ABSTRAKT

Dermalni fibroblasty hraji dtilezitou roli regulaci procesu hojeni. Migruji do mista poranéni,
mnozi se a produkuji fadu signalizaénich molekul (napt. prozanétlivé interleukiny IL6 a ILS8)
a slozky mimobunécné hmoty (napt. kolagen typu I., hyaluronan, fibronektin). Naruseni
rovnovahy a nacasovani syntézy a odbourdvani téchto molekul mize vést k abnormalnimu
hojeni. Pro rany je typické soucasné pusobeni nékolika stresovych faktorti napf. snizeny
piisun zivin, zanét, bakterialni kontaminace, oxidacni stres atd. Dosavadni in vitro vyzkumy
dermalnich fibroblastti v procesu hojeni simulovaly a popisovaly vliv vzdy pouze jednoho
zZ téchto faktort. Tato dizertacni prace se jako prvni zabyva chovanim dermalnich fibroblasta
v prostiedi dvou soucasné pusobicich klicovych stresovych faktorti rany v 2D in vitro kultute
a v 3D kolagenovych hydrogelech, které byly ptipravovany v nasi laboratofi.

V prvni ¢asti této prace je popsano chovani dermalnich fibroblastli v podminkach rany
tvofené dvéma stresovymi faktory — nizkym mmnozstvim zivin (2% FBS) a prozéanétlivou
slozkou ve formé bakterialniho lipopolysacharidu (LPS). Studované parametry chovani bunék
zahrnuji metabolickou aktivitu, proliferaci, morfologii, migraci, produkeci IL6 a IL8, syntézu
kolagenu typu I a produkci matrix metalloproteinaz (MMPs) 2 a 9. Byla prokazana zvySena
metabolickd aktivita v prostfedi nizkych Zivin a LPS, zatimco proliferace v obou podminkach
byla v ¢ase konstantni. Dale byla prokazana zvySend migrace bunék v pfitomnosti LPS.
Produkce prozéanétlivych IL6 a IL8 bylo potencovano LPS. Prostiedi nizkych zivin
zmirnovalo zménu fibroblasti v myofibroblasty a tento efekt byl pfitomnosti LPS umocnén.
Remodelacni schopnost bunék projevujici se zvySenim produkce MMP2 byla ovlivnéna
v prostfedi nizkych zivin. Produkce kolagenu nebyla ovlivnhéna ani jednim stresovym
faktorem.

V druhé casti této prace je model rozSiten o piitomnost rozpustnych faktora
produkovanych bakteriemi bézné se vyskytujicich v ranach (Staphylococcus aureus
a Pseudomonas aeruginosa). Zmény chovani dermalnich fibroblastd jsou studovany 1)
V jednodruhovych podminkéach (v prostiedi jednoho bakteridlniho druhu) a 2) ve tfech tzv.
polybakteridlnich podminkéach (plisobeni obou bakteridlnich druhti soucasng), které se lisi
zpusobem piipravy. Studované parametry bunék zahrnuji proliferaci, morfologii, migraci,
produkcei IL6 a IL8 a syntézu kolagenu typu I. Proliferace bun¢k byla sniZena rozpustnymi
faktory z P. aeruginosa a smési rozpustnych faktorii obou pouzitych bakterialnich druhg.
Morfologie byla vyrazné narusena rozpustnymi faktory z P.aeruginosa a S. aureus

kultivovanymi spole¢né. Pouze smés rozpustnych faktorii potla¢ila migraci bunék. Dale byl



prokazan prozanétlivy uéinek P. aeruginosa na dermalni fibroblasty projevujici se zvySenou
produkci IL6 a IL8. Syntéza kolagenu ovlivnéna rozpustnymi faktory nebyla. Rozpustné
faktory z S. aureus nemély na fibroblasty zadny vliv.

Tteti cast této dizertacni prace porovnava chovani dermélnich fibroblastt v 2D a 3D
kultufe. Obdobné jako vprvni ¢asti je 1 v3D kultufe studovan vliv nizkych zivin
a pritomnosti LPS na chovani bun¢k. Studované parametry zahrnuji schopnost kontrakce
kolagenového hydrogelu, metabolickou aktivitu, proliferaci a zmény v morfologii. Typ
kultivace metabolickou aktivitu neovliviioval. Metabolicka aktivita v ¢ase vzrustala v 2D i 3D
kultufe. Podminky rany — nizké ziviny a ptitomnost LPS — na metabolickou aktivitu bunék v
2D a 3D kultufe vliv také nemély. Zatimco proliferace bunék v 2D kultufe mirné vzristala,
v 3D kultufe burniky neproliferovaly. V podminkach rany byla proliferace bunék v 2D i1 3D
kultufe konstantni. Dale byla prokdzana naruSena schopnost kontrakce v prostiedi nizkych
zivin a LPS. Morfologie bun¢k se v 2D a 3D kultufe liSila. V 2D kultute byly bunky zplostelé
a vieténkovité, v 3D kulture mély buniky tvar hvézdicovity.

V posledni ¢asti predkladané prace je popsana optimalizace metod pro stanoveni
absolutniho poc¢tu bunék v 2D a 3D kulturach. Metody pro stanoveni absolutniho po¢tu bunék
se dosud nepouziva a jejich popis tak tvoii vyznamnou ¢ast této prace. Metoda pro stanoveni
absolutniho poctu bun¢k v 2D kultufe je zde pouzita pro stanoveni bunééné proliferace v ¢ase
a pro vztazeni dat ziskanych jinymi metodami na pocet bun¢k v daném case.

Tato dizertacni prace objasiiuje chovani dermalnich fibroblasti v podminkach rany
v 2D a 3D in vitro kulturach a optimalizuje metody pro stanoveni absolutniho poctu bungk.
Nejvétsimi piinosy této prace shledavame 1) ve vytvofeni dvoufaktorového in vitro modelu
rany a rozsahlém studiu chovani dermalnich fibroblasti v tomto prostiedi a 2) v moznosti
vyuziti unikatnich metod pro stanoveni absolutniho poctu bun¢k v dalsim vyzkumu nejen

dermalnich fibroblastu.



