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ANOTACIJA

Hronisko briicu dziSana ir viena no aktualakajam témam medicinas nozar€, un tade] ir
nepiecieSams izstradat jaunus materialus un aktivas vielas, kuri butu efektivaki un atraki hronisko
brii¢u apriipes risinajumos.

Magistra darba tika izvertéti jaunizveidotie biomateriali, kas ietver glikoproteinu,
efektivitate briicu dziSanas procesos Wistar zurku t€vinpiem un veikti akiitas toksicitates
noteikSanas petijumi ICR pelu téviniem.

legiitie rezultati diabétisko briicu dziSanas procesa parada, ka jau sakot ar pétijjuma otro
dienu, salidzinot ar kontroles grupu, diviem jaunizveidotiem biomaterialiem ir progresiva un
efektiva diabeétisko briicu dziSana. Dabigais immunomodulators uzradija droSus rezultatus akutas

toksicitates novert€juma pelém péc lielu devu ievadiSanas, ta neizsauca iekaisuma reakciju.

Atslégvardi: diabétisko briicu dzisana; imunomodulatori; glikoproteini; in vivo diab&ta briicu

modeli



SUMMARY

Diabetic wound healing is one of the most popular subjects in the medical field, and it is
therefore necessary to develop new materials and active substances which should be more
efficient and faster in diabetic wound care.

In reseach study were evaluated two newly developed biomaterials (with natural
immunomudulators glycoprotein functionalized hyaluronic acid), effectiveness of diabetic wound
healing processes in Wistar male rats and detection of acute toxity in ICR male mice.

The results in diabetic wound healing showed that starting from the second day of study,
comparing with control group, two newly developed biomaterials have been progressive and
effective in diabetic wound healing. Natural immunomodulators showed reliable results for acute

toxity assessment in mice at high doses, because it caused no inflammatory reaction.

Keywords: diabetic wound healing; immunomodulators; glycoproteins; in vivo diabetic wound

models
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APZIMEJUMU SARAKSTS

ABI — potites-pleca artérijas spiediena indekss
AMPD - adenozina monofosfata dezaminaze

CSF-1 — koloniju stimul&josais faktors 1

CTGF - saistaudu augsanas faktors

G-CSF — granulocitu koloniju stimul&josais faktors
ECM - ekstracelulara matrica

ELISA — ar enzimiem saistitd imunosorbenta parbaude
ES — Eiropas Savieniba

FGF — fibroblastu augSanas faktors

HA — hialuronskabe

IL-6 — interleikins 6

|.P. — intraperitoneali

I.V. — intravenozi

MCP-1 monocitu hemotaktiskais proteins-1

MMP — matriksa metalloproteinazes

O, — skabeklis

PAS — perifero artériju slimibas

PBS — fosfatu buferskidums

PDGF — trombocitu augSanas faktors

TGF- B — transformg&josais augSanas faktors 3
TNF-a — tumornekrozes faktors o

Tris — trishidroksimetilaminometans

VEGF — vaskularais endotelialais augSanas faktors



IEVADS

Balstoties uz Starptautisko Diab&tu Federacijas datiem , Sobrid pasaulé ir ap 382 miljonu
cilvéku, kas slimo ar diab&tu. Pacientiem ar cukura diab&tu ir ap 15%-25% lielaks risks iegut
dzives laika diabetiskas p&das ¢tlu savas dzives laika un tuvako 5 gadu laika recidivu skaits var
sasniegt 50%-70% (Boulton, 2010).

Standarta diabetiskas p&€du culu apriipe ietver sistemisku glikozes kontroli, atbilstoSas
apasinosanas nodroSinasana, infekcijas kontrole, lokalo bracu apriipe ar pars€jiem un pacientu
izglitosana, visu to uzrauga multidisciplinara komanda. Neskatoties uz to, pat ar labako standarta
aprapi, tikai 24-30% no diab&tiskam p&du ¢talam sadzist 12 lidz 20 nedglu laika (Margolis et al.,
1999). Peétijuma, kura tika iesaistiti Eiropas specializétie pédu centri, neskatoties uz intensivu
arst€Sanu, 23 % no pacientiem ar cukura diab&tu un pe&du culu zaud€ja vismaz dalu no savas
pédas, (Schaper, 2012).

Lai sekmigi arstétu diab&tisko p&du cCiilu, ir nepiecieSams noverst un mazinat pédu
traumatizaciju, i$€miju un infekciju. Ir nepiecieS$ama vienota pec kuras vadiitos un strikta
diabetisko pedu ciilas apriupes protokola ievieSana, kas ieklauj ar1 revaskularizaciju, palidz un
veicina hronisku ¢ilu sadzisanu 75% pacientu un noveérS kaju amputaciju 83% pacientu
(Carrington et al., 2003).

Diabgtisko brii€u arstéSana ir laikietilpigs process, tiek noveéroti 1idz pat 75 % ilgstosaki
dzisanas trauc€jumi.

Neskatoties uz to, ka p&dejo 10 gadu laika ir palielinajies pieejamo medikamentu un
parsienamo materialu piedavajums, diemzel arst€Sanas efektivitate nav sasniegusi vélamo
rezultatu, tade] ir pieprasijums pec jauniem efektiviem terapijas lidzekliem.

Magistra darbs ir izstradats Eiropas Regionala attistibas fonda ietvaros Nr
2014/0044/2DP/2.1.1.1.0/14/APIA/VIAA/046” un projekta nosaukums: ,,Hronisku briicu dzisanu
veicinoSas medicinas ierices izstrade”. Projekta galvenais mérkis ir izstradat jaunu medicinas
ierici, kombingjot biodegradéjamu materialu ar imtino atbildi modulgjosu glikoproteinu, lai,

regulgjot lokalo iekaisumu un veicinot reepitelizaciju, saisinatu hronisko brii¢u dziSanas laiku.



Darba meérkis

Magistra darba mérkis ir izvértét uz hialuronskabes bazes veidotu funkcionalizeétu divu
atSkirigu biomaterialu efektivitati diab&tisko briicu dziSanas procesos Wistar linijas zurku

teviniem, un veikt akttas toksicitates izvert€sanu pec vielu i/v ievadisanas ICR pelu téviniem.
Meérka IstenoSanai izvirzija $adus darba uzdevumus:

1. inducet diabétu Wistar linijas Zurku te€viniem un veikt bri¢u operacijas, noteikt
glikozes raditajus, aplict eksperimentatas vielas un veikt briicu fotograféSanu un
analizet iegiitos datus;

2. noteikt G-CSF un VEGF koncentraciju brii¢u dziSanas procesa 6.diena un 12.diena;

3. analizet brucu eksudatos CTGF koncentraciju;

4. veikt izmantota glikoprotetna (AMPD) akiitas devas toksicitates noteikSanu pelém péc
iv;

5. noteikt IL-6 un TNF-a sekrécijas analizi pelém péc intravenozas aktivas vielas akiitas
devas ievadiSanas;

6. noteikt limfocttu un neitrofilu skaita izmainas pelu asins plazma.



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Briicu dziSanas process

Briic¢u dziSana ir sarezgits process, kas ietver §kistoSo mediatoru, asins $tinu, ekstracelularas
matrices (ECM) un parenhimas $Ginu vienlaicigu aktivizéSanu. So procesu var iedalit vairakos
posmos: homeostaze/ koagulacija, iekaisums, proliferacija (granulacijas audu veidoSanas),
reepitalizacija un remodelésana (Enoch, Leaper, 2008; Li et al., 2007).

Sis fazes parasti nav ar laiku ierobeZotas un var parklaties (Falanga, 2005). Pareja starp
fazém ir atkariga no keratinocitu, fibroblastu, tuklo $iinu un makrofagu nobrieSanas un
diferenciacijas, kuras ir vissvarigas iesaistitas Stnas briices dziSanas procesa (Rodero,
Khosrotehrani, 2010).

P&c audu traumas fibrina korkis veidojas, lai atjaunotu homeostazi, un agregetie trombociti
sekret€ vairakus augSanas faktorus un citokinus (pieméram, transformé&joSo augsanas faktoru beta
(TGF-B) un monocttu hemotaktisko (hemoatraktanto) proteinu (MCP-1), kuri piesaista neitrofilus
un monocitus brii¢u vietas. Sis iekaisuma $iinas inducé koloniju stimulgjoso faktora 1 (CSF-1),
tumora nekrozes faktora o (TNF-0) un asins platniSu veidota augsSanas faktora (PDGF)
ekspresijas, kursd ir loti svarigi jaunu audu veidoSanas procesa pirmaja posma (Wilgus, 2008;
Tsirogianni et al., 2006).

Reepitalizacija parasti sakas dazas stundas péc ievainojuma. Reaggjot uz Siem augSanas
faktoriem, keratinociti un aktivétie fibroblasti migré no briices malam uz bojato vietu, kur tie
strauji prolifiré un izveido ECM, kas uzlabo brucu slégsanu (Silva et al., 2010; Enoch et al.,
2008). Sakotngjo ECM pakapeniski aizstaj kolagéna matrica ar jaunu asinsvadu veidoSanos
(angiogenéze) (Singer et al.,1999). Angiogénie faktori, piem&ram, ka fibrobalstu augSanas faktors
(FGF), vaskulara endotglija augsanas faktors (VEGF) un PDGF inducé angiogenézi, stimul&jot
fibroblastu un VEGF raZoSanu ar makrofagiem un endot€lija Stnam (Wilgus, 2008; Schreml et
al., 2006). Proteazes ekspresija un aktivitate arl nepiecieSami, lai notiktu angiogenézes process
(Schreml et al., 2010).

Kad briices laukums ir pilnigi aizpildits ar jauniem granulacijas audiem, angiogenéze
apstajas un sakas apoptoze. PE€dgjo posmu briices dziSanas procesu raksturo ieprieks izveidoto
granulacijas audu degeneracija un dermas atjaunos$anas (Rodero et al., 2010)

Diabétiska neiropatija un periféro asinsvadu slimibas parasti ir galvenie faktori, kas izraisa
diabétiskas pedu Cilas. Sie divi faktori var darboties atseviski vai kopa, ka arf kombinacija ar
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citiem kriterijiem, piem&ram, ka mikrovaskularas slimibas, biomehaniskas novirzes, ierobezota
locitavu mobilitate un paaugstinata jutiba pret infekciju (Rathur et al.,2005 ;Bloulton, 2005;
Snyder et al., 2009).

Dazos pétijumos ir minéts, ka griitibas ar diab&tisko p&€du culas dzisanu ir galvenokart
saistitas ar parmérigu vai pastavigu matriksa metalloproteinazu darbibu (MMP) vai ari sakara ar
zemo MMP inhibitoru limeniem (Lobmann et al., 2006; Liu et al., 2009).

Turklat iS€mijas un asinsvadu slimibas, samazinata skabekla un baribas vielu piegades
samazina dzisanas sp&jas (Acosta et al., 2008; Blakytny et al., 2009). Sis problémas ir
galvenokart saistitas ar augSanas un angiogéno faktoru trauc€tu ekspresiju, proti, VEGF un PDGF
(Bloomgarden, 2008). Iesp&jamas ari slapekla oksida anomalijas, kolagéna akumulacija,
keratonicitu un fibroblastu anormala migracija un proliferacija, ka ari ECM komponentu
akumulacija un to remodeléSana ar MMP (Brem, et al., 2007; Muller et al.,2008). Zemak var
apskatit bildi, kura ir att€loti posmi un augSanas faktori, kas ir iesaistiti diab&tiskas briices

dziSanas procesa, salidzinot ar parasto briici.
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12



1.2. Hroniskas adas ¢alas un to veidi

1.2.1. Arterialas Culas

Cilas, kuras saistitas ar perifero artériju slimibu, bieZi pazistamas ka i§émiskas ¢iilas, veido
aptuveni 10 % no apaksgjo ekstremitasu &alam (Spentzouris et al., 2009). Sis &iilu veids attistas
ar arterialo okluiziju, kas ierobezo asins apgadi un kas rezult&jas i$€mija un audu nekroze.

ST okliizija ir visbiezak no aterosklerozes, tapéc galvenie riska faktori ismiskam &dlam ir
tadi pasi ka perifero arteriju slimibas (PAS) gadijuma: sm&kéSana, diabéts, hiperlipidémija un
hipertensija (Spentzouris et al., 2009). Lidzigi situacija pacientiem ar i$€miskam ¢alam - sudzas
par PAS saistitiem simptomiem, pieméram, mijkliboSana vai sapes, kas turpinas neskatoties uz
kajas pac€élumu. Citas pazimes: samazinata ekstremitasu perfiizija var bt ar, piemeéram, spidigs,
atrofisks adas izskats, samazinats kaju apmatojums, aukstas kajas un distrofiski nagi (Ayello,
2005).

ISemiskas cilas ir saistitas ar sliktu perfiziju, tas parasti paradas dazadas distalas vietas
(piem&ram, pirkstu galos) vai zonas ar paaugstinatu spiedienu (pieméram, uz kaula izcilpa). Sis
sapigas Ciilas biezi ir neierobezotas, dzili bojatas. IS€misko Ciilu kopSana ir centréta uz asinsrites
atjaunos$anu un samazinatu turpmako perfuziju zaudésanu. Ar smagu i§€miju primaras metodes ir
asinsvadu kirurgija un dzivesveida izmainas. Ir svarigi izvairities no arst€Sanas ar mehanisko
kompresiju. ja arteriala okluizija ir iemesls, kadg] attistas ¢ila, jo tas noved pie audu iS€mijas

pasliktinasanos un nekrozes (Ayello, 2005).

1.2.2.1. artéls Arterialas ¢alas (Spentzouris et al., 2009)
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1.2.2. Venozas Cilas

Visbiezakais iemesls apaksgjo ekstremitasu ¢ilam ir vénu mazspé&ja. Tas veido 70-90% no
kaju ¢alu. Cilas attistas venozas hipertenzijas apstaklos, paaugstindtu asinsspiedienu parasti
izraisa varstulu nekompetence, ka rezultatda nonak pie neefektivas venozo asinu atgrieSanas
muskulu sarauSanas laika. Noslogotie vadi un asins apvienoSana izraisa palielinatu asinsvadu
caurlaidibu. Udens, proteini un sarkanas asins $tinas noplist intersticiala telpa un fibrina
nogulsnésanas notiek. Tas rada simptomus ka kaju ttska, hiperpigmentacija (no sarkano ains

Stinu ekstravazacijas un hemosiderina palielinajuma), un lipodermoskleroze (Sen, 2009).

»-

1.2.2.1. artels Venozas Cilas (Sen, 2009)
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1.2.3. Diabéetiskas ¢ilas

Aptuveni 15% - 25 % cilvékiem ar diab&tu attistas pedu ¢tlas, un apmeéram 12% no Siem
pacientiem ir nepiecieSama apaks$gjo ekstremitasu amputacija (Sen et al., 2008). Diabétiskas
pédas ¢iilas veido gandriz 2/3 no visam netraumatiskam apmutacijam (Ayello, 2005).

Ciilu dzisanu apgriitina diabétiska neiropatija, samazinata celulara sintéze un jitigums
pret infekcijam. Neiropatiju var katekorizét ka sensoro (aizsardzibas sajiitas zudums), motora
(pedas anatomiska uzbiive deform&jas viedojot teritorijas, kur spiediens no slikti pieguloSiem
apaviem var radit ¢ulas) vai autonoma (sviedru dziedzeru denervacija, ka rezultata ada klust
sausa un veidojas plaisas, predispon&jot pédu dazadam infekcijam, utt.) (Spentzouris et al., 2009;
Ayello, 2005).

Diabégta Culas parasti atrodas uz p€das plantaraja virsma, pari metatarsalai dalai, vai zem
papéza (Hess, 2011). Ciilu raksturo arf briidu robezas, dzila briidu gulta vai pamata osteomielits,
granulacijas audi (ja vien periféro vaskulara slimiba ari ir klat), un zema lidz vidéja drenaza
(Hess, 2011). Pacientiem ir javeic pilna veselibas stavokla parbaude - klibuma vai ekstremitates
sapes miera stavokli, samazinati vai neeso$i pulsi, auksta temperatiira, balums, potites-plecu
indekss (ABI), neskatoties uz problémam, sarezgijumiem ar nesaspiezamiem vadiem, pirkstu
spiedienu, ultrasonografija, papildus neinvazivie vaskularie petijumi var biit nepiecieSami
(McCulloch, 2012).

Diabétiskas briices visbiezak tiek iedalitas, izmantojot Wagnera klasifikaciju (Wagner,
1981):
0- nav atvértu bojajumu, var biit deformacija
1- virspusgja diabétiska bruce (dalgja vai pilna biezuma)
2- dzila bruce lidz cipslai, kaulam vai locitavas kapsulai
3- dzila briice ar abscesu vai osteomielitu
4- pédas gangréna

5- visas pedas gangréna
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1.2.4. Neirotrofiskas Ciilas

Nervu bojajumi diabéta gadijuma ir visaptverosi, ieklaujot motoros, Sensoros un autonomos
celus. Diabgtiskas neiropatijas kliniskie tipi tika aprakstiti ka rupjo Skiedru neiropatija, mazo
Skiedru neiropatija un akiitas mononeiropatijas (O’Neal et al., 2008). Atseviski vai kopigi tie
veicina briices veidoSanos. Sakara ar motora nerva iesaistiS8anos, pacientam ir patologiska gaita,
kas noved pie smagné&ja, neparasta spiediena uz kajam, kas traumas procesa klist par cilu.
Sensora neiropatija izraisa nejutigumu rokas un kajas ar aizsargajosu sapju pazusanu, spiediens,
temperatiira un atkartotas traumas noved pie cilu rasanos. Simpatiskas autonomas sist€mas
neiropatija izraisa vazodilataciju, ka arT samazinatu vai palielinatu svisanu siltam, sausam rokam
un kajam. Tie ir tend&ti uz plaisam un spraugam, kuras tiek infic€tas, ka rezultata veidojas culas.
Diabétiska neiropatija izraisa lokalo vazodilataciju. Vazodilatatoru atbilde parasti paradas
traumas vai iekaisuma laika (Nazimek-Siewniak et al., 2002). Daudzas no ieprick§ min&tam

problémam var noverst veicot nepiecieSamus pacientu izglitojoSus pasakumus.

IS$€mija pasliktina briicu dziSanu, novérSot vai samazinot O; plismu un visas to
sastavdalas, kuras nepiecieSamas dziSanai. Pastav divu veidu iS€miskas problémas diabéta
gadijuma:

e Samazinata angiogenéze mazos vados diab&tiskas pédas (Sobrid nav pieejamas
terap&tiskas iesp€jas, tacu §1 ir viena no jomam, kura ir nepiecieSama turpmaka
izpéte) (Brem et al., 2006).

e Mikroangiopatija var biit saistita gan ar strukturalam, gan funkcionalam novirzém
vados. Strukturalas novirzes no normas ir redzamas visbiezak tiklenes un nieru

asinsvados, kas noved pie akluma un nieru mazspéjas (O’Neal et al., 2008).

Periféro artériju slimiba (PAS) var notikt vienlaikus ar diab&tu. Sie pacienti ir vairak tendéti
uz ¢iilas raSanos neka tiem, kuriem nav PAS. Smagas iS€émijas gadijuma $o problému var atrisinat
ar art€riju Sunt€Sanas revaskularizacijas procediras palidzibu. Diabétikiem, kuri nespgj iziet
revaskularizacijas operacijas, endovaskularas angioplastijas ir dzivotsp€jigs risinajums (Bosiers
et al., 2005; Trocciola et al., 2005) Multicentriska p&tijuma kura piedalijas pacienti ar diab&tisko
pedu, veica periférisko angioplastiju, rezultati bija pozitivi: ABI no 0,53 Iidz 0,9 (p<0,0001), ka
arT procediiraspazuda iS€miskas sapes (Faglia et al., 2002).

Asociétie sist€miskie faktori:
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Augsti glikozes ltmeni audos noved pie infekcijas un lidz ar to izplatas audu bojajumi.
Fiziologiskie traucgjumi diab&ta d€] nopietni kave ¢tilas noslégsanos.

Plaisas, plisumi un cilas darbojas ka ieejas portali sistemiskam infekcijam, un ta ka
diabétikiem ir pavajinata imunitate, tas ievérojami palielina infekcijas risku
Nepietickams, nepareizs uzturs kopa ar imiindeficitu art pasliktina briicu dzisanu.

Diabgts, ka ari citas slimibas, ietekmé iznakumu briices sadzisana (Falanga et al., 2005;

Stojadinovic et al., 2005).
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1.3. Standarta terapija

Pacientiem ar cukura diab@tu ir jaapzinas savi arst€Sanas mérki un jacensas tos sasniegt,
meérot glikemijas kontroli, kontrol€jot asinsspiediens un lipidu Itmeni. Jaizvairas no smékéesanas,
aspirina profilaktiskas lietoSanas, jartip&jas par pédam, javeic regularas mediciniskas parbaudes.
Ja tas viss notiktu regulari, tad buitu iesp&jams samazinat komplikaciju risku (O’Neal et al.,
2008).

Skrinings ir svarigs vairaku iemeslu del. Hiperglikémijai ir nozimiga mikroangiopatijas
patogenézé. Neiropatijas un makrovaskularas slimibas (ateroskleroze) (O’Neal et al.,2008).
Visiem pacientiem ir javeic sekojoSas parbaudes — pilna asins parbaude, cukura Iimenis asinis,
protrombina laiks, dalgja tromboplastina laiks, nieru un aknu funkciju testi, lipidu profils,
hemoglobina Alc limeni, prealbumina limeni un urincelu albuminurija limeni (Brem et al.,
2006). Plazmas HbAlc Itmeni (ik péc 4 méneSiem), ir nepiecieSams parbaudit, lai uzraudzitu
glikozes kontroli ilgtermina. Paaugstinati HbAlc limeni tiek koreléti ar pavado$am slimibam,
pieméram, ka sirds slimiba, retinopatija, neiropatija un nefropatija (Stratton et al., 2000).
Prealbumina Itmeni sniedz objektivus datus, kas netiesi korel€ ar nepareizu, nepietickamu uzturu.
Tie ir ievérojami zemaki pacientiem ar spiediena ¢iilam. Diabétikiem tas var palidzeét diagnosticét
nepietickamu uzturu un optimizet vielmainas stavokli. Visiem diab&ta pacientiem ar nefropatiju
butu japarbauda albuminiriju ik gadu, jo pastav liels mikro- un makroalbuminiirijas parsvars
tajos. Pedu ciilas ir biezak sastopamas mikroalbumintrijas (13%) un makroalbuminiirijas (25%)
pacientiem, salidzinot ar normoalbumintirijas pacientiem (5%) (Brem et al.,2006).

Sobdrid Latvija ir daudz dazadu parsienamo materialu, kuri palidz uzturét brici tiru no
piesarnomiem, lai labak veicinatu brii¢u dzisanu. Tabula 1.3.1. atspogulo So materialu grupas un

pielietojumu.
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Tabula 1.3.1.

Pieejamie briicu parsienamie materiali

Kalcija alginata parsgji - videji un stipri eksudéjosu briicu arstésSanai.

Alginati Pieméri: Suprasorb A, Melgisorb, Algisite M, Aquacell
Kalcija alginata parsgji, pastiprinati ar sudrabu, kuriem raksturiga
Alginati + Ag o
speciga antimikroba iedarbiba.
Pieméri: Suprasorb A + Ag, Melgisorb Ag, Algisite Ag, Aquacell Ag
Paredzeti vidgji un nedaudz eksudg&josam brucem.
Hidrokoloidi

Pieméri:Suprasorb H, Granuflex, Ultec-Pro, ReplicareUltra (Bradley et
al., 1999)

Hidroselektivie | Sie parsgji faktiski ir Hidrokoloida p&ctecis - palidz uzturét briici mitru
parsgji un tiru.

Pieméri: Suprasorb X, Cutinova Hydro

Putu un silikona | Hidrocelulari poliuretana vai silikona parsgji, vidéji eksudgjosu un
parsgji granul&josu briicu arstéSanai.

Pieméri: Suprasorb P, Allevyn, Mepilex, Copa (Bradley et al., 1999)

Attira bruci no nekrotiskiem audiem un absorbé lieko eksudatu.

Hidrogeli ' ‘ )
Pieméri: Intra Site Gel, Protosan Gel, Tegaderm Gel, Granugel,
Purilon Gel, Normalgel, Hipergel (Bradley et al., 1999)
_ | NodroSina atraumatisku pars€ju mainu. Pielietojami visas stadijas.
Tiklveida parsgji

Piemeéri: Jelonet, Bactigras, Mepitel, Xeroflo

| Caurlaidigas pleves parséji.
Membranu parségji ) ) )
Pieméri: Suprasorb M, Opsite, Tegaderm.
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1.4. Citas brii¢u kopsSanas terapijas

Ja briices nesadzist ar standarta terapiju, tad ir nepiecieSamas papildus arstéSanas iespgjas.
Ir izstradatas dazadas advancétas briicu kopsanas terapijas, kuras tiks aprakstitas talak, tacu to
efektivitate un kaitigums joprojam tiek pétiti.

Terapijas: kolagéna produkti, biologiskie parsgji, biologiskie adas ekvivalenti keratinociti,
asins platniSu veidotais augSanas faktors, trombocitiem bagata plazma, sudraba izstradajumi,
intermitéjosa pneimatiska kompresija , negativa spiediena brucu terapija, elektromagnétiska
terapija un hiperbarsika oksigenacija. Detalizétak terapijas var apskatit tabula 1.4.1.

Tabula 1.4.1.

Brucu kopSanas terapijas

Dabiskas izcelsmes proteins, kuram ir dazadi uzdevuvumi ciilu
dziSanas procesa: 1) darbojas ka substrats hemostazé 2) hemotaksisks
Kolageéns dziSanas celulariem elementiem ka granulocitiem, makrofagiem un
fibroblastiem, 3) nodroS$ina platni celularai piesaistei, migracijai un

proliferacijai (Purna et al., 2000).

Sastav no biomaterialiem, kuri ir izgatavoti no dazadu komponentu
Biologiskie parsgji | arpusStinu matricas (ECM) un stimulé ¢tlas dzisanu, (Hodde et al.,

2007).

Laboratorijas apstaklos iegitie audu paraugi, kuri ir izstradatai lai
U lidzinatos cilvéku realiem dazadiem adas slaniem. Galvenais mérkis
Biologiskie adas _ . . . .
ir dzi8anas procesa paatrinaSana, stimulgjot fibrovaskularo ieaugSanu

ekvivalenti L . .
un epitelizaciju uznéméj-audos (Ehrenreich et al., 2006; Limova,
2010).
Uz keranocitiem balstita terapija briicu arstéSana ir dazados veidos
_ ' un tas mérkis ir stimulét proliferaciju un uznémej- eptelija migraciju
Keratinociti: ) ] S
no briicu malam caur augSanas faktoru un citu citokinu izdali
(Duinslaeger et al., 1994).
Trombocitu Palidz atjaunot un nomainit miruSo adu un citus audus, piesaistot
atvasinajumu Stinas, kuras uzlabo briices, noslédzot tas (Pierce et al, 1991).

augSanas faktori
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(PDGF)

Trombocitiem bagata

Plazma ar augstu platniSu koncentraciju palidz dziSanas procesa,

piesaistot nediferencétas Stinas un aktivizgjot Stunu daliSanos (Lacci

plazma
etal., 2010).
) Vairaki sudraba produkti ir izstradati, lai palidz&tu dziSanas procesa,
Sudraba produkti '

némot véra to plaso baktericido darbibu (Ip et al., 2006)
Kompresijas stimulé, virza uz priek$u dzilo vénu asinis uz sirdi. ST
Intermit&josa terapija pozitivi ietekmé neambulatoros pacientiem, palielinot asins
pneimatiska plismas atrumu dzilajas vénas un samazinot stazi, samazinas venoza
kompresija hipertensija, pietvikums varstu kabatas, un samazinas intersticiala

edema (Comerota, 2011).

Negativa spiediena

bricu terapija

ST terapija ietver sevi blivi aizslégtu dressing apkart briicei

izmantojot stkna pumpi, lai piemérotu negativo spiedienu
vienmérigu pa virsmu vai periodiski vai intermitgjosa veida. Tas ir
nepiecieSams, lai uzlabotu briicu dziSanu, palielinot granulacijas
audu un lokalas perfuzijas, samazinot audu edemu, stimul&jot Stinu

proliferaciju, samazinot mehanisko stresu. (Saxena et al., 2004).

Elektromagnétiska

terapija

Izmanto elektrisko lauku, kas rodas iedarbojoties uz oscilétu
magnétisko lauku. ArstéSana strada sekojosi: atdarinot vai uzlabojot
dabigo brucu izraisitos elektriskos laukus, kuri ir producéti cilveka

normala ada (Nuccitelli, 2003; Zhao et al., 2006).

Hiperbarsika

oksigenacija:

Metodes pamata ir audu skabekla saturacijas mérjjumi. Konstatéts,
ka normalos audos skabekla saturacija ir apméram 40 mm Hg, bet, ja
saturacija ir 30 mm Hg, metaboliska aktivitate ir ieveérojami
samazinata. Konstatéts, ka infic€tos, traumatizétos audos skabekla
saturs ir mazaks par 30 mm Hg, savukart hiperbara oksigenacija

skabekla ITmeni var paaugstinat (Gill et al., 2004).
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1.4.1. Adenalita deaminaze un tas iedarbiba

Nespecifiska adenilata deaminaze jeb AMPD ir glikoproteins (gm 210 kD), ko veido
mikroskopiska micelijséne Penicillium lanoso-viride konkréta augSanas fazg, tas ir, konidosporu

veidosanas laika (Nikolajeva et al., 2009).

Jau ieprieks ir eksperimentali apstiprinats, ka injicgjot AMPD dzivniekiem, tiek uzlabota
rezistece pret infekcijam, aktiviz€ pelu peritonealos makrofagus un veicina limfocitu proliferaciju
in vitro. Tas viss liecina, ka AMPD piemit iminmodul&josas pasSibas (Nikolajeva et al., 1999;
Nikolajeva et al., 2009).

Nikolajevas et al. 2009 veiktaja pétijuma, atklaja, ka AMPD saturoSais g€ls palidz
paatrinat briices noslégSanos zurkam un neitrofilu infiltracijas laiku. Projekta pétitais
glikoproteina-enzima farmakologiskais Iidzeklis paatrinaja adas ¢ilu sadziSanu, galvenokart tiesi
audu regeneraciju, salidzinot ar kontrolém — neapstradatam c¢alam un ar Carbopol hidrogélu

apstradatam cilam

Glikoproteinu-enzimu Iidzekla lokala aplikacija neietekmé dzivnieku ieks$€jo organu
struktiru. Adas makromorfologiskas un mikromorfologiskas izp&tes rezultati liecinaja, ka &iilu
apstrade ar AMPD saturoSu hidrogélu uzlabo tas stavokli Ciilas rajona gan salidzinajuma ar

kontroli,
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2. MATERIALI UN METODES

2.1. Izméginajuma dzivnieki

Pétijumu veica Latvijas Universitates Medicinas fakultates Farmakologijas katedras
eksperimentu laboratorija. P&tijuma tika izmantoti Wistar zurku tévini (260 - 290 g) un ICR pelu
tevini (27 - 31 @). Zurku un pelu tevini tika sapemti no Rigas Stradina Universitates
Eksperimentalo dzivnieku audzgtavas. Dzivniekiem tika nodrosinati standarta labturibas apstakli
atbilstos$i dzivnieku tur€Sanas noteikumiem - temperatira (21-23°C), ar 12 stundu
gaismas/tumsas intervaliem un baroti ar ,,Tukuma straume” standarta baribas maisijumu
grauz&jiem, briva pieeja idenim un baribai. Zurkas lidz eksperimenta uzsaksanai tika turétas
plastikata biiros, viena biirt sesi dzivnieki. Eksperimentalas procediiras veiktas saskana ar Eiropas
Parlamenta un Padomes konvenkcijas direktivu 2010/63/ES vadlinijam un saskanotas ar Latvijas
Partikas un veterinaro dienesta izdoto izméginajuma projekta atlauju Nr.69 dzivnicka

izmantoSana procedura.

2.2. Eksperimenta izmantotas vielas

Magistra darba tika pétiti divi jauni biomateriali (imunomodulatori), kas tika veidoti ka
gélveida matrica:
1) glikoproteins (I) — adenozina monofosfata dezaminaze (AMPD) ar nekroslinkotu
hialuronskabi;
2) glikoproteins (I1) — adenilata monofosfata dezaminaze (AMPD) ar kroslinkotu un
nekroslinkotu hialuronskabi.
o Fosfata buferis (PBS) tika lietots ka skidinatajs biomateriala veidosana;
e Adenozina monofosfata dezaminaze (APMD), sanpemta no Latvijas Universitates
Biologijas fakultates Mikrobiologijas un biotehnologijas katedras;
e Hialuronskabe (HA) — kroslinkota un nekroslinkota; sanemta no Latvijas Universitates
Biologijas fakultates Mikrobiologijas un biotehnologijas katedras;
e Streptozocins (Sigma, Vacija) tika izmantots diab&ta inducéSanai

e Sukroze (Sigma Aldrich. Vacija) (10g/100ml) tika dota visam zurkam pé&c
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intraperitonealas ievades.

e Anestézijai izmantoja: gazes anesteziju izofluranu un skabekli; injekcijas anesteziju 10%
ketamins 75 mg/kg (AlfaSan, Holande), 2% ksilazins 15 mg/kg (Bremer Pharma GMBH,
Vacija).

e Etanols (70%) tika izmantots ka dezinfic€joss lidzeklis adas apstradei;

e Acu pilienus Naphcon A (Alcon Laboratories INC, ASV) pilindja Zzurkam operacijas
sakuma.

e Ringera skidums (B.Braun Melsungen AG, Vacija)

e Formalina (10%) tika uzglabati briicu audu paraugus.

2.3. Eksperimenta gaita 1: diabéta brii¢u modelt Zurkam

Pétijuma dzivnieki (60 gab.) tika sagrupéti divas eksperimentalas dalas: I dala - 28 zurkas
un II dala - 32 zurkas, katrai no tam veica secigi vienadas manipulacijas (skat.2.3.1.attéls). | dalas
dzivniekiem eksperiments ilga 6 dienas, savukart II dalas — 12 dienas. Abu eksperimenta dalu
beigas, proti, 6. un 12. diena tika veikta atkartota glikémijas kontrole, tika nemti briicu biopsijas

paraugi un asins paraugi tika ievakti, izmantojot sirds punkcijas metodi.

-6. diena 1. diena 0. diena 2. diena 4, diena 6. diena 8. diena 12, diena
| _ | LI .
LI | _— I
Glikémijas raditaja Diivnieku sver§ana, [ 1
Vi dzivnieku:
kontrole | LII Briitu fotografédana, S:E]:;: n: I |
] = z ' | : |
Deivnieku svérfana, Vicls urkifiana B:rlﬁf_u fﬂtugrnﬁiunn BD{i;n }eku s\-si_gana,
Briitu formé$ana, Glikémijas kontrole, ri u"utugrn ! ana,
Brii¢u fotografédana, Asins paraugu pemiana, Vielu uzklifana
Vielu uzklaana Audu biopsiju nopem¥ana,
Eitandzija Ve dzivnieku:
Svériana,
Briitu fotografédana,
| ]" 11 Glikémijas kontrole,
Stretozotocina IP Asins paraugu pemiana,
injekeija Audu biopsiju uuu_rmii:lm
Eitanfdzija

2.3.1. attéls Petijuma dizains diabéta bricu modeli
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2.3.1. Eksperimentalas grupas diabéta brii¢u modeli Zurkam

1)  Kontrole (PBS);

2)  Biomateriala kontrole | ( ar nekroslinkotu hialuronskabi)

3)  Biomateriala kontrole Il (ar kroslinkotu un nekroslinkotu hialuronskabi)

4)  AMPD

5)  Biomaterials | + AMPD (glikoproteinu - adenozina monofosfata dezaminaze (AMPD) ar
nekroslinkotu hialuronskabi);

6) Biomaterials Il + AMPD (glikoproteinu - adenozina monofosfata dezaminaze (AMPD) ar

kroslinkotu un nekroslinkotu hialuronskabi)

2.3.2. Diabéta eksperimentala izraisiSana un glikozes kontroles noteiksana Wistar

Iinijas Zurkam

SeSas dienas pirms operacijas dzivniekus nosvéra un injicgja streptozocinu IP deva 60
mg/kg. Zurkam tika iedots sukrozes $kidums (10g/100ml) pirmas &etras dienas, péc tam tikai
tdens.

Dienu pirms briicu operacijas zurkam parbaudija glik€mijas raditaju. Dzivniekam no astes
veénas tika papemts asins paraugs (skat. 2.3.2.1 attéls.) Pirmo asins pilienu noslauka, bet otro
izm@ra ar glikometru (Accu-Check Active).

Balstoties uz glikémijas rezultatiem, eksperimenta ieklava tos dzivniekus, kuriem glikozes
limenis asinis parsniedza > 15.1 mmol/l. Sos dzivniekus ar hiperglikémiju sadalija se$as

eksperimentalas grupas (skat. sadalu 2.3.1.), pa 6-7 dzivnieki grupa.

2.3.2.1 attéls Asins paraugu nonemsana
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2.3.3. Brucu izveidoSanas operacija un vielu uzklasana

NakoSaja diena péc glikozes raditaja noteikSanas dzivniekus nosvéra un anestez€ja,
injicgjot IP 10% ketaminu deva 75 mg/kg / 2% ksilazinu 15 mg/kg. Zurkam tika iepilinati acu
pilieni (Naphcon A), lai novérstu acu izziSanu. P&c muguras dalas vilnas noskti$anas adu
dezinfic€ja ar 70% etanolu. Briices tika izveidotas uz dzivnieka dorsalas virsmas, pacelot saliktu
mugurkaula viduslinija adu un izmantojot sterilu, vienreiz&ju adas biopsijas instrumentu (d=8mm
Kai Medical, Japana), perforgja vienlaicigi divas simetriski vienadas (0.8 mm) briices. Izveidotas
briices apstradaja vairakas reizes ar fiziologisko Skidumu. Brii¢u sarauSanas novérSanai ap bracu
malam ar kirurgisko diegu izméra 6/0 tika aps$utas silikona rinkveida Sinas ar diametru 10 mm
(Sigma, ASV).

Pirms vielu uzklasanas uz zurkas muguras novietoja papira linealu, uz kura bija atzimeta
atbilsto$a grupa un diena, un veica bricu fotografésanu.

P&c tam uz tiras briices aplicéja 100ul test€jamo biomaterialu vai PBS §kidumu attiecigi
konkrétai eksperimentalai grupai. Trisdesmit sekundes péc biomaterialu/Skidumu aplicéSanas, uz
briicu rajona uzlika 2cm X 2cm izméra primaro parséju Mepitel One Safetac, tad to nostiprinaja ar
elastigu pasliposu saiti Nowopress un virs paslipojosas lentas tika aplikts vél Mefix plaksteris. P&éc
aps€ju uzlikSanas, Zurkam injic€ja subkutani 2ml Ringera Skidumu. Lidz eksperimenta beigam

katrs dzivnieks tika turéts atseviska biri.

2.3.4 Aktivas vielas atkartota uzklasana

P&c bricu izveidoSanas vielu atkartota uzklaSana notika sekojosas dienas 2, 4., 8. un 12,
zurkas. Dzivnieku anestez&ja ar izofluranu, ievietojot anestézijas aparata Quaniflex Low Flow
V.M.C ‘Matrix’ (Harvard Apparatus GmbH, ASV). Péc tam zurkas tika nosvértas nosvéra,
parsgju tik nopemts ar Skérém pargriezot plaksteri un paslipoSo lentu, un ar pinceti nopémot
Mepitel One Safetac primaro parsgju. Péc eksudatu nopemsanas briices tika noskalotas ar
fiziologisko $kidumu. Izmantojot digitalo kameru Pentax istDS, Zzurkas abas briices tika
fotografetas tris reizes. Lai kontrol€tu bricu dziSanas izmainas, pirms fotograféSanas zem briices
tika novietots papira lineals, uz kura noradija attiecigo dienu un dzivhieka grupu. Péc bracu
nofotografésanas un 30 sekundes péc vielu aplicé$anas, uzlika jaunu primaro parséju Mepitel One

Safetac, ko nostiprinaja ar elastigu pasliposu lentu Nowopress un virst uzlika Mefix plaksteri.
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2.3.5. Brucu dzisanas dinamikas izvertéjums ar ImageJ programmu

Briucu fotografijas tika saskirotas pa eksperimentalam grupam un talak grupas ietvaros,
strukturétas atseviskas mapes pa eksperimenta fotograféSanas dienam: 0., 2., 4., 6., 8. un
12.diena. Briicu att€lus analiz&ja izmantojot ImageJ programmu. Lai iegttu korektakus datu
mérijumus, analizei izmantoja katram dzivniekam vienada veida - pietuvinatas, kvalitativakas
bildes. Analizes gaita bija sekojosa: programma atveéra izveéleto fotografiju, veica bildes
kalibréSanu — ar bild€ esoSo linealu un programmas palidzibu, briices nesadzijusais laukums tika
1ezZiméets un programma automatiski izrékinaja briices nesadzijusas dalas laukumu. Katru briices

bildi analizgja tris reizes un, balstoties no trim mé&rijumiem, izrékinats vidgjais raditajs.

2.3.6. Eitanazija un adas biopsijas paraugu panemsana

Eitanizaciju veica zurkam ar anestézijas pardoz&sanu, izmantojot 10% ketaminu deva 100
mg/kg, 2% ksilazinu 10 mg/kg. Péc tam dzivniekus nosvéra, izmantojot Skéres, pargrieza
plaksteri un pasliposo lentu un ar pinceti nonéma Mepitel One Safetac primaro pars€ju. Pec rinku
nonemsanas zem briices novietoja papira linealu un nofotograféja briices. P&c tam tika panemti
briices biopsijas paraugi, kurus ievietoja traucinos ar 10% formalinu. Zurkam tika panemti asins

paraugi ar sirds punkcijas metodi.

2.3.7. Diabetisko brucu eksudatu iegiiSana

2. un 4.diena tika ievakti bric¢u eksudatu paraugi. To veica sekojosi - uz briices novietoja
nelielu lem x 1ecm filtrpapiru, 1ava uzsiikties 30 sekundes un noslédza 15 ml stobrinos.

Eksudatus nosvéra un pievienoja tiem atbilstoSu tilpumu CAB ekstragésanas bufera (25
mM Tris-HCI pH 7.5, 200 mM NaCl, 3 mM CaCl2, 0,03% Brij-35) un inkubgja diennakti +4°C.
Péc tam centrifug€ja 15 miniites pie 3000 apgr./min. Savaca buferi un sagatavoja eksudatu
alikvotas, kuras pec ekstragéSanas tika uzglabati (-150°C) Iidz tiks analizeti ar ELISA metodi
(Moor et al. 2009).
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2.3.8. ELISA metode

ELISA tests jeb ar enzimiem saistita imunosorbenta parbaude ir metode, kuru izmanto
immunologija, lai noteiktu antivielu vai antigénu klatbiitni parauga. Metodes mehanisms:
nezinams daudzums antigé€nu piesaistits pie virsmas un specifiska antiviela tiek aplicéta pa
virsmu, lai notiktu piesaiste ar antigénu. ST antiviela ir saistita ar enzimu, un beigu stadija viela
tiek pievienota, lai enzims varétu parvérsties par kadu uztveramu signalu, visbiezak krasu
izmainas kTmiska substrata, ko detekte spektrofotometriski. Darba gaita ir apskatama pielikuma.

Ar ELISA metodi tika noveértéta augSanas faktora CTGF sekrécija diabétisko bricu

eksudatos dziSanas pirmajas 4 dienas.

2.3.9. Multipleks metode

Multiplex tests ir analizes metode, kas pielauj vairaku analitu analiz€Sanu viena reizeé. Ar So
metodi var analizét gan dazadas genétiskas pazimes, gan audu un $tnu pazimes, ka ari merit
dazadu proteinu un tiem lidzigu dalinu daudzumu. Metodes tehniskaja pamata ir plismas
citometrijas principi. Uz iekrasotam loditém balstita metode, kur uz lodiSu virsmas ir uzklatas
antivielas, kas uz katras lodites ir specifiskas kadai konkrétai vielai (antigénam). Darba gaita ir
apskatama pielikuma.

Ar xMAP Multiplexing metodi Zurku asins plazmas paraugos, kas iegiiti no eksperimenta

dzivniekiem 6. un 12. diena, analiz€ja VEGF un G-CSF izmainas.
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2.4. Eksperimenta gaita 2: akiitas devas iedarbibu uz pelem péc vielu i.v. ievadiSanas

AMPD skiduma akiitas devas toksicitates izvertéSanai tika izmantoti (63.gab.) ICR pelu
tevini. Petijums sastavgja no trim eksperimentalam dalam, atbilsto$i asins paraugu ievaksanai —
péc 4 h 1 dala, péc 8 h II dala un p&c 24h III dala.

Katra eksperimentala dala bija 21 dzivnieks, kurus vélak, balstoties uz dazadam ievaditam
vielu koncentracijam, sadalija pa trim grupam, tas ir, pa 7 dzivniekiem. Visas tris grupas tika

veiktas secigi vienadas darbibas (skat.2.4. 1.attéls).

0 2h 4h 8h 24h

I . II

* Peju svér§ana,
* Rektala temperatiiras

*  Pelu svériana,
* Rektilas temperatiiras mérifana,
Limfocitu un neitrofilu izmaipas asinis,

meriiana o e "
LILII, + Citokinu mérijumi asins plazma
Peju svériana, I \ _ 11
Rektalas | | |
temperatiiras * Pelusvars, . - *  Pejusveriana,
méritana * Rektilis temperatiiras mérisana, * Rektilis temperatiiras méri¥ana,
+ Limfocitu un neitrofilu izmaipas + Citokinu mérijumi asins plazma,
asinis, + Limfocitu un neitrofilu izmainas
* Citokinu merijumi asins plazma asinis

2.4.1. attels Eksperimenta dizains akiitas devas toksicitates noteikSanai ICR pelém péc
AMPD divu atSkirigu koncentracijas i/v ievadiSanas

2.4.1. Eksperimentalas grupas pelém akiitas toksicitates noteikSana

Peles nosveéra un sadalija tris grupas katra pa 7 dzivniekiem:
1) Kontroles grupa (PBS)
2) AMPD (0,45 mg/kg) grupa;
3) AMPD (4,5 mg/kg) grupa;
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2.4.2.Rektalas temperatiiras mérisana un AMPD divu atSkirigu koncentracijas

i.v.ievadiSana

Pirms AMPD akitas devas ievadisanas, pelém tika izmérita rektala temperatira, ka art to
mérija $ados laika punktos: I dalai péc 4 h, II dalai - 8 h un III dalai péc 2 h un 24 h. Vielas
ievadija intravenozi 10 ml/kg peles astes lateralaja véna, izmantojot 1 ml §lirci ar adatas izméru
27G (0.4x90mm). Petijuma gaita tika ripigi noveérota un izverteta pelu uzvediba un vispargjais

veselibas stavoklis.

2.4.3. Eitanazija un asins paraugu panems$ana

Péc vielu ievadiSsanas un mérjjumu veikSanas, dzivniekus eitanaz€ja ar anestezijas
pardozeSanu, izmantojot ketaminu/ksilazinu (100mg/10 mg/kg). Asins paraugus nonéma veicot
sirds punkciju.

P&c tadas pasas shémas ka ar zurkam (skat.sadalu 2.3.9.) ar xMAP Multiplexing metodi
analiz€ja pelu plazmas IL-6 un TNF-o sekrécijas izmainas un limfocitu un neitrofilu skaita

izmainas.

2.5. Datu apstrade un statistika analize

legitie dati tika ievaditi Microsoft Excel 2007 un statistiski apstradati ar GraphPadPrism V
6.0 programmam. Rezultatus izteica ka vidgjais + SEM. Lai izveértétu atskiribas starp petijjumu
grupam brii¢u dziSanai, izmantoja variacijas analizu testu ANOVA. Rezultati tika uzskatiti par

statistiski ticamiem ja p<0,05.
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3. REZULTATI UN DISKUSIJA

Lai gan diabétisko brii¢u diagnostikas un arstésanas pieejas strauji attistas, joprojam pastav
nepiecieSamiba péc jauniem efektiviem lidzekliem, kas pacientam samazinatu brii¢u dziSanas
ilgumu un ar to saisitas arst€Sanas tieSas un netiesas izmaksas.

Jauna biomateriala izveide nakotné palidz&tu arstét nedzistoSas vai slikti dzistoSas briices,
pieméram ka trofiskas cCiilas, venozas cCiilas, iS€miskas ciilas, neiropatiskas cilas, ka ari
izgulgjumus. Ir svarigi, lai biomateriala aktivas vielas, uzliekot uz adas, spétu modulét, regulet

iekaisuma procesus, kas ir Joti butiski diab&tisko bri¢u gadijumos.

3.1. MetoZu analize Wistar linijas Zurkam

3.1.1. Attélu analize, lai noteiktu brii¢u dziSanas dinamiku

Lai izsekotu lidzi briicu dziSanas procesam, dzivniekiem tika fotograféta katra briice
0.diena, 2.diena, 4.diena, 6.diena, 8.diena un 12 diena. VEélak briiu dziSanas dinamika tika
apstradata ar programmas ImageJ palidzibu (skat. 3.7.1.1.attéls). Briicu operaciju 0.diena briices
laukums visam zurkam bija identisks, ta ka katrai briicu radiSanai izmantoja biopsijas instrumentu
ar vienadu diamentru, tas ir, 8mm. Sakot ar otro dienu, briicu dziSanas dinamika atSkiras starp
grupam,un turpmak ta tika salidzinata pret kontroles grupu. Otraja diena var€a noverot
statistiskas atSkiribas, kur AMPD, biomaterials 1 un biomaterials 2 uzrada labakus brii¢u dziSanas
rezultatus. Ceturtaja, sestaja un astotaja diena briicu dziSanas dinamika pieauga un labakie
dziSanas rezultati joprojam bija AMPD, biomateriala 1 un biomateriala 2 grupas. Divpadsmita
diena statistiska atSkiriba ir nov@rota tikai biomaterialam 1. Iegiitie rezultati ir statistiski ticami un
norada, ka visa petijuma garuma visatraka brii€u dziSana tika noverota sekojosas grupas: AMPD,
biomaterials 1 un biomaterials 2. No ta var secinat, ka gan AMPD atseviski, gan kombinacija ar
hialuronskabes savienojumiem pozitivi ietekmé diab&tisko briicu dziSanas dinamiku,

pamatojoties uz statistiskiem raditajiem un procentualiem aprékiniem.
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Kontrole
Biokontrolel
Biokontrole 2
AMPD

Biomaterials 1

BNEBDOEN

Biomaterials 2

—

©
N
[]

-

Briacu dziSanas dinamika,cm2

HEEL
0. diena 2
3.1.1.1.attéls Zurku diabétisko brii¢u dzisanas dinamika cm2 0,2,4, 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. Izmantots 2way ANOVA tests. P
vertiba: *p < 0,05, ***p < 0,001 un ****p < 0,0001.

o
(=)
1
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Bricu dzisanas laukuma procentualie aprékini norada, ka vismazakais nesadzijusas brices
laukums ir biomaterialam 1, salidzinot ar kontroli. Pétijuma divpadsmitaja diena biomaterials 1,
biomaterials 2 un AMPD uzrada vislabakos rezultatus, tas ir, nesadzijusais briices laukums ir

vismazakais pret kontroli, biokontroli 1 un biokontroli 2 .

3.1.1.1.tabula

NesadzijuSais brii¢u laukums izteikts procentos 2., 4., 6., 8. un 12. diena

Nesadziju$as briices laukums procentuali
2.diena | 4.diena | 6.diena | 8.diena | 12.diena
Kontrole 96,00 81,35 57,73 38,17 26,50
Biokontrole 1 93,93 72,79 58,10 39,68 27,38
Biokontrole 2 90,20 68,17 52,95 33,42 26,59
AMPD 77,80 57,27 45,85 28,81 18,80
Biomaterials 1 77,45 55,51 45,20 27,38 18,76
Biomaterials 2 80,86 57,82 46,45 29,92 19,62

Bricu dzisanas dinamika tika noveértéta gan péc statistiskiem raditajiem, gan péc
aprékiniem. Tacu svarigi ar izvertét izveidoto briicu dziSanas procesa vizualo aspektu. Tadel no
katras grupas - kontroles, biokontroles 1, biokontroles 2, AMPD, biomateriala 1 un biomateriala
2 tika atlasita labaka bilde atbilsto$i dienai: 0. diena, 2.diena, 4.diena, 6.diena, 8.diena un
12.diena (skat.3.1.1.2.atteéls). Vislielakas vizualas izmainas grupas ir redzamas 12.diena. Vietas,
kur tika aplicéta nekroslinkota vai kroslinkota un nekroslinkota HA, atsevis$ki vai kopa ar
AMPD, briice labi sadzija, tacu tas nenotika ar kontroles grupu, kur uzklaja tikai PBS Skidumu -

briice nesadzija pilniba.
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0.diena 2.diena 4.diena 6.diena 8.diena 12.diena

kontrole
(PBS skidums)

biokontrole 1
(nekroslinkota HA)

biokontrole 2 (koslinkota
un nekroslinkota HA)

AMPD

biomaterials 1
(nekroslinkota HA +
AMPD)

biomaterials 2 (koslinkota
un nekroslinkota HA +
AMPD)

3.1.1.2.attels Brii¢u dziSanas dinamika 12 dienu garuma
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3.1.2. Zurku svara izmainas

Zurkas tika svértas 2., 4., 6., 8. un 12.diena. Svars strauji samazinajas petijuma sakuma un
§1 tendence saglabajas lidz eksperimenta 8.dienai, kad svars dazam grupam (biokontrole 1 un
biomaterials 2) palielinajas. Tomér 12.diena svars atkal samazinajas. Sis izmainas ir skadrojams
ar to, ka starp eksperimenta dienam, it ipasi no 0.dienas lidz 8.dienai, bija mazs laika posms, lai
zurkas atgiitos no atkartotas anest€zijas. Svarigi piebilst, ka diabéts Zurkas tiks induc@ts ar

strepozotocina injekciju, kas ar1 veicina svara zudumu.

Zurku svara izmainas

Hl Kontrole
Biokontrole 1

I Biokontrole 2
AMPD

Bl Biomaterials 1
Biomaterials 2

3.1.2.1.attels Zurku svara izmainas eksperimenta gaita Standartnovirzes apzimétas ar klidu

stabiniem. Nav statistiskas atSkiribas starp grupam.
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3.1.3. Augsanas faktora CTGF sekrécija diabétisko briucu eksudatos

Ar ELISA metodi tika noteikta augSanas faktora CTGF sekrécija diabétisko briicu
eksudatos dziSanas 2. un 4 diena

Saistaudu augSanas faktors (CTGF) stimulé fibroblastu proliferaciju un diferenciaciju
brii¢u vietas, tostarp ari ada, tadéjadi uzlabojot ECM produkciju (Daniels et al., 2009). CTGF
spgj veicinat Sinu adh&ziju un ir hemotaksisks iekaisuma $tnam, it Tpasi makrofagiem, tas
piedalas ari stinu diferenciacija (Yosimichi et al., 2001; Bradham et al., 1991).

Balstoties uz iegttiem grafikiem (skat. 3.1.3./.attels), var redz&t, ka 2.diena visas grupas ir
noveérojams neliels CTGF daudzuma pieaugums, tacu tas tik un ta ir tuvs kontroles limenim.
4.diena biokontrolé 1 un biokontrolé 2 joprojam saglabajas CTGF pieaugums, bet ,salidzinot ar
kontroles grupu, samazinas AMPD, biomaterialam 1 un biomaterialam 2. No ta var secinat, ka

AMPD un divu atskirigu biomaterialu uzklaSana veicina atraku briicu dziSanu.

CTGF daudzums seruma 2.diena CTGF daudzums seruma 4.diena

300+ T

daudzums pg/mg
daudzums pg/mg
N
[=3
<

3.1.3.l.attels CTGF daudzums seruma 2.diena un 4.diena. Standartnovirzes apzimétas ar

kludu stabiniem. Nav statistiskas atSkiribas starp grupam.
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3.1.4. Proteinu sekrécijas analizu izvértéjums Zurku plazma

Zurku asinis tika analizétas, izmantojot Multiplex metodi un tika dektéti G-CSF un
VEGF. Paraugi tika nemti 6. un 12.diena.

Pilna adas biezuma brii¢u dziSana ir atskiriga diab&ta dzivniekiem. Diabétiskas ¢ulas var
sadzied€t caur Sunu infiltraciju, granulacijas audu nogulsnéSanos un reepitalizaciju, nevis ar
kontrakcijam, ka tas notiek ar normalu dzivnieku bricem (Albertson et al., 1993). VEGF jeb
vaskulara endotélija auSanas faktors pastiprina dziSanu, veicinot hemotaksi un angiogenézi.
Jaunie eksperimentalie dati liecina, ka VEGF stimulé epitelizaciju un kolagéna produkciju
(Stojadinovic et al., 2007).

VEGF daudzums 6.diena samazinajas gandriz visas grupas, iznemot biokontroles 2 grupa
(skat. 3.1.4.1.attéls), kas iesp&jams liecina, ka uzklatas vielas veicinaja atraku asinsvadu un audu

izveidota bruce.

VEGF daudzums seruma 6.diena

400~
£ 300-
()]
=
(2]
£ 2004 ‘|'
=
N
©
3 1004
©
0-
< N
& °
& &
©
F °

3.1.4.1.attels VEGF sekrécijas izmainas Zurku asinis. Standartnovirzes apzimétas ar kliidu
stabiniem. Statistiski biitiskas atSkiribas starp grupam noteica ar t-testu.. AtSkiribas attieciba pret
kontroli pie biitiskuma Itmena p<0,05 apzimétas ar (*).

GranulocTtu koloniju stimulgjosais faktors (G-CSF) ir nozimigs citokins, kura uzdevums
ir kontrol&t neitrofilo leikocTtu producésanu. To izmantoSana intensiva kimijterapija, lai arstetu
iegiitu un iedzimtu neitropéniju mobiliz€tu hematopoé€tiskas cilmes Siinas pirms cilmes Stinu
parstadiSsanas no vesela donora (Dale, 2007; Touw et al., 2007).

Abas divas paraugu ievakSanas dienas, proti, 6. un 12.diena, G-SCF daudzums ir

saglabajas kontroles limeni (skat. 3.1.4.1.attéls).
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G-CSF daudzums seruma 6.diena
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3.1.4.1.attels G-CSF sekrécijas izmainas Zurku asinis. Standartnovirzes apzimé&tas ar kladu

stabiniem. Nav statistiskas atSkiribas starp grupam.
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3.2. Aktivas vielas akiitas devas metoZu analize ICR pelem

3.2.1. Rektalas temperatiiras un kermena svara izmainas péc i.v. aktivas vielas akiitas

devas ievadiSanas

Ka jau tika aprakstits materialu un metodes dala, peles tika atlasitas tris grupas:
e Kontroles grupa, kurai ievadija PBS;

e AMPD grupa, kurai ievadija deva 0,45 mg/kg aktivas vielas

e AMPD grupa, kurai ievadija deva 4,5 mg/kg aktivas vielas

Pirms aktivas vielas ievadiSanas katrai pelu grupai tika izmerita sakuma rektala
temperatiira. Turpmak rektalas temperattiras mérisana, atbilstosi izv€létajam laika posmam, tika
veikta péc 2, 4, 8 un 24 stundam.

Péc 4 stundam, salidzinot ar kontroli, AMPD zemas devas grupa (0,45 mg/kg) ir
novérojams temperatiras pieaugums (skat.3.2.1.1.attels), bet AMPD augstas devas grupa (4,5
mg/kg) statistiskas atSkiribas (p=0,0001) — samazinajums. Pret&ji notika péc 24 stundam —
temperatira AMPD zemas devas grupa (0,45 mg/kg) statistiski ticami samazinas (p=0,0199), bet

AMPD augstas devas grupa (4,5 mg/kg) palielinas. P&c 8 stundam visu tris pelu temperatiiras

izlidzinas.
2-
_l_ Hl Kontrole
1+ 0.45 mg/kg
(3]
S 4.5 mglkg
w 07
o
g ] 1 i
*
2
-2-
*k*k%
-3 T 1 I
» N o

3.2.1.1.attels Rektalas temperatiiras mérijjums ICR pelém. P vértiba: *p < 0,05, ***p < 0,001
un ****p < 0,0001.
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Peles tika nosvertas sakuma un turpmak, atkariba no izveletas grupas, pec 2, 4, 8 un 24
stundam. Peles sverot péc 24 stundam (skat. 3.2.1.2. attels), AMPD grupai, Kurai tika ievadita
0,45 mg/kg aktivas vielas, svars praktiski neizmainijas, salidzinot ar sakuma svaru. Otraja AMPD
grupa, kurai ievadija 4,5 mg/kg aktivas vielas, un kontroles grupa pelu svars nedaudz nokritas,

tomér rezultatu tas neieteikmgéja, ta ka izmainas bija minimalas.

Pelu svars

-0.2-

-0.4-

Svars, g

1 1 1
Kontrole 0.45mg/kg 4.5 mg/kg

3.2.1.2.attéls Pelu svara izmainas 24 h laika. Standartnovirzes apzimétas ar kliidu stabiniem.

Nav statistiskas atskiribas starp grupam.
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3.2.2. Ietekme uz limfocitu un neitrofilu skaitu

AMPD izraisa strauju un spécigu imiinreakciju, kas ir reguléta ilgtermina. Cetras stundas
péc i/v injekcijas, ieverojamas izmainas limfocitu un neitrofilu skaita tika konstatétas ( skat.
3.2.2.1.attéls). Salidzinot ar kontroli, limfocitu skaits uz asins uztripes statistiski ticami
samazinajas par 32,49 %, AMPD augstas devas (4,5 mg/kg) gadijuma (p=0,0005) un par 18,46%
AMPD zemas devas (0,45 mg/kg) gadijuma (p=0,0479).

Pretgji notika ar neitrofilu skaitu, tas statistiski ticami palielinajas par 32,72% augstaka
deva (4,5 mg/kg) (p=0,0004) un 19,04% zemaka deva (0,45 mg/kg) (p=0,0429).

Izmainas 8 stundas péc injekcijas bija mazak izteiktas salidzinajuma ar atbildi péc 4
stundam, tomér neliela tendence uz devas atkarigais limfocitu skaita samazinajums un neitrofilu
skaita palielinajums tika noteikts. 24 h laika limfocitu un neitrofilu skaits atgriezas kontroles
Itment.

4h péc ilv injekcijas 8h péc ilv injekcijas 24h péc ilv injekcijas
80

H

40

Limfociti, %

Limfociti, %
Limfaciti, %

20

S ,,@f

8h péc ilv injekcijas 24h péc ifv injekcijas
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3.2.2.1.attels letekme uz limfocitu un neitrofilu skaitu ICR pelem péc AMPD i.v ievadiSanas.
Standartnovirzes apzimétas ar kltidu stabiniem. Dati analiz€ti ar t testu. Atskiribas attieciba pret

kontroli pie batiskuma Iimena p<0,05 apzimétas ar (*) un p < 0,001 ar (***).
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3.2.3. Izmainas citokinu Iimeni pelu asins plazma péc 4h, 8h un 24h péc AMPD i.v.

Citokinu analize pelu plazma trijos dazados laika posmos péc i/v AMPD ievades -4h, 8h
un 24h laika atklaja, ka analiz€to citokinu, tas ir, IL-6 un TNF-a, sekrécija ieverojami
palielinajas cetras stundas péc injekcijas (skat. 3.2.3.1.attéls), kas ir saistita ar izmainam
neitrofilu un limfocTtu skaita.

IL-6 sekret€ makrofagi un T-limfociti, lai stimulétu imiino atbildi, pieméram, infekcijas
laika un péc traumas, pasi apdeguma vai citu audu bojajumu rezultata, kas veicina iekaisumu.

IL-6 ir inhib&josa iedarbiba uz TNF-a un IL-1, tacu tas aktivizeé IL-1ra un IL-10 (Lotz, 1995).

TNF-a limenis péc 4h TNF- o llmenis péc 8h TNF-a limenis 24h
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3.2.3.1.attels 1L-6 un TNF-a limeni pelu asins plazma péc 4h, 8h un 24h pec AMPD i.v.
Dati analizéti ar t testu. P vértiba: *p < 0,05, ***p < 0,001 un ****p < 0,0001.

P&c 4 stundam TNF-a un IL-6 sekrécija statistiski ticami palielinajas abu glikoproteina
devu grupas.

P&c 8 stundam TNF-a sekrécija saglabajas kontroles Itment, bet IL-6 sekrécija pieauga
AMPD augstas devas gadijuma (4,5 mg/kg), bet glikoproteina zema deva -saglabajas kontroles

[imeni.
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Peéc 24 stundam TNF-a sekrécija saglabajas kontoles Itmeni, bet IL-6 gadijuma abu

glikoproteina devu grupas novérojams samazinajums.

43



SECINAJUMI

. Diabéta briicu modelt sakot ar 2.dienu AMPD, biomaterials 1 (nekroslinkota HA +
AMPD), biomaterials 2 (kroslinkota un nekroslinkota HA + AMPD) paradija briicu

uzlabojumus un §1 pozitiva dziSanas dinamika saglabajas [idz p&tijuma beigam.

6.diena VEGF sekrécijas lTmeni samazinajas visas grupas, iznemot biokontroli 2, bet

G-CSF sekrécijas Itmeni gan 6.diena, gan 12.diena saglabajas kontroles Iiment.

. Analizétie CTGF Ilimeni Zzurku eksudatos 2.dienas saglabajas kontroles limeni, bet

4.diena tie samazinajas sekojosas grupas:AMPD, biomaterials 1 un biomaterials 2.

. P&c AMPD aktivas vielas divu atskirigu lielu devu akita i.v. ievadiSanas ICR pelém tika

noverotas svara un temperatiiras izmainas.

Citokinu Itmeni pelu péc akitas toksicitates noteik$anas asins plazma palielinajas péc

4h, bet péc 8h un 24h analiz&to citokinu Iimenis atgriezas kontroles limeni.

. Limfocitu un neitrofilu skaita izmainam pelu asins plazma péc 4h korele ar citokinu

pieaugumu.

. Dabigais immunomodulators ir droSs un efektivs diabétisko brii¢u dzisana, jo lokali un

sist€émiski neizraisa iekaisuma reakciju.
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ELISA metode

Metodi veica péc reagentu komplekta razotaja (Cloud-Clone Corp.) rekomendacijam.

1. sagatavo 96-laucinu ELISA plati un ar saistiSanas antivielu iepildija 100 puL katra no 96
— laucinu plates. Plati parklaja ar plévi un inkubg&ja pa nakti istabas temperatiira;

2. nakosa diena plati mazga tris reizes mazgaja ar 200 uL. mazgasanas buferi (0,05%
Tween 20/PBS);

3. katram laucinam pievieno 300 pL blok&Sanas buferskidumu (1% BSA/PBS) un inkubé
1h istabas temperatiira;

4. Plati mazga 3 reizes ar 200 pL mazgasanas buferi,

5. Katra no plates lauciniem (duplikatos) iepilda 100 uL parauga vai proteinu standartus
(2000 — 31,25 pg/mL), kas attiecigi atSkaiditi ar 1% BSA/PBS, inkubg 2h istabas
temperatura;

6. Plati mazga 3 reizes ar 200 pL mazgasanas buferti,

7. Katram laucinam pievieno 100 pL detekcijas antivielu, kas ar 1% BSA/PBS atskaidita
11dz koncentracijai 200 ng/mL. Plati parklaj ar adhezivo plévi un divas stundas inkubg
istabas temperattira, péc tam plati atkal mazga;

8. Katram laucinam pievieno 100 pL ar HRP saistitu streptavidinu, kas attieciba 1:200
atskaidits ar 1% BSA/PBS. Plati parklaj ar adhezivo plévi un foliju un 20 min inkubg
istabas temperatiira. P&c tam atkarto plates mazgasanu;

9. Katram laucinam pievieno 100 pL substrata $kiduma (1:1, HoO2: tetrametilbenzidins),

un plati 20 min inkubg istabas temperatiira, pirms tam to parklajot ar adhezivo plévi un
foliju, pasargajot no gaismas;
10. P&c inkubacijas krasu reakciju apstadingja, katram laucinam pievieno 50 pL 2N H2SOy4
11. Nosaka proteinu koncentraciju, izmantojot mikroplasu spektrofotometru un nolasa katra

laucina optisko blivumu pie gaismas vilpu garuma 450 nm.
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Multipleks metode

ST metode tika veikta péc razotaja rekomendacijam , balstoties uz komerciali pieejama

reagentu komplekta Milliplex MAP kit ( Millipore,Vacija) protokola:

10.

11.

Sagatavo metodei nepiecieSamos 25uL standartSkidumus, kvalitates kontroles
vai analiz€jamos paraugus ;

Centrifugé méramos paraugus pie 12000 apgr./min 15 mintes;

Sagatavo 96 — laucinu plati, kuru mazga 10 mintites istabas temperatiira uz
kratitaja ar mazgasanas buferi.

Buferi izlej, atbilstosi sapilina standartus, kvalitates kontroles un paraugus;
Pievieno vorteksétu magnétisko lodiSu — analitu maistjumu, noslédz plati ar
optisko plévi un foliju un inkubg to uz kratitaja uz visu nakti +4°C.

Plati uzliek un pietur uz speciala magnéta, veicot mazgasanu (200 pL) divas
reizes un péc tam to nonem,;

Pievieno 25uL detekcijas antivielas katram laucinam, plati atkal noslédz ar
optisko plévi un foliju un inkub€ 1 h uz kratitaja istabas temperatiira.

Nenolejot detekcijas antivielas, pievieno 25uL streptavidinia-fikoeritrina
maistjumu. plati noslédz ar optisko plévi un foliju un inkub& 30 min uz kratitaja
istabas temperatura.

P&c inkubacijas plati mazga divas reizes ar buferskidumu 200 uL, uzliekot plati
uz magneta;

Pievieno 125uL lodisu nesgjbuferi visiem lauciniem un inkub& 5 min uz aktiva
plasu kratitaja;

Datus nolasa izmantojot Luminex 200 programmu.
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