisko bricu arstéSanas pétjjumos aprakstitas vienas
substances iedarbiba, tacu arvien biezak tiek pétita vairaku vielu mijiedarbiba uz dziSanas

procesu. Magistra darba eksperimentala dala ir izstradata Eiropas Regionala attistibas fonda



ietvaros Nr 2014/0044/2DP/2.1.1.1.0/14/APIA/VVIAA/046 un projekta nosaukums: ,,Hronisku
briicu dziSanu veicino$as medicinas ierices izstrade”, kura galvenais mérkis ir izveidot jaunu
medicinas ierici, kas satur biodegradgjamu materialu ar imunomodulatoru glikoproteinu, lai
risinatu aktualo problému - dziSanu stimul&osu funkcionalu, iekaisumu modul&josu

biomaterialu trikumu.
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Darba merkis

Magistra darba mérkis ir izvertét jaunizveidota biomateriala, kas ietver glikoproteinu,
efektivitati bri¢u dziSanas procesos Wistar zurku t€viniem, un veikt akiitas toksicitates

noteikSanas p&tijumu C57BL/6 Iinijas pelu téviniem.

Darba uzdevumi

Jaunizveidotas medicinas ierices ietekmes noveértéSana uz dzisanas procesu akiitu briicu

modeli in vivo un dros§ibas noveértéjums in vivo:

1. bricu izveidoSanas operacijas, pétamo (biomaterialu, kas satur AMPD ar
nekroslinkotu hialuronskabi un AMPD ar nekroslinkotu hialuronskabes
kombinaciju ar kroslinkotu; kontroli, kas satur buferSkidumu; biokontroli, kas
satur nekroslinkotu hialuronskabi un nekroslinkotu hialuronskabes kombinaciju ar

kroslinkotu; AMPD grupu) vielu uzklasana un brii¢u pars€ju maina p&tijuma gaita;

2. briicu dzisanas procesa dokumenté$ana un iegiito fotografiju analize, lai izvertétu

biomateriala ietekmi uz brti¢u dziSanas dinamiku;

3. proteinu sekrécijas analize Zurku asins plazma briicu dziSanas procesa 6. diena un

eksperimenta pédeja 12. diena;

4. biomateriala funkcionaliz€$ana izmantota glikoproteina (AMPD) akiitas devas

toksicitates noteikSana pelém,;

5. proteinu sekrécijas analize pelem péc intraperitonealas aktivas vielas akiitas devas

ievadiSanas.
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1. LITERATURAS APSKATS

1.1. DziSanas process

1.1.1. Normals dziSanas process

Briacu dzisanas process ietver precizi koordinétu celularu un imunologisku reakciju
kaskadi (Masoko et al., 2010), iesaistot mediatorus, asins $iinas, arpus S$finu matricu un
parenhimas Stnas (Nikolajeva et al., 2009). Tas ir normals biologisks process cilvéka
organisma, kur$ tiek panakts caur cCetriem preciziem un ieprogrammétiem posmiem:
hemostazi, iekaisumu, proliferaciju un remodeléSanu (skat././.1.attels). Lai briice veiksmigi
sadzitu, visiem posmiem janotiek secigi un konkréta bridi (Chereddy et al., 2012). Cilvéka
kermenis var saskarties ar dazadam traumam, tai skaitd penetrgjosSu traumu, apdeguma un
trulam traumam. Visas §1s iejaukSanas izprovoce sakartotu notikumu secibu, kas ir saistita ar

dziSanas atbildi, kurai raksturiga ir specializetu Siinu nonaksana ¢iilas rajona.

Tissue injury
Coagulation —
Platelets
R Inflammation B
ebridement ¢
and resistance ~€—» k/lg?oh;tfawg:
to infection Contraction
Y
ular
growth
Y l
Epidermis —» Collagen lysis Collagen |
synthesis
Y
Remodelling Proteoglycan
¢ synthesis

» Healed wound €—

1.1.1.1. attéls Fundamentala briices dziSanas faZu mijiedarbiba - iekaisums (zila
krasa), proliferacija (zala krasa), un audu remodeléSana (dzeltena krasa) (Harding,

2002)

Pirmas briices rajona nonak iekaisuma S$iinas - trombociti, un nodroSina galvenas
funkcijas un signalus, kas ir nepiecieSami saistaudu Stinu un jaunai asins piegades sist€émas
veidoSanai. Sie kimiskie signali ir zinami ka citokini vai augSanas faktori (Diegelmann et al.,
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2004). Traucéta briicu dzisana, tostarp akiitas un hroniskas briices, parasti nenotiek caur Siem
Cetriem dziSanas procesiem. Sadas briices biezi ietver patalogisku dziSanu, nepilnigu vai
nekoordinétu dzisanas procesu. Lielaka dala hronisku briicu ir ¢tlas, kas ir saistitas ar iS€miju,

cukura diab&tu, venozo stazi vai spiedienu.
Pieaugusiem cilvékiem optimala briicu dziSana ietver Sadus procesus:
1) atru hemostazi;
2) atbilstosu iekaisuma procesu;
3) mezenhimalo $tinu diferenciaciju, proliferaciju un migraciju uz briices vietu,
4) atbilstoSu angiogenézi;
5) talitéju reepitelizaciju (epitélija audu augSanu uz briices virsmas);

6) attiecigu Sintézi, kolagéna krustenisku savienoSanos un izkartoSanos, lai

nodro$inatu izturibu audiem.

Pirmais posms sakas tiilit pec ievainojuma ar asinsvadu saSaurinaSanos un fibrina
recekla veidoSanos. Trombi un apkart€jo brucu audi izraisa citokinu un augsanas faktoru
izdaliSanos — trombocitu augSanas faktoru (PDGF), fibroblastu augSanas faktoru (FGF) un
epidermalo augSanas faktoru (EGF). To sauc par hemostazes procesu. Péc tam, kad asinoSana
tiek apturéta, iekaisuma Stnas migré uz briices vietu un ierosina iekaisuma procesu, ko
raksturo ar secigu neitrofilo leikocitu, makrofagu un limfocitu infiltraciju. Neitrofilo leikocitu
funkcija ir degradét mikrobus un atmirusas Siinas. Savukart makrofagiem ir vairakas lomas
(Guo et al., 2010). Tie ir iesaistiti angiogenézes veicinasana, matricas nogulsné$anas procesa
un epitelizacija (Thackham et al., 2007). DziSanas sakotn&ja procesa makrofagi atbrivo
citokinus, kas veicina iekaisuma atbildi, aktiviz&jot papildus leikocitus. Makrofagi ar1 inducé
un savac apoptiskas Siinas, to skaitd arT neitrofilos leikocitus. Tie ari stimulé keratinocitu,
fibroblastu izdali$anos, un veicina agniogenézi, lai veidotos audu regeneracija. Tada veida

makrofagi izraisa par€ju uz nakamo posmu — proliferaciju.

So posmu raksturo epiteliala proliferacija un migracija caur pagaidu matricu briice.
Derma fibroblasti un endotélija Stinas iesaistas kapilaru augSana, kolagéna un granulacijas
audu veidosana skartaja brices vieta. Fibroblasti razo ne tikai kolagénu, bet ari

glikozaminoglikanus un proteoglikanus, kuri ir galvenas sastavdalas ekstracelulara matrica
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(Guo et al.,, 2010). Fibroblasti diferenci€jas par miofribroblastiem, un tie nostajas gar
jaunizveidoto ECM un izveido stiepes izturibu visa briices garuma, ka rezultata ta

'

kontrah€jas. Matrica darbojas ka " gultne", kura endot€lija Stinas un S$tnas, kas veido
asinsvadus, var migrét. Fibroblasti turpina izdalit augSanas faktorus, piemé&ram, vaskularo
endotelialo augSanas faktoru (VEGF), transform&joso augSanas faktoru B (TGF- ), un
trombocitu augSanas faktoru (PDGF). Savukart keratinociti turpina migrét un vairoties, radot

epitelija slani, kas aptver bruces virsmu. Nakamais ir remodeléSanas posms.

Augsanas faktoru kokteilis, kas klaj briici, stimulé asinsvadu endot€lija Siinas, kas
atrodas  blakus esoSajos veselajos audos, un atbrivo proteazes, pieméram, matricas
metaloproteinazes (MMP). Tas sagremo membranas pamatus, laujot endot€lija Siinam izklat
arpus asinsvadu robezam. Augsanas faktori, ka VEGF, EGF, un TGF-b, stimul€ sistematisku
endotélija §linu parkarto$anu no blakus eso$ajiem asinsvadiem. Siinas pagarinds un migrg, lai

form&tu jauna kapilara izveidi. Tas signaliz€ angiogenézes iestasanos.

Angiogenéze ir skabekla atkarigs process. Skabeklis ir nepiecieSams kolagéna
nogulsnéSanas procesa, kas, savukart, nodrosina vidi, kura var veidoties asinsvadi. Hipoksiju
inducgjosais faktors (HIF) stimulé VEGF produkciju, kas stimulé endotélija Stinu proliferaciju
un tadgjadi stimulé angiogenézi proliferacijas fazé (Thackham et al., 2007). Péc
ekstracelularas matricas sint€zes, ickaisuma process pariet nosléguma remodeléSanas posma.
Saja posma notiek daudzu, jaunizveidoto kapilaru regresijas, lai briices asinsvadu blivums

normaliz€tos (Guo et al., 2010).

Izskir lokalos un visparigos faktorus, kas ietekme bricu dziSanu. Lokalie ietver:
oksigenaciju, infekciju, sveSkermenus, vénu slimibas. Visparigie faktori ietver: vecumu,
dzimumu, dzimumhormonus, stresu, i$€miju, dazadas slimibas: cukura diab&tu, dzelti,
iedzimtus dziSanas trauc@umus, aptaukoSanos, medikamentu lietoSanu (glikokortikoidu
steroidu, nesteroido pretiekaisuma Iidzeklu lietoSana un Kkimijterapija), alkoholismu un

smékeSanu, imunsistémas traucgjumus (veézis, AIDS) (Guo et al., 2010).

1.1.2 Traucets dziSanas process un ta faktori

Sliktu ¢tilu dziSanas procesu ietekmé Cetri saistiti faktori:
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1) hipoksija;

2) infekcija;

3) taska;

4) metabolisma trauc€jumi.

Cilas sadzi$anai un normalam $inu daliSanas procesam nepiecieSams 30mmHg
skabekla spiediena. Skabeklis palielina fibroblastu migraciju un replikacijas, normalu
kolagéna razoSanu, un leikocttu aktivaciju. Hroniskas ¢ulas samazinata asinsrite un lidz ar to
izveidojusies hipoksija nesp&j nodrosinat palielinato Sinu metabolismu un energijas prasibas.
Lai gan kolagéns tiek razots, ta izturiba ir vaja, ir ierobezota asinsvadu veidoSanas, kas
veicinatu kolagéna veidoSanos. Baktériju parprodukcija noved pie infekcijas, jo ir samazinata
leikocttu sp€ja tas neiztralizét, un ir palielinats nekrotisko audu skaits, kas ir saistits ar
hipoksiju, sliktu asinsvadu izveidoSanos un samazinatu lokalo ¢tilu dzisanas inhibitoru faktoru
atbrivosanu (Hess et al., 2007). Pavajinato dziSanas procesu ietekme izveidojuSies brivie
radikali, kas atrodas briic€, izraisot lipidu peroksidaciju, fermentativo noardiSanos un DNS
sapliSanu (Babu et al., 2013). Disbalanss starp proteinaz€m un to inhibitoriem ir v&l viens
iemesls sliktai bric¢u dziSanai. Parme&riga proteinazu darbiba hroniskas briic€s, iesp&jams, no
parmérigas matricas metalloproteinu ekspresijas, izraisa patologisku ekstracelularas matricas
degradaciju. Ka ar1 pazeminats skaits aktivo augSanas faktoru briice, dal&ji izskaidro, briicu
vajo dziSanu. Hroniskas briic€s ir samazinats trombocitu augSanas faktoru, fibroblastu
augSanas faktoru, epidermala augSanas faktora un transformé&josa augSanas faktora § Iimenis,

salidzinot ar akiitam bricém (Harding, 2002).

1.2. Hroniskas adas ¢alas un to veidi

Vards “’trofisks’’ ir atvasinats no grieku varda Trophe = bariba, uzturs. Amerikanu
Mediciniska vardnica 2007 definé trofiskas ciilas ka izveidojusas ciilas dalu uzturvielu
traucjumu dél. Savukart Mosbija Mediciniska vardnica 2009 trofiskas ciilas definé ka
spiediena culas, ko izraisa argjas traumas kermena dalai, kas ir slikta stavokli asinsvadu
nepietickamibas, aferento nervu Skiedru zuduma gadijuma vai citu slimibu dél (Puri et al.,
2012). Ciilas ir definétas ka anatomiska un funkcionala audu dzivotsp&jas izjauksana (Farzaei

et al., 2014). Ciilas var biit dazadas formas un izméra, un var klasificét péc etiologijas, ilguma
15



un audu zudumu. Cilas ar mazu audu zudumu ietver kirurgiskus iegriezumus, nelielus
nobrazumus, applaucgjumus un nelielus kodumus. Hroniskam ctlam ir ievérojams audu
zudums, un tas ietver kaju ciilas, spiediena culas un fistulas, savukart akiitas Ciilas ir smagi

pléstas ¢iilas, $aviena Cilas, apdegumi un durtas briices (Bradley et al., 1999).

1.2.1.attels Cialu veidi: A arteriala &ila, B venoza ¢&ila, C diabéetiska &ala, D

neirotrofiska ¢ila (Fonder et al., 2008)

Lai gan parsvara hronisku culu apriipe ir Iidziga, tom&r katru gadijumu vajadz&tu
izskatit atseviSki atkariba no bojajumu etiologijas un patofiziologijas. Pieméram, cukura
diab&ta izraisitam ¢ulam piemit multifaktoriala patofiziologija, kas ir saistita ar
neirotrofiskiem, iSemiskiem un uztruvielu faktoriem, un tie visi veicina ¢ulu izveidoSanos un

to hroniskumu (Puri et al., 2012).

1.2.1. tabula

Hronisko adas ¢alu klasifikacija (Puri et al., 2012)

Hronisku adas ¢alu Slimibas, kas izraisa hronisku ¢iilu
klasifikacija veidoSanos
Neirotrofiskas ¢ulas Hansena slimiba, syringomyelia, spina bifida, diabétiskas

neiropatijas, alkoholiku neiropatijas

Arterialas Culas periféra arteriala slimiba, ateroskleroze, mikroangiopatijas
diabeta gadijuma, slikta arteriala plisma

Venozas ciilas venozas slimibas (vénu mazspgja)

Jaukta tipa, sisteémiskas ¢ulas | diabéts, vitamina B12 deficits, dazadas avitaminozes,

16


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3495385/

1.2.1. Neirotrofiskas ¢ilas

Neirotrofiskas ciilas ietver visas kaju un roku ciillas pacientiem ar neiropatijam,
pieméram, Hansena slimiba (lepra), siringomi€lija (patogenéze nav zinama), spina bifida (var
noveérst 70% gadijumu) (Rayner et al., 2009), nervu traumas, cukura diab&ta neiropatijas,

dazadu iemeslu polineirits.

Neirotrofiska
cula papédi

Apaksstilbu trofiska ¢a
ar alergisku dermatitu

1.2.1.1. attéls Pa kreisi attéla apakSstilbu trofiska cCiila (arterio-venozas genézes) ar

alergisku dermatitu un pa labi - neirofrofiska ¢iila papédi (Thora, 2007)

Neiropatiskas ¢iilas rodas kajas rajonos, kas paklautas atkartotam augstam spiedienam
ikdienas aktivitatés, piem&ram, pastaigds vai stradajot. Cilvékiem ar neizmainitu juSanu
profilaktiski pasakumi, pieméram, gaitas maina vai aktivitaSu modificéSana, atbrivo cilvéku
no diskomforta sajiitas, ko izraisa atkartots spiediens. Savukart pacientiem ar periféro manu
deficttu, $1s protektivas manas nav, tad€jadi netiek noversta atkartota spiediena iedarbiba, kas
rada adas bojajumu, ka ari ¢ilu veidoSanos. Papildus manu deficitam, izmainas gaita varbt
saistitas ar motoro vajumu un muskulu masas samazinaSanos, kas var strauji palielinat
spiedienu zem pédas plantaras virsmas ar pastiprinati lokaliz€tu spiedienu zem metatarsalo
kaulu galvindm un zem papéZa. Parmerigs spiediens izraisa reaktivu hipertrofisku atbildi ar
lokalu pastiprinatu keratinocitu veidoSanos. Tadejadi vietas, kur patologiski iedarbojas berze
un svara izraisitais spiediens, var notikt adas sabiez&umu jeb hiperkeratozes veidoSanas. Ta
var saplist un novest pie Culas izveidosanas. Tadejadi pastav augstaks Culas izveidosanas risks

vietas, kur jau ir izveidojusies hiperkeratoze (Puri et al., 2012).
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1.2.2. Arterialas Ciilas

Sis ¢ilu veids attistas sakara ar artériju okliiziju, kas ierobezo asins apgadi un izraisa
i$€miju un nekrozes audu veido$anos attiecigaja kermena dala (Greer et al., 2012). To varétu
izskaidrot ar emboliju - blokétas artérijas, vai ar artériju saSaurinasanos (aterosklerozi)
(Cullum et al., 2001). Visbiezak okluziju veicina ateroskleroze, tapéc galvenie riska faktori
iS€miskam c¢ilam, ir tadi pasi ka tie, kas ir periféro artériju slimibu gadijuma (PAS): cigaresu
smékéSana, cukura diabéts, hiperlipidémija un hipertensija. Tapat, pacienti ar i$€miskam
c¢ulam stdzas par PAS simptomiem, pieméram, mijkliboSanu vai sapém, kas turpinas,
neskatoties uz kaju pacelumu. Citas pazimes ekstremitaSu samazinatas perfuzijas gadijuma
var biit ar1, piemeram, spidiga, atrofiska ada, samazinats kaju apmatojums, aukstas kajas, un
distrofiski nagi. Ta ka is€miskas ¢ulas ir saistitas ar sliktu perfuziju, visvairak tas parasti rodas
distalas vietas, pieméram, kaju pirkstgalos, vai vietas, kur ir palielinats spiediens, pieméram,
uz izvirzitam kaulu virsmam(Greer et al., 2012). Daudzas slimibas un veselibas traucgjumi
var izraisit periféro arterialo ¢tlu raSanos, ieskaitot Reino slimibu, arterialo emboliju vai
trombu, obliteréjoSo vai adas vaskulopatijas. AtSkiriba no pacientiem ar venozam culam,
pacienti ar arterialam cialam stdzas par sapeém kajas slodzes laika vai atrodoties gulus

stavokli. (Aydin et al., 2009).

1.2.3. Venozas ¢ulas

Hroniskas kaju veénu cilas ir definétas ka atveérti bojajumi starp cela un potites
locitavu, kas paliek neizarsteti vismaz Cetras ned€las, un paral€li noris vénu slimibas (Morley
et al., 2010) (skat.2.1.4.1.attels). Vénu c¢ilas ir izplatitas pieauguso populacija. Tas batiski
ietekmé pacientus gan sociali, gan ekonomiski, jo to arstéSana biezi ir ilglaiciga un
noveérojami recidivi. Neskatoties uz to augsto izplatibu un nozimi, venozas ciilas bieZi vien
tiek atstatas novarta un nepietickami apkoptas, kas noved pie ta, ka 30% culas klust recidivas
un péc 2 gadiem ir paredzami jau 78%, ka §1 ¢ula atkal atkartosies (Abbade et al., 2009).
Riska faktori hroniskas vénu slimibas gadijuma ietver pamata slimibas, kur ir slikta venoza
attece (piemé&ram, sirds mazspgja un aptaukoSanas), primara venozas sist€mas saslimSana
(pieméram, anamnéz€ dzilo vénu tromboze), injic€jamo medikamentu lietoSanu (adas

nitroglicerins), flebits, un vénu varstulu disfunkcija (Zenilman et al., 2013). Kliniska diagnoze
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ir balstita uz pacienta slimibas vesturi un fizisko parbaudi, liekot uzsvaru uz pazimém un
simptomi, un apaks$€jo ekstremitasu pulsa palp&sanu (Abbade et al., 2009). Apaksgjo
ekstremitasu vénas un to varstuli, ka ari apaksstilba muskulu kontrakcijas ir organisma
galvenais mehanisms, kas nodroSina asinu atpladi no kaju vénam atpakal uz sirdi (Mekkes et
al., 2003). Jebkuri §1 mehanisma sastavdalu trauc€jumi var izraisit paaugstinatu venozo
spiedienu vai venozo hipertensiju. Tap&c vénu hipertensiju var izraisit viens vai vairaki no
patofiziologiskiem mehanismiem: 1) dzilo vénu obstrukcija (pieméram, tromboze), 2) dzilo,
perforacijas vai virspus€jo vénu varstulu mazspé€ja (iegttas vai iedzimtas) 3) neiromuskulara
disfunkcija. Veidojoties venozai hipertensijai, paaugstinats spiediens ir konstatets zemadas
audos, izraisot mikrovaskularos bojajumus un turpmaku ¢tilas veidoSanos (Gonsalves et al.,
2003). Hronisko vénu ¢iilu patogenéze ir saistita ar palielinatu venozo ambulatoro hipertensiju
ar mikrocirkulacijas trauc€jumiem, notiek eritrocitu ekstravazacija uz intersticiju, kur tie
sabriik. Sie noardisanas produkti ir kimiski piesaistosi leikocitiem un to infiltracijai kapilaros
un postkapilaru venulas. Leikocttu aktivacija, citokinu un matricas metalo-proteinazes uztur
iekaisuma reakciju, kas stimulé fibroblastu nenormalu kolagéna razoSanu, proliferésanu un
patologisku fibrozi. ST iekaisuma reakcija noved pie adas izmainam ar lipodermatoskleroze un
¢ulu veidoSanos. Turklat hroniskas venozas Culas eksudats pastiprina Stinu nomakSanu un
palielina matricas metallo-proteinazes citokinus, kas boja $tinas un bricu dzisanu. Sistémiskie

faktori ir vecums un aptaukosanas (Puri et al., 2012).

1.2.3.1. attéls Hroniska venoza ¢ila (Indian, 2011)
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1.2.4. Jaukta tipa un sistemiskas ¢iilas

Diabéts ir nopietna hroniska slimiba, kurai nepiecieSama regulara glikémijas raditaju
kontrole. Aptuveni 15% no visiem cilvékiem, kuri slimo ar cukura diab&tu, saskaras ar
diabétisko pedas ¢ulu (Miinter et al., 2012). Diabétiskas ¢iilas patogenéze ir multifaktoriala,
un ta iederas Vvisos trofisko ¢ulu klasifikacijas veidos (Puri et al., 2012). Slimibas sarezgitibu
izsauc traucéta bricu dzisanu diab&ta pacientiem - §tinu un molekularu signalu trikums, kas
nepiecieSams normalai bricu dziSanai, pieméram, angiogenézes procesa, granuléSanas audu
veidosana, epitelizacija un remodelé$ana (Wang et al., 2008). Cilas raksturigas ar
ekstracelularas matricas (ECM) sint€zes un remodeléSanas trauc€jumiem, jo notiek adas
fibroblastu izmainas, metaloproteinazu matricas izmainas, atkartoti epitelizacijas traucgjumi
un pastavigas iekaisuma reakcijas (Gainza et al., 2013). Sakara ar motoro nervu iesaistiSanos,
pacientam rodas patologiska gaita, kas rezultata izraisa smagné&ju, neierastu spiedienu kajam
un veidojas trauma, kas talak izraisa ¢tlu veidoSanos. Sensora neiropatija izraisa kaju vai roku
sapju jusanas samazinaSanos, temperatiiras sajiitas trauc&jumi, un atkartota trauma var izraisit
¢ulu veidosanos. Simpatiskas vegetativas sist€émas neiropatijas izraisa vazodilataciju, ka ari
samazina svisanu, kas noved pie siltam, sausam kajam vai rokam. Ada uz tam biezak plist un

ar tendenci inficéties, kas noved pie ¢iilu raSanas.

Is$€mija pasliktina bri¢u dziSanu, novérSot vai samazinot O, skabekla plismu un
pargjo komponentu esamibu dziSanas procesa. Ir divu veidu i§€miskas problémas cukura

diabéta gadijuma:

1) samazinata angiogenéze mazajos asinsvados;
2) mikroangiopatija, kur var bt gan strukturala, gan funkcionala asinsvadu
novirze. Abnormalas strukturalas novirzes biezak saistitas ar tiklenes un nieru

asinsvadiem, kas noved pie akluma un nieru mazspgjas.

Periféra arteriala slimiba var norisinaties vienlaikus ar cukura diabé€tu.
Aterosklerotiskas platnites var paradities iegurpa, paceles un apaksstilba artérijas, izraisot
asinsvadu okliiziju vai pliismas samazina$anos. Sie diabgtiskie pacienti ir vairak tendéti uz

¢lu raSanos neka tie, kam nav periféra arteriala slimiba.

l.tipa un 2. tipa cukura diab&ts var izraisit neironu un asinsvadu sistémas

komplikacijas. Tas ietekm& gan mazos, gan lielos asinsvadus, tapéc izraisa mikrovaskularas
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un makrovaskularas komplikacijas (Tellechea et al., 2010). I$€mija, neiropatija un infekcija ir
tris patologiskas sastavdalas, kas noved pie diabétiskas pédas komplikaciju rasanos (Lima et
al.,, 2011; Singh et al., 2013). Atkariba no cukura diab&ta ilguma ir sastopamas tadas
mikrovaskularas komplikacijas ka nefropatijas, retinopatijas un periféras neiropatijas.
Savukart makrovaskularas komplikacijas ir koronaras sirds slimibas, smadzenu asinsvadu
slimibas un periféro asinsvadu slimibas, kas rezultjas ateroskleroze. Perifero arteriju slimibas
un neiropatijas ir galvenie iemesli diabétiskas pédas ¢iilas veidoSana. Periféro artériju slimibas
ir plass jédziens, kas ietver sevi jebkurus trauc€jumus periféras asinsrites sist€éma. Periféra
neiropatijas raksturojas ar progresivu nervu Skiedru zaud€umu, kas noved pie sapju sajiitu
zuduma. Periféra neiropatija ir galvenais faktors diabétiskas pedas Culas attistiba. Diabétiskas
neiropatijas riska faktori ir hiperglikémija, hiperlipidémija, augsts asinsspiediens,
aptaukoSanas, vecums virs 40 gadiem un ilgtermina diabéts. Periféra neiropatija ietekmé ari
motoro sist€ému, izraisot muskulu vajumu. Turklat neiropatija izraisa anhidrozi, kuras rezultata
veidojas sausa ada ar samazinatu barjeras funkciju, un pavairojas arteriovenozo Suntu

daudzums un izmainas adas un kaulu perfuzijas.

Pacientiem ar diab&tu ir patologiska angiogenéze dazados organos. Vaskulopatijas, kas
ir saistitas ar diab&tu, ietver pastiprinatu asinsvadu veidoSanos (pieméram, retinopatijas,
nefropatijas) un paatrinatu aterosklerozes veidoSanos, kas noved pie koronaro artériju
slimibas, periféro asinsvadu slimibas un smadzenu asinsvadu slimibas. Tomé&r diab&ta
gadijuma angiogenézes process ir samazinats, tapéc ir ierobezota jaunu asinsvadu veidosanas
un iekaisuma Stinu iek]Gsana. Daudzu nozimigu faktoru samazinajums ir atrasts diabétiskas
briices, tostarp fibroblastu augSanas faktors un trombocitu augSanas faktors. Vaskulara

endotélija augSanas faktoram ir nozimiga loma asinsvadu veidoSana (Tellechea et al., 2010).

1.3. Misdienu terapeitiskas stratégijas

Lielaka dala briicu sadzist diezgan atri, ta¢u hroniskas briices var dzit vairakas ned&las vai
ménesus. To var ietekm@t citi procesi, ka, pieméram, infekcija, asinsvadu mazspgja, ilgstoss
spiediens vai citi iemesli. Ir pieejami vairaki arst€Sanas veidi, piem€ram, parsienamie
materiali, kompresijas parsgji, kirurgiska iejaukSanas, antibakterialie Iidzekli (Costa et al.,
2007). Ir batiski izprast patologiskos mehanismus, kas izraisa ¢ilu, jo kaju ¢ulas var izraisit

vénu slimibas, artériju slimibas, diabéts, neiropatijas, vaskulits, infekcijas, un audzgjs. Rodas
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biezi ar dazadu veidu kombinacijas, tadejadi sarezgijot arstam diagnostiku (Coleridge-Smith

et al., 2009). Par hronisku venozo ¢iilu arstésanas mérkiem, tiek definéti $adi pasakumi:

e saisinat ¢ulu epitelizacijas laiku;
e Samazinat recidivu biezumu;
e Uzlabot pacienta dzives kvalitati;

e Minimizét arstéSanas blakusefektus (Thora, 2007).

1.3.1. Brii¢u parsgji

Bracu parsiesana ir paredzeta, lai saglabatu brici tiru un brivu no piesarnojuma un ari,
lai veicinatu bri¢u dziSanu, jo ipasi hroniskas briices, kur var bt ievérojams audu zudums.
Lielaka dala no modernajiem parsienamajiem materialiem tiek uzskatiti ka okluzivi vai dal&ji
okluzivi. Tie noverS vai samazina mitruma daudzuma, iztvaikoS$anas caurlaidibu no briices
virsmas. Pilnigi okluzivie parsienamie materiali (pieméram, polietiléna maisi) izveido loti
mitru briices vidi un var novest pie apkartéjas adas mitrinasanas. Dalgji okluzivie parsienamie
materiali ir mitruma tvaiku caurlaidigi (Hongbo et al., 2007, Xie et al., 2013). Rezultata tidens
tvaiki uzkrajas uz virsmas, kas palidz uzturét mitru brices vidi. Interaktivie parsienamie

materiali var arf siltinat briices virsmu.
Parsienamos materialus klasificé péc to 1pasibam un darbibas:

1. Parsgju spilventini - ietilpst trikotazas viskozes un marles materiali. Tie parasti
izskatas ka kokvilnas spilventini, kas ir piem&roti tiesi ¢iilas virsmam. Dazam
ir perforéts pléves slanis, lai samazinatu briices virsmas pielipSanu (Tricotex®,

Smith & Nephew Healthcare Ltd).

2. Tulle gras parsgji - izgatavoti no kokvilnas vai kokvilnas un viskozes auduma,
kas ir piesticinati ar baltu mikstu parafinu. Tos izmanto, ka primaro ¢ulu
kontakta slani un parafins ir klat, lai samazinatu produkta pielipSanu pie
granuléSanas culas virsmas. Pretmikrobu vielas var ar1 tikt ieklautas,
pieméram, povidona jods vai hlorheksidins (Paratulle®, Seton Scholl

Healthcare Ltd) (Nelson et al., 2009, Xie et al., 2013).
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3. Dalgji caurlaidigi pars€ji - smalks, lipigs akrila slanis nodroSina ta pielipSanu
pie adas, bet ne briices virsmas. Sis materials ir puscaurlaidigs un lauj notikt

gazu apmainai, bet ir necaurlaidigs pret bakterijam (Tegaderm®, 3M Ltd).

4. Hidrokoloidie parsgji - okluzivi materiali, kas satur hidrokoloidu matricu
(pieméram, zelatins, pektins un karboksimetilceluloze) ar elastomé&ru un
limvielam, kas pievienotas poliméra bazei. Saskaroties ar briices eksudatu,
hidrokoloida matrica absorbé wdeni, uzbriest un parveidojas mitra géela

(Granuflex).

5. Hidroggli - sastav no cietes poliméra, pieméram, polietiléna oksida vai
karboksilmetilcelulozes poliméra un lidz pat 80% udens. Tiem ir spg&ja
absorbet ¢ulas eksudatu vai rehidratét ¢ulu, atkariba no ta, vai briice ir sausa un
nekrotiska (Intrasite®, Smith & Nephew Healthcare Ltd) (Bradley et al.,
1999), tacu tiem nepiecieSsams sekundars pars€js (White et al., 2008). Bricu
dziSanas procesa laika, epit€lija §tinam ir vieglak migrét mitra vid€, neka sausa
vide. Hidrogela kapacitate saglabat mitru vidi ir svariga, lai atvieglotu briicu
dziSanas procesu, novérSot audu dehidrataciju un apoptozi, paatrinot
angiogenézi, uzlabojot mijiedarbibu starp aug$anas faktoriem un mérka $tinam.
Turklat biomimetiska hidrog€la mikrostruktira var nodrosinat $inu adhéziju,
izplatiSana, citokinu, baribas vielu un gala produktu transportésanu (Suvarna et

al., 2013, Xie et al., 2013).

6. Alginata parsgji - izgatavoti no juras algém, kas izgatavotas ka sals
alginskabes. Nonakot saskare ar seruma, Ciilas eksudats vai Skidumi, kas satur
natrija jonus (neskistoSais kalcija alginats dal&ji parveidojas $kisto$a natrija

salt) veido hidrofilu gélu (Kaltostat®, ConvaTec Ltd).

7. Lodites parsgji - sastav no sterila, hidroflila, dekstrana poliméra loditém, 0,1-
0,3 mm diametra. Kad tas nonak eksudgjosa briic€, lodites uzsiic eksudatu lidz
pat Cetram reiz€m, parsniedzot to svaru. Baktérijas un $iinu atliekas uz cilas
tiek savaktas ar kapilaro darbibu un tiek ieslégtas starp loditem. Kad materials
tiek mainits, $is atliekas tiek nomazgatas. Tas tiek lietots ka sekundarais

materials (Debrisan®, Pharmacia & Upjohn).
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8. Putu parsg€ji - sastav no hidrofobiskam, poliuretanam putuplasta loksném vai
Skidrumu, kas izpleSas, lai aizpilditu ¢iilas dobumu. Tas absorbé Skidrumus ar
kapilaro darbibu (pieméram Lyofoam®, Seton Scholl Healthcare Ltd) (Bradley
et al.,, 1999). To biezi izmanto pacientiem ar venozam c¢alam, kuri lieto

kompresijas zekes (Snyder et al., 2012).

1.3.2. Kompresijas terapija

Kompresijas terapija tiek lietota ar&ji uz apaksejas kajas dalas, palielinot spiedienu uz
adas un esoSajam struktiiram, lai neitraliz€tu gravitacijas spéka iedarbibu. Tas var palidzéet
atvieglot veidojuSos simptomus apaksgjas ekstremitates, iedarbojoties uz venozo un

limfatisko sist€mu, lai uzlabotu skidruma (asins un limfas) plismu ekstremitatgs.
Kompresijas terapijas sisteémas iedalas divos veidos:

1) ap kaju pilnigi vai tikai Iidz celim aptitu pars¢ju;

2) kompresijas zekes.

Kopuma parsgji visbiezak tiek izmantoti, lai arsteétu kaju vénu cilas; kompresija zekes
parasti lieto, lai noverstu atkartoSanos, kad ¢tla jau ir sadzijusi. Kompresijas zekes var lietot
arT hroniskas vénu slimibas agrinajas stadijas, taja skaita trombozes slimibas gadijuma (dzilo

vénu tromboze), lai palidzetu noverst slimibas progreséSanu.
Kompresijas terapijas sist€émas sastav no:

1) elastiga materiala;

2) neelastiga materiala.

Neelastigajam materialam piemit lielaka izturiba neka elastigajam. Kompresijas
terapijas elastibu/stivumu var novertét pec statiskas cietibas indeksa. To méra pacietam gulus
vai stavus poza un noverojot tiesi spiediena izmainas — mijiedarbibu. Kompresijas terapijas
sisttmas ar augstu statiskas cietibas indeksu (neelastiga vai daudzslanu pars€ju sisteéma)
veidos augstaku spiedienu stavus poza un -, zemaku gulo$a poza neka kompresijas sistémas ar

zemu statiskas cietibas indeksu (elastiga sistéma). Efektiva kompresija tiek panakta ar
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piemérotu precizu parséju sist€tmu, kurai vajadz&étu nodrosinat mazliet kompresiju miera

stavoklT un pilnigu kompresiju slodzes laika.
Idealai kompresijas sisteémai jabut:

1) iestradatai neelastigai sastavdalai — $is sistémas razo lielakas iek$€ja spiediena
variacijas staigasanas laika — ta saucamo masazas efektu — un tiek uzskatas par
efektivakam neka elastigas sist€émas. Tacu spiediena variacijas ir atkarigas no
apaksstilba muskulu kustibam, piemé&ram, pastaigas laika;

2) anatomiski atbilstoSai — vienota divslanu sistéma var tikt izmantota pat loti
bojatam ekstremitatém, tapéc, ka pielagotas pars€ja ipaSibas piemeérojas
ekstremitasu formai;

3) értai miera stavokli — pacienti biezi nevar panest augsto spiedienu miera
stavokli — nav &rts, un slikta panesamiba var sekmé&t konkordances
samazinasanos, kas samazina dziSanas rezultatus un paildzina tas laiku;

4) lauj viegli kustéties un funkciongt;

5) viegli lietojamai un sp&j pieméroties dazadiem ekstremitaSu izm@&riem,
formam;

6) nealergiskai un izturigai — materiali biezi izraisa adas reakcijas, pieméram,
latekss, no kura lietoSanas vajag izvairities (Flecher et al., 2013).

Lai gan tas ir efektivs terapijas veids, lai samazinatu ¢iilu atkartoSanos, par problémam
tiek uzskatitas adas alergijas, nekroze un audu bojajumi sakara ar spiedienu (Palfreyman et
al., 1998). Kontrindikacijas kompresijas terapijai ietver kliniski nozimigu artériju slimibu un

sirds mazspé€ju (Prakash et al., 2013).

1.3.3. Citi terapijas veidi

Venozo ¢alu arstéSana ar kirurgisko palidzibu ir izmantota daudzus gadus. P&dgjos
gados subfascialas endoskopiskas operacijas (SEPS), kas rada mazaku problému risku ¢tlu
dzisanas procesos, tiek izmantotas, lai lig€tu nepareizi perforéjosu vénu. Jaunas metodes
varikozu vénu arstéSana ir ieguvusas plasu atbalstu daudzas valstis un ietver endovazalu
lazera un radiofrekvences ablaciju, ka ar1 ultraskanas vadamas putu skleroterapiju metodes

(Coleridge-Smith et al., 2009). Kirurgiskas metodes lauj tieSi attirit briici no nekrotiskiem
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audiem un novertet brices dzilumu un stavokli, bet biezi §1s manipulacijas noved pie ta, ka
tiek atdaliti ar7 veselie audi (Analise et al., 2014).

Hroniskas venozas ¢tlas ir uznémigas pret mikrobu invaziju, un komplikacijas var
rasties, ja netiek savlaicigi kontroléta infekcijas paradisanas (skat.3./.3.1.attéls). Pacientiem
ar hroniskam venozam briiceém var rasties daudz komplikacijas, kas var palielinat jutibu pret
mikrobu invaziju. Tas ietver tisku, lipodermatosklerozi, hemosiderina nogulsnésanos,
dermatitu, atrophie blanche un ilglaicigas pirms ickaisuma iminreakcijas. Sadiem pacientiem
ir tendence uz neiropatijas attistiSanos, ierobezotu potites mobilitati, dzilo vénu trombozi,
tromboflebitu, ka ar1 tick min€tas biezas pavadosas slimibas, pieméram, aptaukoSanas,

arteriala mazspgja, cukura diab&ts un autoimiinas saslimsanas (Tuttle, 2015).

1.3.3.1. attels Hroniskas venozas briices iemesli, kas var palielinat noslieci uz

mikrobu invaziju — dermatits, ekzéma, hemosiderina nogulsnésanas (Collins et al., 2010)

Hroniskas briicés biezi koloniz&jas dazadi mikroorganismi, ieskaitot Staphylococcus
un Streptococcus sugam, P. aeruginosa un E. coli. Palielinats baktériju skaits var vajinat
dzisanu, jo ipasi, ja briice inficjas ar rezistento bakteriju (Parnés et al., 2007; Federman et al.,
2014). Bakteriju klatblitne norada par briices piesarpojumu, kolonizaciju, kritisku
kolonizacijas un infekciju. Antibakterialos lidzek]us lieto pret Siem organismiem un ietver
dazadas vielas, pieméram, antiseptikus, antibiotikas un dezinfekcijas Iidzeklus, ko izmanto, lai
atbrivotos no mikroorganismiem, pieméram, bakt€rijam, sénit€m, virusiem un viensiiniem.
Tomeér, dezinfekcijas Iidzekli ir parak toksiski uzklasanai uz adas, Iidz ar to tikai divus no
minétajiem izmanto lokalai ¢tlu terapijai. Antiseptikiem ir nespecifiska darbiba un tie
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iznicina visus mikroorganismus.. Parasti izmanto antiseptikus, kuri satur povidina jodu,
hlorheksidinu, tidenraza peroksidu, sudraba nitratu, sudraba sulfadiazinu, borskabi, acetatu,
alkoholu un natrija hipohloritu. Svarigi ir pareizas devas/koncentracijas, antibiotiku
pamatojums. No otras puses, atSkiriba no antiseptikiem, to nepareiza lietoSana var novest pie
bakteriju rezistences attistibas. Visbiezak izmantojamas antibiotikas ir bacitracins A,
neomicins, fucidins, mupirocins retapamulins (Dinker et al., 2013).

Hiperbariska skabekla terapiju (HBOT) dazreiz izmanto ka paliglidzekli standarta ¢iilu
apriipei. HBOT balstita uz pamatojumu, ka audu hipoksija veicina sliktu hronisku briicu
dzisanu (Fonder et al., 2008). So terapijas veidu izmanto jau vairak neka 40 gadus (Kranke et
al., 2003; Murphy et al., 2012). Skabeklis ir nepiecieSams prolina un lizina hidroksilés$anai,
polimerizacijai, kolagéna transportam, fibroblastu un endotélija $inu replikacijam, efektivai
leikocttu samazinasanai, angiogenézei un daudziem citiem procesiem (Hess et al., 2007).
Tomér prieksrocibas paaugstinatai skabekla terapijai joprojam ir pretrunigas, jo HBOT saistita
ar vairakam iesp&jamam nelabvéligam sekam, tostarp skabekla toksiskumu uz smadzeném un
plausam, ka ari barotraumam ausis, plausas un deguna blakusdobuma. Turklat tuvredziba ir
loti izplatits blakusefekts Sai terapijai (Fonder et al., 2008). Lai mazinatu §is terapijas
toksiskumu, tiek izstradata metode skabekla piegadei transdermali caur drenazas cauruliti
uzreiz uz briices vietu, tas varétu samazinatu terapijas ilgumu un izmaksas (Park et al., 2014).

Tiek izmantotas dazadas jaunas metodes. Briices attiriSanai no bojatajiem audiem,
pieméram, augsta spiediena udens apudepoSana un bionekrotisko audu atdaliSana ar
arstnieciskajiem kapuriem, kas lauj selektivi atdalit nekrotiskos audus divu dienu laika
(Swezey et al., 2013).

Elektrostimulacijai briicu dziSanas pamats sakas 1860. gada, kad DuBois-Reimonds
aprakstija elektriskas stravas cilvéka adas ¢ulas. Paslaik ir ¢etri galvenie stimul&Sanas veidi,
ko izmanto: Iidzstravas, zemas frekvences stravas impulsi, augstsprieguma stravas impulsi un
pulsgjosie elektromagnétiskie lauki. Visvairak pieejamais un tadejadi visatrak izpétitais ir
lidzstravas stimuléSanas veids. Tas sastav no negativa vai pozitiva elektroda novietojuma uz
Cilas, un otra elektroda uz adas virsmas, lielaka attaluma no ¢alas (skat.3.1.3.1.tabulu). Tacu
ta izmantoSana tika partraukta, jo netika ieviesti nekadi atjauninajumi. Zemas frekvences
stravas impulsu stimul€Sanas veids ir plaSi izmantots fizikalas terapijas. Tiek novietoti pa
diviem elektrodiem uz adas blakus ¢tlai un rezultata notiek apkartéja muskula stimuléSana un

kontrakcijas, un tadgjadi palielinas asins pliisma.
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1.3.3.1. tahula

Dazadu stravu terapijas ietekme uz ¢alu (Hess et al., 2007)

Dazadu stravu terapijas ietekme uz ¢alu dziSanu

Pozitiva strava Negativa strava
Veicina epitélija augSanu un organizaciju Samazinata ttska ap elektrodu
darbojas ka vazokonstriktors un inducé liz€ vai saskidrina nekrotiskos
salipSanu audus
denaturé proteinus piesaista neitrofilus un stimulé

granul€Sanas audu augSanu
novers postisémisko lipidu peroksidacijas palielina asins plismu

samazina tuklo §iinu daudzumu ietekmé fibroblastu proliferésanos
un sp&ju veidot kolagénu

piesaista makrofagus inducé epidermalo $tinu migraciju
un tiesi stimul€ neironu dalu
augsanu

1.4. Jaunakas terapteitiskas stratégijas

Ada ir lielakais organs cilveka organisma. Nopietnus adas bojajumus izraisa traumas,
slimibas, apdegumi vai operacijas, kas iznicina adas funkcijas un apkart€jos audos.
Tradicionalas terapijas bricu dziSana biitiba ir pasivas - briices ir sadzijusas, laujot talak
procesam notikt dabiska cela. Jaunas bri¢u dzisanas tehnologijas ka adas bioinzinierija un
audu aizvietotaji ir izstradati, lai atjaunotu adas pamata funkcijas un rastu piemérotu vidi audu
regeneracijai. Idealam ¢tlu dziSanas materialam jaspgj spélet ECM lomu lidz bridim, kad

saimniekorganisma $iinas var pasas izveidot jaunu dabisku matricu (Xin et al., 2013).

1.4.1. Imunomodulatoru izmanto$Sana

Tiek pievérsta arvien lielaka interese sénu un sénu ekstraktu ietekmei uz cilvéka
organismu. Publikacijas paradas netikai eksperimentali p&tijumi, bet ari epidemiologiski.
Arvien vairak tiek izoléti farmaceitiski aktivi sénu producéti savienojumi, no kuriem
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visplasak ir pétiti augstmolekulari polisaharidi. Sis grupas zinamakie parstavji ir p-glukans
lentinans, izoléts no Lentinus (Lentinula) edodes, sonifilans no Schizophyllum commune,
grifolans no Grifola frondosa, kuriem piemit pretvéza iedarbiba (Borchers et al, 2004). Tac¢u
tiek pétita ar1 polisaharidu pretickaisuma (Johannessen, 2008), imunomodulatora iedarbiba
(Borchers et al, 2004). Glukani jeb imunologiskie stimulatori var veicinat bra¢u dziSanu,
stimul&jot audu granulaciju, kolagéna slana veidoSanos un reepitelizaciju. Pétfjumi liecina, ka
glukanu stimul@tais bricu dziSanas mehanisms ir saistits ar netieSu makrofagu aktivaciju un
iekaisuma citokinu sekréciju, ka TNF-a un IL-6 (Johannessen, 2008, Son et al., 2007). Turklat
tiek uzskatits, ka cilvéka fibroblastiem ir glukana specifiskie receptori, kas, iesp&jams, modulé
stnu funkcijas ar glukana liganda mijiedarbibas palidzibu (Son et al., 2007).

Sénu imunomodulatorie proteini (SIP), kas iegiiti no Lingzhi séném, ir glikoproteinu
grupa, kas iedalas vl Cetras apakSgrupas, iegitas no Ganoderma lucidum, Flammulina
veltipes, Volvariella volvacea, Ganodermn tsugae. Tam piemit hepatoprotektiva,
antifibrotiska, pretvéza un liela antioksidantu darbiba, tacu to iedarbiba uz cilvéka organismu
vel tiek pétita (Jinn et al., 2006).

Jau ieprieks in vivo pétijumos ir pieradita pozitiva P.lanoso-viride AMPD ietekme —
atraka adas ciilu reepitelizacija, aizsardziba pret eksperimentalam infekcijam, aizkavets akdits
eksperimentalais autoimiinais encefalomielits (Nikolajeva et al, 1996, Nikolajeva et al, 2000,
Nikolajeva et al, 2009). Ir bijusi zinojumi par sénu polisaharidu un glikoproteinu receptoru
klatbiitni cilvéka epidermas keratinocitos, no kuriem viens no izplatitgakajiem receptoriem ir
dektins. Kad pie dektina-1 saistas sénu glikoproteini, tiek inducéts MAPK signala cel$ (Hau et
al, 2011). MAPK celi tiek aktivizeti arT ar daZzadiem ekstracelulariem un intracelulariem
kairinajumiem, tostarp peptidu augSanas faktoriem, citokiniem, hormoniem, un dazadiem
§tinu faktoru, pieméram, oksidativo stresu. Sie signala celi regulé dazadas $tnu darbibas,
tostarp proliferaciju, diferenciaciju, $tinu izdzivo$anu un navi (Kim et al., 2010). Jau ieprieks
tika zinots par beta-glukana ietekmi uz keratocttu proliferacijas stimulaciju (Zulli et al, 1998).
Dazi autori uzver to spgju saistities ar specifiskiem receptoriem dermas S§tinas, un ar
specifisku signalcelu starpniecibu, stimul§jot kolagéna sintézi. Viens no veidiem, ka beta-
glukans stimulé kolagena sintézi, ir aktivéjot transkripcijas faktoru NF-1 t.i. kodola faktoru 1
(Wei et al, 2002). Bez dektina ir identificeti ar citi beta glukanu saistiSanas receptori dermas
Stinas, starp tiem ari toll like receptori (Kougias et al, 2001). Glukanu saisti$anas ar fibroblastu
receptoriem, savukart stimulé specifisku transkripcijas faktoru aktivizésanu. In vitro testos
paradits, ka pastav faktori, kas tiek inducéti uzreiz péc glikanu pievienoSanas kultivéSanas

vid€, un ir faktori, kas izdalas v€lak. Transkripcijas faktoru izdaliSanas izraisa strukturalo
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proteinu un augSanas faktoru ekspresijas izmainas. Vairaku autoru dati parada, ka uzreiz péc

imunomodulatoru pievienosanas, notiek fibroblastu stimulacija ada (Wei et al, 2002).

1.4.2. Audu inZenierija

Pacientiem ar iS§€miskam ctlam joprojam nav pieejama efektiva arstniecibas metode.
Biezi amputacija ir bijusi gala rezultats nesekmigam dziSanas procesam, veicinot ekonomisku
spiedienu un slogu gan pacientiem, gan sabiedribai. P€d&jos gados cilmes $iinu transplantacija
tiek uzskatita par jaunu terapeitisko stratégiju $adu ¢alu gadijumos. Kaulu smadzenu
mezenhimalas cilmes $iinas (BMSCs) ir izmantotas dazadas audu inzenierijas stratégijas, to
multidiferenciala potenciala d€] un ta imunomodulatora un audu atjaunosSanas funkciju dgl.
BMSCs implantacija var ievérojami veicinat briicu dziSanu, palielinot epitélija veidoSanos
citoplazma un lokalo angiogenézi ¢ula. Lai gan BMSCs ir liels potencials bojato audu
terapija, $tnu slikta dzivotsp&ja un tolerance ierobezo to sp&ju atjaunot audus (Chunli et al.,
2013).

1.4.3. AugSanas faktori

Daudzsolosa alternativa kompresijas monoterapijai ir augSanu faktoru uzklasana uz
briices, tadejadi sekméjot atraku brii€u dziSanas procesu. Hroniskas briices dziSanu var sekmét
trombocttu augSanas faktors (PDGF). Audos lielos daudzumos §is proteins atrodas péc
trombocitu degranulacijas 1si péc traumas iegiiSanas. PDGF izdala ar1 vairakas citas Stinu
linijas, kas piedalas briices dziSana, pieméram, makrofagi, endotélija Stnas, fibroblasti, un
keratinociti (Margolis et al., 2009). Izmantojot augSanas faktorus, ir iesp&jams ietekmét
dzisanas fazes. Citi augSanas faktori, kas var&tu uzlabot hronisku ¢ilu dzisanu, ir fibroblastu
augSanas faktori, vaskularie endotélija faktori, granulocitu kolonijstimulgjosie faktori un
hepatocitu augsanas faktori (Tellechea et al., 2010). Eksogéna vaskulara endotglija faktora un
fibroblastu augSanas faktora izmantoSana varétu veicinat neovaskularizaciju, reepitelizaciju
un kolagéna nogulsnésanos, tadgjadi stimulét brii¢u dzisanu. Tomer hroniskas briices vide var

izraisit priekslaicigu augSanas faktoru degradaciju un inaktivaciju, Ko izraisa paaugstinats
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matricas metalproteinazes darbiba, tadejadi pasliktinot to terapeitisko iedarbibu (Losi et al.,

2013).

1.4.4. Génu terapija

Par svarigu izp€tes organu génu terapija ir kluvusi ada, jo tas izmainas var viegli
novérot. Gé€nu terapija ir pétita arT ka alternativa augSanas faktoriem, jo Stinas infiltracijas
veida uznem génus un razo nepartraukti terapeitiskos proteinus lokalaja zona. Pastav vairakas
metodologijas génu piegadei. Virusu vektoru tehnologija ir plaSi atzita un ta ietver
adenovirusu un lentivirusu. Ir izstradati vairaki veiksmigi virusu meditéto génu parneses
modeli, tacu to izmantoS$ana ir ar augstam izmaksam un laika pater&josa, un to efektivitate ir
mainiga un pastav risks lokalai vai sistematiskai infekcijai. Citas metodes ietver neapbrunotu
DNS, liposomas, elektroporaciju vai biomaterialu izmanto$anu. Sada pieeja var novérst

infekciju risku un samazinat izmaksu lielumu.

Trombocitu augSanas faktora-b adenovirala izmantoSana dod ieverojamus
uzlabojumus ¢ulu dzisana, granulacijas audu veidoSana un asinsvadu blivuma, ka arT uzabo
angiogenézi un kolagéna veidosanos, bet neietekmé epitelializaciju. Slapekla oksida sintazes
endotélija izoforma génu piegades terapija uzlabo slapeklskabes oksida raZzoSanu un uzlabo
briicu dziSanu. Turklat elektroporéSanas un vienlaiciga keratinocitu augSanas faktora

plazmidas DNS izmantoSana palielina dziSanas procesus.

1.4.5. Neiropeptidi

Iminsistémai pastav cieSa mijiedarbiba ar periféro nervu sistému un ir nozimiga loma
neiroimino funkciju regulésana. Aferentie nervi reagé uz daudziem kairingjumiem, un $adu
stimulaciju iespaida neiropeptidi tiek atri atbrivoti mikrovide. Ada Sie neiropeptidi saistas ar
taja esoSajiem receptoriem, tai skaita mikrovaskularo edotélija $tinu, keratinocttu, tuklo $tnu,
fibroblastu un iminsistémas Stinu receptoriem (Tellechea et al., 2010). Tacu Skérslis to
izmantosSanai terapija ir vinu Tsais pussabruksSanas laiks un biologiskas aktivitates zudums

peptidazes iespaida, kas atrodas briices vidé (Moura et al., 2014).
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1.4.6. Augu pielietojums

Misdienu medicinas izaicinajums ir efektivaku un zemaku izmaksu mekléSana
terapeitiskajiem nolikiem bracu dziSanas procesos. Meklgjot jaunas terapeitiskas iespéjas,
augi un to metaboliti var klat par labu pirmavotu jaunam biomolekulam. 90% &terisko ellu
veido monoterpéni, kas uzrada atbilstosu efektivitati, piem&ram, antimikrobu, pretickaisuma,
antioksidantu, un paatrina brii¢u dzisanu (Barreto et al., 2014). Eteriskas ellas tick uzkatitas
par droSakiem antibakterialiem agentiem neka sintétiskie, jo satur bioaktivas sastavdalas.
Augu &teriskam e]lam piemit insekticidas, pretséniSu, un antibakterialas pasibas. Pieméram,
eikalipta ella, kas ieglita no Eucalyptus globulus satur apméram 45,4% 1,8-cineola
(eikaliptola). Eikaliptolam piemit speéciga pretmikrobu darbiba pret cilvéka un baribas
izraisitiem patogeniem. Intradermala eikalipta €teriskas ellas ievadiSana palielina kapilaru

caurlaidibu un veicina brii¢u dziSanu (Sugumar et al., 2014).
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Dzivnieki

Pétijuma tika izmantoti Wistar zurku tévini, kuru svars bija 220 - 240 g un C57BL/6
linijas pelu tevini, kuru svars bija 22 - 24 g. Zurku un pelu tevini tika sanemti no Rigas
Stradina Universitates Eksperimentalo dzivnieku audzetavas, kur tos uzturgja atbilstosi visiem
dzivnieku labturibas noteikumiem - standarta laboratorijas apstaklos (21-23°C), ar 12 stundu
gaismas - tumsas ciklu un baroti ar ,,Tukuma straume” standarta baribas maisijumu
grauzgjiem. Dzivniekiem tika nodrosinata briva pieeja baribai un idenim. Zurku adaptacijai
izmantoja plastikatu biirus, katra buri ievietojot pa astoniem lidz desmit dzivniekiem. Visas
darba aprakstitas eksperimenta procediiras veiktas saskana ar Eiropas Parlamenta un Padomes
konvenkcijas direktivu 2010/63/ES vadlinijam un saskanotas ar Latvijas Partikas un

veterinaro dienestu un Dzivnieku aizsardzibas &tikas padomi.

2.2. Eksperimenta izmantotas vielas

Petijuma izmantota aktiva viela bija imunomodulatora glikoproteins - adenilata
dezaminaze (AMPD), biotehnologiski iegiits no mikroskopiskas micglijsénes Penicillium
lanoso-viride (Nikolajeva et al., 2009). Biomateriala g€lveida matricas veidoSanai tikai
izmantota hialuronsabe (Contipro). In vivo novértéSanai tika sanemts gatavs biomaterials
darba izstrades vajadzibam no LU Bioanalitisko un biodozimetrijas metoZu laboratorijas.

Petfjuma tika izmantotas diva veida anest€zijas vielas:

1. gazes anestézija — izoflurans;
2. injekciju anestézija — 10% ketamins 75 mg/kg (AlfaSan, Holande), 2%
ksilazins 15 mg/kg (Bremer Pharma GMBH, Vacija).

Dzivniekiem pilingja acu pilienus (Naphcon A, ASV). Briices tika skalotas ar
fiziologisko $kidumu, savukart adas rajons pirms briices izveidoSanas tika apstradats ar 70%
etanolu. Bra¢u audu paraugi tika ievietoti 10% formalina un uzglabati talakiem

histologiskiem pé&tijumiem.
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2.3. Eksperimenta darba gaita ar Zurkam

Pétijuma dzivnieki (50 gab.) tika iedaliti divas grupas pa 25 dzivniekiem katra. Abas
grupas tika veiktas secigi vienadas manipulacijas (skat. 2.3.1.attéls). Pirmas dalas
dzivniekiem bricu dziSanas process tika novérots 6 dienas, savukart otras dalas zurkam brticu

dzisana tika novérota 12 dienas. 6. un 12. diena tika nemti asins un briicu biopsijas paraugi.

Pétijuma ilgums (dienas)

0 I 2 3 4 5 7 8 12
| | r
1.dala:
1.dala: 1. dala: 1.daja: + 25 drivnieki tika
+ 25 dzivnieku e 4 g « 25 dzivniekiem eitanizeti/anestézij
- i + 25 deivniekiem —— Hanizetanestezijas
svErSana; . fvas vielas akiivas vielas pardozesana;
+ divas bricu iy uzklasana; +  svérsana;
operdcijas; uzklasana; +  dzivnieku «+  briéu fotografesana;
+ brticu fotografésana *  dzivnieku svErsana; + asins analtfu pem3ana
pirms un péc sveriana + bricu (sirds punkcijas metode);
biomateriala/aktivas fotografgsana +  briitu audu paraugu 2.dala:
vielas uzklasanas izdaliiana histologiskiem « 75 deivnieki tik
£ 25 dzivnieki tika
2.daja; pétijumiem eitanizéti/anestézijas
« 25 dzivnieku 2. dalax E.Gﬁl_a :iz' ek 2.dala: pardozesana;
> Gz 25 defvmicki + 25 dzivniekiem e + svérsana;
svérsana; * 22 doviuekiem B + 25 dzivnickiem
" h : (TVES v ¢ AfEkana:
«  divas briifu o aldtivas vielas 31\‘" /as 1§|35 aktivas vielas . brg&u l‘ol{{gmﬂ.Smm__
operaciias: Sclatana- uzklasana; uzklagana: + asins analizu pemsana
peracyas; uziasana. + dzivnieku - ’ (sirds punkcijas metode);
+  bricu fotografésana o dofvnieku svErsana: + dzivnieku bricu audu paraugu ’
. — s = . (!
1mis un pec e - SVErsana; . : T 4
p. _p PP Sversana +  bricu ~ izdalisana histologiskiem
biomateridla/aktivis + briitu =

; - fotografésana Etfjumi
vielas uzklasanas = fotografésana petijumiem

2.3.1. attels Petijjuma dizains

2.3.1. Operacija briuicu izveido$anai un aktivas vielas uzklasana

Petijuma izmantoja 50 Wistar linijjas zurku te€vingus. Dzivnieki tika sadaliti sesas
grupas. Pirms operacijas dzivniekus nosvéra un anestez&ja, ievadot 10% ketaminu deva 75
mg/kg, sajauktu ar 2% ksilazinul5 mg/kg. Anestezétiem dzivniekiem tika noskiita muguras
dalas vilna. Noskiito adudezinficgja ar 70% etanolu. Pirms briicu izveidoS$anas, dzivniekiem
tika iepilinati acu pilieni, lai noverstu acis 1zzuSanu. Briices izveidoSanai izmantoja adas
biopsijas instrumentu (d=8mm Kai Medical, Japana). Muguras ada tika nostiepta pa
mugurkaula vidusliniju, un simetriski abas pusé€s mugurkaulam ar biopsijas instrumentu tika
izgrieztas divas vienadas brices. . Izveidotas briices noskaloja paris reizes ar fiziologisko
Skidumu. Lai briices nekontrah@tos, ap brii¢u malam tika apsiitas silikona rinkveida Sinas ar

diametru 10 mm (Sigma, ASV), izmantojot 6/0 izméra kirurgisko diegu (skat.2.3.1.1.attels).
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Excisional models

Full thickness

excisional Ring stents
wounds

2.3.1.1. artels Divas simetriski izveidotas briices ar silikona Sinam

Pirms vielas uzklasanas uz bricém, uz katras zurkas muguras novietoja papira linealu,

uz kura bija atzZimeta attieciga grupa un diena, un fotograf€ja katru briici.

Uz tiras briices, pilniba to parklajot, aplicgja 100pl test€jamo biomaterialu/skidumu:

1.

o B~ w N

Kontroles grupai: ~0,1 ml 1xPBS (biomateriala veido$ana izmantotais

skidinatajs);
Biomateriala kontrolei I.: ~0,1 ml;
Biomateriala kontrolei 11.; ~0,1 ml;

AMPD skiduma: ~0,1 ml skidumu;

Biomaterialam | (satur nekroslinkotu hialuronskabi (HA) un 20 mkg/ml
AMPD): 0,1 ml g€lveida biomateriala;

Biomaterialam Il (satur kroslinkotu HA un 20 mkg/ml AMPD): 0,1 ml

g€lveida biomateriala.

Biomaterials I un biomaterials Il savstarp€ji atSkiras ar izmantotajiem hialuroskabes

tipiem — biomaterials I satur nekroslinkotu (neskérssaistitu) hialuronskabi, biomaterials II

satur nekroslinkotas hialuronskabes kombinaciju ar kroslinkotu (Skérssaistitu).

Trisdesmit sekundes pé&c biomaterialu/skidumu aplic€Sanas, uz bracu rajona uzlika

primaro parséju Mepitel One Safetac. To nostiprinaja ar elastigu pasliposu lentu Nowopress

un papildus, lai nodrosinatu noturibu, virs paslipojosas lentas tika aplikts Mefix plaksteris. Péc

aps€ju uzlikSanas, zurkam injicgja subkutani fizeologisko 2ml $kidumu. Dzivnieki péc

operacijas tika atseviski turéti pa vienam burf.
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2.3.2. Aktivas vielas atkartota uzklaSana

4., 6., 8. un 12. diena p&c briucu izveidoSanas zurkas anestezgja ar izofluranu,
ievietojot anestézijas aparata Quaniflex Low Flow V.M.C ‘Matrix’ (Harvard Apparatus
GmbH, ASV). Pirms parséju nonemsanas, dzivniekus nosvéra. Izmantojot $kéres, pargrieza
plaksteri un pasliposo lentu un ar pinceti nonéma Mepitel One Safetac primaro parséju. Briici
noskaloja ar fiziologisko skidumu. Katras zurkas briices tika fotografétas tris reizies ar Pentax
1stDS digitalo kameru. Lai fiks€tu brucu dziSanas parametru izmainas, pirms fotograféSanas
zem bruces tika novietots papira lineals (ar mazako iedalu 1mm), uz kura noradita bija
attieciga diena un dzivnieka grupa.

Trisdesmit sekundes p&c biomaterialu/skidumu aplicé$anas, uz briicu rajona uzlika
jaunu primaro parséju Mepitel One Safetac. To nostipringja ar elastigu pasliposu lentu
Nowopress un papildus, lai nodroSinatu noturibu, virs paslipojosas lentas tika aplikts Mefix

plaksteris.

2.3.4. Brii¢u dziSanas dinamikas izveértejums ar ImageJ programmu

Pirms talakas zurku bracu att€lu apstrades ar ImageJ programmu, tas tika sadalitas
atseviSskas map@s pa dienam un grupam. Lai mérfjums bitu efektivaks, tika izmantotas
pietuvinatas bildes, un izveléta talakai analizei attiecigas Zurkas kvalitativak uznpemta briices
bilde. Zurku brii¢u bilzu apstrade notika, izmantojot ImageJ programmu. Vispirms ieladgju
1zveleto bildi, tad veicu bildes kalibréSanu — ar bild€ esoSo linealu un programmas palidzibu.
Izmantojot programmas daudzveidigas opcijas, tika izvéleta briices laukuma ieziméSana un
programma automatiski izrékinaja rezultatu. Katras briices attéls tika atkartoti analizéts tris
reizes un izrékinats vidgjais raditajs no trim merjumiem.

Briices dziSanas procentualai dinamikas aprékinasanai pielietoja sekojosu formulu:
briices dzisana % = (Ag— Ayl Ag * 100%, kur Agir 0 dienas briices laukums un A ir attiecigi

4, 6, 8 vai 12 dienas briices laukums.
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2.3.3. Eitanazija un biopsijas paraugu panemsana

Zurkas eitanizgja, injicgjot 10% ketaminu 100 mg/kg, 2% ksilazinu 10 mg/kg. Pirms
pars€ju nonemsanas, dzivniekus nosvéra. Izmantojot Skéres, pargrieza plaksteri un pasliposo
lentu un ar pinceti nonéma Mepitel One Safetac primaro pars¢ju. P&c rinku nonemsanas, uz
Zurkas briices novietoja papira linealu un fotograféja briices. Izmantojot sirds punkcijas
metodi, zurkam tika panemti asins paraugi. Pirms atkartotas fotograféSanas, tika izgriezti
silikona rinki. Péc fotograféSanas tika panemti briices biopsijas paraugi, un tie tika ievietoti

10% formalina.

2.3.5. ELISA metode

ELISA tests jeb enzimu saistita imunosorbenta analize ir metode, ar kuras palidzibu
var kvantificét SkistoSu proteinu klatbiitni petamaja parauga. Metodes pamata ir saistiSanas -
antivielu imobilizacija uz plates virsmas, kas nodroSina p&tama proteina piesaisti. Pievienojot
ar enzimu konjuggtu detekcijas antivielu un enzima substratu, tiek panakta krasas reakcija, ko
detekte spektrofotometriski, un tas intensitate korelé ar pe&tama protetna koncentraciju
parauga.

ELISA tika veikta péc razotaja (R&D Systems) rekomendacijam:

1. sagatavo 96-laucinu ELISA plati, uznesot saistiSanas antivielu 100 pl/laucina,
noslédz ar plévi un inkub€ pa nakti istabas temperatiira;

2. nakamaja diena plati mazga 3 reizes ar 200 pl mazgasanas buferi
(0.05%Tween20/PBS);

3. uznes blok&Sanas buferi (1% BSA/PBS) 300 pl/laucina un inkub& 1 stundu
istabas temperatura;

4. plati mazga 3 reizes ar 200 pul mazgasanas buferi;

5. pa 100 pl/laucina dublikatos uznes paraugus un standartSkidumus (2000 —
31,25 pg/ml), inkubg 2 stundas istabas temperatiira;

6. plati mazga 3 reizes ar 200 pl mazgasanas buferi;

7. uznes biotinilétu detekcijas antivielu 100 pl/laucina, inkubé 2 stundas istabas
temperatiira;

8. plati mazga 3 reizes ar 200 pl mazgasanas buferi;
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9. wuznes ar peroksidazi saistitu streptavidinu 100 pl/laucina un inkub& 20miniites
istabas temperatiira, tumsa;

10. plati mazga 3 reizes ar 200 pl mazgasanas buferi;

11. uznes iepriek§ svaigi sagatavotu substrata Skidumu (1:1, HyOq:
tetrametilbenzidins) 100ul/laucina un inkub& 20 miniites istabas temperatiira,
tumsa;

12. krasu reakciju apstadina, pievienojot 50 pl/laucina 2N H,SOy;

13. Proteinu koncentraciju nosaka spektrofotometriski, mérot optisko blivumu pie

vilpu garuma 450nm (OD450).

2.3.6. Multipleks metode

Tika izmantots Milliplex MAP komerciali pieejamais komplekts. Saja metodé tiek
izmantotas ar divam dazadam fluorescentam krasvielam iekrasotas magnétiskas lodites, no
kuram, balstoties uz krasvielu koncentracijam, var tikt izveidoti 100 atskirigi iekrasoti lodisu
komplekti. Katrs no tiem satur specifisku uztverSanas antivielu, pie kuras turpmak tiek
piesaistits analits. Ar analitu savukart saistas biotiniléta detekcijas antiviela. Reakcija tiek
pabeigta ar streptavidina piesaisti, kas konjugéts ar fikoeritrinu, un kalpo par reportiera
molekulu. Piesaistita analita veids un koncentracija parauga tiek noteikta, izmantojot dualas
detekcijas plismas citometru, kas identificeé katru mikroloditi péc tas krasas un rezultatus
kvantifice péc reportiera molekulas fluorescences intensitates.

Sada sistema pielauj dazadu vielu koncentraciju mérfjumus vienam paraugam, jo
iespgjams pievienot vairaku veidu lodites, kas katra atbilst noteiktam méramajam
parametram.

Metode veikta vadoties péc komerciala komplekta razotaja (EMD Millipore
Corporation) ieteikta protokola.

Tika analizéti 10 dazadi analiti: TNF-a, IL-1B, IL-6, VEGF, IFNy, IL-10, IL-18, IP-
10, MIP-1a, GRO/KC.

Pirms darba uzsakSanas péc razotaja rekomendacijam tika sagatavotas ar antivielam
imobilizé€tas magnétiskas lodites, standartSkidumi, kvalitates kontroles, seruma matriksa
skidumi.

Darba gaita:
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1. platé katra laucina uznes 200 pL mazgasanas buferskidumu, liek uz aktiva

plaSu kratitaja 10 miniites istabas temperatiira;

2. vadoties pec eksperimenta planojuma, attiecigajos 96-laucinu plates laucinos
pievieno 25uL standartskidumu, kontroles Skidumu vai analiz€jamo paraugu,
fona nolasijumam izmanto komplekta pievienoto seruma matriksu;

3. plates visiem lauciniem pievieno 25uL magnétisko lodiSu maisijuma, plati
noslédz ar optisko plévi un foliju, inkubé 2 stundas tumsa uz aktiva plasu
kratitaja;

4. péc inkubacijas plati mazga 2 reizes ar 200puL mazgasanas buferskiduma;

5. pievieno 25uL detekcijas antivielu, plati noslédz ar optisko plévi un foliju,
inkubg 1 stundu tumsa uz aktiva plaSu kratitaja;

6. péc inkubacijas, pievieno 25uL streptavidina-fikoeritrina, plati noslédz ar
optisko plévi un foliju, inkub& 30 mintites tumsa uz aktiva plasu kratitaja;

7. péc inkubacijas plati mazga 2 reizes ar 200puL. mazgasanas buferSkiduma;

8. pievieno 125uL lodisu nes€jbuferi, inkube 5-10 miniites tumsa uz aktiva plasu
kratitaja.

Datus nolasa izmatojot Luminex 200 analizatoru.

2.4. Eksperimenta darba gaita ar pelem

Eksperiments ilga tris dienas, un 36 pétjjuma dzivnieki tika sadaliti tris grupas, katra pa 12
dzivniekiem. Tris grupas tika veiktas secigi vienadas manipulacijas (skat.2.4.1.attéls), kas bija

paredzetas eksperimenta plana.
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Aktivas vielas toksicitiates noteik¥anas gaita (laiks)

15min 4h 24h 48h 72h
|_| — l‘dal:‘ —
Ldala: »  dzivniekus nosver;
FLZIYmEk”S nosver, _ 1.da;a:7 i * méra dzivnieku rekialo temperatiiru;
izmera rekfa]o t_emperatum; - d23vmeku:s nosver; +  puse no dzivnieku erupas tiek dzil
3evada a.ktl‘i(!. VlEll.l ) + mera rektalo temperatiiru. anestezati;
intraperitonali un intravenozi. - asins paraugu pemsana (sirds punkeijas
2.dala: 2.dala: metode).
+ dzivniekus nosver; +  dzivniekus nosver; 2.dala:
+ izméra rektalo temperatiru; + méra rektilo temperatiiru +  dzivniekus nosver;
+ ievada aktivo vieln + méra dzivnieku rektalo temperatiru;
intraperitonali un intravenozi. 3.dala: * puseno dzivnieku grupas tiek dzili
3.dala +  dzivnickus nosver; an.estezéti; . . .
. dsivniekus nosver: +  méra rektalo temperatiiru +  asins paraugu nemsana (sirds punkcijas
izmera rektalo temperatiiru; metode)
3.dala:

ievada akfivo vielu

intraperitonali un intravenozi. +  dzivniekus nosver;

+ mera dzivnieku rektalo temperatiru;

+ puse no dzivnieku grupas tiek dzili
anestezéti;

+ asins paraugu nemsana (sirds punkcijas
metode)

2.4.1. attels Eksperimenta dizains

2.4.1. Aktivas vielas akiitas devas toksicitates novértéjums

AMPD skiduma akiitas devas toksicitates izverté$anai tika izmantoti pelu teévini (C57BL/6

Iinijpeles). Peles nosvéra un sadalija tris grupas katra pa 12 dzivniekiem:
1. fiziologiska skiduma grupa (kontrole);
2. AMPD skidums deva 10,5 mg/kg;
3. AMPD skidums deva 3,5 mg/kg.
Divas aktivas vielas koncentracijas tika ievaditas intraperitonali un intravenozi peles astes
lateralaja véna.

Pirms vielu ievadiSsanas pelém tika izmérita rektala temperatiira (izejas jeb ,,nulles”
mérjjums). Vielas ievadija intraperitoneali tilpuma 10 ml/kg. Rektala temperatiira tika
atkartoti mérita pec 15 miniitém, 4 stundam, 24 stundam, 48 stundam un pusei dzivnieku no
katras grupas péc 72 stundam, jo otra puse tikai dzili anestez&ta. Dzivnieki tika atkartoti
nosverti péc 24 stundam, 48 stundam un 72 (pusei dzivnieku no katras grupas, n=6). Visa

eksperimenta gaita izverteja pelu vispargjo stavokli un uzvedibu.

Cetrdesmit astonas stundas péc vielu ievadiSanas un péc mérijumu veikSanas, pusi

dzivnieku dzili anestez€ja ar ketamina/ksilazina $kidumu (100mg/10 mg/kg). Veicot sirds
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punkciju, panéma asins paraugu. Septindesmit divas stundas péc vielu ievadiSanas, otru

dzivnieku dalu eitaniz&ja un tapat ieguva asins paraugu.

2.5. Statistika

Iegiitie dati tika ievaditi un apstradati Microsoft Excel 2010 for Windows programma.
Rezultati tika izteikti ka vidgjais + SEM. Statistiska ticamiba tika aprékinata, izmantojot
datorprogrammu GraphPad Prism v.5.04. Atskiribas starp pétijumu grupam bracu dziSanai
izvertCtas ar two-way ANOVA testu, kas sikak tika analiz&ts ar posthoc Bonferroni multiple

comparisons testu. Rezultati tika uzskatiti par statistiski ticamiem pie p<0,05.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

Jebkurs adas bojajums izraisa secigu reakciju kaskadi, ieskaitot iekaisuma procesu,
jaunu audu veidoSanos un remodel&Sanu, kas rezultata noved pie vismaz dal€ja bojato audu
rajona rekonstrukcijas. Uzreiz péc iegiita adas bojajuma tiek atbrivoti dazadi augSanas faktori,
citokini, zemas molekulmasas savienojumi. Jau péc paris stundam uz skarto vietu migré
iekaisuma S$tinas - neitrofili, monociti un limfociti. Tas producé dazadas proteazes, lai
aizsargatu briices vidi no dazadu mikroorganismu invazijas. Vélak notiek keratinocitu un
fibroblastu proliferacija un migracija uz skarto rajonu. Péc So Sinu migréSanas uz pagaidu
matricu, notiek angiogenéze, kuras laika notiek jaunu asinsvadu veidoSana. Rezultata notiek
kolagéna sintéze un katabolisms (Werner et al., 2002). P&dgjos gados jaunatklajumi
molekularaja biologija paver lielakas iesp&jas, lai izveidotu labaku un efektivaku
biomaterialu, kas uzlabotu brii¢u dziSanas procesu, samazinot briicu dziSanas laiku (Kujath et
al., 2008).

Misdienas pastav dazadas terapijas, kas ietekm& dziSanas procesu un sekmé ciillu
atraku dziSanu, tacu biezi tas nenoved pie velama rezultata, kas galu gala ietekmé netikai
pacienta dzives kvalitati, bet arl izmaksas, kas misdienas ir loti aktuala probléma. Ciilu
arst€Sanas ilgums katram pacientam vari€, jo biezi pati terapija nav efektiva un nakas mekl&t
citu terapiju problémas risinaSanai, tapec jaunizveidota biomateriala p&tijums paver jaunas
iesp&jas Ciilu arst€Sanai, iesp&jams, pacienta samazinot netikai bricu sadzisanas laiku, bet ari

arstéSanas ilguma izmaksasun uzlabo kop&jo dzives kvalitati.

3.1. MetoZu analize Wistar Iinijas Zurkam

3.1.1. Attélu analize, lai noteiktu briicu dziSanas dinamiku

Divi svarigi mérki briicu dziSanas procesa ir:
1. noteikt dazadu faktoru ietekmi;

2. lizpetit vielas, kas veicina efektivaku bricu sadzisanu (Nikolajeva et al., 2009).
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Ieprieks jau ir pétita dazadu vielu ietekme uz briicu dziSanas procesu, tacu ta ir Joti
dazada, tapéc ir nepiecieSama padzilinataka izp&te un izstrade jaunas, efektivas vielas

atraSanai.

Magistra darba pétijums paver jaunas iesp&jas briiCu arsté$anai. Par to liecina vairaku

pielietoto metozu rezultati un briicu dziSanas dinamikas analize.

Sakot no dienas (0 diena), kad zurkam tika raditas braces, 4., 6., 8. un 12. diena,
dzivniekyu katra brice tika fotograféta. BriiCu dziSanas dinamika tika analizéta ar ImageJ
programmas palidzibu, rezultats tika izteikts ka briices laukums kvadratcentimetros (skat.
3.1.1.1.attels). Bruces laukums 0 diena visas grupas bija gandriz identiks, ka tam biitu jabiit,
jo visu bruc¢u radiSanai tika izmantots vienada diametra (d=8mm) biopsijas instrumenti, tacu
jau péc Cetram dienam bricu dziSanas dinamika jau atSkiras pa grupam. Visas grupas, sakot
no ceturtas dienas, tika salidzinatas pret kontroles grupu. Rezultati uzrada, ka biomateriala 1
un 2 dzisanas dinamika ir krietni labaka neka kontroles grupai, ka arT gan biomaterials 1, gan
biomaterials 2 tika salidzinats pret attiecigi biokontroli 1 vai biokontroli 2. To noteica
attieciga grupa izmantota hialuronskabe (HA), tapéc biomaterials 1, kur bija nekroslinkota
HA + AMPD, tika salidzinats pret biokontroli 1, jo ta sastavéja no nekroslinkotas HA, tacu
biomateriala 2 sastava bija kroslinkota un nekroslinkota HA + AMPD, tap&c to salidzinaja ar
biokontroli 2, kura ietilpa kroslinkota un nekroslinkota HA. Jau ceturtaja diena var novérot
statistiskas atSkiribas, kur biomaterials 1 uzrada labaku bricu dziSanu neka kontroles un
biokontroles 1 grupas. Rezultati parada, ka sestaja, astotaja un divpadsmitaja diena ir arvien
lielaka bricu dziSanas dinamikas atSkiriba starp kontroles, biokontroles 1 un 2 grupam no
AMPD, biomateriala 1 un 2 grupam.Var noverot, ka kontroles un biokontroles grupu brtcu
dziSana nebija tik atra, ka AMPD, biomateriala 1 un 2 grupas visa pétfjuma ilguma. Rezultati
ir statistiski ticami, kas norada uz to, ka biomateriala efektivitate ir lielaka neka kontroles,

biokontroles grupam.
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Zurku braéu dzisanas dinamika
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3.1.1.1.attels Zurku bricu dzi$anas dinamika cm” 0, 4, 6, 8 un 12 diena kontroles (PBS
skidums), biokontroles 1 (nekroslinkots HA), biokontroles 2 (kroslinkots un
nekroslinkots HA), AMPD, biomateriala 1 (nekroslinkots HA + AMPD) un biomateriala
2 (kroslinkots un nekroslinkots HA + AMPD) grupam. * p<0.05 vs. kontrole (PBS
Skidums), # p<0.05 vs. biokontrole 1 (nekroslinkots HA), x p<0.05 vs. biokontrole 2
(kroslinkots un nekroslinkots HA), © p<0.05 vs. AMPD, two-way ANOVA tests, kas sikak

tika analizéts ar posthoc Bonferroni multiple comparisons testu

Bricu dziSanas atSkirigo dinamiku uzrada ari, laukumu aprékins procentos. Jau
ceturtaja diena péc briicu operacijas, rezultati uzrada, ka biomateriala 1 nesadzijuSais briices
laukums ir mazaks neka kontroles vai biokontroles grupam. Ar katru nakamo dienu §1
atSkiriba palielinas starp grupam. Divpadsmitaja diena gan biomateriala 1, gan biomateriala 2
un AMPD grupas uzrada, ka nesadzijusas briices laukums ir mazaks neka kontroles vai
biokontroles 1 un biokontroles 2 grupam. Var secinat, ka aktiva viela, proti, AMPD un
hialuronskabes savienojums ietekmé pozitivi briices dziSanas dinamiku, ko pierada gan

procentualie aprékini, gan statistiskie raditaji.
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NesadzijuSais briicu laukums izteikts procentos 4., 6., 8. un 12. diena

3.1.1.1.tabula

nesadzijusas briices laukums procentos

4. diena 6. diena 8. diena 12. diena
Kontrole 73,23 54,99 51,59 18,31
Biokontrole 1 71,65 63,73 51,88 15,32
Biokontrole 2 79,55 59,53 53,24 20,61
AMPD 64,75 48,39 43,58 14,43
Biomaterials 1 59,20 52,40 44,09 11,75
Biomaterials 2 70,04 48,63 33,81 12,91

Lai netikai atSkiribu varétu novertét starp grupam péc aprékiniem un statistiskiem

raditajiem, bet ar1 vizuali, tika izv@l€tas no katras grupas, proti, kontroles, biokontroles 1,

biokontroles 2, AMPD, biomateriala 1 un biomateriala 2 grupam labaka bilde attiecigi bri¢u

izveidoSanas diena (0 diena), 4. diena, 8. diena un 12. diena (skat.3.1.1.2.attéls).

Vizuali var redzét, ka ir novérojama atSkiriba starp kontroles un biomateriala grupu

briicem. Lielaka vizuala atSkiriba starp dazadu grupu dzivnieku briiceém ir 12. diena. Tam,

kuram tika uzklats biomaterials, kas saturgja kroslinkotu vai nekroslinkotu un kroslinkotu HA

un AMPD, briice bija sadzijusi, tacu kontroles zurku briicem, kuram tika uzklats PBS

Skidums, vizuali briice nebija pilniba sadzijusi. Ja vizuali izskata brii¢u dziSanas dinamiku

atseviski katrai grupai, tad var noverot, ka vizuali kontroles grupa gan 4., gan 8., gan 12. diena

atSkiras ar sadzijuso laukumu.
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Odiena 4diena 8diena 12 diena

Kontrole
(PBS Skidums)

Biokontrole 1
(nekroslinkots HA)

Biokontrole 2
(kroslinkots un
nekroslinkots HA)

AMPD

Biomaterials 1
(nekroslinkots HA +AMPD)

Biomaterials 2
(kroslinkots un nekroslinkots
HA +AMPD)

3.1.1.2.atte/ls Bricu dziSanas dinamika 12 dienu garuma Kkontroles (fosfatu
bufer§kidums), biokontroles 1 (nekroslinkota hialuronskabe), biokontroles 2
(kroslinkota wun nekroslinkota hialuronskabe), AMPD (adenilata dezaminaze),
biomateriala 1 (nekroslinkota hialuronskabe + adenilata dezaminaze) un biomateriala 2

(kroslinkota un nekroslinkota hialuronskabe + adenilata dezaminaze) grupas

Kopuma §is 12 dienu p&tijums paver jaunas medicinas ierices izmantosanas iespejas
¢ilu arstéSanai, jo rezultati acimredzami gan vizuali, gan izmantojot daZzadas programmas un
aprékinus, pierada jauno biomaterialu efektivitati. Musdienas ir pieejami dazadi briicu parséji,
taCu nevienmér tiek panakts v€lamais efekts un rezultats, tapec joprojam tiek mekleta viela
vai vielu savienojums, kas spetu pieradit visas nepiecieSamas Tpasibas, kas biitu vajadzigas
salidzino§i atrakai, efektivai bri¢u dzisanai. Sie jaunie biomateriali, kas satur biodegrad&jamu
materialu ar imunomodulatoru glikoproteinu, sp&j sekmigi un efektivi ietekmét dziSanu,

paatrinot o procesu.
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3.1.2 Proteinu sekrécijas analiZu izvértéjums Zurku plazma

,,Citokini” ir termins, kur§ ictver dazadu S$kistoSo proteinu un peptidu grupas, kas
darbojas ka regulatori gan normalas, gan patologiskas vidés, lai modulétu atseviSsku $tnu un
audu funkcionalas darbibas. Sis olbaltumvielas medig arT tie$as mijiedarbibas starp §Ginam un
regul€ notiekoSos procesus ekstracelularaja vide. Citokinu grupa ietilpst limfokini, interferoni,
koloniju stimulgjoSie faktori un hemokini. Citokinu un hemokinu p&tniecibai ir nozimiga
loma, lai sasniegtu dzilaku izpratni par imiinas sist€tmas un tas daudzskautpainu reakciju
darbibam uz antigéniem, ka ar1 slimibam, piem&ram, ickaisumu, alergiskam reakcijam, sepsi,

un vézi (Werner et al., 2003).

Lai analizétu zurku asinis, tika izmantota Multiplex metode, kur no analizétajiem 10
analitiem: TNF-a, IL-1B, IL-6, VEGF, IFNy, IL-10, IL-18, IP-10, MIP-1a, GRO/KC, tika
detekteti VEGF un IP-10. Izmantojot Multiplex analizi, Zurku asins plazmas paraugos netika
noteikts IL-6, IFNy un GRO/KC. Tas skaidrojams ar to, ka So analitu sekrécijas
Itmenis,iesp&jams, ir loti zems, un nesasniedz izmantotas metodes detekcijas slieksni.
Attieciba uz analitu GRO/KC visticamak, tas netika detektets, jo S§T analita sekr&cijas
maksimums visbiezak tiek noverots pirmaja diena pec briices izveidoSanas, lai regulétu
neitrofilu hemotaksi. Savukart IFNy zema ekspresija arT var izskaidrot ar to, ka ir sastopamas
dazadas pozitivas un negativas atgriezeniskas saites starp citokiniem. IFNy ir potencials
angiogenézes inhibitors, tapéc ta zema ekspresija liecina par normalu dziSanas procesu

(Werner et al., 2003).

Briicu dziSanas pétijumos svariga ir IL-6 sekrécija, tomér jauzsver, ka pé€tijumos ir
paradits, ka ST citokina sekrécijas pieaugums noverojams tiesi briicé un tas apkart&jos audos.
Iesp€jams, ka IL-6 lokals sekrécijas pieaugums, tacu siste€miski §is pieaugums nav bitisks, un
tade] arT Saja petijuma analits netika detektets analiz€tajos asins plazmas paraugos (Proksch et
al. 2008).

Jauzsver, ka analizétajos eksperimenta dzivnieku asins plazmas paraugos vairakiem no
detektétajiem citokiniem koncentracijas vari€ja plasas robezas un netika novérotas $o analitu
sekrécijas izmainas atkariba no briicu apriipes — kontroles briicem, AMPD vai biomaterialu
aplikacijas. Dazi faktori tika noteikti pie dazadam vértibu robezam(skat.3.1.2.1.tabulu,
3.1.2.2.tabulu).
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3.1.2.1.tabula

Analitu koncentraciju robezas 6. dienas eksperimenta dzivnieku grupas

Noteikto koncentraciju robezas (vidéja

6. dienas eksperimenta dzivnieku

Analits vertiba, vai mediana) pg/ml grupas, kuras analits detektéts
kontrole, biokontrole 1 un 2, AMPD,
MIP-10 1,62 -51,37 biomaterials 2
IL-1B 58,20 - 83,21 biokontrole 1 un 2, biomaterials 2
IL-10 4,16 - 59,09 biokontrole 1 un 2, biomaterials 2
TNF-a 1,13 - 3,00 kontrole, biomaterials 2
biokontrole 1 un 2, AMPD,
IL-18 30,97 - 714,43 biomaterials 1 un 2

3.1.2.2. tabula

Analitu koncentraciju robezas 12. dienas eksperimenta dzivnieku grupas

Noteikto koncentraciju robezas (vidéja

12. dienas eksperimenta dzivnieku

Analits vértiba, vai mediana) pg/ml grupas, kuras analits detektéts
kontrole, biokontrole 2, AMPD,
MIP-1a 2,02-11,70 biomaterials 1 un 2
kontrole, biokontrole 1 un 2, AMPD,
IL-1B 8,04 - 213,69 biomaterials 1 un 2
kontrole, biokontrole 1 un 2, AMPD,
IL-10 3,51 - 125,87 biomaterials 2
biokontrole 1, AMPD, biomaterials
TNF-a 0,90-1,55 1
kontrole, biokontrole 1, AMPD,
IL-18 15,32 - 377,10 biomaterials 1 un 2

MIP-1a, iesp&jams, netika detektets, jo asins paraugi tika nemti 6. un 12. diena, tacu to

lielaka izdaliSanas parasti tiek fiks€ta uzreiz (1. dien2), kad notiek adas bojajums, kas inducé

monocitu un makrofagu rekrutéSanu uz ickaisuma vietu (Werner et al., 2003, Bryan et al.,

2005).

TNF-o un IL-1p ir iekaisuma citokini, kas ietekmé vairakus procesus iekaisuma vieta,

ka keratinocitu un fibroblastu proliferaciju, sint€zi un ekstracelularas matricas proteinu

noardiSanos, fibroblastu hemotaksi un imiinas sist€émas regulaciju (Werner et al., 2003). TNF-

a un IL-1p tika noteikti iepriek§ min€tajas robezas, tacu netika noveérotas So citokinu
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sekrécijas atskiribas starp grupam. Zemas TNF-a, MIP—-1a un art IL-1f3 koncentracijas, ka ar1
tas, ka Sie citokini netika detekteti vispar lielakaja dala no analiz€tajiem paraugiem, liecina, ka
eksperimenta dzivniekiem nav sist€misks iekaisums — ne briicu dziSanas process, ne ari argji
aplicétie imumonodulatoru AMPD saturoSie biomateriali neierosina sist€misku atbildi.
Iesp&jams, ja plazmas paraugi tiktu ievakti citos laika punktos (1-2 dienas pé&c briicu
izveidoSanas), tad iekaisuma citokinu koncentracijas biitu augstakas. Tomér, nemot véra, ka 6.
un 12. diena no eksperimenta iegitajiem plazmas paraugiem nav raksturigas augstas
iekaisuma citokinu koncentracijas un ar1i dzivnieku uzvediba briicu dziSanas laika vert€jama
ka normala, iesp&jams secinat, ka lokali arigi lietotam imunomodulatoram un to saturoSiem
biomaterialiem nav sist€émiskas iedarbibas. Ja ari, iesp€jams, neliels sist€émisks iekaisums
rodas dziSanas sakumposma, tas visticamak ir d€] briices izveidoSanas, turklat ka parada 6. un
12.dienas citokinu sekrécijas analizes eksperimenta dzivniekos iekaisuma proteinu sekrécija

tiek reguléta un sist€miski tiek uzturéta zema Iimen.

IL-10 ir iekaisuma citokins, kuram arT ir nozime iekaisuma procesa regulacija. Tas
regul€ imiino $tnu, keratinocitu un endotelialo $tinu augSanu un diferenciaciju (Werner et al.,
2003). Tas netika noteikts visas grupas, bet gan tikai iepriek§ noraditajas robezas, kas norada

uz to, ka tas neietekméja dzisanas procesu, samazinot makrofagu un neitrofilu infiltraciju.

Izteiktaki rezultati paradijas, nosakot IP-10, kur§ ir hemokins, kas tiek detektéts
iekaisuma procesa, piesaisot limfocitus. Var novérot, ka kontroles grupas seruma IP-10 tika
kontstatets paaugstinats, salidzinot sesto ar divpadsmito dienu, jo kontroles grupai, pieméram,
salidzinot ar biomateriala 2 grupu, netika uzklata viela, kas stimulétu dziSanas procesu un
audu reepitelizaciju, kas savukart veicinaja IP-10 mediétas iekaisuma reakcijas un, iespgjams,
trauc€ja traucétu angiogenézi un normalu granulacijas fazes norisi (skat.3.2.1.attéls). To var
noverot arT ar pargjam grupam, tacu, ja salidzina AMPD un biomateriala 1 grupas rezultatus
starp dienam, tad var redzét, ka IP-10 seruma ir paaugstinajies, kas norada, ka iekaisuma
reakcijas joprojam ir loti aktivas, un, iesp€jams, briices vidé notiek pastiprinata granulacija.
To var izskaidrot ar to, ka Zurku fiziologija ir dazada un iekaisuma process var bt atskirigs
neatkarigi no grupas. VEél viens skaidrojums var€tu bt tas, ka AMPD un kontroles gadijuma
briices vidé netiek nodro$inats optimals matrikss $iinu migracijai un jaunu audu veidoSanai,
lidz ar to ar1 pats dziSanas process ir ilgaks. Attieciba uz IP-10 sekréciju interesants
novérojums ir samazinata S$1 citokina sekrécija AMPD saturoSu biomaterialu gadijuma
(biomaterials 1 un 2), salidzinot ar So biomaterialu attiecigajam kontrolem un AMPD

Skidumu vélinaja briices dziSanas fazeé — t.i. 12 diena.
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6. diena 12. diena

3.1.2.1.attels IP-10 daudzums plazma

Vaskularais endot€lija augSanas faktors (VEGF) sakotngji tika identificéts ka
endotélija Stnu specifiskais augSanas faktors, kas stimulé angiogenézi un asinsvadu
caurlaidibu (Byrne et al., 2005). VEGF ir labi zinams ka angiogéns faktors, kas ir svarigs, lai
izveidotos un tiktu uzturéti asinsvadi visos ziditaju organos. Dazadu molekularo instrumentu
un farmakologisko agentu izstrade, lai selektivi inhibétu VEGF funkciju un blok&tu
angiogenézi, un asinsvadu caurlaidibu, ir devusi lielas iesp&jas, lai arstétu dazadus audzg&jus,
makulu degeneracijas un brii¢u dziSanas. Tomér VEGF ir arl nozimigs dzivniekiem, lai
regulétu angiogenézi, cilmes $tinu un monocitu / makrofagu rekruté$anu, nieru un plausu
barjeras funkciju uzturéSanu un neiroprotekciju. Papildus endotélija Stnu proliferacijas
reguléSana, migracija un Sinu izdzivoSana, VEGF receptori atrodas ari1 daudzas ne
endotélialas Stnas, un darbojas caur autokrina celiem, lai regulétu $tinu izdzivoSanu un
funkcijas (Breen, 2007). TNF-a, IL-1p stimulé VEGF ekspresiju keratinocitos un makrofagos,
ar1 epiderma (Werner et al., 2003), tacu atSkiriba no tiem, VEGF tika dektéts visas sesas
grupas (skat.3.2.2.attéls). Tas stimulé briicé angiogenézi. Salidzinot kontroli ar biomateriala
grupu, var noveérot, ka §1 citokina daudzums ir palielinajies, savukart biomateriala grupa tas ir
krietni samazinajies, kas, iesp&jams, liecina par to, ka biomateriala uzklasana veicinaja atraku

audu un asinsvadu veidoSanos izveidotaja briice.
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6. diena 12. diena

3.1.2.2.attels VEGF daudzums plazma

Rezultata var secinat, ka petamas vielas iedarbiba uz zurkas organismu nav sistémiska,
kas liecina par to, ka tas ir dro$s un neprovocé iekaisumu. Bitiski uzsvert, ka noteiktu analitu
koncentracijas varigja starp dzivniekiem grupu ietvaros, kas liecina par konkr&to citokinu

sekrécijas [Tmenu plasajam variacijas robezam grauzgjos.

3.1.3. Zurku svara izmainas

Pétijuma 2., 4., 6., 8. un 12. diena Zurkas tika svertas, lai fiks€tu svara izmainas
(skat.3.1.3.1.attéls). Var novérot, ka p&tijuma pirmajas dienas svars kritas. Tas izskaidrojams
ar to, ka starp otro, ceturto, sesto un astoto dienu bija mazaks laika posms, un zurkas tika
paklautas atkartotai anest€zijai, kas var€ja rast, pirmkart, stresu, otrkart, péc atgiiSanas pagaja
laiks, lidz tas var&ja uznemt partiku. Tacu, ja salidzina astoto ar divpadsmito dienu tad, var

noverot, ka zZurku svars palielinas.

Apstradajot rezultatus ar statistisko programmu, netik noverotas atSkiribas starp
grupam, kas norada uz to, ka AMPD un HA savienojums neiedarbojas uz organismu

sistematiski, un ta ietekme neizraisa nozimigas svara svarstibas.
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Zurku svara izmainas
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2. di'ena 4, di'ena 6. di'ena 8. di'ena 12. d'iena

3.1.3.1.artéls Zurku svara izmainas pétijuma gaita

3.2. Aktivas vielas akuitas devas metoZu analize CS7BL/6 Iinijpeléem

3.2.1. Svara izmainas péc intraperitonealas aktivas vielas akiitas devas ievadiSanas

Peles tka sadalitas tris grupas:

1. kontroles grupa, kurai ievadija fiziologisko skidumu;

2. AMPD grupa, kurai ievadija 3,5 mg/kg deva aktivas vielas;
3. AMPD grupa, kurai ievadija 10,5 mg/kg deva aktivas vielas.

Vielas ievadija intraperitoneali tilpuma 10 ml/kg. Peles tika svértas péc 24, 48 un 72
stundam. Var novérot svara izmainas jau péc 24 stundam visam grupam, tacu mazaks kritums
ir kontroles grupai (skat.3.2.1.1.attéls). Ja salidzina aktivo vielu atSkiribas uz svara ietekmi,
tad biitisku izmainu nav, jo abam AMPD grupam, kuram tika ievadits 3,5 mg/kg un 10,5
mg/kg aktivas vielas, svara samazinasanas bija lidziga. Peles sverot péc 72 stundam, kontroles
un AMPD grupai, kurai tika ievadita 3,5 mg/kg aktivas vielas, svars bija tads pats ka pétijuma
sakuma, savukart AMPD grupai, kurai tika ievadita 10,5 mg/kg aktivas vielas, svars mazliet

bija samazinats, tacu tas neietekmeé rezultatu, jo tas bija niecigs.
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Var secinat, ka aktiva viela neietekmé& organismu sistematiski, par ko liecina, nelielais
svara samazinajums. Aktivas vielas deva vai ta ir 3,5 mg/kg, vai 10,5 mg/kg neizmaina
dzivnieku svaru, kas ir pozitivs raditajs, jo rezultata AMPD ir dros$s lietosana. To apstiprina

art tas, ka statistiski nav atskiribas starp grupam.

Pelu svara izmainas

0.5+
¥ Kontrole
24h 48h A AVPD 3.5 mglkg

0.0 % AMPD 10.5 mg/kg
[@)]
)
5 0.5
>
(7]

-1.04

-1.5-

3.2.1.1.attels Pelu svara izmainas 24h, 48h, 72h péc intraperitonealas aktivas vielas

akiutas devas ievadiSanas

3.2.2. Temperatiiru izmainas péc intraperitonealas aktivas vielas akiitas devas
ievadiSanas

Pirms vielu ievadiSanas pelém tika izmerita rektala temperatiira. Rektala temperatiira
tika atkartoti mérita péc 15 miniitém, 4 stundam, 24 stundam, 48 stundam un péc 72 stundam.
Rezultati liecina, ka temperatiru paaugstinajums nav liels, kas ir pozitivs raditajs
(skat.3.2.1.2.attels). Peéc 15 minitém kontroles grupas pelém temperatira ir vairak
palielinajusies neka AMPD grupas, tacu péc 4 stundam var novérot ari AMPD-1 grupas
peléem temperaturas palielinasanos. Visu tris grupu grupu pelu temperatiiras izlidzinas péc 48
stundam. Sis nelielas temperatiras svarstibas visas grupas varétu tikt attiecinamas ka

fiziologiskas, jo arT kontroles grupa tika noverotas nelielas temperatiiras svarstibas.

Rezultata var secinat, ka aktivas vielas deva neietekmé organisma reakciju ar paaugstinatu
temperatiiru, kas norada uz to, ka organisms netiek paklauts sistematiskai ietekmei. TO

apstiprina tas, ka statistiski nav atskiribas starp grupam.
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3.2.1.2.attels Pelu temperatiiras izmainas 15 minttes, 4h, 24h, 48h péc intraperitonealas
aktivas vielas akiitas devas ievadiSanas, kur kontroles grupai ievadits fiziologiskais
Skidums, AMPD-1 grupai ievadita 3,5 mg/kg deva aktiva viela un AMPD-2 10,5 mg/kg

deva aktiva viela

3.2.3. Proteinu sekrécijas analizu izvértéjums pelu asins plazma

Ar ELISA metodes palidzibu tika analizétas TNF-o un IL-1f koncentracijas pelu asins
plazma péc 48 stundam intraperitonealas aktivas vielas akiitas devas ievadiSanas un péc 72

stundam intraperitonealas aktivas vielas akiitas devas ievadiSanas.

Rezultati liecina par to, ka TNF-a un IL-1P netika detekteti ne péc 48 stundam, ne 72
stundam. To var skaidrot ar iekaisuma regulacijas ipatnibam grauzgjos, ka art TNF-a un I1L-1b
koncentracijas asins plazma tiek sasniegtas dazu stundu laika péc induc€Sanas (imiino atbildi
izraisoSu savienojumu ievadiSanas). Analiti iesp&jams netika noteikti, jo jau ieprieks
pétijumos grauzéjos tie netika detektéti tade], ka m&dz atgriezties bazalaja limeni jau péc

apméram 6 stundam (Zuckerman et al., 1989).

Var secinat, ka AMPD ievadiSana neizsauc akiitu un ilgstoSu iekaisuma reakciju un
lidz ar to Sis dabigais imunomodulators ir droSs lietoSana gan lokali, gan sist€émiski. To

pierada proteinu sekrécijas analizu rezultati gan pelém, gan Zurkam.
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SECINAJUMI

1. Jau sakot ar ceturto pétijuma dienu biomaterials 1 (nekroslinkots HA + AMPD)
uzradija labaku, statistiski ticamu efektu briicu dziSanas procesa, salidzinot ar
kontroles grupas un pargjo grupu uzraditajiem rezultatiem. Sakot ar 6., 8. dienu un lidz
pétijuma p&dgjai 12. dienai gan biomaterials 1 (nekroslinkots HA + AMPD), gan
biomaterials 2 (kroslinkots un nekroslinkots HA + AMPD) uzradija straujaku un
statistiski ticamu uzlabojumu briiu dziSana, salidzinot ar kontroles grupas dzivnieku
rezultatiem. Kopuma un pétijumu beigu punkta (12. diend) abi biomateriali (1 un 2)
uzrada vienlidz labu efektivitati un savstarpgi neatSkiras, ar izpémumu, ka
biomateriala 1 uzlabojumi paradas jau sakot ar 4. dienu. legltie rezultati uz briacu
dziSanas procesu apstiprina jaunizveidoto biomaterialu (1 un 2) efektivitati un

progresivu dinamiku brii¢u dziSanas procesos.

2. Pétamas vielas iedarbiba uz Zurku organismu nav sist€miska, jo netika konstatetas

nozimigas svara izmainas 12 dienu pétijjuma gaita.

3. P&c intraperitonealas aktivas vielas akutas devas ievadiSanas C57BL/6 linijpelém

netika kontstatétas nozimigas svara un temperatiiras izmainas.

4. Proteinu (TNF-o, IL-1B, IL-6, VEGF, IFNy, IL-10, IL-18, IP-10, MIP-1a, GRO/KC)
sekrécijas analizu rezultati gan Zurku, gan pelu plazma pierada, ka Sis dabigais
imunomodulators ir droSs lietoSana gan lokali, gan sist€miski, jo neizraisa iekaisuma

reakciju.
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PATEICIBAS

Es véletos izteikt vislielako paldies mana darba vaditajai, Latvijas Universitates
Medicinas fakultates farmakologijas katedras asoci€tajai profesorei, Baibai Jansonei par
sniegto atbalstu, noderigam konsultacijam, idejam un palidzibu magistra darba tapSanas
procesa, ka arl esmu oti pateiciga par iesp&ju redzét un paSai piedalities in vivo veikta
petijuma, kas deva ne tikai daudz noderigu zinaSanu, pieredzi, bet arT pavéra jaunu skatu uz
pétniecibu. Izsaku vél atsevisku paldies par novaditajam lekcijam, jo to nozime ir un paliks

loti liela manai talakai izaugsmes attistibai.

Liels paldies ari Latvijas Universitates Biologijas fakultates mikrobiologijas un
biotehnologijas katedras pétniecei Annai Ramatai-Stundai un pétnieckam Martinam
Boroduskim par sniegto palidzibu jaunu tehnologiju apgiiSana, informacijas daliSanos un

iesp&ju pasai veikt petjjumam nozimigus laboratorijas testus.

Izsaku paldies arT visiem Latvijas Universitates Medicinas fakultates farmacijas
programmas profesoriem,docentiem un pasniedzgjiem par ieguldito darbu un pacietibu
studentu zinasanu attistibai, ka ar1 atsevisks paldies lietvedei Jutai Bartulei par atsaucibu un

vienmér laicigu informacijas sniegSanu studentiem visu piecu studiju gadu garuma.
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