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Uvod

Oxid dusnaty (NO) je molekula, ktord bola v minulosti oznacovana za plyn s negativnym
dopadom na zivotné prostredie. Historicky prelom v ére NO nastal v roku 1992, ked’ ho ¢asopis
Science oznacil za molekulu roka avroku 1998, ked’ Furchgott, Murad a Ignaro ziskali
Nobelovu cenu za objav NO ako signalnej molekuly v kardiovaskularnom systéme. Toto
ocenenie vzbudilo tak vel'ky zadujem, ze sa NO dostal do popredia odbornych ¢asopisov.

V sucasnosti je uz vedecky dokazané, ze NO je molekula s vyznamnym pleotropnym tG¢inkom
v organizme, schopna pdsobit’ ako vol'ny radikal a sti€asne aj ako biologicka signalna molekula.
Zarad'uje sa medzi dolezitych mediatorov fyziologickych, ale i patologickych dejov. Aj ked’
ma kl'a¢ovy vyznam pri poskodeni tkaniva a rozvoji zapalu, rovnako dolezity je aj jej efekt na
aktivaciu repara¢nych procesov v organizme. Regulacny U¢inok NO ma svoju ulohu pri
obnovovani integrity poskodené¢ho tkaniva. NO wuvolneny v reparovanom tkanive
prostrednictvom induktivnej NO syntazy (NOS2) a endotelovej NO syntazy (NOS3) reguluje
tvorbu kolagénu, proliferaciu a diferencidciu buniek na zvieracich modeloch hojenia ran.
Delécia génu pre NOS2 spomal’uje hojenie, a naopak experimentdlne podanie donorov NO
zlepSuje hojenie ran. Z toho dovodu sa donory NO povazuju za terapeutické latky v procese
hojenia ran a v sti€asnosti je cielom liecby chronickych ran za¢lenenie NO do polymérov pri
vyrobe krycich materialov (2).

Cielom predlozenej prace bolo overit tvorbu NOS2 a NOS3 v procese reparacie za
fyziologickych podmienok a u pacientov s prebiehajiicou komplikaciou diabetes mellitus.

Material a metody

Zakladny subor stidie tvorilo 5 pacientov bez diabetes mellitus s hojacou sa koznou ulceraciou
a 22 pacientov s diabetes mellitus s rozvinutou diabetickou nohou v §tadiu hojenia. Ziskany
biopticky material u pacientov bez diabetes mellitus pochadzal z archivu Ustavu patologickej
anatomie Lekarskej fakulty Univerzity Komenského v Bratislave. Pacienti s diabetes mellitus
boli sucastou projektu DIASTEM ,,Vyuzitie mezenchymalnych kmenovych buniek
v kombinécii s d’al§imi podpornymi biologickymi postupmi v liecbe chronického diabetického
vredu®. Pacienti boli pou€eni a podpisali informovany suhlas. RieSenie projektu bolo schvélené
etickou komisiou Nemocnice s poliklinikou, Malacky. Cast’ pacientov s diabetes mellitus bola
lieCena larvalnou terapiou, ktora mala prispiet’ k odstraneniu nekrotickych buniek a podporit
hojenie tkaniva. Inkliznym kritériom pri vybere zdkladného suboru bolo, aby na zaklade
klinickej spravy i8lo o chronicky vred s dobou hojenia dlhSou ako 10 dni.
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Pacientom bola odobratd vzorka zhojacej sa rany, ktora bola Standardne histologicky
spracovana. Nasledne po 1 mesiaci bola odobraté kontrolna vzorka z hojaceho sa granulacného
tkaniva. Sucasne boli pripravené 2 paralelné rezy, ktoré boli imunohistochemicky farbené
s pouzitim komer¢nych protilatok proti NOS2 a NOS3. V hodnotenom tkanive sme sa sustredili
samostatne na loziska granulaéného tkaniva, charakteristické neovaskularizaciou so
sprievodnym zapalom a na loziska zapalovo nezmenenej dermy v okoli ulceracie. Pozitivita
proteinov bola vySetrena svetelnym mikroskopom a kvantifikovana morfometricky s vyuzitim
obrazového analyzatora Fiji. Pozitivitu sme nasledne vyjadrili ako pomer k prislusnej
priemernej pozitivite v kontrolnej skupine pacientov bez diabetes mellitus. Takto ziskané
vysledky sme Statisticky spracovali a vyjadrili ako priemer +Standardna chyba merania.

Vysledky

NOS2 vykazovala pocas reparacie v granulacnom tkanive pravidelnu expresiu v cievnom
endoteli, pericytoch a v okolitych zéapalovych bunkédch. U pacientov s diabetes mellitus
pozorujeme signifikantne vyS$Siu expresiu NOS2 v reparujicom sa granulatnom tkanive
(Serveny a zeleny stipec) ako u pacientov s ulceraciou koze bez diabetes mellitus (biely stipec).
Expresia NOS2 vsak signifikantne poklesla po 1 mesiaci larvalnej terapie (zeleny stipec), ale
nad’alej ostala signifikantne vysSia. Tento jav je schematicky zndzorneny na obrazku 1.

* %k ] K
1.4 & DM

1 % % % % % % % %

] 11 DM-LT
1.2

] ==
1.0

! I |

K DM DM-LT

Obrazok 1 NOS2 pocas reparacie v granulacnom tkanive

Vyjadrené ako index v porovnani vo¢i pozitivite v okolitom tkanive u pacientov bez diabetes
mellitus. ™ p<0,001, ™ p<0,01 v porovnani voéi kontrolnej skupine pacientov bez diabetes
mellitus, ~*" p<0,001 v porovnani pred lie¢bou larvalnou terapiou.

Expresia NOS2 pocas reparacie v okolitom tkanive taktiez ako pocas reparacie v granulacnom
tkanive vykazovala pravidelnu expresiu v cievnom endoteli, pericytoch a v okolitych
zapalovych bunkach. U pacientov s diabetes mellitus pozorujeme signifikantne vyssiu expresiu
NOS?2 v okolitom tkanive ako u pacientov v kontrolnej skupine bez diabetes mellitus. Vysledky
pozorovania si schematicky znazornené na obrazku 2.

Zda sa teda, Ze samotny DM priamo vedie k zvySenej expresii NOS2.
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Obrazok 2 NOS2 pocas reparacie v okolitom tkanive

Vyjadrené ako index v porovnani voc¢i pozitivite v okolitom tkanive u pacientov bez diabetes
mellitus. ~** p<0,001 v porovnani vo&i kontrolnej skupine pacientov bez diabetes mellitus.

Pocas reparacie v granulacnom tkanive dominuje najmi pozitivita NOS3 v cievnom endoteli
a v okolitych pericytoch, pricom pozitivitu NOS3 pozorujeme aj v okolitych zapalovych
bunkéach. U pacientov s diabetes mellitus s komplikaciou diabetickej nohy pozorujeme
signifikantny pokles expresie NOS3 v reparujucom sa granula¢nom tkanive v porovnani
s pacientami bez diabetes mellitus s ulceraciou koze.
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Obrazok 3 NOS3 pocas reparacie v granulacnom tkanive

Vyjadrené ako index v porovnani voc¢i pozitivite v okolitom tkanive u pacientov bez diabetes
mellitus. ~** p<0,001 v porovnani vo&i kontrolnej skupine pacientov bez diabetes mellitus.
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Pocas reparacie v okolitom tkanive dominuje najmi pozitivita NOS3 v cievnom endoteli
a v okolitych pericytoch. U pacientov s diabetes mellitus s komplikaciou diabetickej nohy
pozorujeme napadny pokles expresiec NOS3 v okolitom tkanive v porovnani s pacientami
s ulceraciou koze bez diabetes mellitus. Tato signifikantne stiipa po 1 mesiaci larvalnej terapii,
¢o schematicky znazornuje obrazok 4.
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Obrazok 4 NOS3 pocas reparacie v okolitom tkanive

Vyjadrené ako index v porovnani voci pozitivite v okolitom tkanive u pacientov bez diabetes
mellitus. ~" p<0,001 v porovnani voéi kontrolnej skupine pacientov bez diabetes mellitus,
" p<0,001 v porovnani pred lie¢bou larvalnou terapiou.

Diskusia

Oxid dusnaty je biologicky aktivna molekula, ktorda ma v tkanivach vyznamnu ulohu pri
aktivacii reparacnych procesov. Regulacny uc¢inok oxidu dusnatého ma ulohu pri obnoveni
integrity poskodené¢ho tkaniva (2). Uvazuje sa, ze prave zmenena produkcia NO sa moze
podiel’at’ na zmenach reparacie tkaniva za patologickych podmienok.

Vyhodnotenim expresie NOS3 u pacientov s diabetes mellitus sme pozorovali jej signifikantne
nizs§iu expresiu tak v reparujicom sa granulatnom tkanive, ako aj v okolitom tkanive,
v porovnani s pacientami bez diabetes mellitus. Taktiez sme vSak zistili, ze pacientom
s diabetes mellitus, ktorym bola podana larvalna terapia sa expresia NOS3 v okolitom tkanive
signifikantne zvysila po prvom mesiaci, pricom expresia v granula¢nom tkanive bola u oboch
skupin pacientov s diabetes mellitus rovnaka. Predpokladame, ze pokles tvorby NO
prostrednictvom NOS3 sa moze podielat’ na patologickych zmenach mikrocirkulacie pri
ochoreni diabetes mellitus aj za fyziologickych podmienok. Podobné vysledky preukazal aj
Safiah Mokhtar a kol. (2013), ktori publikovali §tadiu, ktorej vysledky tiez ukazuju, Ze expresia
NOS3 je znizena u diabetickych pacientov v porovnani s nediabetickymi kontrolami.
Predpokladaju, Ze tento patomechanizmus moéze suvisiet' s vysokymi hladinami glukozy
v plazme, nakol'’ko uz Ding a kol. (2000) a Srinivasan a kol. (2004) zistili, ze expresia NOS3
v prostredi s vysokou koncentraciou glukézy je znizend, v porovnani s prostredim s nizSou
koncentraciou glukozy.

V pripade expresie NOS2 pozorujeme u pacientov s diabetes mellitus signifikantne zvySenu
expresiu NO syntdzy v reparujicom sa granulacnom tkanive, ako aj v okolitom tkanive.
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Diabetes mellitus je charakteristicky zapalovym fenotypom v reparujucom sa tkanive. Liu
a kol. (2008) preukazali, ze diabetes mellitus u pacientov vedie k up-regulacii expresie NOS2.
Podobny nalez publikovali aj Bahadoran a kol. (2019), ktori taktiez opisali zvySenl expresiu
NOS2 u pacientov s diabetes mellitus v dosledku zapalovych cytokinov. Hoci je syntéza NO
pocas hojenia nevyhnutna, ak sa teda sa NO produkuje vo vyssej miere v dosledku zvysSenej
aktivity NOS2, posobi NO vo vysSich koncentraciach prooxida¢ne a predlzuje zapalova fazu
hojenia rany. ZvySena aktivita enzymu preto paradoxne mdze viest' k potlaceniu bunkove;j
proliferacie, syntézy kolagénu ak poruche uzatvarania rany. Vysoka syntéza NO
prostrednictvom NOS2 moze byt’ Sskodliva, ak pokracuje aj po prvych dnoch hojenia (4). Tento
patomechanizmus je pric¢inou rozvoja chronickych ran u pacientov s diabetes mellitus a
zabranuje prechodu zo zapalovej fazy do proliferativnej fazy hojenia atak brani v tvorbe
nového a zdravého tkaniva (6).

Konstatujeme, ze u pacientov s diabetes mellitus je vysSia hladina NOS2 a zaroven nizSia
hladina NOS3 v procese reparacie v granulacnom a okolitom tkanive ako u pacientov bez
diabetes mellitus. Ked'ze rozdiel medzi skupinami je napadny a signifikantny, predstavuje toto
zistenie mozni cestu v buducnosti pre lieCebné postupy ovplyviiujice regulacie
sprostredkované prostrednictvom NO pri liecbe diabetickej nohy ako zavaznej komplikacie
ochorenia diabetes mellitus.
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