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ABSTRAKT
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Nazov diplomovej prace: Stidium migracie buniek ovplyvnenych sirnym yperitom

Sirny yperit je vysoko toxickd chemicka latka. Z pohl'adu toxikoldgie ju radime
medzi pluzgierotvorné chemické latky ajej pouzitie je zakdzané medzinarodnym
,Dohovorom o zakaze vyvoja, vyroby, hromadenia a pouzitia chemickych zbrani a o ich
zni¢eni“. Aj napriek tomu bola vSak tato latka v minulosti zneuzitd v niekolkych
ozbrojenych konfliktoch a teroristickych Gtokoch. Pri kontakte s 'udskou koZou dochadza
k tvorbe typickych pluzgierov naplnenych nazltlym exsuditom. Sirny yperit ma
cytotoxické a cytostatické U¢inky na zivé tkanivo, a preto je liecba takychto 1ézii
mimoriadne obt'azna.

Téato praca sa zaobera hodnotenim hypotézy, ¢i mozu rastové faktory IGF, KGF
a EGF prispiet’ k rychlejSej regeneracii tkaniva zasiahnutym yperitom. Metodou ,,scratch
wound healing assay‘‘ bol hodnoteny vplyv uvedenych rastovych faktorov na kolektivnu
migraciu buniek keratinocytov HaCaT a koZnych fibroblastov HDFa v podmienkach
in vitro.

Nase vysledky ukazuju, Ze toxické t€inky sirneho yperitu natol’ko inhibuji migraciu
buniek, Ze sa pozitivny vplyv testovanych rastovych faktorov behom 24 hodinového
intervalu prejavil len vel'mi mierne, ¢o viedlo k Statisticky nesignifikantnym vysledkom.

V niektorych pripadoch doslo aj k inhibicii bunkovej migracie.
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Title of diploma thesis: Study of the migration of cells affected by sulfur mustard

Sulfur mustard is a highly toxic chemical agent. From the point of view of
toxicology, it is classified as a blistering agent, and its use is prohibited by the Chemical
Weapons Convention. However, this substance has been used in several armed conflicts
and terrorist attacks in the past. When it comes in contact with human skin, it produces
typical blisters filled with a yellowish exudate. Sulfur mustard has cytotoxic and
cytostatic effects on living tissue, and therefore the treatment of such lesions is extremely
difficult.

This thesis is focused on the in vitro evaluation of the possibility of employing
growth factors IGF, KGF, and EGF in the wounding process of sulfur mustard-damaged
tissue. The effect of these growth factors on collective migration of HaCaT keratinocytes
and HDFa skin fibroblasts under in vitro conditions was evaluated using the “scratch
wound healing assay” method.

Our results show that the toxic effects of sulfur mustard inhibit cell migration to such
an extent that the positive effect of the growth factors tested during the 24-hour interval
was only very slight, leading to statistically insignificant results. In some cases, inhibition

of cell migration also occurred.
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1 UVOD

Migracia buniek je vyznamnou suCastou procesu hojenia ran. Tohto deja sa
zucCastiuju rozne typy buniek a rad chemickych latok ako su cytokiny alebo zapalové
mediatory. Laboratdérne je mozné sledovat’ bunkovi migraciu v podmienkach in vitro
metoédou ,,scratch wound healing assay”, ¢o mozno volne prelozit ako ,metdda
zacel'ovania rany*. Pretoze tato metoda umoziuje sledovat’ kolektivnu bunkovu migraciu
za definovanych podmienok, vyuzili sme ju pre hodnotenie vplyvu rastovych faktorov na
migraciu buniek.

Nasim ciel'om bolo zistit,, ako rastové faktory IGF, KGF a EGF ovplyviiuji migraciu
buniek l'udskych keratinocytov a koznych fibroblastov, ktoré boli navyse ovplyvnené
sirnym yperitom. Sirny yperit je pluzgierotvorna bojova chemicka latka s cytotoxickym
a cytostatickym ucinkom. Spdsobuje typické kozné 1ézie, ktoré sa komplikovane hoja.
Pozitivny vplyv rastovych faktorov na proces hojenia by mohol vyrazne skratit’ dobu

rekonvalescencie a znizit’ riziko infekcie chronicky hojacej rany.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Sirny yperit

Sirny yperit (bis(2-chlorethyl)sulfid, HD; obr. 1) je vysoko toxicka latka, ktort
z pohl'adu vojenskej toxikologie radime medzi pluzgierotvorné bojové chemické latky.
Do tejto kategorie rovnako patri aj skupina dusikatych yperitov (HN-1, HN-2 a HN-3),
lewisit (L) a fosgenoxim (CX). HD bol pouzity v mnohych vojnéch a medzistatnych
konfliktoch. Zname je jeho prvé pouzitie Nemcami v 1. svetovej vojne pri
zautoceni na Belgicko, pouzitie Irakom v Irdnsko-Irackom konflikte alebo pocas
konfliktov v Syrii v roku 2015 (Nourani et al. 2017; Rose et al. 2018; Smith et al. 1995;
Wattana a Bey 2009). Sirnym yperitom mozZe byt’ naplnend chemickd municia r6zneho
typu, napriklad vo forme pozemnych min, delostreleckych granatov, minometného
streliva alebo rakiet. Zamorenie uzemia moze pretrvavat’ az niekol’ko tyzdiov v zavislosti
na klimatickych podmienkach. Pary HD su tazsie nez vzduch a preto maju tendenciu sa

hromadit’ v nizko poloZenych oblastiach terénu (Wattana a Bey 2009).

m/\/s\-//\m

Obr. 1 Chemicky vzorec sirneho yperitu (upravené podl'a Wattana a Bey 2009)

Zatial' neexistuje Ziadne Specifické antidotum, ktoré by sa dalo pouZit' v terapii
zasiahnutych osob. Zéklad starostlivosti spoc¢iva v symptomatickej liecbe. Letalita
intoxikovanych HD je nizka, av§ak komplikovana rekonvalescencia a rozvoj neskorSich

a trvalych nésledkov nepriaznivo ovplyviiuje kvalitu Zivota jedinca (Khan et al. 2017).

2.1.1 Fyzikalno-chemické vlastnosti

V (Cistom stave je destilovany sirny yperit bezfarebné olejovita kvapalina. V tejto
forme je takmer bez zapachu, popripade je len slabo citit’ po cesnaku alebo hor¢ici. Tmavo
hnedé zafarbenie a typicky zdpach moze byt =zapri¢ineny obsahom necistot
pochéadzajucich z procesu chemickej syntézy (vychodiskové latky, medziprodukty,
vedlajSie produkty) alebo produktami vzniknutymi dlhodobym skladovanim ako je
napriklad sesquiyperit (1,2-bis(2-chlorethylsulfanyl)ethan). HD je len obmedzene
rozpustny vo vode (0,07 % pri 10 °C) za sucasného hydrolytického rozkladu. Rychlost’



hydrolyzy zvySuje alkalické prostredie a vysoka teplota. Naproti tomu v organickych
rozpustadlach je HD rozpustny neobmedzene (Wattana a Bey 2009). Stihrn fyzikalne-

chemickych vlastnosti je uvedeny v tabulke 1.

Tabulka 1 Fyzikalno-chemické vlastnosti sirneho yperitu (upravené podla Jost et al. 2018;
Wattana a Bey 2009)

Sumarny vzorec C4HsCILS

Vzhlad Bezfarebna olejovita kvapalina
Bod varu 215az217 °C

Bod tuhnutia 14,50 °C

Specificka hustota 1,27 g-em™ (20 °C)

Tlak nasytenych par 96,1 Pa (20 °C)

Prchavost 610 mg-m> (20 °C)
Rozpustnost’ vo vode 0,092 g v 100 g vody (22 °C)
Rozpustnost’ v organickych rozpustadlach Neobmedzene

Zapach Slabo po cesnaku alebo hor¢ici

2.1.2  Utinky na Pudsky organizmus

HD mé na tkaniva ludského organizmu devastujice ucinky. Pri kontakte
s povrchom tela dochddza k zdvaznému poskodeniu podobnému popalenine II. stupiia,
ktoré sa hoji len vel'mi pomaly a je sprevadzané radom komplikacii (Goswami et al.
2021). Cielové organy pri intoxikacii kvapalnou formou, aerosolom alebo parou st o¢i,
dychacie cesty a koza. Miera zavazZnosti intoxikdcie potom zavisi predovSetkym
na velkosti obdrzanej davky ale aj na d’alSich faktoroch (Shakarjian et al. 2010).

HD Tlahko penetruje roznymi materialmi, rychlo prechadza cez odev a dostava sa
do kontaktu s pokozkou. Pri expozicii vysokymi ddvkami HD dochadza okrem lokalneho
poskodenia aj ku prieniku HD do systémového obehu, kde hrozi poSkodenie vnutornych
organov. Su zname aj jeho karcinogénne, mutagénne a teratogénne ucinky (Firooz et al.

2011; Smith et al. 1995).

Po kontakte s kvapalnou alebo plynnou fazou HD je nutné o najrychlejsie
odstranit’ kontaminovany odev a vykonat’ odmorenie zasiahnutej pokozky. Nechranené,
kontaminované cCasti tela je doporucené oplachovat’ po dobu asponn 10 minut pitnou

vodou, popripade s pouzitim mydla. Nesmie sa vyvolavat’ zvracanie (Tianyi 2014).
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Prvé klinické priznaky intoxikécie sa objavuji s casovym odstupom po prvom
kontakte s HD. Pri zasiahnuti o¢i pozorujeme prvé zmeny uz za 10 mintt. V pripade koze

je ale doba latencie az niekol’ko hodin (Nourani et al. 2017).
Zasiahnutie oka sirnym yperitom

Pre vodno-slizni¢ny povrch rohovky, spojovky a vysokej metabolickej aktivity
epitelovych buniek rohovky patria o€i k najcitlivej$im organom na HD (Balali-Mood
a Hefazi 2005; 2006; Etezad-Razavi et al. 2006; Ghabili et al. 2010). Akutna intoxikacia
parami sa prejavuje konjunktivitidou, edémom oc¢nych vieCok, slzenim, midzou,
fotofobiou a silnymi bolestami oc¢i. Expozind davka par menSia nez 50 az
100 mg-min'-m™ sposobuje l'ahkt konjunktivitidu. Stredna intoxikécia davkami 100 az
200 mg-min’'-m™ zapri¢itiuje lézie o¢nych vietok arohovky. Davky HD vyssie nez

Im3 vyvolajii limbalnu vaskularizaciu rohovky aZ docasnu slepotu.

200 mg-min
Pri tychto koncentracidch zaroveil nastupuju aj prejavy systémovej intoxikacie HD
(Balali-Mood a Hefazi 2005; 2006; Etezad-Razavi et al. 2006; Kehe a Szinicz 2005).
K regeneracii epitelovych buniek rohovky dochadza po 4 az 5 ditoch. Uplné zotavenie
modze trvat’ az 6 tyzdnov. Zasiahnutie oka kvapalnym HD moéze zapriCinit’ perforaciu
rohovky a tym aj trvalu stratu zraku (Balali-Mood a Hefazi 2005; 2006; Ghabili et al.
2010).

Postihnutie respira¢ného systému

Hoci s o¢i najcitlivej§im miestom, najviac imrti je spojenych s poSkodenim
respira¢ného systému. Pri inhalacnej expozicii st zasiahnuté najma horné dychacie cesty.
Rozvoj priznakov ako je bolest’ v nosnej dutine, zvySena sekrécia sliznic, kychanie
a bolest’ hrdla nekoreluje priamo s koncentraciou HD v zamorenom priestore, ale je
zavisly na intenzite respirdcie. Neskor sa pridaju respiratné komplikacie ako kasel,
dychavicnost’, nddcha, upchany nos alebo obstrukcia hornych dychacich ciest (Balali-

Mood a Hefazi 2005; 2006; Ghabili et al. 2010; Kehe a Szinicz 2005).

Poruchou frekvencie dychania a vymeny kysliku a oxidu uhli¢itého méze dojst’
k metabolickej alkaloze, aciddze alebo k hypoxii (Nourani et al. 2017). Systémovo
absorbovany HD poskodzuje kostni dreii a imunitny systém, ¢o podporuje vznik
bronchidlnych infekcii (Kehe a Szinicz 2005). Infekcia hornych dychacich ciest sa
rozvinie v priebehu 36 az 48 hodin po expozicii. Prechadza az do bronchopneumonie,

smrt’ mdze nastat’ v ¢asovom rozptyle od druhého dia az do 4 tyzdinov od expozicie.
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Predlzené zotavenie trvajuce 1 az 2 mesiace vedie k nekrotickej bronchopneumonii

(Balali-Mood a Hefazi 2006).

Dlhodoba expozicia par HD mdéze zapri¢init’ poskodenie dolnych dychacich ciest,
prejavujuce sa produktivnym kaslom s hnisavym sptitom, dychavi¢nostou a moznym
krvacanim do alveol. Dgjst' mdze az k pl'icnej infekcii ¢i gangréne (Balali-Mood a Hefazi

2005; 2006; Ghabili et al. 2010).

Vo vseobecnosti poskodenie respiraéného traktu zahfiia chronickil bronchitidu,
emfyzém a tracheobronchomaldciu. Chronickd bronchitida patri medzi neskorSie
komplikacie expozicie HD v dolnych dychacich cestdich. Hypoxémia a hyperkapnia
z astmatickej bronchitidy vedi k chronickej obstrukénej choroby plic (CHOPN),
cor pulmonale a respiracnému zlyhaniu v koncovych stadiach ochorenia (Balali-Mood et

al. 2011; Rafati-Rahimzadeh et al. 2019).
Perkutanna expozicia sirnemu yperitu

Ludska koza mé vysoku afinitu k lipofilnym latkam, a preto HD penetruje vel'mi
Pahko jej $truktarami, ktoré viak zaroveh poskodzuje. Rozsah a dizka hojenia koznych
1ézii je priamo Uimernd koncentracii a ¢asu, po ktory je HD v kontaktu s pokozkou

(Darchini-Maragheh a Balali-Mood 2018).

Pociato¢nou reakciou koze pri prahovej davke HD (kvapalina 10 a7 20 g-cm™; pary
100 az 300 mg-min'-cm™) je séervenanie a svrbenie. Pri vyssich davkach HD (kvapalina
40 az 400 g-cm?; pary 1000 az 2000 mg-min™'-cm™) nasleduje tvorba malych pluzgierov.
Maju tenku stenu, spociatku st vyplnené riedkou, ¢irou tekutinou, ktora prechadza do
zltkastého zafarbenia (Kehe et al. 2009; Rafati-Rahimzadeh et al. 2019). Pluzgiere su
charakteristické svojim kupolovym tvarom s priemerom 0,5 aZ 5 cm (Poursaleh et al.
2012). Tieto pluzgiernaté Utvary vznikaji najmé na teplych a vlhkych miestach v okoli
nosenia tesného oblecenia, ako napriklad genitélie alebo podpazusie (Kehe et al. 2009;
Rafati-Rahimzadeh et al. 2019). Pluzgiere naplnené exsudatom sa premienaju na
bolestivé, rozsiahle rany s masivnym zapalom (Kehe a Szinicz 2005; Rose et al. 2018).
Po Case sa spajaju a vytvaraju vel'ké rozsiahle pluzgiernaté utvary. Po dlh§om ¢asovom
useku, priblizne 2 az 6 tyzdinoch, dochddza k nekrotizacii pluzgierov a alergickym
koznym reakciam (Poursaleh et al. 2012). Vel'ké pluzgiere maju tendenciu praskat’, ¢im
dochadza k er6zidm, stenceniu vrstvy koze akulcerdcii. V tychto miestach vznika

nekroza tkaniva nasledovana tvorbou chrast. Po 4 az 6 diioch sa za¢ne chrasta odlupovat’
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a d’alSie 2 az 3 tyzdne ostava na danom mieste pigmentova jazva (Balali-Mood a Hefazi

2005; 2006).
Liecba

HD poskodzuje zivé tkanivo neSpecificky mnohymi mechanizmami, a preto
nemozno jednoducho zasiahnut’ proti tejto latke pouzitim kauzalneho antidota. Liecba
o zasiahnuté osoby teda spociva v tiSeni symptomov a celkovej metabolickej podpore
pacienta (Tianyi 2014). Taktiez je dolezité zamedzit’ infekcii ran, vyuziva sa aj cielena

antibioticka liecba infekcie a podpora hojenia (Ghanei et al. 2010).

Stratégia lieCby je zaloZzend na ddkladnej dekontaminacii postihnutych miest,
lokélnej aplikacii protizapalovych masti a krémov, Castej vymene obvizov, podavani
systémovych antiflogistik alebo antibiotik a monitorovani stavu telesnych tekutin
a elektrolytov. Rovnako je mozZzné pouzitie analgetik, opioidov a antihistaminik (Ghanei

et al. 2010; Rose et al. 2018; Saladi et al. 2006).

Chirurgické alebo laserové odstranenie postihnutej oblasti dokéaze skratit’ Cas
potrebny na uzatvorenie rany na kozi, ato aj v pripade dlhodobého posobenia HD
po dobu niekol’kych dni. Vyhodou laserového osetrenia je kontrola hemostazy v priebehu

operacie a minimalna transplantacia nepostihnutej koze (Graham et al. 2002).

2.1.3 Mechanizmus ucinku sirneho yperitu

Biologické ucinky HD nachadzame na mnohych rovniach, a preto ich nemozno
uspokojivo vysvetlit' jednym mechanizmom. Jeho neSpecificka reakcia s celym radom
biologickych Struktir ma za nasledok rdézne patobiochemické odpovede, ktoré sa
objavujui v ¢asovom nesulade medzi rychlymi chemickymi reakciami s biomolekulami

a poSkodenim tkaniva, ku ktorému dochédza az neskér (Wattana a Bey 2009).

Samotna aktivacia molekuly HD prebieha vo vodnom prostredi. Principom
reakcie je nukleofilna substituicia prvého raddu. V prvom kroku dochadza
k intramolekularnej cyklizacii 2-chlorethylénového retazca, pricom sa odStiepi
chloridovy anion, za vzniku 1-(2-chlorethyl)thiiranium chloridu na jednej strane retazca
(obr. 2). Dalej prebieha substituéna reakcia s nukleofilom (vodou) za vzniku 2-(2-
chlorethylsulfanyl)ethanolu a HCl. Dané reakcie sa odohravaji aj na druhej strane
retazca. Findlnym produktom hydrolyzy sirneho yperitu vo vodnom prostredi je

thiodiglykol (obr. 3) (Jost et al. 2018).
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Obr. 2 Priebeh nukleofilnej substitticie prvého radu (upravené podl'a Wattana a Bey 2009)

[N\ 2 H,0

+\/\ —_— /\/S\/\ + 2 HCI
Cl HO OH

Obr. 3 Hydrolyza sirneho yperitu (upravené podl'a Wattana a Bey 2009)

HD predstavuje vysoko reaktivnu chemicku latku schopnu reagovat aj s latkami
s vel'kou molekulovou hmotnostou vratane DNA, RNA, proteinov, lipidov, ako aj
s mikromolekulami, napriklad glutathionom v cielovych tkanivach (Poursaleh et al.
2012).

Reakciou HD s DNA vznikaju mono- a bifunkéné adukty HD. Monoadukty su
hlavnym produktom alkylacie DNA. Tvoria sa najmé v polohe N7 guaninu, kde vznika
N7-hydroxyethylthioethyl-guanin (obr. 4). Menej Casto sa nachadzaju v poziciach N1
a N3 adeninu, ako napriklad N3-hydroxyethylthioethyl-adenin (Kehe et al. 2009; Panahi
et al. 2018).

+ =
S S ~
CI/\/\/\cl—PCV/\/Q-I-U
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Obr. 4 Mechanizmus HD indukovanej alkylacie (upravené podl'a Shakarjian et al. 2010)
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Monoadukty s povodnym 2-chlorethylenovym retazcom st schopné d’alSej
nukleofilnej substiticie. M6zu reagovat’ s bazami na rovnakom vlakne DNA, popripade
na komplementdrnom dcérskom vldkne a zapriCinuju vnutro- a medziretazcové
kovalentné spojenia (Panahi et al. 2018; Shukla a Mishra 2010). Medziretazcové
kovalentné spojenia mézu zvysit’ mutagenicitu DNA, zamedzit’ prirodzenej denaturacii
DNA, a tym padom pozastavit’ replikéciu a transkripciu DNA. Aj poskodenia vzniknuté
bifunkénymi aduktami sa zle opravuju, vedu k dvojvldknovym zlomom DNA a narusia
komplementarnu sekvenciu. Tym dochédza k stratam vhodného templatu DNA, ktory by
mal vyuzitie pri reparacii (Panahi et al. 2018; Shakarjian et al. 2010).

Pri primédrnom rozpozndvani poskodenia DNA, na zaliatku opravy DNA
a zastaveni bunkového cyklu maju hlavna tlohu mutovana ataxia telangiektazia (ATM),
homolég kvasinkového kontrolného proteinu Mecl, a ataxia telangiektdza spojena
s proteinom Rad3 (ATR) (Kehe et al. 2009; Roos a Kaina 2006). Obe sa aktivuju pri
dvojvlaknovych zlomoch. ATR fosforyluje checkpoint kindzu 1 (Chkl) a checkpoint
kin4dzu 2 (Chk2) kontrolného uzla bunkového cyklu. Tie nasledne destabilizujt aktivator
cyklin-dependentnej kindzy (Cdk) Cdc25A, ¢im inhibuji Cdk (Clarke et al. 2005; Enders
2008; Kehe et al. 2009; Panahi et al. 2018; Roos a Kaina 2006). Aktivacia ATM zavisi
od rozsahu dvojvldknovych zlomov DNA. ATM fosforyluje proteiny p53, nibrin a Breal
(Banin et al. 1998; Ismail et al. 2005; Kehe et al. 2009). Fosforylaciou efektorovych kinaz
Chk1 a Chk2 sa spusta prenos signalov, ktoré reguluji mnohé bunkové funkcie, vratane
transkripénych faktorov, regulatorov bunkového cyklu, apoptickych mediatorov a DNA

reparacnych proteinov (Jan et al. 2020).

Aktivacia a inaktivacia p53 a Cdk prebiehaju po signalizacii, pricom vSetky
spolo¢ne inhibuji bunkovy cyklus. Zastava bunkového cyklu umoziuje reparaciu
poskodenej DNA a nasledne zabraniuje prechodu poskodenej DNA do d’alSej faze cyklu.
V pripade zlyhania opravy vSak nastava apoptoza. KI'ai€ovym faktorom rozhodujicim
medzi apoptézou anekrozou je poly-(ADP-ribéza)polymeraza-1 (PARP-1). Nizke
hladiny PARP-1 signalizuja opravu DNA alebo v pripade zlyhania apoptézu, nadmerna
aktivita ma za nasledok vycerpanie bunkovych zasob nikotinamidadenindinukleotidu
(NAD" a adenozintrifosfatu (ATP), inhibiciu glykolyzy, uvolnenie protedz z tkaniva
a smerovanie bunky k nekréze (Balali-Mood a Hefazi 2005; Panahi et al. 2018;
Shakarjian et al. 2010).
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Uvolnené protedzy z epidermdlnych buniek narGiSaju epidermalno-dermalne
spojenie a rozvijaju poskodenie tkaniva. Dal§ie mechanizmy bunkovej smrti sii spojené
s proteinmi obsahujuce thiolova (-SH) skupinu a s peptidmi ako glutathion. Thiolové
zluCeniny su zodpovedné za oxidacno-redukény stav bunkovych komponentov.
Glutathion je dolezity pri odstraniovani reaktivnych foriem kysliku, zachovani oxida¢no-
redukéného prostredia a zabrdneni straty integrity membrany (Balali-Mood a Hefazi

2005).

Vyznamni ulohu pri apoptdze zohravaju aj idny Ca®*. Po expozicii HD sa navysi
intracelularna hladina Ca*" ako odpoved’ na oxidativny stres. Vplyvom reaktivnych
foriem kyslika sa poSkodzuje transportny systém pre Ca’* lokalizovany
v endoplazmatickom retikule, mitochondriach, a plazmatickej membrane, ¢im je
narusend homeostdza a trvalo narastd hladina volného Ca** (Rosenthal et al. 1998).
Kalmodulin patri medzi regulaény protein viazuci Ca®" iény. HD zapri¢itiuje Sasovo
zavisli indukciu kalmodulinu. Zmeny v intracelularnej hladine Ca?* taktiez vedi

k mitochondridlnej ceste apoptozy (Shakarjian et al. 2010).

Medzi formy bunkového zaniku beznym pre epitelové bunky sa radi aj riadena
bunkova smrt’ anoikis. Dochédza k nej, ked’ bunky prestant ziskavat’ signdly z okolitej
extracelularnej matrix (ECM), napriklad pri poraneni koze indukovanom HD.
Glykoprotein laminin 332 priamo interaguje s integrinmi a3bl a a6b4, zékladnymi
zloZkami hemidesmozémov nachadzajucich sa na bazolatelarnom povrchu. Bez tychto
signalov dochadza k Fas-zavislej, teda vonkajSej, a mitochondrialnej, teda vnutorne;j,

aktivacii apoptozy (Chiarugi a Giannoni 2008; Shakarjian et al. 2010).

Hoci sa HD primérne zameriava na epidermalne bunky, dokazZe priamo alkylovat’
proteiny v koZi, ktoré tvoria ECM. TaktieZ HD znizuje schopnost’ ukladania lamininu na

rozhrani dermis a epidermis (Shakarjian et al. 2010).

2.2 Ludska koza

Ludsk4 koZa je najviadsim organom ludského tela dosahujiica povrchu az 2 m?.
Neplni len funkciu fyzikéalnej, chemickej a do istej miery aj svetelnej bariéry medzi
vnutornym a vonkajS$im prostredim, ale podiela sa aj na termoregulacii organizmu,

¢1 ochrane pred stratou vody (Wilkinson a Hardman 2020).
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2.2.1 Struktira koZe
Histologicky je koza tvorend tromi zakladnymi vrstvami. NajvrchnejSou castou
je pokozka (epidermis), na tu nadvdzuje zamsa (dermis) a najhlbsie uloZzenou vrstvou je

podkozné vazivo (stratum subcutaneum) (Arda et al. 2014).

Pokozka je tvorend mnohovrstevnym dlazdicovym epitelom. V zavislosti
od miesta na tele sa jej hrubka pohybuje od 0,04 mm (ocné viecka) po 1,6 mm (plosky
noh). Epidermis nedisponuje vlastnym zasobenim krvou, a preto ju vyzivuji krvné cievy
zo zamse. Keratinocyty su hlavné bunky, ktoré tvoria pokozku. Ich vyvoj zacina vo vrstve
stratum basale. Postupne keratinocyty prechddzaju procesom diferenciacie a utvaraja
vrstvy: stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum anakoniec stratum

corneum (obr. 5) (Arda et al. 2014; Fore 2006; Chambers a Vukmanovic-Stejic 2020).

Obr. 5 LCudska koza, pozdiz povrchu palca na nohe. V hrubej koZi je zretelne vidiet' 5 vrstiev
epidermis. Povrch hrubej koZe zobrazuje odtlacky prstov. Svetelnd mikroskopia, zvaéSenie 6.3%,
farbené hematoxilin-eozinom. Cervena $ipka — epidermalny hrebef, oranzové $ipky — dermalna
papila, Ed — epidermis, De — dermis, Sb — stratum basale, Ss — stratum spinosum , Sg — stratum
granulosum , Sl — stratum lucidum , Sc — stratum corneum , Sd — vyvod potnych zliaz (prevzaté
z Arda a kol. 2014).

Smerom k povrchu tela bunky keratinocytov postupne stracaju jadro, rohovateju
a deskmavuji v podobe jemnych Supiek. Stratum basale je tvorena jednou vrstvou
mitoticky aktivnych buniek. Vznikaji tu nové keratinocyty, ktoré sa dostavaju az
do vrchnych vrstiev pokozky. Sucastou stratum basale su aj bunky melanocyty, ktoré
tvoria vedl'a keratinocytov druhtl najvacsiu populdciu buniek v epidermis. Tieto bunky
produkuji pigment melanin. Melanin je prostrednictvom vybezkov melanocytov
transportovany do buniek keratinocytov. Plni tu ochrannu funkciu pred poSkodenim DNA

koznych buniek vplyvom UV Ziarenia a zaroveil uruje zafarbenie pokozky (od odtietiov
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hnedej az po cCiernu). Imunitny systém je v epidermis zastupeny Langerhansovymi
bunkami, ktoré patria medzi antigén prezentujuce bunky vytvorené v kostnej dreni.
Dal§im typom buniek, ktoré su rozptylené v populacii keratinocytov, st Merkelove
bunky. Jedna sa o intraepidermalne mechanoreceptorové bunky. St sucast’ou zakoncenia
aferentnych senzitivnych nervovych vlakien pre vnimanie dotyku (Arda et al. 2014; Fore

2006; Chambers a Vukmanovic-Stejic 2020).

Druhou najvrchnejSou vrstvou koze je zamsa. Tato vrstva podporuje, vyzivuje
a spaja epidermis s vrstvou podkozného véziva. Hribka sa liSi od telesnej lokacie.
Napriklad v oblasti o¢nych viecok je zamsa silnd len 0,6 mm. Naopak v mechanicky
zatazovanych regionoch koze, ako je dlan alebo chodidlo, je vrstva zamse az 3 mm.
Pevnost zamSe je zaistena vdaka pritomnosti fibroelastick¢ho tkaniva, zvizkov
kolegénovych vldkien aich vzijomného prepojenia s hypodermis. Zamsa je zlozena
z dvoch vrstiev, ktoré su vSak malo zretené. Papilarna vrstva je tenka vrstva dermis,
ktord sa nachddza bezprostredne pod bazalnou laminou epidermis a pokryva dermalne
papily. Druhéd vrstva je retikularna a je tvorend zmesou hustého viziva a zvizkov
kolagénovych vlakien typu 1. Pretoze je dermis bohato inervovana a zasobena krvou,
nachadzaju sa tu potné zl'azy, mazové zl'azy a vlasové folikuly (Fore 2006; Chambers

a Vukmanovic-Stejic 2020).

PodkozZné vidzivo nadvizuje na retikuldrnu vrstvu dermis a je tvorené riedkym
vazivom, do ktorého sa postupne zaclenuje podkozné tukove tkanivo. Na zaklade telesnej
lokacie tvoria tukové bunky rdzne silnu vrstvu. Tato vrstva plni funkciu tepelného
izolantu, zdroja energie, a tiez sluzi ako ochrana pred vonkaj$imi vplyvmi. Podkozné
vdzivo je volne spojené s hlbokou fasciou, vdzivovymi blanami alebo okosticou,
o umoziiuje kizavy pohyb (Arda et al. 2014; Chambers a Vukmanovic-Stejic 2020;
Khavkin a Ellis 2011). Tato vrstva koZe mdze byt v niektorych Castiach tela vel'mi tenka,
a dosahuje menej nez 1 mm (o¢né viecka). Naopak jej hribka na bruchu dosahuje az

niekol’ko centimetrov v zavislosti od telesnej stavby (Bonmarin a Le Gal 2016).

2.3 Proces hojenia ran
Pojem rana moZno definovat’ ako kaZdé naruSenie normadlnej anatomicke;j
Struktiry tkaniva s naslednou stratou jeho funkcie. Vzhladom klokéacii je rana

charakterizovana ako otvorené vonkajSie poranenie. Uzavreté 1ézie su definované ako

18



ruptary, alebo iné vnutorné poranenia organov a tkaniv, kde zaroven nedoslo k naruSeniu

koznej bariéry (Reinke a Sorg 2012).

Hojenie rany je prirodzend fyziologicka reakcia organizmu na posSkodenie
tkaniva. Jednd sa o komplexny proces zahfniajici sthru niekolkych typov buniek,
cytokinov, medidtorov a cievneho systému. Kaskada dejov za¢ina vazokonstrikciou ciev
v mieste poranenia a agregaciou krvnych dosticiek za ticelom zéastavy krvacania. Potom
nasleduje migracia imunitnych buniek do miesta poskodenia. Tieto bunky produkuju
rézne medidtory a cytokiny, ktoré podporuji angiogenézu, trombolyzu a reepitelizaciu

(Reinke a Sorg 2012).

Zacelenie koznej rany moze byt realizované dvoma spdsobmi, a to regeneraciou
alebo opravou. Regeneracia zahfiia Specificki ndhradu tkaniva, ktord je v mieste
poranenia. Jednd sa predovsetkym o epidermis, sliznice alebo fetalnu kozu. Pri reparacii
dochadza potom k neSpecifickému zahojeniu rany formou fibrotizacie a jazvy. Tento

spdsob zacelenia rany prevazuje v dospelom veku (Reinke a Sorg 2012).

Cely proces hojenia rany mozno umelo rozdelit’ do 4 faz, ktoré sa navzijom
prekryvaji v Case aj v priestore. Jednotlivé fdzy zahfniaji reakciu ciev v mieste
poskodenia, bunkovl odpoved’, proliferaciu a reparaciu tkaniva (Viafia-Mendieta et al.

2022).

2.3.1 Hemostaza a koagulacia

Prvou fazou fyziologického hojenia akutnej rany je aktivacia hemostatickych
mechanizmov a vytvorenie provizornej matrix v rane. Tento proces zacina bezprostredne
po poraneni a je ukonceny po niekol’kych hodinach (Palta et al. 2014; Reinke a Sorg
2012). Ako prvy krok v reakcii na poskodenie cievneho endotelu dochadza k uvol'neniu
tkanivového tromboplastinu (faktor III), ktory nésledne spusti vonkajSiu cestu
hemokoagulacnej kaskddy. Vnutorna cesta je spustend aktivaciou trombocytov vd’aka
adenozindifosfatu (ADP) a kolagénu v mieste poSkodenia cievneho endotelu. ADP
a kolagén posobia ako agonisti, viazu sa na Specifické receptory na povrchu trombocytov
atym sa zvysi cytoplazmatickd koncentracia Ca®" i6nov (Palta et al. 2014; Rumbaut
a Thiagarajan 2010). K zvy3eniu vnitrobunkového Ca?" v trombocytoch dochadza jeho
uvolnenim z endoplazmatického retikula a influxu Ca®" i6nov cez bunkovii membranu
(Rumbaut a Thiagarajan 2010). Zaroveil poranené cievy spustaju niekol’ko minutovu

vazokontrikciu iniciovanu trombocytmi, aby sa znizila strata krvi a vyplnila tkanivova
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medzera fibrinovou sietou tvorenou z fibrinovych vlakien, erytrocytov a agregovanych

krvnych dosticiek (Martin 1997; Reinke a Sorg 2012).

Mimo toho, krvnd zrazenina obsahuje aj molekuly fibronektinu, vitronektinu
a trombospondinov, tvoriace provizérnu matrix pre migraciu leukocytov, keratinocytov,
fibroblastov a endotelialnych buniek. TaktieZ je rezervoarom rastovych faktorov (Reinke
a Sorg 2012; Robson et al. 2001). Vazokonstrikcia s tvorbou zrazenin mé za nasledok
lokalne zlyhanie perfizie snaslednym nedostatkom kyslika, zvySenou glykolyzou

a zmenami pH.

Po vazokonstrikcii  nasleduje vazodilatacia, ktora sa prejavi lokalnym
zacervenanim a edémom. Pocas nej prichddzaju do provizornej matrix trombocyty.
Uvol'novanim chemotaktickych faktorov ovplyviiuju trombocyty infiltraciu leukocytov.
Zaroven oba typy buniek uvolfiuju cytokiny a rastové faktory, stimuluji syntézu
kolagénu, aktivuji transformdciu fibroblastov na myofibroblasty a podporuju proces

reepitelizacie (Reinke a Sorg 2012).

2.3.2 Zapalova reakcia

Vlastnd zapalova reakcia je obrannou odpoved'ou na poskodenie tkaniva,
vniknutie patogénov do rany alebo patologicky zmenenym Strukturam vlastného pévodu.
Jedna sa o stibor vzdjomne prepojenych biochemickych a celularnych procesov, ktorych
intenzita odpoveda rozsahu inicidlneho traumatu. PoSkodenie moéze byt spdsobené
fyzikalnymi, chemickymi alebo biologickymi faktormi, popripade ich kombinaciou

(Chen et al. 2017).

Zapalovu reakciu je mozno rozdelit’ na skort fdzu, pre ktoru je typicka aktivacia
neutrofilnych granulocytov, a neskort fazu so zapojenim a transformaciou monocytov

(Reinke a Sorg 2012).

V ramci zépalovej reakcie zaroven dochéadza aj k zvySenej expresii adhezivnych
molekul na povrchu imunitnych buniek a k zvySeniu poctu receptorov pre tieto molekuly
na povrchu aktivovaného endotelu. Tymto spdsobom je zaistené, ze cirkulujice bunky

adheruju na cielenom mieste a mézu d’alej pokracovat’ v extravazacii (Chen et al. 2017).

Neutrofilné granulocyty st medzi prvymi bunkami, ktoré infiltrujd do miesta
zapalu. Vd’aka ich schopnosti fagocytdzy a vylu¢ovaniu proteaz dokézu zabijat’ pritomné

baktérie a pomahaji rozkladat’ nekrotické tkanivo. NavySe produkuji chemoatraktanty
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pre ostatné bunky podielajuce sa na zapalovej reakcii (Chen et al. 2017; Reinke a Sorg
2012). Neutrofilné granulocyty uvolniuji mediatory ako tumor nekrotizujuci faktor
alfa (TNF- a), inetrleukin 1 (IL-1) ainterleukin 6 (IL-6), ¢im eSte viac podporuju
zapalovu reakciu a stimuluji produkciu vaskularneho endotelidlneho rastového faktora
(VEGF) a interleukinu 8 (IL-8) pre adekvatnu reparacnt odpoved'. Priblizne po 3 diioch
od poranenia vstupuju do miesta rany makrofagy, ktoré fagocytuji patogény a zvysky
buniek. Taktiez vyluCuju chemokiny, cytokiny arastové faktory, ako napriklad
transformujuci rastovy faktor beta (TGF-), transformujuci rastovy faktor alfa (TGF-a),
zakladny fibroblastovy rastovy faktor (bFGF), rastovy faktor odvodeny od krvnych
dostic¢iek (PDGF) a VEGF, ktoré podporuju proliferaciu buniek a syntézu molekil ECM
(Koh a DiPietro 2011; Reinke a Sorg 2012).

Zapalova reakcia je d’alej sprevadzana charakteristickymi klinickymi prejavmi,
ako je lokalny opuch, spésobeny zvysenou permeabilitou ciev. S opuchom rovnako suvisi
aj zaCervenanie a zvySenie teploty postihnutého miesta vplyvom zvySeného prietoku krvi.
Zmena fyzikdlno-chemickych pomerov v mieste zépalu posobi na senzitivne nervové
zakoncenia, ktorymi je vnimand bolest. VsSetky tieto faktory potom maji vplyv

na poruchu funkcie daného tkaniva (Chen et al. 2017).

2.3.3 Proliferacia buniek

Vo faze proliferacie buniek sa proces hojenia sustred'uje najmid na pokrytie
povrchu rany, tvorbu granulacného tkaniva a obnovenie cievnej siete. Popri
nahromadeniu fibroblastov pozdiz fibrinovej siete sa na zaGiatku reepitelizacie aktivuje
aj neovaskularizacia a angiogenéza (Reinke a Sorg 2012). Pod kontrolou regulaénych
cytokinov ako interferon gama (IFN-y) a TNF-f, syntézy kolagénu a fibronektinu vznika
zaklad novej matrix spojivového tkaniva. Sl0Zi na uzatvorenie tkanivovych medzier
a podporuje mechanickll pevnost’ rany. Nésledne sa v celom okoli rany zvySuje syntéza
kolagénu, proliferacia fibroblastov klesa a postupne sa upravuje rovnovdha medzi

syntézou a degradaciou ECM (Gantwerker a Hom 2011; Reinke a Sorg 2012).

Taktiez sa prilivom keratinocytov objavuje reepitelizacia. Kmenové
bunky z vlasovych folikulov a apokrinnych potnych Zliaz za¢nu s diferencidciou,
osidl'uju stratum basale a migruju cez okraj rany (Gantwerker a Hom 2011; Wilkinson
a Hardman 2020). Enzymatickym uvolnenim medzibunkovych desmozémov

prostrednictvom kolagendzy a elastizy migruju aktivované keratinocyty pozdiz
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vytvorenej fibrinovej zrazeniny vo vysSich vrstvach granulacného tkaniva. Tento proces
sa nazyva ,,premieSavanie‘ keratinocytov. Opisuje ich schopnost’ kompetitivne migrovat’
pozdiz chemotaktického gradientu vytvoreného mediatormi ako je IL-1 a aj cez matrix
bohaty na fibronektin do prostredia rany (Reinke a Sorg 2012). Reepitelizacia ochranuje

ranu pred infekciou a zaschnutim (Gantwerker a Hom 2011).

Sanatio per secundam intentionem je scelenie rany vyplnené granulatnym
tkanivom. Pod vplyvom VEGF je zahdjena angiogenéza. Zalina vytvorenim ciev
z krvnych ciev obklopujiucich ranu. Granulacné tkanivo sa skladd z fibroblastov,
novovytvorenych ciev a nezrelého kolagénu typu III. Niektoré fibroblasty sa zacinaju
diferencovat’ na myofibroblasty, ktoré¢ vd’aka kontrakcidm spajaju okraje rany k sebe

(Gantwerker a Hom 2011; Wilkinson a Hardman 2020).

2.3.4 Remodelacia

V poslednom kroku hojenia je nahradena zlozka provizornej ECM,
kolagén typu III, ktory bol produkovany v proliferacnej faze, za kolagén typu I, ¢im sa
zvySuje pevnost’ vytvorenej jazvy. Bunky z predoslych faz prestupuju do apoptozy, ¢im
sa aj pozastavi tvorba granulacného tkaniva. Na remodelacii ECM sa podielaji
predovsetkym bunky fibroblastov. Nahradzaju pociatocnu fibrinovl zrazeninu
hyaluronatom, fibronektinom a proteoglykanmi, ktoré vytvéraju kolagénové fibrily pri
opravach, a taktieZ maju funkciu kanala pri migrécii buniek (Gantwerker a Hom 2011;
Wilkinson a Hardman 2020). Myofibroblasty, ktoré vytvaraji stah v mieste rany svojim
viacndsobnym prichytenim ku kolagénu, pomahaju zmensovat’ povrch vyvijajucej sa rany
(Reinke a Sorg 2012; Tziotzios et al. 2012; Wilkinson a Hardman 2020).

Téato faza trvad zo vSetkych najdlhSie. Nadmerna fibréza v tejto Casti procesu
hojenia rdn mé za nasledok hypertrofické zjazvenie alebo tvorbu keloidov (Gantwerker

a Hom 2011).

2.4 Rastové faktory

Rastové faktory su produkty buniek zo skupiny cytokinov. Chemicky sa jedna
o biologicky aktivne latky bielkovinovej povahy, ktoré maji funkciu lokalnych
mediatorov v rdmci medzibunkovej signalizacie. Rastové faktory Specificky stimuluju
nielen rast bunky, ale zasahuju aj do bunkovej migracie, proliferacie, a diferenciacie.

Dokazu tiez ovplyviovat’ vSetky znamky bunkového fenotypu. Vézba rastovych faktorov
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na povrchové bunkové receptory vedie k iniciacii signalnych transdukénych dréh,

ktorych vysledkom je ovplyvnenie génovej expresie (Greenhalgh 1996).

Medzi najvyznamnejsie rastové faktory patri rastovy faktor odvodeny od krvnych
dosticiek, epidermalny rastovy faktor, inzulinu podobny rastovy faktor, fibroblastovy
rastovy faktor, keratinocytovy rastovy faktor, vaskularny endotelidlny rastovy faktor

a transformujuci rastovy faktor beta.
a) Rastovy faktor odvodeny od krvnych dosticiek

PDGF (platelet-derived growth factor) je glykoprotein vyskytujici sa vo forme
diméru. Jeho syntéza prebieha v kostnej dreni v megakaryocytoch (prekurzor krvnych
dosticiek). V samotnej krvnej dosticke je potom PDGF skladovany vo forme a-granul,
z ktorych je sekretovany pri aktivacii dosti¢iek. PDGF v mieste pdsobenia aktivuje
fibroblasty, ktoré sa podielajii na angiogenéze (Kardas et al. 2020). Okrem krvnych
dosticiek je PDGF produkovany aj inymi bunkami 'udského tela. St to bunky endotelové,
epitelové, glie a imunitné bunky, ktoré sa podielaju na zapalovej reakcii (Barrientos et al.

2008).

Vyznamnu ulohu hra PDGF behom embryogenézy, kde stimuluje bunkovu
proliferaciu a migraciu. V zavislosti na signalizacii prostrednictvom receptoru PDGFRa
riadi gastruldciu a vyvoj pl'iic, semennikov, ¢riev, l'advin a d’al$ich orgédnov. V dospelosti
je funkcia PDGF tuzko spétd s procesom hojenia ran. Patologicky posobi pri rade
proliferativnych nadorovych ochoreni, chronickych zapaloch, aterosklerdze ¢i chronicke;j

obstrukénej plicnej chorobe (Andrae et al. 2008).
b) Epidermalny rastovy faktor

EGF (epidermal growth factor) je mald molekula pozostavajuca
z 53 aminokyselin, podobna TGF-a (Steed 1997). Bol néjdeny v telesnych tekutinéach,
ako napriklad materské mlieko, sliny, mo¢, plazma, pankreatické tekutina, duodendlna
tekutina a plodova voda. Vylucuju ho podcel'ustné slinné Zl'azy, mlie¢ne Zl'azy, placenta,
oblicky a Brunnerove zl'azy v duodene (Tang et al. 2016). Produkuju ho krvné dosticky,
makrofagy a fibroblasty a parakrinne pdsobi na keratinocyty (Barrientos et al. 2008;
Pikuta et al. 2015).

EGF sa podiel’a na tvorbe granula¢ného tkaniva, funkcii fibroblastov a migracii

keratinocytov, ¢im napomaha k reepitelizacii. TaktieZ zohrava tilohu pri obnove bunkove;j
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adhézie prostrednictvom desmozonov a hemidesmozdmov. Po poraneni sa zvysuje jeho
koncentréacia, podporuje reepitelizadciu a pevnost’ v tahu rany (Barrientos et al. 2008;

Hantash 2008; Pikuta et al. 2015).

Jednym z mechanizmov, ktorymi EGF pdsobi, je zvySovanie expresie keratinov
K6 a K16, podielajucich sa na prolifera¢nej signaliza¢nej drahe. Znizenie regulacie
a nespravna lokacia receptoru pre EGF (EGFR) mé za nasledok inhibiciu epitelizacie
a vzniku chronickych ran. Taktiez bolo zistené, ze EGF je citlivy na proteolytické
prostredie v okoli rany. V klinickych Stidiach pridanie lokdlneho EGF pri liecbe
chronickych ran zvysilo reepitelizaciu a skratilo ¢as hojenia koznych transplantatov

od darcu (Barrientos et al. 2008; Viswanathan et al. 2006).
¢) Inzulinu podobny rastovy faktor

IGF (insulin-like growth factor) zahtna IGF-I a IGF-II. Oba rastové faktory st
polypeptidy, ktoré maji 50 % aminokyselin spolocnych s proinzulinom, vykazuja
podobnost’ s inzulinom a majut isté prekryvanie v signalnych drahach (Halmos a Suba
2019; Steed 1997). Struktira receptoru pre IGF-I je vel'mi podobné $truktire alfa/beta
diméru inzulinového receptoru. Receptor pre IGF-II ma podobnost’ s receptorom

pre mano6za-6-fosfat (Greenhalgh 1996).

Schopnost’ IGF-I a IGF-II naviazat’ sa na povrchové receptory buniek je riadena
pomocou vdzbovych proteinov viazucich rastové faktory podobnym inzulinu (IGFBPs).
IGFBP-2 az IGFBP-5 su tvorené bunkami spojivového tkaniva (Clemmons 1998).
Hlavnym miestom syntézy tychto polypeptidov, ako aj ich vidzbovych proteinov, je pecen

(Adamek a Kasprzak 2018).

IGF-I sa podiela na raste, vyvoji tkaniva, metabolizme lipidov a sacharidov, ma
proliferacné ucCinky, preukazuje protizapalové, anabolické, antioxida¢né, neuro-
a hepatoprotektivne vlastnosti (Halmos a Suba 2019). Zosilfiuyje stimulacny i¢inok PDGF
na regeneraciu dermdalneho spojivového tkaniva a na epitelidlne hojenie. Taktiez
stimuluje tvorbu kolagénu z fibroblastov (Steenfos 1994). IGF-II ma vyraznejSie
ucinky priraste plodu, ale tiez pdsobi podobne ako IGF-I apodporuje hojenie

(Greenhalgh 1996).
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d) Fibroblastovy rastovy faktor

FGF (fibroblast growth factor) zahtna skupinu 23 polypeptidovych rastovych
faktorov. Medzi najvyznamnejSie pri hojeni ran patria FGF-2, FGF-7 a FGF-10.
Vytvaraju ich keratinocyty, fibroblasty, endotelové bunky, bunky hladkého svalstva,
chondrocyty a mastocyty (Barrientos et al. 2008).

Rodina FGF polypeptidov sa viaze na Styri tyrozinkindzové receptory FGFRI1
az FGFR4 . Signalny receptor vyzaduje na svoju aktivaciu naviazanie heparinu alebo
heparansulfatovych proteoglykanov na FGF (Barrientos et al. 2008; Maddaluno et al.
2017; Pikuta et al. 2015; Werner a Grose 2003). NavysSe vd’aka tejto interakcii je FGF

stabilizovany voci tepelnej denaturacii a proteolyze (Werner a Grose 2003).

Koncentracia FGF-2 sa zvySuje pri vzniku akutnej rany, zohrava tllohu pri tvorbe
granula¢ného tkaniva, reepitelizacii a remodelacii tkaniva. Reguluje syntézu a ukladanie
zloziek ECM, zvySuje pohyblivost’ keratinocytov pri reepitelizacii, podporuje migraciu
fibroblastov a stimuluje ich k produkcii kolagenazy (Barrientos et al. 2008; Di Vita et al.
2006; Powers et al. 2000).

FGF-7 a FGF-10 zvysuju transkripciu faktorov, ktoré sa podiel'aji na detoxikacii
reaktivnych foriem kyslika (ROS). Tym znizuju ROS indukovanu apoptozu
keratinocytov v 16Zku rany. Vd’aka tomu dokazu pretrvat’ keratinocyty v danom mieste

a vykonavat’ funkcie potrebné na reepitelizaciu (Raja 2007).
e) Keratinocytovy rastovy faktor

KGF (keratinocyte growth factor) je epitelialny mitégen, radi sa medzi ¢leny
fibroblastovych rastovych faktorov viazicich heparin (FGF-7) (Rubin 1995).
Je produkovany fibroblastami a mikrovaskularnymi endotelidlnymi bunkami z r6znych
tkaniv, ako su napriklad pluca, koza, zaludok alebo mocovy mechur. Expresia KGF
receptorov  bola ndjdend na cCrevnych epitelidlnych bunkéach, hepatocytoch,
keratinocytoch, alveolarnych bunkdch typu II, mlie€nych bunkach epitelu a uroteli

(MacDonald a Hill 2002).

Viacsina endotelidlnych buniek exprimuje FGFR2-IIIb, receptor s vysokou
afinitou ku KGF a dokazu nan reagovat’. Predpoklada sa teda najmé parakrinny spdsob

pOsobenia rastového faktora (Werner 1998).
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V jadre buniek indukuje KGF z4chrannl cestu a expresiu enzymov ddlezitych
pre syntézu de novo, ¢o znamena, ze je schopny stimulovat’ syntézu enzymov zapojenych
do biosyntézy nukleotidov pocas hojenia ran. To zabezpecuje produkciu dostatocného
mnozstva nukleotidov potrebnych na replikdciu DNA a syntézu RNA a nasledne
na proliferaciu keratinocytov (Bartolo et al. 2022). Okrem proliferacie podporuje KGF aj
migraciu keratinocytov a naslednu reepitelizaciu koze (auf dem Keller et al. 2004;

Bartolo et al. 2022).
f) Vaskularny endotelialny rastovy faktor

VEGF (vascular endothelial growth factor) je rodina rastovych faktorov
zahrnujuci VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, placentarny rastovy faktor
(PIGF) a vaskularny endotelidlny faktor odvodeny od endokrinnych Zliaz (EG-VEGF)
(Melincovici et al. 2018).

Schopnost’ tvorby VEGF a jeho uvolfiovanie do okolia ma okrem keratinocytov
a fibroblastov aj cely rad dalSich buniek, ako napriklad makrofadgy, neutrofilné
granulocyty, krvné dosticky, bunky hladkého svalstva alebo bunky plicneho epitelu
(Bernatchez et al. 1999; Pikula et al. 2015). Rastové faktory pdsobia cez svoje receptory
VEGFR1 a VEGFR2, ktor¢ sa viazu na tyrozinkindzové receptory umiestnené na povrchu

endotelovych buniek (Pikuta et al. 2015).

Transkripcia VEGF-A a jeho sekrécia zarovenn s VEGFR st pri akitnom poraneni
zvySené. Pri poraneni uvolnuji aktivované krvné dosticky VEGF-A. Okrem toho aj
makrofagy uvoliuji VEGF-A a zaroven aj TNF-a, ktory indukuje expresiu VEGF-A
v keratinocytoch (Bao et al. 2009; Barrientos et al. 2008). Medzi d’alSie cytokiny a rastové
faktory, ktoré posobia ako parakrinné faktory zvySujice expresiu VEGF-A
patria TGF- bl, EGF, TGF-a, KGF, bFGF, PDGF-BB a IL-1 (Barrientos et al. 2008;
Lawrence F Brown et al. 1992). Hlavnym stimulom pre uvoliiovanie VEGF-A v akutnej
rane je hypoxia, spOsobend metabolickym naruSenim v prostredi rany. Vysledna
angiogenéza obnovuje perfuziu tkaniva, mikrocirkuléciu a zvysuje parcialny tlak kyslika
v mieste rany. Okrem angiogénnych Uuc¢inkov zohrdva VEGF-A dulohu aj

pri lymfangiogenéze pocas hojenia rany (Barrientos et al. 2008).
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g¢) Transformujuci rastovy faktor beta

TGF-B (transforming growth factor beta) sa v 'ndskom tele vyskytuje v troch
izoformach TGF-B1 az 3, ktoré medzi sebou vykazuji vyrazni homologiu (60 az 80 %).
Vsetky tri formy vytvaraji dimerizovany latentny komplex spolu s latentnym proteinom
za vzniku LTGF-B. Aktivacia komplexu prebieha cez trombin, popripade iné sérové

proteazy (Greenhalgh 1996; Lichtman et al. 2016).

Primérnym zdrojom TGF- st krvné dosticky, ktoré dojdu do miesta rany ihned’
po poskodeni pokozky, mimo toho je produkovany keratinocytami, fibroblastami,

makrofagmi (Barrientos et al. 2008; Kane et al. 1991).

TGF-B sa podiela na bunkovej proliferacii, diferencidcii, angiogenéze,
chemotaxii, regeneracii spojivového tkaniva, remodelacii ECM a indukuje produkciu

prokolagénu (Krishnamoorthy et al. 2001; Lichtman et al. 2016; Penn et al. 2012).

Hoci ma TGF-B3 podobnu biologickt aktivitu ako jeho izoformy, v pripade
stimulacie neovaskularizacie sa zd4 byt’ Gi¢innejsi nez TGF-f1 a TGF-B2. TGF-B3 taktiez
pomaha pri lie€be hypertrofickych jaziev (Krishnamoorthy et al. 2001).

2.4.1 Uloha rastovych faktorov pri hojeni rin

Hojenie rany je komplexny proces, ktory zahfiia niekol’ko prekryvajucich faz
(Steenfos 1994). Po poraneni koze sa narusi epidermalna vrstva. Prvym signalom, ktory
upozornuje okolité bunky o naruseni epidermalnej vrstvy, je uvolnenie IL-1 z buniek
keratinocytov (Barrientos et al. 2008; Freedberg et al. 2001). Do miesta rany sa taktiez
uvolnuju zlozky, ktoré aktivuju kaskaddu zrazania krvi. Vytvorend zrazenina vyvola
hemostazu a poskytuje matrix pre influx zapalovych buniek (Barrientos et al. 2008).
Z degranulujucich trombocytov sa uvol'nuji a-granule, ktoré vylucuji rastové faktory
ako EGF, PDGF a TGF-B. Za pomoci TGF-$ sa monocyty premieniaji na makrofagy,
ktoré hraju rolu pri zépalovej reakcii a odstrailovani poSkodeného tkaniva. Makrofagy
iniciujt vyvoj granulacného tkaniva auvolnuju prozapalové cytokiny IL-1 alL-6

a rastové faktory FGF, EGF, TGF-  a PDGF (Barrientos et al. 2008; Steed 1997).

Uvolnenim VEGF a FGF z krvnych dostiCiek dochadza k proliferacii
endotelovych buniek a angiogenéze. Dany proces je nevyhnutny pre syntézu, ukladanie
a organizaciu novej ECM (Barrientos et al. 2008; Park et al. 2017). FGF, TGF-$ a PDGF

umoziuju infiltraciu fibroblastov. Okrem toho TGF-f a PDGF v nich iniciuji aj
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fenotypové zmeny, &im sa fibroblasty menia na myofibroblasty. Tie potom pozdizne
lemuju okraje ECM a vytvaraju tak silu na st'ah, aby bolo mozné vzniknuta ranu I'ahko

uzavriet’ (Barrientos et al. 2008; Hantash 2008).

V priebehu niekol'kych hodin po poraneni zafina reepitelizacia a uvoliiuju sa
rastové faktory EGF a TGF-a. Migrécia a prolifercia epitelovych buniek je stimulovana
FGF. Tento proces zacina narusenim spojenia navzajom medzi bunkami a medzi bunkou
a substratom. Nasledne dochadza k polarizacii a migracii keratinocytov cez docCasnu
ECM. Po uzatvoreni rany sa keratinocyty rozvrstvuju a diferencujti, aby bola znovu

obnovena epidermélna vrstva (Barrientos et al. 2008; Raja 2007).

Na vytvorenie matrix je potrebné odstranenie granula¢ného tkaniva a nasledna
revaskularizacia. Systém kolagénovych a elastinovych vldkien nahradza granula¢né
tkanivo. Neskor je tento novy systém naplneny proteoglykanmi a glykoproteinami.
Nasleduje remodelacia tkaniva, zahffiajuca rozklad staré¢ho kolagénu pomocou PDGF
a syntézu nového kolagénu, ktord je sprostredkovand TGF-B. Kone¢nym vysledkom

tohto procesu je vznik jazvy (Barrientos et al. 2008).

Rastové faktory mézu pdsobit’ parakrinnymi, autokrinnym, juxtakrinnymi alebo
endokrinnymi mechanizmami. Ovplyviluju spravanie buniek v dosledku ich vizby
na Specificky bunkovy povrchovy receptor alebo proteiny ECM. Vznikom vizby
na tychto receptoroch je spustena kaskada molekularnych udalosti (Barrientos et al. 2008;

Raja 2007).

Pri rastovych faktoroch sa na prenose podiela ¢asto fosfolipaza C. Aktivaciou
kindz mo6zu byt stimulované G-proteiny aktivujice inozitol fosfolipidova drahu. Potom
pokracuje aktivacia diacylglycerolu a proteinkinazy C. T4 ma za nésledok zmeny
v génovej expresii a tym spojenu syntézu novych proteinov, zmeny v bunkovej aktivite

alebo proliferaciu (Greenhalgh 1996; Park et al. 2017).

2.5 KozZné lézie sposobené sirnym yperitom

HD pdsobi az s ur¢itym ¢asovym odstupom medzi expoziciou a prvymi priznakmi.
Plati to ako pre kontakt s kvapalnou, tak aj s plynnou fazou alebo aerosolom. Po 2 az
6 hodindch sa objavuje erytém podobny spaleniu od slnka sprevadzany svrbenim

a pal¢ivou az bodavou bolest'ou (Balali-Mood a Hefazi 2006; Poursaleh et al. 2012).
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Histopatologickou analyzou bolo zistené vyrazné odumieranie buniek
keratinocytov posobenim HD v bazalnej vrstve spojené so zndmkami masivnej zadpalove;j

reakcie (Kehe et al. 2009).

Okrem toho, ze sa HD zameriava na epidermélne bunky, méze priamo alkylovat’
proteiny ECM v kozi, ¢o nartisa schopnost’ bazalnych keratinocytov udrziavat’ spojenie

s bazalnou membranou (Shakarjian et al. 2010).

HD znizuje schopnost’ T'udskych keratinocytov ukladat’” laminin v dermdlno-
epidermalnej vrstve. Aktivita hemidesmozomalnych zloziek dolezitd pre adherenciu
keratinocytov, laminin-332 a integrin a6b4, je posobenim HD zniZena. Oba tieto ECM
proteiny sa podiel’aju na vzniku pl'uzgierov a poruch koze, zahtiajuc oddelenie epidermis
na dermalno-epidermélnom spojeni. HD dokaze ovplyvnit’ interakciu bazalnych buniek
s matrixovymi proteinmi, ktoré st rozhodujuce pre adhéziu k bazilnej membrane

(Shakarjian et al. 2010).

Po kontakte koznych buniek s HD vznikd edém. Protedzy, najmid matrixové
metaloproteindzy napomdhaju k Specifickému Stiepeniu lamininu a kolagénu typu 1V,
nasledne sa epidermis oddel'uje od dermis. Medzi hlavné patologické zmeny pdsobenim
HD patria vakuoldrna a lichenoidnd dermatitida na rozhrani dermis a epidermis,
spongioticka a bul6zna dermatitida podobna poskodeniu koze popalenim alebo zZiarenim,
porucha pigmenticie azvysSenie epidermalneho melaninu a zapal dermis alebo
podkoZného tkaniva, sklerodermia a cievne ochorenia. Medzi najcastejSie sa vyskytujlice

posSkodenia patri erytém a zmeny pigmentacie (Tianyi 2014).

2.5.1 Mechanizmus vzniku pluzgiera

Histopatologické vySetrenie 1€ézii preukdzalo moznu tvorbu subepidermalnych
pluzgierov v spojitosti s dermalnou a epidermalnou nekrézou (Firooz et al. 2011;
Momeni 1992). Poskodenie koZe vyvolané expoziciou HD je podobné so zmenami koze

vzniknutymi chemickymi popaleninami (Ghanei et al. 2010).

Patologické procesy pocas prvych dni po expozicii HD zahffiaji marginaciu
jadrového chromatinu, dilatdciu jadrového obalu, vylucenie desmozémov
a hemidesmozémov, kompresiu monofilamentov a rozSirovanie vnutrobunkového
priestoru. Neskor dochddza krozsiahlym perinuklearnym a cytoplazmatickym
vakuolizacidm, opuchu endoplazmatického retikula, zhusteniu mitochondrii, jadrovej

pyknoze, bunkovej fragmentacii az nekroze suprabazalnych buniek. Tym mézu vznikat’
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bunky v stratum spinosum. Nasledne sa tvoria dutiny s mikrovezikulami v bazalnej
vrstve, konkrétne vjej svetlej vrstve lamina lucida. Tie su distalne viazané
degenerujucimi bazdlnymi a epidermalnymi bunkami a proximélne bazalnou laminou
bazalnej membrany. Charakteristické lucidolytické mikrovezikuly na dermalno-
epidermdlnom spojeni sa inflitruju pomocou zapalovych buniek, fagocytov,
degenerujucich buniek, zvySkami buniek a tkanivovou tekutinou, a néasledne vytvaraji

pluzgiere (obr. 6) (Poursaleh et al. 2012).

‘ AN B

Pacient 1 Pacient 2

Obr. 6 Kozné lézie po expozicii sirnym yperitom zahriiujuce erytém a pluzgiere v oblasti
predloktia na pacientoch 1 a 2. Pacient 1 je 35 roény muz a pacient 2 je 22 ro¢ny muz zo skupinky
13 Syréanov, ktori boli v roku 2016 bez ochrannych prostriedkov vystaveni chemickému utoku.
Obaja boli vzdialeni menej nez 5 m od detonacie. Prejavil sa u nich typicky klinicky obraz
expozicie sirnym yperitom vratane oc¢nych, respiracnych akoznych priznakov (prevzaté
z Sezigen et al. 2020).

2.5.2 Proces hojenia koznych lézii sposobenych HD

Do tkaniva infiltruji leukocyty, ¢im sa spusti imunitna odpoved’ a z mastocytov sa
degranulaciou uvoliiuje histamin, ktory zvySuje permeabilitu ciev a dochéddza k opuchom
(Rose et al. 2018). V priebehu 2 aZz 24 hodin po expozicii HD vykazuje niekol'ko
bazalnych buniek jadrové zmeny pozostavajice z opuchu a straty chromatinu (Ghanei et

al. 2010).

Pocas prvého dia sa epidermis oddeli od dermis, ¢im vznikaji charakteristické
pluzgiere. Dalej v epiteli dochadza k hydroskopickej degeneracii cytoplazmy,
degenerécii bazalnych buniek a ku skvapalnenej nekrdze (Ghanei et al. 2010). Odstartuje
sa bunkové nekroza, ktora pokracuje, az kym sa neporuSia kozné vrstvy. Chrasta sa
tvori pri vyvrcholeni ulceracie do siedmeho dna. Hojenie d’alej pokracuje reepitelizaciou
poskodenej oblasti od okrajov rany. Po Strnastich diloch je rana uzatvorené zo 75 % (Rose

et al. 2018).
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Dlhsie expozicie HD ovplyviiuja hlbsie vrstvy nez len epidermis. Nerovnovaha
medzi zlozkami spojivového tkaniva, ktoré sa zGcastiuji na regeneracii koze
a na hojacich procesoch vedie k neskor§im trofickym zmenam koze. Uvolfiovanim
angiogénnych, vazoaktivnych cytokinov pocas remodelacnej fazy nastavaju cievne
zmeny. Bola preukazana atrofia adnexalnych Struktur, porusenie vlasovych folikulov,
ekrinnych a apokrinnych potnych zliaz. Degeneracia kolagénovych vldkien a nadmerna
aktivita fibroblastov spdsobuje fibrozu a sklerozu dermis. Pigmentacia spolu s atrofiou
a vaskularnymi zmenami vedu k HD indukovanej poikilodermii, ktora bola u pacientov
najdend v oblasti genitalii (Emadi et al. 2008a; Ghanei et al. 2010; Poursaleh et al. 2012).
Kozné zmeny adnex su zapricinené aktivaciou protedzovych enzymov (Ghanei et al.

2010).

Subletalne poskodené epidermalne bunky proliferuju pomalSie, a preto dochadza
k oneskorenému zahojeniu a vzniku chronickych ran. V désledku tvorby nefunkénych
proteinov vznikaji abnormélne vizby medzi kolagénovymi zvézkami v papilarnej dermis
(Jiang a Maibach 2018; Wattana a Bey 2009). Kozné¢ 1ézie sposobené HD sa Casto spajaju
s oneskorenim hojenia rany, a tym padom k moznej sekundarnej infekcii (Poursaleh et al.
2012). Narozdiel od tazkych popalenin, poskodzujucich vsetky vrstvy koze, HD prenika
do povrchu pokozky a poskodzuje bazalne keratinocyty. V zasiahnutych bunkach zac¢ina
kondenzacia chromatinu pocas prvych hodin po kontakte s HD (Jan et al. 2020; Rose et
al. 2018).

Hojenie postihnutej ¢asti koZe je spojené s pozapalovou hyperpigmentaciou. AvSak
moze dojst’ aj k hypopigmentécii, odlupovanim pigmentovanej vrstvy, atrofii a cievnym

zmenam po dobu niekol’kych rokov (Balali-Mood a Hefazi 2005; Poursaleh et al. 2012).

2.5.3 Chronické komplikacie po zahojeni 1ézii

Medzi najCastej$i neskorsi zdravotny problém u pacientov po expoziciit HD patri
chronické svrbenie apocit pélenia. Povod svrbenia moéze pochddzat z koze —
pruritoceptivny pruritus, popripade z centrdlneho nervového systému — neurogénny

prurits, alebo je to kombinacia oboch typov (Firooz et al. 2011; Poursaleh et al. 2012).

Xeroza, ekzém, precitlivenost’ na vonkajSie podnety ako teplo, chlad a vietor
patria medzi d’alSie komplikacie. Bola preukdzand narusena biofyzikéalna funkcia koze,
konkrétne stratum corneum, ktoré tvori hlavnti koznt bariéru zabraiiujiicu vyparovaniu

vody. U pacientov dochadza ku zvySenej transepidermalnej strate vody, je narusena aj
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produkcia kozného mazu (Firooz et al. 2011; Ghanei et al. 2010; Moin et al. 2009;
Poursaleh et al. 2012).

Prozapalové cytokiny a mediatory indukované HD su schopné aktivovat
melanocyty, a tym spoOsobit’ hyperpigmentaciu, hlavne u l'udi s tmavsSou farbou pleti
(Davoudi et al. 2009; Firooz et al. 2011; Poursaleh et al. 2012). Vycerpanie glutathionu
ma za nasledok zvySenu aktivitu tyrozindzy, zvysenu melanogenézu indukovanu
aktivitou enzymov na opravu DNA a zvySenu reguldciu melanocyty stimulujuceho
hormoénu (MSH) centralne z hypotalamu prostrednictvom IL-1 a TNF-a (Firooz et al.
2011; Moin et al. 2009; Poursaleh et al. 2012). Na druhej strane, vysoké davky HD dokéazu
poskodit’ melanocyty a spdsobit’ hypopigmentaciu (Davoudi et al. 2009; Firooz et al.
2011; Ghabili et al. 2010; Ghanei et al. 2010; Moin et al. 2009; Momeni 1992; Poursaleh
et al. 2012).

Jazva je typickym znakom oneskorenych koznych 1ézii vyvolanych HD. Vytvéra
sa v mieste predchadzajuceho pluzgiera. Pozostava z atrofie koze, cievnych zmien
(telangiektaza, Ceresnové angiomy), hyperpigmentacie a hypopigmentacie, vypadavania
vlasov a ostrovéekov s normalne vyzerajucou kozou s nepravidelnymi okrajmi.
Hypertrofické jazvy a keloidy nie su beznym tkazom (Emadi et al. 2008b; Firooz et al.
2011; Hefazi et al. 2006).

Udaje o karcinogenite HD pochadzaji z bojisk, vojnovych nehdod
a od pracovnikoch v chemickych tovarnach. VSetky zistenia st vSak tazko
interpretovatelné kvoli nedostatku udajov, ktoré by vysledky mohli ovplyvnit.
Kazdopadne je vhodné sledovat’ jednotlivcov, ktori boli dlhodobo vystaveni HD
pre moznost’ rakoviny koZe. Priamo v jazvach sa vyskytuje rakovina koZe po akutnej
expozicii HD, po chronickej expozicii moézZe nastat na akomkol'vek mieste.
U dlhoro¢nych pracovnikov v tovariach boli zistené bazocelularne karcinomy,
Bowenova choroba a spinocelularne karcindmy po predizenom kontakte s HD (Firooz et

al. 2011; Poursaleh et al. 2012).

2.6 Bunkova migracia
Bunkova migracia je proces, pri ktorom sa bunky snazia dosiahnut’ spravnu lokaciu

v danom prostredi, aby mohli vykonavat’ svoje fyziologicky dané funkcie (Pijuan et al.

2019; te Boekhorst et al. 2016).
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Bunky mo6zu do daného miesta migrovat’ samostatne alebo migruju kolektivne.
Prvy typ migracie je spojeny s migraciou leukocytov do miesta zdsahu behom imunitne;j
odpovede. Schopnost’ individualnej migracie maju tiez fibroblasty pri prieniku
spojivovym tkanivom (Norden a Lecaudey 2019; te Boekhorst et al. 2016; Trepat et al.
2012). Kolektivna migracia buniek je koordinovany pohyb, pri ktorom si bunky
zachovavaji medzibunkové spojenia a kolektivnu polaritu (Grada et al. 2017;
te Boekhorst et al. 2016). Mozno ju pozorovat’ pri embryonalnom vyvoji, hojeni ran, ale
aj pri patologickych procesoch ako zapal alebo formy rakovinovych metastaz (Jonkman

et al. 2014; Norden a Lecaudey 2019; Pijuan et al. 2019; Trepat et al. 2012).

Medzi zakladné bunkové a molekularne mechanizmy kolektivnej migracie patri
kohézia, polarizacia a koordinacia cytoskeletarnej aktivity. To vSetko sa deje
pod vedenim chemickych a fyzikalnych signalov a zaroven v stlade so zmenami
podkladového substratu. Cytoskeletarna dynamika je zdiel'an4d medzi viacerymi bunkami.
Umoznuje tak udrzat’ sudrznost’ tvorenej Struktry, smer drahy migracie a prestavbu
sekunddrnej ECM. Adhézia medzi bunkami je sprostredkovand cez adherentné
spojovacie proteiny, kadheriny, d’alSie imunoglobuliny a integriny. Priamym alebo
nepriamym spojenim s aktinom, popripade strednym filamentami cytoskeletu vznika

dynamické spojenie (Friedl a Gilmour 2009).

V zévislosti od anatomickej a fyziologickej suvislosti sa moze prejavit’ kolektivna
migracia ako dvojrozmerny pohyb na povrchu tkaniva alebo ako trojrozmerny pohyb
mnohobunkovych vlakien naprie¢ tkanivovu oporu, tzv. ,scaffold (Friedl a Gilmour

2009; Grada et al. 2017).

K experimentdlnemu S$tadiu bunkovej migracie in vitro je mozné vyuzit
dvojdimenzionalne usporiadanie (2D), aj trojrozmerné usporiadanie (3D) (Friedl

a Gilmour 2009).

In vitro 2D model je cCasto pouzivany pro jeho nekomplikované praktické
prevedenie. Pomocou mechanického naruSenia suvislej vrstvy buniek sa sleduje ich
sudrznost’ pocas pohybu konfluentnych monovrstiev (Friedl a Gilmour 2009; Martinotti
a Ranzato 2019). Pre sledovanie kolektivnej migracie st vhodné adherentné bunkové linie
endotelovych alebo epitelovych buniek vratane keratinocytov a fibroblastov

(Bindschadler a McGrath 2007; Grada et al. 2017).
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Bunkova migracia v 3D prostredi sa snazi priblizit redlnym podmienkam
v organizme. Samotné 3D prostredie je tvorené skeletom z ECM, takze migracia buniek
moze byt menend vel'kostou porov matrix, usporiadanim vlékien, zosietovanim ECM,
linedrnost'ou alebo elastickou nelinearnostou ECM (Doyle et al. 2015; 2021; Charras
a Sahai 2014). Rozhodujuca je velkost’ jadra, bunkovej organely vel'mi krehkej voci
mechanickému poSkodeniu. Pri pohybe tzkym priestorom dochédza ku stlaceniu jadra
atym padom ku aktivacii bunkovej signalnej kaskady. V extrémnych pripadoch
nastane prasknutie jadra, ¢im sa poskodi DNA a nastane bunkova smrt’ (McGregor et al.
2016; Pawluchin a Galic 2022). ECM je modifikovana aj samotnymi bunkami, ktoré nou
prechadzaju. Prostredie a migracia sa navzajom ovplyviiujua, jednd sa o recipro¢ny vzt'ah

(Pawluchin a Galic 2022).

Vyraznym rozdielom medzi sledovanim migracie v 2D a3D prostredi
nastava pri $tadiach bunkovej motility. V nedavnych $tadiach bolo zistené, ze bunky
vloZené do 3D matrix, zloZenej z kolagénu a matrigélov, vyuzivaji odliSny pohybovy
aparat oproti bunkdm v 2D prostredi. 3D testy sledovania migracie ponukaju vyhodu
kontrolovaného a dobre manipulovatelného prostredia. Tym ulahcuju analyzu
molekularnych mechanizmov a interpreticiu vysledkov (Visweshwaran a Gautreau

2020).

2.6.1 Sledovanie bunkovej migracie v in vitro podmienkach

Analyza bunkovej migracie metddou ,,wound healing assay* moze byt’ aplikovana
pre kvantitativne aj kvalitativne hodnotenie kolektivne; migracie buniek za rdzne
definovanych podmienok, vplyvu ECM alebo medzibunkovej interakcie behom migracie.
Metdda ma tieZ svoje uplatnenie pri vysokokapacitnom testovani potencialnych lie€iv,
malych molekul, ¢i screeningu ovplyvitujuceho migraciu rakovinovych buniek (Liang et

al. 2007).

Pre sledovanie kolektivnej, ale aj individudlnej bunkovej migracie su bunky
kultivované na mikrotitraénych dosti¢kach s plochym dnom. V zéavislosti na usporiadani
moze dosticka obsahovat’ 6 az 96 jamiek. Pre dosiahnutie konfluentného rastu buniek je
prevedené cielené¢ mechanické poskodenie v podobe linearne vedenej ryhy v bunkovej
monovrstve. Na dne jamky sa tak vytvori oblast’ bez buniek a do vol'ného priestoru je
potom smerovand samotnd bunkovd migracia (Martinotti a Ranzato 2019).

Pre zachovanie reprodukovatelnosti vysledkov je ddlezit¢ zachovat’ konStantny pocet
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buniek na zaciatku experimentu, aby bolo vzdy dosiahnuté 95 az 100 % konfluencie

v pozadovanom c¢ase (Pijuan et al. 2019).

Samotného rozrusenia bunkovej monovrstvy mozno docielit niekolkymi
metédami. Tou najjednoduchsou je pouzitie sterilnej pipetovacej Spicky (obr. 7), ktorou
tvorime pozdiznu ryhu konfluentnou vrstvou buniek. Uskalie tejto metédy moze byt
v nizSej reprodukovatelnosti experimentov, pokial nie je dodrzand spravna technika

(Martinotti a Ranzato 2019).

Obr. 7 Vytvorenie ryhy za pomoci pipetovacej Spicky (prevzaté z Hulkower a Herber 2011)

Dalsou metddou je pouzitie $pecialneho inzertu, ktory vymedzuje priestor pre rast
buniek a priestor pre migraciu uz pri nasadeni buniek do jamky mikrotitratnej dosticky
(obr. 8). Po odobrani inzertu potom bunky migruji do vytvorenej medzery. Vyhodou je
dobrd reprodukovatel'nost’ experimentov, pretoze priestor pre migraciu je presne
definovany Sirkou inzertu. Nevyhodou moze byt absencia mechanického poskodenia
buniek, pri ktorom sa do okolia uvolniuje cely rad signalnych molekal podporujicich

migraciu buniek (Ashby a Zijlstra 2012; Jonkman et al. 2014).
' . B/ -

Obr. 8 Vytvorenie medzibunkovej medzery pomocou inzertu (prevzaté z WEB1)

Vel'mi presnou metéodou je vytvorenie ryhy pomocou laserovej abléacie, kde su
bunky odstranené ultrafialovym laserom (obr. 9). Proces moze byt riadeny pocitaCom
aplno automatizovany. Riziko tejto metody modze ale spocivat v moznom
fototermélnom, fotochemickom alebo fotomechanickom poskodeni okolitych buniek

(Hutson et al. 2003; Wu et al. 2017).
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Obr. 9 Laserova ablacia (prevzaté z Stamm et al. 2016)

Aby bolo mozné experiment objektivne zhodnotit, je zhotovena séria
mikrofotografii v zvolenych ¢asovych intervaloch, ktoré dokumentujii zmeny v priestore
vymedzenom zornym pol'om mikroskopu. Pre udrzanie reprodukovatel'nosti dat medzi
snimkami je nutné zaistit snimanie obrazu v stdle rovnakej oblasti. Toho mozno
dosiahnut’ prostrednictvom automatickych zobrazovacich systémov, ktoré st schopné
vytvorit' mikrofotografiu v uzivatelom definovanej oblasti zorného pola v zvolenych
casovych intervaloch. Rovnako je mozné vyuzivat kontinudlneho casozberného
videozaznamu a ziskat’ tak ucelené informacie o dynamike celého procesu bunkovej
migracie (Kramer et al. 2013). Doba sledovania experimentu je vé¢S$inou stanovena
na 24 hodin, a to z ddvodu minimalizacie vplyvu bunkovej proliferacie. Novo vzniknuté
bunky by potom mohli zaplnit' priestor ureny pre migraciu, a tym tak prispiet

ku skrateniu ¢asu k zaceleniu ryhy migrujicimi bunkami (Grada et al. 2017).

K potlaceniu proliferacie behom sledovania bunkovej migracie mozno docielit’
niekol’kymi metddami. Jednou z nich je pouZitie nizkych koncentrécii latok inhibujtcich
proliferaciu, ako napriklad mitomycin C. Ten blokuje replikaciu a transkripciu DNA.
Samotna koncentracia a doba pdsobenia mitomycinu C musi byt optimalizovana, aby

jeho toxické ucinky neskresl'ovali vysledok procesu migracie (Grada et al. 2017).

Dalsou metédou ako potladit’ bunkovii proliferaciu je zniZenie koncentracie
fetalneho bovinného séra v kultivaénom médiu. Obvykle pouZzivana koncentrécia 10 % je
tak znizena na 1 az 0,1 %. Kultivacia buniek pri nizkej koncentracii zasahuje do priebehu
bunkového cyklu, ktory sa potom Specificky zastavuje v GO/G1 faze. Opét’ je aj v tomto
pripade nutna optimalizacia, najmd doby kultivacie buniek za takto upravenych
podmienok. Nizka koncentracia séra v kultivatnom médiu moze v bunkéach indukovat’
nepredikovatel'né zmeny, ktoré mozu ovplyvnit’ vysledok experimentu. Na druhti stranu,

prevedenim experimentu za tychto podmienok, popripade v prostredi bezsérového média,
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je mozné sledovat’ ucinok rdéznych cytokinov alebo rastovych faktorov na bunkovl
migraciu, ktory by bol inak pritomnost'ou fetdlneho bovinného séra maskovany (Grada et

al. 2017; Jonkman et al. 2014).

2.6.2 Analyza a kvantifikacia bunkovej migracie

Ziskanie dat o priebehu bunkovej migracie je obvykle zaloZzené na analyze obrazu,
ktory bol zaznamenany v pozadovanych &asovych intervaloch. Ci uz sa jedna
o kontinudlny zaznam alebo o jednotlivé snimky, analyzované data je vzdy nutné
vztahovat’ k pociatocnému intervalu merania. Dolezity parameter, ktory urcuje vhodnost’
snimky pre pocitacové spracovanie a analyzu, je dostatocny kontrast na rozhrani

bunka/kvapalina (Jonkman et al. 2014).

Zobrazenie, ktoré poskytuje mikroskop s fazovym kontrastom, umoziiuje
pozorovanie nativnych buniek bez nutnosti Specialneho znafenia a pozorovanie mozno
vykonavat aj v plastovych kultivaénych nadobéch. PokrocilejSou metédou mikroskopie
je potom diferencidlny interferencny kontrast (DIC), ktory umoznuje detailné zobrazenie
aj priehladnych alebo maélo kontrastnych bunkovych S$truktar. PouZzitim vitdlneho
fluorescenéného farbenia mozno ziskat' snimky s vysokym kontrastom medzi bunkou
s naviazanym fluorescencnym farbivom a nefarebnym okolim. Nevyhodou moze byt
pripadna fototoxicita alebo nestalost’ fluorescencného signalu behom trvajucich
opakovanych merani. Alternativou je vyuzitie buniek transfekovanych GFP-proteinom,

ktory prirodzene vykazuje zelenu fluorescenciu (Liang et al. 2007; Yarrow et al. 2004).

Pre spracovanie a analyzu digitalnych obrazovych dat je mozné vyuzit’ komercné
alebo vol'no dostupné pocitacové programy. Niektoré licencované programy mozu byt
v ramci analyzy vyuzité ako vol'nd platforma (napriklad: Matlab®, WimScratch®, Wound
Healing ACAS image Analysis®) alebo ako stcast automatickych zobrazovacich
systémov (napriklad: Incucyte®, Cytosmart®, Cytation®). Z voI'ne dostupnych programov

pre hodnotenie obrazu je to potom Imagel/Fiji ® a nebo TScratch®.

Medzi zékladné parametre analyzy patri stanovenie otvorenej plochy a priemerne;j
Sirky oblasti bez buniek (Svensson et al. 2018). Software dokaze rozlisit’ oblasti pokryté
bunkami od oblasti bez buniek a definovat medzi nimi rozhranie. U oblasti, ktora je
vymedzena ako zvySny vol'ny priestor pre bunkovi migraciu je potom vypocitany obsah

plochy (Grada et al. 2017).
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Parametre, ktorymi je kvantifikované dynamika procesu zacel'ovania ryhy su Sirka
ryhy, zacelend oblast’ ryhy a relativna hustota buniek v zacelovanej oblasti (Grada et al.
2017).

e Sirka ryhy je parameter hodnotiaci priemerni vzdialenost medzi rozhranim
migrujucich buniek a vol'ného priestoru pre migraciu. Behom ¢asového intervalu,
po ktory je migracia hodnotena, dochddza k postupnému priblizovaniu oboch
rozhrani a Sirka ryhy sa zmenSuje. Vypocet zahfna rozdiel poc¢iato¢nej a konecnej
Sirky za Gasovy interval (1-1). Vysledok je udavany v jednotkach dizky za

jednotku ¢asu, napriklad [nm-h'].

wi0—w1l

Sirka ryhy = - (1-1)

wo - vzdialenost’ rozhrani v ¢ase 0
w1 - vzdialenost’ rozhrani v ¢ase 1

t - ¢as trvania bunkovej migracie

e Zacelenie oblasti ryhy vyjadruje mieru bunkovej migracie za ¢asovu jednotku.
Tento parameter hodnoti zmenu obsahu plochy, kde nie st pritomné bunky. Tato
plocha sa teda so vzrastajicim ¢asom a mierou bunkovej migracie zmensuje.
Vysledok mozno vyjadrit’ ako percentudlny podiel medzi plochou na zaciatku

experimentu a v danom ¢asovom intervale (1-2).

A0- A1

% zacelenia = x 100 (1-2)

Ao - vel’kost’ plochy vytvorenej ryhy na zaciatku merania

A - velkost plochy ryhy v Case 1

e Relativna hustota buniek v zacelenej oblasti (RWD) je parameter, ktorym je
vyjadrovany vysledok bunkovej migréacie ziskany automatickymi zobrazovacimi
analyzatormi. RWD hodnoti percentualny podiel hustoty buniek v oblasti ryhy
oproti hustote buniek mimo thto oblast. Za normélnych podmienok sa hodnota

RWD zvySuje. Vypocet RWD je dany vzt'ahom (1-3).
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wt—wO0
ct—wo0

% RWD (t) = x 100 (1-3)

Wo - hustota buniek v oblasti ryhy v ¢ase 0
w; - hustota buniek v oblasti ryhy v Case t

c¢ - hustota buniek mimo oblast’ ryhy v Case t
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3 CIEL PRACE

Ciel'om prace bolo zhodnotit vplyv vybranych rastovych IGF, KGF a EGF na
migraciu buniek keratinocytov HaCaT a buniek adultnych koznych fibroblastov HDFa,

ktoré boli ovplyvnené sirnym yperitom.
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4 PRAKTICKA CAST

Poznamka k praktickej casti diplomovej prace

Pri experimentalnych pracach bol pouzity zasobny roztok sirneho yperitu v DMSO
o koncentracii 20 mmol-1"l. Tento roztok bol uchovavany pri teplote -20 °C. Pred
pouzitim bol roztok temperovany na laboratornu teplotu. Jedna sa o latku uvedenu
v Zozname 1 prilohy ,,Dohovorom o zékaze vyvoja, vyroby, hromadenia a pouzitia
chemickych zbrani a o ich zniceni“. Praktickd Cast’ bola realizovana na Katedre
toxikologie a vojenskej farmacie Fakulty vojenského zdravotnictva Univerzity obrany.
Dané pracovisko je drzitelom platnej licencie k zachadzaniu s latkami uvedenymi
v Zozname 1, ktort vydal Statny trad pre jadrovii bezpe¢nost'. Autorka diplomovej prace
bola po celé obdobie, kedy pracovala na experimentalnej Casti diplomovej préace,
zaradenad do III. kategoérie prace v riziku (vysoko toxické latky) a pravidelne podstupovala
periodické zdravotné prehliadky na Oddeleni chordb z povolania Ustrednej vojenske;
nemocnice v Prahe. Praca so sirnym yperitom vzdy prebiehala pod doh'adom konzultanta
tejto diplomovej prace, za pouzitia predpisanych ochrannych pomodcok a stanovenych

postupov pre dekontaminaciu pouzitého materialu.

4.1 Pouzité chemikalie

Fostfatovy tlmivy roztok (PBS; Sigma - Aldrich, St. Luise, MO, USA)

IGF (Ipsen Pharma, Praha, Ceské republika)

KGF (Sigma - Aldrich, St. Luise, MO, USA)

EGF (ProSpec-Tany TechnoGene, Ness-Ziona, Izrael)

Muse® Count & Viability Kit (Luminex Corporation, Austin, Texas, USA)

Sirny yperit (98,5 %, GC-MS, Vojensky vyskumny tstav, s. p., Brno, Ceska republika)
Trypsin-EDTA (Sigma — Aldrich, St. Luise, MO, USA)

Dimethyl sulfoxid (DMSO; Sigma - Aldrich, St. Luise, MO, USA)

Eaglovo médium modifikované Dulbeccom (DMEM s vysokym obsahom glukézy

4,5 g/1, Bioconcept Ltd, Allschwill - Svajéiarsko)
Penicilin - Streptomycin (Biosera, Nuaille, Francuzsko)

Fetalne bovinné sérum (FBS; Sigma - Aldrich, St. Luise, MO, USA)
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L-glutamin (Capricorn Scientifie GmbH, Ebsdorfergrund, Nemecko)
Dodecylsiran sodny (SDS; Sigma - Aldrich, St. Luise, MO, USA)
Trihidrat octanu sodného (Sigma - Aldrich, St. Luise, MO, USA)
Kyselina octova (Penta, s.r.o., Praha, Ceska republika)

Triton x-100 (Sigma - Aldrich, St. Luise, MO, USA)

Hydroxid sodny (Penta, s.r.o., Praha, Ceska republika)

4.2 Priprava roztokov

Priprava kultivaéného média

Pre kultivaciu a experimentalne meranie boli pouzité tri rozne modifikacie média

DMEM.
Kompletné kultivacné médium obsahovalo:

e 450 ml média DMEM
e 50mlFBS
e 5 ml L-glutaminu

e 5,5 ml roztoku penicilin — streptomycin
Médium DMEM s nizkym obsahom FBS (0,1 %) obsahovalo:

e 450 ml média DMEM
e 0,5mlFBS
e 5 mlL-glutaminu

e 5,5 ml roztoku penicilin — streptomycin
Bezsérové médium DMEM obsahovalo:

e 450 ml média DMEM
e 5 mlL-glutaminu

e 5,5 ml roztoku penicilin — streptomycin
Koncentracny rad pracovnych roztokov EGF

Roztok EGF o koncentracii 500 pug-ml"! bol pripraveny v sterilnej destilovanej

vode. Alikvoty o objeme 10 ul boli uchovavané pri teplote — 20 °C. Po vytemperovani na
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laboratérnu teplotu bolo pipetované 8 pl roztoku EGF do 92 pl destilovanej vody.

Vysledni koncentracia roztoku bola 40 pg-ml™.

Nasledne bol pripraveny koncentracny rad pracovnych roztokov v bezsérovom
kultivatnom médiu o dvojndsobnej koncentracii nez je findlna koncentracia v jamke
24jamkovej alebo 96jamkovej mikrotitratnej dosticky. Koncentracia série Styroch

pracovnych roztokov bola 200, 100, 20 a 2 ng-ml ™.

Pracovny roztok EGF o koncentracii 200 ng-ml! bol pripraveny zmie$anim 40 ul

roztoku EGF (40 pg-ml™') a 7,96 ml bezsérového kultivaéného média.

Roztok EGF o koncentracii 100 ng-ml™”! bol pripraveny zmie$anim 15 pl roztoku EGF

(40 pg-mlt) a 5,985 ml bezsérového kultivaéného média.

Koncentracie 20 a 2 ng-ml"! EGF boli pripravené sériovym desiatkovym riedenim
z koncentracie 200 ng-ml"! EGF. Do 4,5 ml bezsérového média bolo pridané 500 pl
roztoku EGF o koncentracii 200 ng-ml™!. Vznikol tak roztok o koncentracii 20 ng-ml™,
z ktorého bol pripraveny roztok o koncentracii 2 ng-ml! zmie$anim 500 ul tohto roztoku

s 4,5 ml bezsérového média.
Koncentracny rad pracovnych roztokov IGF

Roztok IGF o koncentracii 10 000 pg-ml" obsiahnuty v ampulke bol skladovany
pri 4 °C v temne. Z roztoku boli pripravené alikvoty o objeme 100 ul a uchovéavané

rovnako pri teplote 4 °C v temne.

Po vytemperovani na laboratornu teplotu bolo pipetované 10 pl zdsobného
roztoku IGF do 1,990 ml destilovanej vody. Vyslednd koncentracia roztoku

¢inila 50 pg-ml .

Nato bol pripraveny koncentraény rad pracovnych roztokov v bezsérovom
kultivatnom médiu o dvojnasobnej koncentracii nez je finalna koncentracia v jamke
24jamkovej alebo 96jamkovej mikrotitracnej dosticky. Koncentracia série Styroch

pracovnych roztokov bola 200, 100, 20 a 2 ng-ml™'.

Pracovny roztok o koncentracii 200 ng-ml"! bol zhotoveny zmie$anim 25,5 ul

zasobného roztoku IGF (50 pg-ml™) a 6,350 ml bezsérového kultivaéného média.

Roztok IGF o koncentracii 100 ng-ml™! bol pripraveny zmiesanim 10 pl roztoku

IGF (50 pg'ml ™) a 4,990 ml bezsérového kultivaéného média.
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Koncentracie 20 a 2ng-ml" IGF boli pripravené sériovym desiatkovym riedenim
z koncentracie 200 ng-ml! IGF. Do 4,5 ml bezsérového média bolo pridané 500 ul
roztoku IGF o koncentracii 200 ng-ml”! a z novovzniknutého roztoku o koncentracii
20 ng'ml™! sa odobralo 500 pl, zmiesalo s 4,5 ml bezsérového média za vzniku roztoku

o koncentrécii 2 ng-ml ™.
Koncentra¢ny rad pracovnych roztokov KGF

Roztok KGF o koncentracii 10 pg-ml! bol pripraveny v sterilnej vode. Alikvoty
0 objeme 66,5 ul boli uchovavané pri teplote — 20 °C. Po vytemperovani na laboratornu

teplotu bolo pipetované 65 pl roztoku KGF do 0,585 ml destilovanej vody.

Potom bol pripraveny koncentraény rad pracovnych roztokov v bezsérovom
kultivaénom médiu o dvojnasobnej koncentracii nez je finalna koncentrdcia v jamke
24jamkovej alebo 96jamkovej mikrotitratnej dosticky. Koncentrdcia série Styroch

pracovnych roztokov bola 100, 20, 2 a 0,2 ng-ml .

ZmieSanim 500 pl zasobného roztoku KGF (1 pg-ml') a 4,5 ml bezsérového

kultivaéného média bol pripraveny pracovny roztok o koncentracii 100 ng-ml™.

Roztok KGF o koncentrécii 20 ng-ml! bol pripraveny zmie$anim 100 pl roztoku

KGF (1 pg'ml™?) a 4,90 ml bezsérového kultivaéného média

Koncentracie 2 a 0,2 ng-ml' IGF boli pripravené sériovym desiatkovym riedenim
z koncentracie 100 ng-ml™!. Do 4,5 ml bezsérového média bolo pridané 500 ul roztoku
KGF o koncentracii 20 ng-ml'. Tymto sposobom vznikol roztok
o koncentracii 2 ng-ml!, z ktorého bol pripraveny roztok o koncentracii 0,2 ng-ml’!

zmieSanim 500 pl tohto roztoku s 4,5 ml bezsérového média.
Priprava acetatového timivého roztoku

Pre pripravu 1 litru roztoku bolo navazené 13,608 g trihydratu octanu sodného. Po
rozpusteni v 900 ml destilovanej vody bolo pH roztoku upravené na hodnotu 5,5
niekol’kymi  kvapkami koncentrovanej kyseliny octovej (98,5 %). Nasledne
bolo do roztoku pridané 1000 pl tritonu x-100. Po jeho rozpusteni bol roztok prevedeny
do odmernej banky o objeme 1 | a doplneny po rysku. Tlmivy roztok bol uchovavany

v reagencnej fl'asi pri 4 °C.
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Priprava roztoku p-nitofenylfosfatu o koncentracii 50 molL.I"! (10x)

Do 100 ml odmernej banky bolo navazené 1,8557 g p-nitrofenylfosfatu
a rozpustené v destilovanej vode. Po rozpusteni bol roztok doplneny po rysku. Nésledne

boli pripravené alikvoty o objeme 1 ml a uchovéavané pri teplote -20 °C.
Priprava 1 N NaOH

Roztok bol pripraveny rozpustenim 8 g hydroxidu sodného v 100 ml vody.
Po rozpusteni a vychladnuti bol roztok prevedeny do 200 ml odmernej banky a doplneny

po rysku. Roztok bol skladovany pri laboratornej teplote.

4.3 Pristroje, pomocky a programové vybavenie

Pristroje

¢ laminarny box (Safeflow 1.2, EuroClone, Taliansko)

e vodna lazen (Polyscience, Illinois, USA)

e centrifiga (Hettich® Universal 320 R, Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, Nemecko),

e analyzitor buniek Muse® Cell Analyzer (Luminex Corporation, Austin, Texas,
USA)

e pristroj pre meranie konfluencie buniek (Spark® multimode microplate reader,
Tecan Trading AG, Svajéiarsko)

e ohrievacia doska (CultureTemp®, Bel-Art Products, New Jersey, USA)

e opticky invertovany mikroskop (Nicon eclipse T100, Nikon, Japonsko)

e (COz inkubator (Binder, BINDER GmbH, Tuttlingen, Nemecko)

e vortex (PV-1, Grant Instruments (Cambridge) Ltd, Spojené kralovstvo)

e orbitalna trepacka mikrotitratnych dosticiek (IKA® MS 3 digital, IKA®-Werke
GmbH & Co. KG, Staufen, Nemecko)

e spektrofotometer (Synergy 2 Multi-Mode Microplate Reader, Biotek, USA)

Pomocky
Sterilné plastové pomocky:

e sérologické pipety jednorazové sterilné (TPP, Trasadingen, Svajéiarsko)

e Spicky (epTIPS Standard, Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
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e mikrotitracné dosticky 24 a 96 jamiek, kultiva¢né fT'aSe T75 (TPP, Trasadingen,
Svajéiarsko)
e dosticka s jamkami o objeme 1 ml (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

e mikroskiimavky typu Eppendorf (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)
Pomocky pro manipuléciu s kvapalinami:

e clektronicky davkova¢ Multipette Xstream (Eppendorf, Hamburg, Nemecko)

e pipetovaci nastavec pro sérologické pipety Midi Plus (Sartorius AG, Gottingen,
Nemecko)

e multikanalova pipeta Eppendorf® Research® plus (Eppendorf, Hamburg,

Nemecko)
Programové vybavenie
ImageJ (ImageJ 1.53a, Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA)

Microsoft Excel (Microsoft® Word pre Microsoft 365 MSO (verzia 2212 Zostava
16.0.15928.20196) 32-bitova verzia)

GraphPad Prism 9 pro Windows 64-bit (verze 9.5.0, GraphPad Software, Boston, MA,
USA)

4.4 Bunkova linia HaCaT a HDFa

Pre experimentalnu pracu boli pouZité bunky z linie HaCaT zakupené od CLS Cell
Lines Service GmbH, Eppelheim, Nemecko. Jedna sa o imortalizované bunky l'udskych
keratinocytov. Bunky HDFa boli kiipené od Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA.

St to primarne dermalne fibroblasty izolované z koze dospelého ¢loveka.

4.4.1 Kultivacia buniek
Bunky HaCaT a HDFa boli kultivované v kompletnom médiu DMEM pri teplote
37 °C, 5 % CO2 a 98 % relativnej vzdusnej vlhkosti. Pre kultivaciu buniek boli pouzité

sterilné kultiva¢né fTase s plochou dna 75 cm?.

4.4.2 Nasadenie buniek do 24 jamkovej dosti¢ky

Z kultivacnej fl'ase T75 s bunkami HaCaT alebo HDFa bolo odsat¢é médium,
bunky boli oplachnuté PBS a do kultiva¢nej fl'ase sa pridalo 2 ml trypsinu. Nasledne sa
nechali bunky inkubovat' pri 37 °C dokym nedoSlo kich uvolneniu od povrchu

kultivacnej fl'ase. K bunkdm bolo pipetované 5 ml kompletného kultivaéného média
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DMEM. Vsetok obsah z fl'ase bol preneseny do 14 ml centrifugac¢nej skimavky, zvySok
objemu sa doplnil PBS na objem 14 ml. Bunky boli po dobu 5 minut
centrifugované pri rychlosti 600 ota¢ok-min™'. Po centrifugacii bolo médium odsaté
a bunky sa resuspendovali v 1 ml kompletného média a nasledne bola suspenzia zriedena
na objem 10 ml. Z homogénnej suspenzie sa odobralo 50 pl vzorku suspenzie do 1,5 ml
mikroskimavky. Ku vzorke suspenzie bolo pridané 100 ul roztoku Muse® Count &
Viability Kit pre stanovenie poétu a viability buniek na pristroji Muse® Cell Analyzer.
Po 5 minutach inkubacie bola zmes premiesand na vortexe a analyzovana. Na zaklade
poctu buniek bola suspenzia zriedend kompletnym médiom DMEM, aby do kazdej jamky

24jamkovej dosticky bolo pipetované 1,5 ml suspenzie o koncentracii 300 000 buniek na

jamku.

4.5 Scratch wound heailing assay

Druhy dent bola prevedend vymena média. Kompletné médium DMEM bolo
nahradené médiom so znizenym obsahom FBS (0,1 %). Do kazdej jamky bolo pipetované
1,5 ml tohto média. Bunky boli d’alej inkubované cez noc.

Treti deii bola v konfluentnej vrstve buniek vytvorena ryha v tvare kriza pomocou
upravenej pipetovacej Spicky. Nasledoval oplach buniek PBS a do prazdnych jamiek bolo
pipetované 0,95 ml bezsérového média. Ovplyvnenie buniek prebehlo podla schémy
(obr. 10). Do stipcov 3 az 6 bolo pipetované 50 pl HD zriedeného v PBS, &im sa dosiahlo
vyslednej koncentracie 20 uM HD v 1 ml. Do stipcov 1 a 2 bolo pipetované ekvivalentné
mnozstvo roztoku DMSO v PBS ako kontrola. Vysledna koncentracie DMSO nepresiahla
0,25 %. Bunky sa nechali inkubovat’ po dobu 1 hodiny v CO; inkubatore.

1 2 3 4 5 6
A| c+tM [ c+EGF 1 20+M 20+EGF 1 | 20+EGF 1 | 20+EGF 1
B ctM |c+EGF 10| 20+M 20+EGF 10 | 20+EGF 10 | 20+EGF 10
C|[ ctM |c+EGF 50| 20+M 20+EGF 50 | 20+EGF 50 | 20+EGF 50
D[ c+tM |c+EGF 100] 20+M

Obr. 10 Usporiadanie experimentu v 24jamkovej dosticke

Po uplynuti 1 hodiny bolo pipetované 1 ml koncentra¢ného radu pracovného
roztoku rastového faktora (IGF/EGF/KGF) pripraveného podla postupu v kapitole
4.2. Do kontrolnych jamiek s bunkami ovplyvnenymi len HD bolo pridané 1 ml média

DMEM bez séra.
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Dosti¢ka bola vlozena do pristroja pre zaznam konfluencie buniek Tecan Spark®
multimode microplate reader, kde bola kazdych 6 hodin merand konfluencia buniek
po dobu 24 hodin. Obrazovy zaznam konfluencie bol d’alej analyzovany v programu

ImageJ a MS excel.

4.5.1 Vyhodnotenie testu
Boli ziskané¢ série mikrofotografii vo vystupnom formate pre meranie
konfluencie. Plocha pokrytd bunkami bola zobrazena zeleno a priestor pre migraciu Sedo

(obr. 11).

Obr. 11 Mikroskopicky snimok buniek HaCaT vo vystupnom formate pre meranie konfluencie

Nasledne bola vybrana séria snimok dokumentujucich bunkovi migraciu
v konkrétnej jamke atato séria snimok bola podrobena pocitacovej analyze

obrazu (obr. 12).

Obr. 12 Séria snimok buniek HaCaT ziskana v 6 hodinovych intervaloch, pripravena pre analyzu
obrazu
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Velkost’ plochy bez buniek bola hodnotend v prostredi programu ImagelJ. Plocha
bez buniek je potom oznacena ¢islicou v ¢iernom poli, ktora odkazuje na tabulku, kde je

uvedena plocha a d’alSie parametre (obr. 13).

¢ Results - ] b4
File Edit Font Results

[Area [Mean [Min_[max | =
1 12766 100583 985 108
C 13918189 100508 20 194
3 16981 100298 90 107
4 17827 100093 92 106
100.712 32 197
100722 28 188

7 14105 100378 92 108
I3 12610 100379 92 106
5 10635634) 100625 11 191
10 11132 100264 91 154
11 9919820 100648 26 181

=
< [}

Obr. 13 Analyza digitalnych mikroskopickych snimok v programe ImagelJ. Cislica v éervenom
ramc¢eku odkazuje na velkost’ analyzovanej plochy bez buniek, ktora je pod prislusnym cislom
uvedena v tabul’ke vysledkov.

Bunkova migracia vyjadrend ako % zacelenie ryhy bola vypocitana podl'a rovnice (1-4)

A0- A1

% zacelenia = x 100 (1-4)

Ao - vel’kost’ plochy vytvorenej ryhy na zaciatku merania

A - velkost plochy ryhy v ¢ase 1

4.6 Stanovenie bunkovej viability

Bunky HaCaT alebo HDFa boli nasadené do 96 jamkovej mikrotitracnej dosticky
v mnozstve 10 000 buniek/jamku (HaCaT) alebo 15 000 buniek/jamku (HDFa) v objeme
100 pl kompletného média DMEM na jamku. Druhy dent bolo médium nahradené
za kultivacné médium s nizkym obsahom FBS (0,1 %). Do kazdej jamky bolo pipetované
100 pl tohto média a bunky boli nasledne inkubované d’alSich 24 hodin.

Nasledujuci dent bolo vSetko médium odsaté a do jamky bolo pipetované 90 pl
média, ktoré bolo suplementované 2 mmol-1"! glutaminu a 1 % roztokom penicilin -

streptomycin. Toto médium teda neobsahovalo FBS.
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Do 90 pl média s bunkami bolo d’alej pipetované 10 pl roztoku HD v PBS.
Vysledna koncentracia ¢inila 20 mmol-1"!. Do ostatnych jamiek bol pipetovany
ekvivalentny roztok DMSO v PBS ako kontrola. Potom boli bunky inkubované 1 hodinu
v CO; inkubatore. Vysledna koncentracia DMSO bola 0,1 %.

Po jednej hodine bolo do prislusnych jamiek pipetované 100 pl rastového faktora
v dvojnasobnej koncentracii. Do ostatnych jamiek bolo pipetované 100 pl bezsérového
média. Do jamiek uréenych pre blank bolo pipetované 100 pl roztoku 5 % SDS.

Nasledovala inkubéacia 24 hodin.

Po 24 hodinach od ovplyvnenia bola stanovena viabilita buniek
spektrofotometrickym meranim aktivity enzymu kysla fosfatdza. Kysla fosfataza je
enzym pritomny v cytoplazme zivych buniek, pri pH 5,5 hydrolyzuje artificidlny substrat
p-nitrofenyl fostat na p-nitrofenol, ktory po zvySeni pH [pridavkom NaOH] prechadza

na 7zlto zafarbeny produkt.

Najskor bolo zo vSetkych jamiek odsat¢é médium ado jamiek bolo
pipetované 200 ul PBS. Nasledne bol vSetok obsah jamiek odsaty a do kazdej jamky bolo
pipetované¢ 100 pl roztoku pNPP v acetatovom tlmivom roztoku. Po 50 minttove;j
inkubacii pri 37 °C bolo do kazdej jamky pridané 15 ul 1 N NaOH za vzniku Zltého

zafarbenia. Absorbancia produktu bola merana pri 405 nm.

Po od¢itani blanku boli hodnoty absorbancie prepocitané na relativne % vzhl'adom
ku kontrole. Hodnoty boli graficky znazornené ako priemer £ SEM. Data boli ziskané

zo Styroch opakovanych nezavislych experimentov prevedenych v replikatore n = 4.

4.7 Statisticka analyza dat
Hodnoty vyjadrujice % zacelenie ryhy boli vyjadrené ako priemerna
hodnota = SEM. Déta boli ziskané najmenej z troch nezavislych merani prevedenych

v replikate n = 3.

Statisticky vyznamné zmeny hodndt v porovnani s kontrolou boli analyzované
jednofaktorovou analyzou rozptylu (one-way ANOVA) v kombinacii s Dunnettovym
post hoc testom. Signifikantny rozdiel hodnét p bol hodnoteny na hladindch vyznamnosti

*p <0,05; **, p<0,01; *** p<0,0001 a **** p<0,00001.
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5 VYSLEDKY

Vysledky su roz€lenené podl'a pouzitych bunkovych linii a testovanych rastovych
faktorov. Najskor st uvedené vysledky ziskané s pouzitim bunkovej linie HaCaT
arastovych faktorov IGF, KGF a EGF. V druhej casti st vysledky ziskané s pouzitim
bunkovej linie HDFa a rastovych faktorov IGF, KGF a EGF.

5.1 Vplyv IGF na migraciu buniek HaCaT

Najskor bol hodnoteny vplyv samotného koncentracného radu IGF, HD
a kombinacie HD a jednotlivych koncentracii IGF na bunkovu viabilitu buniek HaCaT
(obr. 14). Statisticky vyznamny pokles hodnét bol zisteny u buniek HaCaT ovplyvnenych
20 umol-1""HD, a to 0 60,5 % oproti kontrole. U kombinacie HD a 1 ng-ml"! IGF doslo
k poklesu hodndt 0 56,9 %, ukombinacie HD a 10 ng'ml! IGF 0584 %, u HD
a 50 ng'ml!' IGF 0 57,8 % au HD a 100 ng-ml™ IGF o0 60,5 %.

%k kk

% kontroly

Obr. 14 Vplyv koncentracného radu IGF, sirneho yperitu (HD) a kombinacie HD a IGF na
viabilitu buniek HaCaT. Po 24 hodinéch bola zmerana bunkova viabilita. Statisticky vyznamny
rozdiel hodnét porovnani s kontrolou je indikovany **** (p<0,00001).

Nasledne bol hodnoteny efekt koncentraéného radu IGF na kolektivnu migraciu
buniek HaCaT metodou ,,scratch wound healing assay* v ¢asovych intervaloch 6, 12, 18

a 24 hodin (obr. 15). Behom prvych 6 hodin neboli zistené ziadne signifikantné rozdiely
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hodnoét. Po 12 hodinach doslo ku Statisticky vyznamnému zvySeniu % zacelenia ryhy
u buniek HaCaT ovplyvnenych 50 a 100 ng-ml™! IGF,ato 0 5,2 % a o0 7,1 % v porovnani
s kontrolou. V intervale 18 hodin po pridani IGF boli najdené Statisticky vyznamné
rozdiely v rovnakych koncentraciach ako v 12 hodinovom intervale. Doslo k zvySeniu
hodnoét o 8,3 % a 0 9,3 % oproti kontrole. Po 24 hodindch bol narast % zacelenia ryhy

signifikantny len u koncentracie 50 ng-ml"! IGF o 12,1 % oproti kontrole.

%k %k *
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"1 1ng.ml"IGF
"1 kontrola (DMSO) M 10 ng.ml"" IGF

M 50 ng.mI"IGF
B 100 ng.mI"" IGF

Obr. 15 Vplyv koncentracného radu IGF na migraciu buniek HaCaT. Migracia buniek bola
hodnotena ako % zacelenia ryhy metodou ,,scratch wound healing assay®. Zacelenie ryhy bolo
hodnotené v &asovych intervaloch 6, 12, 18 a 24 hodin. Statisticky vyznamna zmena oproti
kontrole je oznacena * (p<0,05), ** (p<0,01).

Tretia cast’ vysledkov vplyvu IGF na bunkova migraciu je zamerana na migraciu buniek
HaCaT, ktoré boli ovplyvnené HD (obr. 16). Je tu vidiet’ zrete'ny vplyv HD na pokles
migracie buniek HaCaT, avSak Statistické hodnotenie bolo zamerané na porovnanie
% zacelenia ryhy buniek ovplyvnenych HD v porovnani s bunkami ovplyvnenymi HD
v kombinécii s IGF. Ziadna z testovanych koncentracii IGF nesposobila §tatisticky

vyznamné zvysSenie kolektivnej migracie buniek ovplyvnenych HD.
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Obr. 16 Vplyv koncentracného radu IGF na migraciu buniek ovplyvnenych sirnym yperitom
(HD). Migracia buniek bola hodnotena ako % zacelenie ryhy metodou ,,scratch wound healing
assay*. Zacelenie ryhy bolo hodnotené v ¢asovych intervaloch 6, 12, 18 a 24 hodin.

5.2 Vplyv KGF na migraciu buniek HaCaT

Signifikantné zmeny hodnot viability buniek HaCaT boli zistené v pripade
ovplyvnenia buniek 50 ng-ml! KGF. Doslo k miernemu, napriek tomu vsak
signifikantnému zvySeniu hodnét o 6,2 % vzhladom ku kontrole. V pripade buniek
ovplyvnenych len HD doslo ku Statisticky vyznamnému poklesu hodndt o 58,9 %.
U kombinacie HD a KGF bol pokles hodndt oproti kontrole vel'mi podobny. Pre vSetky
testované koncentracie KGF s HD sa znizenie hodnot pohybovalo v uzkom rozmedzi

od 57,0 % do 59,1 % oproti kontrole (obr. 17).
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Obr. 17 Viabilita buniek HaCaT. Bunky boli ovplyvnené koncentracnym radom rastového faktora
KGF alebo kombinaciou sirneho yperitu (1 hod) a nasledne koncentraénym radom rastového
faktora KGF. Viabilita rastla po 24 hodinach od ovplyvnenia rastovym faktorom. Statisticky
vyznamna zmena viability v porovnani s kontrolou je indikovana * (p<0,05), **** (p<0,00001).

Vplyv KGF na kolektivnu migraciu buniek HaCaT bol sledovany u koncentracie
0,1; 1, 10 a 50 ng-ml™! (obr. 18). V Ziadnom z hodnotenych &asovych intervalov nebol

zisteny signifikantny rozdiel hodndt oproti neovplyvnenym bunkam.
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Obr. 18 Vplyv rastového faktora KGF na migraciu buniek HaCaT. Migracia buniek bola merana
metddou ,,scratch wound healing assay*. Zacelenie ryhy bolo hodnotené v ¢asovych intervaloch
6, 12, 18 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek koncentra¢nym radom KGF.

Na obr. 19 je zndzorneny vplyv réznych koncentracii KGF na migraciu buniek
HaCaT ovplyvnenych 20 pmol-I'" HD. Statisticky vyznamny rozdiel bol najdeny
v intervale 12 hodin po ovplyvneni bunieck KGF o koncentracii 10 ng-ml'. Rozdiel
hodnét ¢inil 3,8 %. Ostatné hodnoty sa Statisticky neodliSovali od kontroly (bunky

ovplyvnené len HD) po dany €asovy interval.
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Obr. 19 Vplyv rastového faktora KGF na migraciu buniek HaCaT ovplyvnenych sirnym yperitom
(HD). Bunky boli ovplyvnené sirnym yperitom po dobu 1 hod. anésledne bol pridany
koncentracny rad KGF. Zacelenie ryhy bolo sledované v ¢asovych intervaloch 6, 12, 18
a 24 hodin po ovplyvneni koncentraénym radom KGF. Statisticky vyznamna zmena oproti
kontrole je oznacend ** (p<0,01).

5.3 Vplyv EGF na migraciu buniek HaCaT

Faktor EGF v koncentraciach 1 az 100 ng-ml! neindukoval $tatisticky vyznamné
zniZenie viability buniek HaCaT po 24 hodinach inkubdcie (obr. 20). HD znizil hodnotu
viability buniek o 62,9 %. V kombinacii HD s1 ng'ml!' EGF doslo k poklesu
viability 56 %, dalej potom v kombinacii HD a 10 ng-ml' EGF o054,8 %;
HD a 50 ng'ml"! EGF o0 60,4 % a HD a 100 ng-ml"! EGF 0 61,3 %.
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Obr. 20 Viabilita buniek HaCaT. Bunky boli ovplyvnené koncentraénym radom rastového faktora
EGF alebo kombinaciou sirneho yperitu (1 hod) a nasledne koncentratnym radom rastového
faktora EGF. Viabilita rastla po 24 hodinach od ovplyvnenia rastovym faktorom. Statisticky
vyznamna zmena viability v porovnani s kontrolou je indikovana **** (p<0,00001).

Vplyv EGF na bunkovli migraciu bol prevazne inhibujuceho charakteru
v porovnani s kontrolou (obr. 21). V intervale 6 hodin po ovplyvneni buniek HaCaT
koncentraénym radom EGF doslo k Statisticky vyznamnému poklesu % zacelenia ryhy
u koncentracie 1 ng-ml"! 0 4,3 % oproti kontrole. V koncentracii 10 ng-ml"! EGF o 7,4 %;
v koncentrécii 50 ng'ml™! 0 6,1 % a v koncentracii 100 ng'ml™! 0 6,2 %. Po 12 hodinich
inkubécie bol v koncentracidch 10, 50 a 100 ng-ml™! zaznamenany signifikantny pokles
012,3 %, 8,3 % ao 8,8 %. Po 18 hodinach doslo v tychto koncentraciach k poklesu
011,9 %, 8,5 % a09,5 %. Za 24 hodin bolo % zacelenie ryhy u tychto koncentracii
rovnako Statisticky vyznamne znizené¢ o 13,2 %, 10,3 % ao 12,6 % v porovnani

s kontrolou.
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Obr. 21 Vplyv rastového faktora EGF na migraciu buniek HaCaT. Migracia buniek bola merana
metddou ,,scratch wound healing assay*. Zacelenie ryhy bolo hodnotené v ¢asovych intervaloch
6, 12, 18 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek koncentraénym radom EGF. Statisticky vyznamna
zmena oproti kontrole je oznacena * (p<0,05), ** (p<0,01).

Inhibicia bunkovej migracie sa prejavila aj u buniek HaCaT ovplyvnenych HD
v kombinacii s EGF (obr. 22). Doslo ku Statistickému zniZeniu hodndt % zacelenia ryhy
v intervale 6 hodin po ovplyvneni buniek koncentraénym radom EGF. U kombinacie HD
a EGF o koncentracii 1 ng-ml™! doslo k poklesu o 2,9 % oproti kontrole. U kombinicie
HD a 50 ng'ml! EGF 05,0 % aukombinicie HD a 100 ng'ml' EGF 04,3 %.
Po 12 hodinach pokragoval trend poklesu hodndt % zacelenia ryhy. Statisticky vyznamné
zniZenie bolo najdené u kombinicie HD a 10 ng'ml! EGF ato 06,7 % vzhladom
ku kontrole, ktora predstavuje HD. Rovnako bol zisteny signifikantny pokles
u kombinacie HD a 50 ng'ml! EGF a to 0 4,4 %.
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Obr. 22 Vplyv rastového faktora EGF na migraciu buniek HaCaT ovplyvnenych sirnym yperitom
(HD). Bunky boli ovplyvnené sirnym yperitom po dobu 1 hod. anasledne bol pridany
koncentracny rad EGF. Zacelenie ryhy bolo sledované v ¢asovych intervaloch 6, 12, 18
a 24 hodin po ovplyvneni koncentraénym radom EGF. Statisticky vyznamna zmena oproti
kontrole je oznacena * (p<0,05), ** (p<0,01).

5.4 Vplyv IGF na migraciu buniek HDFa

Druhd cast’ vysledkov sa tyka vplyvu rastovych faktorov na bunky adultnych
ludskych koznych fibroblastov HDFa. Tie boli vystavené posobeniu IGF
o koncentraciach 1 az 100 ng-ml!, HD o koncentréacii 20 umol-1"' a kombinacii HD
alaz 100 ng'ml" IGF po dobu 24 hodin (obr. 23). Ziadna z tychto latok alebo ich
kombinécia nespdsobila Statisticky vyznamny rozdiel v poklese viability buniek oproti

kontrole.
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Obr. 23 Viabilita bunieck HDFa. Bunky boli ovplyvnené koncentraénym radom rastového faktora
IGF alebo kombinaciou sirneho yperitu (1 hod) a nasledne koncentraénym radom rastového
faktora IGF. Viabilita rastla po 24 hodinach od ovplyvnenia rastovym faktorom.

Vplyv IGF na migraciu bunieck HDFa nevykazoval koncentra¢nu zavislost
(obr. 24). Po 6 hodinach od ovplyvnenia buniek koncentratnym radom IGF doslo
u koncentracie 1 ng-ml! IGF ku zvys$eniu hodnoty % zacelenia ryhy 0 9,2 % oproti
kontrole. Naopak u koncentracie 10 ng-ml"! doslo k signifikantnému poklesu o 6,4 %
behom 6 hodinového intervalu. Koncentracia 50 ng-ml! spdsobila nérast 06,1 %
a koncentracia 100 ng-ml! zase naopak pokles 0 10,6 % v porovnani s kontrolou.
V 12 hodinovom intervale pokraCoval trend narastu % zacelenia ryhy u koncentracie
1 ng-ml! IGF, ato o 14,6 % oproti kontrole. V koncentraciach 10 a 100 ng-ml™ bol
potom zaznamenany signifikantny pokles o 6,1 % a 0 19,1 %. Po 18 hodinach bol zisteny
signifikantny narast hodndt u koncentracie 1 ng-ml! IGF o 13,7 % a u koncentracie
100 ng-ml"! IGF doglo naopak k poklesu o 19,3 % oproti kontrole. Po 24 hodinach bolo
Statisticky vyznamné navysenie zaznamenané u koncentriciachl a 50 ng-ml™! IGF, a to
0124 % ao 9,6 % v porovnani s kontrolou. U koncentracie 100 ng-ml'1 IGF klesla

hodnota o 18,3 %.
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Obr. 24 Vplyv rastového faktora IGF na migraciu buniek HDFa. Migracia buniek bola merana
metddou ,,scratch wound healing assay*. Zacelenie ryhy bolo hodnotené v ¢asovych intervaloch
6, 12, 18 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek koncentraénym radom IGF. Statisticky vyznamna
zmena oproti kontrole je oznac¢ena * (p<0,05), ** (p<0,01), ***(p<0,001), ****p<0,0001.

Pri analyze vplyvu IGF na kolektivnu migraciu buniek HDFa ovplyvnenych HD
neboli zistené ziadne Statisticky vyznamné rozdiely hodnét v porovnani s kontrolou,

ktort tvorili bunky ovplyvnené HD (obr. 25).
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Obr. 25 Vplyv rastového faktora IGF na migraciu buniek HDFa ovplyvnenych sirnym yperitom
(HD). Bunky boli ovplyvnené sirnym yperitom po dobu 1 hod. anasledne bol pridany
koncentra¢ny rad IGF. Zacelenie ryhy bolo sledované v ¢asovych intervaloch 6, 12, 18 a 24 hodin
po ovplyvneni koncentracnym radom IGF.

5.5 Vplyv KGF na migraciu buniek HDFa

Vplyv KGF, HD a kombinéacie HD a KGF na zivotaschopnost’ buniek HDFa bol
hodnoteny testom bunkovej viability po 24 hodinovej inkubacii (obr. 26). Samotny
koncentra¢ny rad KGF S$tatisticky vyznamne neovplyvnil viabilitu buniek. Mierny, ale
Statisticky vyznamny pokles hodndt bol zisteny ukombinidcie HD a KGF
u koncentraciach 0,1; 1 a 10 ng'ml!, ato o 18,4 %, 0 17,9 % a0 15,9 % vzhladom

k neovplyvnenym bunkam.
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Obr. 26 Viabilita bunieck HDFa. Bunky boli ovplyvnené koncentraénym radom rastového faktora
KGF alebo kombinaciou sirneho yperitu (1 hod) a nasledne koncentraénym radom rastového
faktora KGF. Viabilita rastla po 24 hodinach od ovplyvnenia rastovym faktorom. Statisticky
vyznamna zmena viability v porovnani s kontrolou je indikovana ** (p<0,01).

Vplyv KGF na migraciu bunieck HDFa vykazoval v intervale 6 a 12 hodin
nekonzistentny nérast alebo pokles hodnot, ktory vSak nebol Statisticky vyznamny
(obr. 27). V intervaloch 18 a 24 hodin mozno pozorovat’ koncentracne zavisly pokles
hodnoty % zacelenia ryhy, ale ani tu nebola preukdzana Statisticka signifikancia

rozdielnych hodnét v porovnani s neovplyvnenymi bunkami.
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Obr. 27 Vplyv rastového faktora na migraciu buniek HDFa. Migracia buniek bola merana
metddou ,,scratch wound healing assay*. Zacelenie ryhy bolo hodnotené v ¢asovych intervaloch
6, 12, 18 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek koncentra¢nym radom KGF.

Ani v pripade kombinacie HD a koncentracného radu KGF neboli zistené

Statisticky vyznamné rozdiely medzi bunkami ovplyvnenymi len HD a bunkami,

ku ktorym bol naviac pridany koncentra¢ny rad KGF (obr. 28).
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Obr. 28 Vplyv rastového faktora KGF na migraciu buniek HDFa ovplyvnenych sirnym yperitom
(HD). Bunky boli ovplyvnené sirnym yperitom po dobu 1 hod. anasledne bol pridany
koncentracny rad KGF. Zacelenie ryhy bolo sledované v ¢asovych intervaloch 6, 12, 18
a 24 hodin po ovplyvneni koncentracnym radom KGF.

5.6 Vplyv EGF na migraciu buniek HDFa

Rastovy faktor EGF v testovanych koncentraciach nespdsobil pokles viability
buniek HDFa oproti neovplyvnenej kontrole (obr. 29). Mierny, ale $tatisticky vyznamny
pokles bol najdeny u kombinacie HD a 50 ng-ml™! EGF, kde doslo k poklesu viability
o 14,5 %.
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Obr. 29 Viabilita buniek HDFa. Bunky boli ovplyvnené koncentracnym radom rastového faktora
EGF alebo kombinaciou sirneho yperitu (1 hod) a nasledne koncentratnym radom rastového
faktora EGF. Viabilita rastla po 24 hodinach od ovplyvnenia rastovym faktorom. Statisticky
vyznamna zmena viability v porovnani s kontrolou je indikovana ** (p<0,01).

Samotny faktor EGF nevykazoval signifikantny vplyv na zvySenie hodnoty
% zacelenia ryhy a ani jeho u¢inok na bunkovi migraciu nevykazoval koncentraénii
zavislost’ (obr. 30). Naopak bolo zistené signifikantné znizenie hodnoét v intervale 6 hodin
a koncentracii 50 ng'-ml! EGF 0 9,7 % a v intervale 12 hodin a koncentrécii 10 ng-ml’!

0 6,6 % oproti neovplyvnenej kontrole.
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Obr. 30 Vplyv rastového faktora na migraciu buniek HDFa. Migracia buniek bola merana
metddou ,,scratch wound healing assay*. Zacelenie ryhy bolo hodnotené v ¢asovych intervaloch
6, 12, 18 a 24 hodin od ovplyvnenia buniek koncentraénym radom EGF. Statisticky vyznamna
zmena oproti kontrole je oznac¢ena * (p<0,05).

Pritomnost” EGF u buniek ovplyvnenych HD neovplyvnila zvySenie % zacelenia
ryhy oproti kontrolnym bunkam, ktoré boli ovplyvnené len HD. V intervale 12 hodin
doslo u koncentracie 10 a 100 ng-ml"! EGF ku §tatisticky vyznamnému poklesu hodnot

0 10,8 % a 0 10,3 % oproti kontrole. Ostatné zmeny boli nesignifikantné (obr. 31).
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Obr. 31 Vplyv rastového faktora EGF na migraciu buniek HDFa ovplyvnenych sirnym yperitom
(HD). Bunky boli ovplyvnené sirnym yperitom po dobu 1 hod. anasledne bol pridany
koncentra¢ny rad EGF. Zacelenie ryhy bolo sledované v ¢asovych intervaloch 6, 12, 18
a 24 hodin po ovplyvneni koncentraénym radom EGF. Statisticky vyznamna zmena viability
v porovnani s kontrolou je indikovana * (p<0,05), ** (p<0,01).
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6 DISKUSIA

Zasiahnutie koze sirnym yperitom vedie k rozvoju zdvaznych patologickych
stavov spojenych so vznikom typickych velkych pluzgierov. Takéto kozné lézie sa
zdihavo a obtazne hoja, ato z niekolkych pri¢in. Pluzgier, ktory vznika rozrusenim
spojenia dermis a epidermis narusuje fyziologicku bariéru, ktora je tvorenad epidermis.
Po prasknuti pluzgiera hrozi riziko mikrobidlnej kontaminacie obnazenej dermis,
prostrednictvom ktorej moéze lahko dojst k prieniku patogénov do organizmu
a k systémovej sepse (Tianyi 2014; White et al. 2016). Dal$im faktorom je aj samotny
cytotoxicky a cytostaticky ucinok HD. Ten mé za nasledok nekrozu a zénik buniek
v centralnej Casti 1ézie, inhibiciu proliferacie okolitych buniek ajej schopnost
regeneracie a migracie. VSetky tieto deje neumerne predlzuji hojenie a zacelenie rany.
Dalsou komplikaciou méze byt aj poranenie kombinované s mechanickym porusenim
celistvosti koze (Poursaleh et al. 2012).

Ciel'om tejto prace bolo zhodnotit’ vplyv rastovych faktorov IGF, KGF a EGF na
migraciu buniek HaCaT a HDFa, ktoré boli vystavené HD. Tieto dva typy buniek boli
zvolené ako in vitro model koznych buniek. Bunky keratinocytov tvoria zaklad
epidermis. Bunky fibroblastov st nevyhnutné v procese hojenia, tvorby nového
spojivového tkaniva a su zakladnou Struktarou v dermis.

Bunky HaCaT st imortalizované 'udské keratinocyty, prvykrat izolované autormi
Boukamp a kol. (Boukamp et al. 1988). Tieto bunky st Casto vyuzivané v in vitro
Stadiach pre svoj nenadorovy pdvod avelmi blizku podobnost s norméalnymi
keratinocytami. Rovnako maju schopnost’ diferenciacie v zrelé keratinocyty exprimujice
keratin 10 a 14 a involukrin (Seo et al. 2012). Taktiez odpada riziko interindividudlnych
rozdielov medzi darcami, ktoré su komplikujucim faktorom pri pouZiti primarnych
I'udskych keratinocytov (Schoop et al. 1999).

Bunky adultnych koznych fibroblastov HDFa st priméarne bunky ziskané
od dospelych darcov biopsiou. Pre svoju nenarocnu kultivaciu in vitro su Casto
pouzivanym experimentalnym modelom pre Stadium fyziologickych procesov v kozi.
Popripade, pokial’ st izolované z patologickych oblasti koze, tak ich je moZzné vyuZit’ ako
model pre rdzne ochorenia, ako napriklad fibréza (Mesdom et al. 2020; Plikus et al.
2021).

Tieto dva typy buniek sme v nasej praci pouzili pre sledovanie procesu bunkovej

migracie. Kvantifikacia tohto procesu metodou ,,scratch wound healing assay* pontka
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moznost’ sledovania vplyvu réznych latok na pohyb buniek behom procesu zacel'ovania
mechanicky vytvorenej ryhy v bunkovej monovrstve. Sledovanie tohto procesu v Case
rovnako prinaSa informacie o dynamike migracie buniek (Grada et al. 2017). Aby
vysledky naSich experimentov neboli skreslené¢ vplyvom ostatnych rastovych faktorov
prirodzene sa vyskytujucich v suplementoch kultivaéného média, boli vSetky merania
vykonané bez pritomnosti FBS v kultivaénom médiu. Tento postup zaroven obmedzuje
proliferaciu buniek a mozno tak sledovat’ len ich migraciu (Jonkman et al. 2014).

Pre stadium vplyvu rastovych faktorov na migraciu buniek sme zvolili faktory
IGF, KGF a EGF. Vsetky tieto faktory sa vyznacuju mitogénnym uc¢inkom a aktivne sa
zGcastiuju procesu hojenia rany (Benito et al. 1996; Borlak et al. 2015; Rubin 1995).
Bunkové migracia bola sledovand u buniek ovplyvnenych sirnym yperitom. Cielom bolo
vytvorit modelovu situdciu, kedy doslo k mechanickému naruSeniu buniek a zaroveil
k jej chemickému poskodeniu.

Bunky HaCaT ovplyvnené HD boli inhibované v raste priblizne o 60 % oproti
kontrole. Na druhu stranu pouZitd koncentracia HD nemala Ziaden obmedzujuci vplyv na
bunky HDFa. To mdze vysvetlovat’ cytostaticky u¢inok sirneho yperitu, ktory sa odraza
aj v teste viability. Oba typy buniek su tiez r6zne senzitivne k HD. Rychlo proliferujuce
bunky HaCaT su viac obmedzené v raste nez pomalSie proliferujuce bunky fibroblastov
HDFa. Stvislost’ je mozné najst’ aj v rychlosti bunkového cyklu. Uddvana doba potrebna
k rozdeleniu jednej bunky na dve dcérske je u buniek HaCaT priblizne 28 hodin (Pavez
Lorie et al. 2020) a u buniek HDFa asi 47 hodin (Moulin et al. 2011). Koncentracia
20 umol-I"" HD bola zvolena na zéklade optimalnych hodnét inhibicie migracie buniek
HaCaT. V nami sledovanom intervale 24 hodin nemal Ziaden z hodnotenych rastovych
faktorov signifikantny cytoprotektivny efekt.

IGF-I urychl'uje hojenie rany stimuldciou syntézy kolagénu produkovaného
fibroblastami, navySe ma mitogénny ucinok na fibroblasty aj keratinocyty. Podiel’a sa
vSak aj na fibrotickych stavoch akymi st keloidy, hypertrofické jazvy, Crohnova choroba,
fibrotické ochorenie pl'ic a glomerularne ochorenia (Krein et al. 2003; Phan et al. 2003;
Rolfe et al. 2007). NaSe vysledky potvrdzuja pozitivny vplyv samotného IGF na migraciu
buniek HaCaT, kde bol naznaCeny koncentratne zavisly narast hodnot, aj ked bez
Statisticky vyznamnych rozdielov oproti kontrole. U bunieck HDFa mala kazda
z testovanych koncentracii IGF iny vplyv na ich migraciu. Koncentracie 1 a 50 ng-ml’!

IGF spdsobili zrychlenie zacelenia ryhy. Oproti tomu koncentracie 10 a 100 ng-ml™! viedli
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k inhibicii migréacie. Za podmienok, kedy boli bunky ovplyvnené HD bolo pozorované
zastavenie, popripade znizenie bunkovej migrécie.

KGF najlepsie stimuloval bunky HDFa k intenzivnej migracii a zaceleniu ryhy
v najniz$ej testovanej koncentracii 0,1 ng-ml™. S postupne sa zvy$ujucou koncentraciou
KGF dochédzalo k Gtlmu migracie, a to najméa v ¢ase 18 a 24 hodin. Na druht stranu za
podmienok ovplyvnenim HD bola skdr G¢innej$ia koncentracia 10 ng-ml!, aj ked’ sa
vd’aka vel'kym rozptylom hodnoét tento vysledok nepotvrdil ako Statisticky vyznamny.
U buniek HaCaT naopak koncentracia 0,1 ng-ml' KGF posobila (nesignifikantné)
spomalenie bunkovej migracie vo vSetkych sledovanych ¢asovych intervaloch. U buniek
HaCaT ovplyvnenych HD bol zaznamenany (nesignifikantny) narast v ¢ase 24 hodin
u koncentracie 10 a 50 ng-ml! KGF. Vysledky z inych $tadii tiez kladne hodnotia u¢inky
KGF. Produkcia KGF bunkami v blizkosti vytvorenej rany zlepsSuje epidermalnu obnovu.
Pridanim KGF do kultivaéného média sa zvysila proliferacia keratinocytov. Preto sa
uvazuje o kombinacii keratinocytov s bunkami schopnymi stimulovat’ keratinocyty, ako
napriklad imortalizované bunkové linie keratinocytov a fibroblastov, ktoré produkuju
KGF. VyuZitie tejto kombinécie by bol v systéme podéavania lieciv (Kopp et al. 2004).

EGF v interakcii s bunkami HaCaT inhiboval migraciu buniek v koncentraénom
rozmedzi 10 az 50 ng'ml™!'. K obdobnému, aj ked’ miernej$iemu inhibi¢nému efektu doslo
aj u buniek HDFa. Pri testovani EGF na bunkach ovplyvnenych HD neboli zistené Ziadne
pozitivne u€inky, ktoré by prispeli k rychlejSiemu uzatvoreniu ryhy.

Z nasich vysledkov vyplyva, Ze HD zasadnym spdsobom zasahuje do migracie
oboch typov buniek a podmienky pre hojenie 1ézie st zna¢ne obtazné. Bunka sa musi
najskor vysporiadat’ s energeticky naro¢nym procesom opravy alkylovanej DNA,
¢o moZe potom negativne ovplyvnit’ d’alSie energetické poZiadavky nutné pre vyvinutie
migracného pohybu bunky do voI'ného priestoru. Nase experimentalne usporiadanie plne
nereflektuje hojenie rany v prirodzenych podmienkach organizmu, ktory ma cely rad
moznosti ako proces hojenia podporit’. Napriklad spolo¢nou interakciou keratinocytov,

endotelidlnych buniek a fibroblastov behom hojenia (Henemyre-Harris et al. 2008).
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7 ZAVER

Kozné 1ézie spdsobené sirnym yperitom su komplikovanym poranenim, kde je do
istej miery vdaka cytotoxickym a cytostatickym ucinkom sirneho yperitu branené
fyziologickému procesu hojenia. Praca si kladla za ciel' zhodnotit’ vplyv rastovych
faktorov IGF, KGF a EGF na proces bunkovej migracie, ktory je sucast'ou hojenia rany.
Nase vysledky ukazuju, ze toxické UcCinky sirneho yperitu natol’ko inhibuji migraciu
buniek, Ze sa pozitivny vplyv testovanych rastovych faktorov behom 24 hodinového
intervalu prejavil len vel'mi mierne, ¢o viedlo k Statisticky nesignifikantnym vysledkom.

V niektorych pripadoch doslo aj k inhibicii bunkovej migracie.
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8 ZOZNAM SKRATIEK
ADP — adenozindifosfat (adenosine diphosphate)

ATP — adenozintrifosfat (adenosine triphosphate)

bFGF — zékladny fibroblastovy rastovy faktor (basic fibroblast growth factor)
Cdk - cyklin-dependentné kinaza (cyclin-dependent kinase)

Chk - checkpoint kindzu (checkpoint kinase)

CX — fosgenoxim (phosgene oxime)

DIC — diferencidlny interferencny kontrast (differential interference contrast)
DMSO — dimethylsulfoxid (dimethyl sulfoxide)

DNA — deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

ECM - extracelularna matrix (extracellular matrix)

EGF — epidermalny rastovy faktor (epidermal growth factor)

EG-VEGF - vaskularny endotelidlny rastovy faktor odvodeny od endokrinnych Zliaz

(endocrine gland-derived vascular endothelial growth factor)

FBS — fetalne bovinné sérum (fetal bovine serum)

FGF — fibroblastovy rastovy faktor (fibroblast growth factor)

FGFR — receptor fibroblastového rastového faktora (fibroblast growth factor receptor)
HaCaT — bunkova linia l'udskych keratinocytov (human epidermal keratinocyte line)
HD - sirny yperit (sulfur mustard)

HDFa — bunkova linia 'udskych fibroblastov (human dermal fibroblasts)

HN — dusikaty yperit (nitrogen mustard)

IGF — inzulinovy rastovy faktor (inzulin like growth factor)

IGFBPs — proteiny viazuce rastovy faktor podobny inzulinu (insulin-like growth factor-

binding protein)

IL - interleukin (interleukin)
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INF-y — interferon gama (interferon gamma)
KGF - keratinovy rastovy faktor (keratinocyte growth factor)
L — lewisit (lewisite)

LTGF- — latentny transformujtci rastovy faktor beta (latent transforming growth factor

beta)

MSH — melanocyty stimulujici hormén (melanocyte stimulating hormone)
NAC - N-acetylcystein (N-acetylcysteine)

NAD" - nikotinamidadenindinukleotid (nicotinamide adenine dinucleotide)
PARP-1 - poly-(ADP- riboéza)polymeraza-1 (poly (ADP-ribose) polymerase 1)
PBS — fosfatom pufrovany fyziologicky roztok (phosphate-buffered saline)
PDGF - rastovy faktor odvodeny od krvnych dosti¢iek (platelet-derived growth factor)
PIGF - placentarny rastovy faktor (placental growth factor)

RNA - ribonukleova kyselina (ribonucleic acid)

ROS - reaktivne formy kyslika (reactive oxygen species)

RWD - relativna hustota buniek v zacelenej oblasti (relative wound density)
SDS — dodecylsiran sodny (sodium dodecyl sulfate)

TGF-a — transformujuci rastovy faktor alfa (transforming growth factor alpha)
TGF-B — transformujuci rastovy faktor beta (transforming growth factor beta)
TNF-a — tumor nekrotizujtci faktor alfa (tumor necrosis factor alpha)

VEGF — vaskularny endotelidlny rastovy faktor (vascular endothelial growth factor)
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