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SOUHRN

SOUHRN
Kuze je nejvétsi organ lidského téla zajiStujici celou fadu funkci. Dillezita je zejména

jeji bariérova funkce neboli ochrana vnitiniho prostiedi téla pfed vnikem mikroorganismii,
cizorodych latek ¢i zafeni. Aby tato bariéra i1 dal§i procesy probihajici v kiizi spravné
fungovaly, je nezbytna jeji celistvost. Pokud dojde k poskozeni klize, vznika rana, jejiz hojeni
probiha ve tfech navazujicich a vzajemné se prolinajicich fazich. Béhem prvni zanétlivé faze
se zastavuje krvaceni, stoupd teplota v tkdni a dochazi k aktivaci obranné imunitni reakce.
Nasleduje proliferacni faze, pti které¢ fibroblasty pomahaji ranu zacelit syntézou novych
komponent extracelularni matrix, kterd je ndasledné¢ osidlena keratinocyty. V posledni
remodelacni fazi dochézi k pfeméné nové vytvorené tkané¢ z granulacni na jizevnatou
a ukonceni hojivého procesu. Problematické jsou rany chronické, charakterizované dlouhou
zanétlivou fazi, jejichz vyskyt nartistd spolecné se starnutim populace. Tyto rany jsou
nebezpené nejen pro moznou infekci, ale 1 kvili vyCerpavani organismu zdlouhavym
hojivym procesem, ptipadné 1é¢bou samotnou. Proto je dilezité hledat nové a inovovat jiz
znamé postupy 1écby ran a regeneraci kize.

Prvni cast predkladané disertacni prace se zabyvala studiem nanocastic stiibra (AgNPs)
a iontového sttibra (Ag-I) s cilem prohloubit znalosti ve vztahu k procesu hojeni ran. Riizné
formy stfibra jsou u hojeni ran bézné vyuzivdny zejména pro antibakterialni
a protizanétlivé ucinky. Dlouhodobé je vSak diskutovana jejich toxicita, proto je nezbytné
studovat pozitivni 1 negativni u¢inky. Nejprve byla na bunééném modelu lidskych koznich
fibroblastii (HDF) stanovena toxicita AgNPs a Ag-I. Na zaklad¢ vysledki byly vybrany
netoxické koncentrace, u kterych byl na in vitro modelu pro studium hojeni ran sledovan vliv
na morfologii bun¢k, markery oxida¢niho stresu, zanétu a bunécné ochrany, zarGstani rany
a migraci bun¢k. Ziskané vysledky ukazaly, ze AgNPs maji lepsi vliv na hojeni ran nez Ag-I.
U¢inkem AgNPs doslo k aktivaci antioxidaéni drahy Nrf2/HO-1, zvySeni hladiny
chaperonového proteinu HSP90 a naopak ke snizeni hladiny transkripéniho faktoru NF-xB
a IL-6. Pozitivni vliv AgNPs na hojeni ran byl potvrzen také ryhovym testem, tedy lepSim
zarustanim narusené¢ monovrstvy HDF. Pisobenim Ag-I doslo ke zvySeni oxida¢niho stresu
a negativni vliv na hojeni ran byl rovnéz prokazan ryhovym testem, nebot” dochdzelo
k hor§imu zartistani poSkozené monovrstvy HDF.

Selen mé& vyrazné antioxidacni, protizanétlivé, antibakteridlni a antivirové ucinky,
rovnéz stimuluje imunitni systém, a proto by mohl byt vhodny pro urychleni hojeni ran.

Z tohoto diivodu byly v praci rovnéz testovany nanocastice selenu (SeNPs). I v tomto piipadé
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nebyly opomenuty mozné nezddouci ucinky. U SeNPs byl nejprve stanoven antimikrobialni
ucinek. Poté byla na modelu HDF stanovena toxicita. Na zéklad¢ vysledkii byly vybrany
koncentrace, u kterych byl na in vitro modelu pro studium hojeni ran sledovan vliv
na markery zanétu a bunétné ochrany a markery zapojené do procesu hojeni ran. Vysledky
prokéazaly, Ze testované SeNPs maji antibakterialni a antimykoticky uc¢inek. Na in vitro
modelu pro studium hojeni ran bylo prokazano, ze SeNPs ovliviiuji hladinu remodelacnich
proteini MMP-2 a MMP-3 a antioxida¢niho proteinu HO-1. Pii porovnani ucinkit AgNPs
a SeNPs s ohledem na jejich zapojeni do procesu hojeni ran mizeme konstatovat, ze t¢inek
AgNPs je vyraznéjsi.

Dalsi cast disertacni prace byla zaméfena na studium moznosti vyuziti lidského séra
(LS) od darcii riizného véku (30-100 let) pro regenerativni medicinu. V soucasné dobé je LS
pouzivano jen v mensi miie pro tkanové inzenyrstvi a je predmétem zejména rejuvenacnich
studii. Na bunécném modelu HDF byl sledovan vliv na Zivotnost, proliferaci, bunécnou
morfologii, bunécny cyklus, adhezi a markery zapojené do procesu starnuti. V pilotni studii
bylo potvrzeno, ze HDF je mozné¢ kultivovat v médiu s pfidavkem LS misto bézné
pouzivaného fetalniho bovinniho séra. U bunck kultivovanych v médiu s LS byla pozorovana
ze vmédiu s LS od 90 letych darci rostly HDF Iépe nez v médiu s LS od dérct 30 letych.
S ohledem na tyto vysledky je probihajici studium zaméfeno na detailni analyzu LS90
pro mozny obsah rejuvenacnich faktort, které by mohly byt vyuzity v regenerativni medicing,

ale 1 hladinu hormont, ristovych faktori ¢i 1é¢iv, které by rovnéz mohly ovlivnit rist bunék.

Klicova slova: fibroblasty, hojeni ran, nanoc¢astice stfibra, nanocastice selenu, iontové

stiibro, lidské sérum, regenerace, senescence
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SUMMARY

The skin is the biggest organ of a human body that ensures a wide range
of functions. Especially its barrier function is important, because it protects an internal body
environment against an input of microorganisms, xenobiotics or radiation. The skin integrity
is necessary for the right barrier function as well as other processes that take place in the skin.
When the skin is damaged its healing occurs in three follow-up phases that mingle into each
other. During the first inflammatory phase, the bleeding is stopped, a tissue temperature
grows and a defensive immune reaction is activated. The next is the proliferation phase during
which fibroblasts synthesize new extracellular matrix components that are colonized
by keratinocytes in the process called reepitelization. In the last remodeling phase, a newly
created granulation tissue is transformed to the scar tissue and the healing process finishes.
Chronic wounds are characterized by the long inflammatory phase and are more common
in higher age. These wounds are dangerous due to possible bacterial infection, enervation
of organism by a long healing process and the treatment as well. Therefore, it is important
to look for new and innovate types of wound healing and skin regeneration treatments
in general.

The first part of the dissertation dealt with a study of silver nanoparticles (AgNPs)
and ionic silver (Ag-I) in connection with the wound healing process. Various forms of silver
have been commonly used for wounds treatment especially due to their antibacterial
and anti-inflammatory effects. However, their toxicity has been discussed concurrently. That
1s why it is necessary to study their positive as well as negative effects. First of all,
the toxicity of AgNPs and Ag-I was estimated on human dermal fibroblasts (HDF). Based
on the results, the non-toxic concentrations were chosen for further studies on in vitro model
for the wound healing estimation and the effects on cell morphology, oxidative stress,
defensive and inflammatory markers, the overgrowing of the wound and cell migration were
studied. The obtained results showed that AgNPs were more potent on wound healing
compared to Ag-I. The results showed that AgNPs activated the Nrf2/HO-1lantioxidant
pathway, increased the level of chaperon protein HSP90 but on the other hand AgNPs
decreased protein expression of the transcription factor NF-kB and IL-6 level. The positive
effect of AgNPs was also confirmed by the scratch assay - the scratched HDF monolayer
overgrown better after the treatment with AgNPs. In the case of Ag-1, effects on the studied

markers was not as potent as for AgNPs. Moreover, Ag-I increased oxidative stress
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and the negative effect on the wound healing was evident on the overgrowing of scratched
HDF monolayer either.

Selenium has considerable antioxidant, anti-inflammatory, immunomodulatory,
antibacterial and antiviral effects that could be beneficial in the wound healing. Therefore, we
also tested selenium nanoparticles (SeNPs) to find out if they could be used for wound
treatment. Even in this case, possible side effects should not be omitted. First of all,
the antimicrobial effects of SeNPs were determined. Then the toxicity on HDF was estimated.
Based on the results concentrations for evaluation of wound healing potetntial on in vitro
model were chosen. SeNPs effects on defensive and inflammatory markers involved
in the wound healing process were studies. Tested SeNPs showed antibacterial
and antimycotic effects. It was proved on the in vitro wound healing model that SeNPs
influence the expression of remodeling proteins MMP-2 and MMP-3 and the antioxidant
protein HO-1. When effects of SeNPs are compared with AgNPs with respect to their
involvement in the wound healing process, AgNPs influence the wound healing process more
significantly.

The next part of the dissertation was focused on the study of the use of human serum
(LS) from donors of various ages (30-100 years) for regenerative medicine. Currently LS
is not used very often in tissue engineering and it is the subject of rejuvenation studies.
The influence on the cell morphology, viability, proliferation, cell cycle, adhesion
and markers involved in the aging were studied on HDF. A pilot study confirmed that HDF
can be cultivated in medium supplemented with LS instead of the commonly used fetal
bovine serum. In cells cultivated in the medium with LS, higher viability, proliferation
and faster confluence were observed. Further, HDF grew better in the medium with LS from
90-year-old donors compared to the medium supplemented with LS from 30-year-old donors.
In the view of these results, further ongoing studies focus on a detailed analysis of LS from
90-year-old donors, particularly on possible content of rejuvenation factors that could be used
in the regenerative medicine as well as levels of hormones, grow factors and potential drugs

that could also have an impact on the cell growth.

Key words: human dermal fibroblasts, wound healing, silver nanoparticles, selenium

nanoparticles, ionic silver, human serum, regeneration, senescence
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1 Uvod

Neporusena kozni bariéra je klicova pro ochranu vnitiniho prostiedi lidského téla pred
vnikem mikroorganismt, cizorodych latek a zafeni. Zaroven umoziiuje smyslové vnimani,
termoregulaci a syntézu vitaminu D, vizualizaci lidskych emoci a ovliviiuje psychicky stav
jedince. Pokud dojde k poskozeni kozniho krytu, vznikd rdna. Rany se mohou délit podle
mnoha kritérii, nejjednodussi je z hlediska délky hojeni, kde rozliSujeme rany akutni (hojeni
trva maximalné 68 tydnt) a chronické (hojeni v fadu meésicti).

Chronické rany jsou velmi nezbezpené zejména kvili moznému nasednuti infekce
a jejiho rozsiteni do celého téla. Zdlouhavy proces hojeni organismus vyc€erpava, je bolestivy
a pro pacienta nepiijemny i po psychické strance, zejména je-li rana na viditelné Casti téla
nebo omezuje-li ho v béznych aktivitach. V neposledni fad¢ se jednd i o vyznamné zatizeni
zdravotnického stystému, protoze 1écba chronickych ran byva nakladna jak z hlediska délky
terapie, tak z hlediska pouzivaného zdravotnického materidlu a 1é¢iv.

Studie uvadéji, ze beéhem zivota se s chronickou ranou setkd 1-2 % lidi. Vzhledem
ke starnuti svétové populace lze predpokladat, ze toto mnozstvi jesté poroste, protoze vyskyt
nehojicich se ran vysoce koreluje s vékem. OhroZeni jsou také pacienti s diabetem, u kterych
byvaji velmi Casté defekty na nohou (vlivem diabetické neuropatie pacienti mnohdy neciti
bolest a drobnd ranka se mize zménit na hluboky defekt a zvySena glykemie vytvari idedlni
prostiedi pro rtst plisni). Samostatnou kapitolu pak tvofi imunokomprimovani jedinci, kde je
rizikové zejména mikrobidlni osidleni rany. Z vySe uvedeného vyplyva, ze je dulezité
inovovat zndmé postupy a hledat nové latky, které mohou pozitivné€ ovliviiovat hojivy proces.

O inovaci mizeme mluvit napf. u stfibra, které¢ dnes zaziva svou renesanci. Piestoze jeho
antibakterialni a protizanétlivé Gc¢inky vyuzival jiz Hippokrates, s objevem antibiotik bylo
odsunuto do pozadi. Vzhledem k vyznamnému vzristu rezistence vici antibiotikiim se vSak
stiibro vraci do popredi z4jmu 1ékait, a to zejména diky svému pilisobeni na riizné procesy
mikrobidlniho metabolismu. Rezistence vici stfibru vznikd jen velmi vzacné a je G¢inné
1 na multirezistentni bakterialni kmeny. Vyhodna je i jeho nizkd systémova toxicita. Vedle
dusi¢nanu stiibrného a sulfadiazinu se dnes stale Castéji vyuZzivaji nanocastice stiibra. Jejich
ptednosti je, Ze mohou byt tvofeny Cistym stiibrem, coz snizuje nezadouci ucinky pozorované
u sloucenin stiibra. Diky velkému povrchu jsou reaktivni a snadnéji se uvoliuji ionty stiibra,
které¢ jsou nositeli antibakterialnich ucinka. Presto je potieba sledovat nejen pozitivni

vlastnosti, ale myslet i na moznou toxicitu a akumulaci. Pfed uvedenim nového ptipravku
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s obsahem nanostiibra je tedy nutné provést celou fadu in vitro a nésledné in vivo testi,
aby se stanovila bezpe¢na davka a délka pouziti.

Mezi dalsi hojné vyuzivané nanomateridly v soucasnosti patii nanoc¢astice selenu. Selen
je vyznamny antioxidant, ktery zhasi volné radikaly a chrani tak bunky pied oxida¢nim
poskozenim. U nanocéstic selenu byly prokazany také protizdnétlivé, antibakterialni
a antivirové ucinky. Nejcastéji se vSak vyuzivaji protinadorové vlastnosti selenu, nebot
plsobi napf. stimulacne na imunitni systém. Vzhledem k vySe uvedenym vlastnostem
1ze ptedpokladat, Ze by nanocastice selenu mohly najit nové uplatnéni také pii hojeni ran.

Vedle exogennich latek se dnes v medicin€ vyuzivaji také slozky télu vlastni, napf. buiiky,
sérum nebo §tépy pro kozni transplantace, které jsou pacientem daleko 1épe piijimany a riziko
imunitni reakce a inkompatibility vyznamné klesa. Zaroven pii pouziti lidského séra (idedlné
autologniho) jako zdroje riistovych faktorti, rostou buiiky uzité pii transplantaci daleko 1épe
nez pii vyuziti séra bovinniho.

Disertacni prace byla zaméfena na studium nanocastic stiibra a selenu s cilem
prohloubit znalosti o jejich vlivu na proces hojeni ran. Vedle moznych nezadoucich ucinka
(cytotoxicita, produkce reaktivnich forem kysliku, sekrece prozanétlivych cytokint) byl
sledovan vliv na vyznamné markery procesu hojeni ran. Dalsi ¢ast prace se zabyvala
moznym vyuzitim lidského séra v regenerativni mediciné. Na bunééném modelu lidskych
koznich fibroblastt byl sledovan vliv na zivotnost, proliferaci, buné¢nou morfologii, bunécny

cyklus, adhezi a proces starnuti.
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2 Prehled soucasného stavu problematiky

2.1 Lidskad kize

A4

piiblizné 15 — 20 % jeho celkové vahy [1, 2] a zaujiméa plochu 1,5 — 2 m? [2, 3].

Je tvotfena z n¢kolika vrstev a produkuje specialni struktury zndmé jako kozni adnexa,

tedy vlasy, chlupy, nehty, potni, mazové a mlécné zlazy [1, 2, 4]. Zajistuje celou fadu

vyznamnych funkci [2, 5], které se vzajemné prolinaji a dopliuji:

Ochranna: bariéra mezi vnéjSim a vnitinim prostfedim chranici télo
pfed vnikem mikroorganismu, cizorodych latek a UV zafenim a to mechanicky
(pevnost, pruznost, soudrznost; rohova vrstva), chemicky (kyseld sekrece)
a biologicky (komenzalni mikroflora)

Imunitni: kiize se Casto dostavd do kontaktu s antigeny zevniho prostiedi;
vyznamnou roli v koznich imunitnich reakcich hraji Langerhansovy bunky
Termoregulacni: kiize pomoci koznich cév a potnich zldz pomahé udrzovat
télesnou teplotu

Smyslova: klze zajiStuje hmatové vjemy diky nervovym zakoncenim
s receptory reagujicimi na chlad, teplo, doteky, tlak, vibrace, svédéni ¢i bolest
(poranéni) a zajist'uje tak adekvatni reakci na okolni prostiedi

Metabolicka: v kGzi vznikd ze steroidnich prekurzorti vlivem UV zafeni
majoritni mnoZzstvi vitaminu D; kiiZze se dale podili na metabolismu sacharidi,
tuki a bilkovin

Depotni: v kizi je velkd zasoba krve a glukézy, v podkoznim vazivu
je skladovan tuk a na kolagenova vlédkna je vazana voda

Sekrecni funkce: v kizi se nachazeji mazové a potni zldzy, které svymi
sekrety chrani kiizi pfed mikroorganismy a zaroven se podileji na vylu¢ovani
cizorodych latek ztcla, a melanocyty, které sekreci melaninu zajistuji
fotoprotektivni funkci

Resorp¢ni: zdrava kize je schopna resorbovat malé mnozstvi latek
rozpustnych v tucich a absorbovat dychaci plyny (tato funkce vSak pro ¢lovéka

nema vetsi vyznam)
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e Psychosocidlni: pres klizi se vizualizuji lidské emoce (Cervenani, zblednuti),

jeji vzhled zaroven ovliviiuje psychicky stav jedince 1 chovani okoli k nému

Tloustka kaze kolisd v rozmezi 0,03 — 4 mm v zavislosti na lokalizaci (nejtenci
je na oc¢nich vickach, nejtlustsi na zadech) [1, 2]. Zakladni anatomické ¢lenéni (Obr. 1)

zahrnuje epidermis (pokozku), dermis (Skaru) a hypodermis (podkozni vazivo).

[ Stratum corneum
Stratum lucidum
Stratum granulosum
1]
£ :
o Stratum spinosum
o
;.IEJ- (— Délici se keratinocyt
Stratum basale Melanocyt
Merkelova buika
L Bazalni mebrana bt .
<= (8% Makiok
Krevni céva Mahreiia
s i €——— CD4+ T lymfocyt
- 2 \ﬂ(— Zirna buika
E
@ i —
a NK buiika —@ @’x, o
Fibroblast —%®> & n EDe Loy
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I KoZni dendriticka buitka  Lymfaticka céva Neutrofilni granulocyt

Obrazek 1. Struktura lidské kize vcetné vyskytujicich se bun¢k (upraveno podle

[6,7]).

Vlastni povrch téla tvoii rohovatéjici vrstva epidermis. Je tvofena ze Ctyf nebo péti
vrstev bunék. Majoritni zastoupeni zde maji keratinocyty, které vznikaji ve Stratum
basale z epidermalnich kmenovych bunék, maji cylindricky tvar a mohou se d¢lit.
Casem diferencuji a migruji do vys§ich vrstev. Stratum spinosum vytvaii 2 — 5 vrstev
keratinocytli, které jsou smrsténé, proto se jim fikd trnové nebo téz ostnité buiky.
Ve Stratum granulosum je mozné pozorovat keratinocyty s vyraznymi granuly, ktera
obsahuji keratohyalin. Jednd se o terminalné¢ diferencované keratinocyty. Vyse se jiz
nachazeji pouze mrtvé bunky. Stratum lucidum, kterd je u clov€éka patrna pouze
v oblastech s vyraznéjsim rohovaténim kize, jako jsou dlan¢ a chodidla, je tvofena

mrtvymi keratinocyty, které jest¢ maji jadro. Naproti tomu Stratum corneum jiz

4
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obsahuje mrtvé bezjaderné keratinocyty, které jsou kompletné keratinizované a ftika
se jim korneocyty. Vytvorenim zrohovatélych bunék muize epidermis plnit svou hlavni
funkci, coz je mechanicky 1 chemicky odolna, pro vodu téméf nepropustna difuzni
bariera [3]. Mezi dal$i bunky zastoupené v epidermis patii dendritické antigen
prezentujici Langerhansovy bunky, melanocyty odpovédné za pigmentaci kize

a dotekové receptory Merkelovy bunky [3, 6, 7].

Dermis, ktera je odd€lena od epidermis bazalni membranou, zajiStuje odolnost kiize.
Je protkana siti kapildr, které diky prostupnosti bazalni membrany vyzivuji také
epidermis, konkrétn¢ Stratum basale. Nachazi se zde celd fada nervovych zakonceni
umoznujici smyslové vnimani hmatu a teploty, vlasové folikuly, potni a mazové zlazy
[5]. Histologicky se skldda z vaziva protkan¢ho kolagennimi a elastickymi vlakny.
Vrchni ¢ast tvorena zftidkého vaziva se nazyva Stratum papillare. Z této vrstvy
vystupuji specialni kolagenova vlakna pojici epidermis k dermis. Spodni ¢ast Stratum
reticulare je z neusporadaného hustého vaziva tvorené¢ho zejména kolagenem I [3].
Obrannou funkci zde zajistuje celd fada bunék imunitniho systému, jako jsou
makrofagy, CD4+ a CD8+ T Ilymfocyty, NK buiiky (natural killer), neutrofilni
granulocyty, kozni dendritické bunky a Zirné bunky [6, 7].

Zakladnimi bunkami vazivové tkan¢ jsou fibroblasty (Obr. 2). Jejich tkolem
je fizeni metabolismu mezibunééné hmoty — extraceluldrni matrix (ECM). Podileji se
na syntéze a odbourdavani kolagenu (zejména typu [ a III), elastinu,
glykosaminoglykanti, proteoglykanti a adheznich proteint ECM [3]. Jejich cinnosti
vznika také bazalni membrana [5]. Tyto builky maji vietenovity tvar (protdhlé télo

a dlouh¢ vybézky) a mohou diferencovat v dalsi buniky pojivové tkané€, jako jsou

osteoblasty/osteocyty, chondrocyty, adipocyty a myocyty hladké svaloviny [5].
AW B ‘ Vi3 74 |' % \t'tg‘ > S 2
EZ", A i ,_.P %

Obrazek 2. Lidské kozni fibroblasty. ZvétSeno (A) 10x, (B) 40x.
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2.2

Nejspodnéjsi vrstvou kize je hypodermis, ktera je tvoiena ziidkého vaziva.
Na né¢kterych mistech upeviiuje kiizi ke svalim nebo kostfe. Toto pfipojeni je volné
a umoziiuje volny pohyb kize [3, 5]. Casto obsahuje adipocyty, které napoméhaji
mechanickym a izolatnim schopnostem kiize a zaroven jsou zasobarnou energie

a vitaminti rozpustnych v tucich [5].

Poranéni kiiZe

Pti poranéni kiize dochézi k poruseni jeji integrity a tedy i celistvosti kozniho krytu
a vznika rana, neboli kozni defekt [8]. Mezi typické projevy rany patii krvaceni a bolest.
Bolest ma za ukol zajistit adekvatni oSetfeni poranéné oblasti, protoze 1 u malé rany
muze pii nespravném oSetieni dojit k zdvazné az fatdlni infekci. Obecné vSak
predstavuji nebezpeci rany, které jsou rozsdhlé nebo hluboké (riziko rychlého
vykrvaceni), ptipadné rany, které se nehoji (riziko infekce, nekrézy tkané az amputace)
[9].

Rany mazeme d¢lit na zakladé mnoha kritérii. Jejich rozdéleni podle vzniku, hloubky

¢i délky 1écby znazornuje nasledujici schéma (Obr. 3):

. Ddleniran,

Obrazek 3. Rozdéleni ran (upraveno podle [8]).
6
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2.2.1 PROCES HOJENIi

Hojeni je obranny mechanismus reagujici na poruseni integrity kozniho krytu, ktery
se spousti v okamziku, kdy k tomuto poruseni dojde [8]. RozliSuje se hojeni ran primarni
a sekundarni. Primérni hojeni pfedstavuje pfirozeny reparacni proces, ktery se vyskytuje
u zdravych jedinct, zatimco sekundarni hojeni byva u ran s komplikacemi, jakou jsou
infekce, zhorSeny zdravotni stav, nutriéni deficit nebo vék nad 65 let [8, 10, 11].
Sekundarni hojeni byva provazeno tkanovym deficitem, ktery musi byt doplnén
novotvorbou ztracené tkan¢€, coz je zdlouhavy proces a vysledkem jsou jizvy. Vzhledem
k délce reparace pak mluvime o rané chronické [8].

Proces hojeni ran (Obr. 4) se sklada z nékolika fazi, které na sebe plynule navazuji
a zaroven se prolinaji [8]. Obvykle se déli na tfi faze — zanétlivou, proliferacni
a remodelacni. Nékteti autofi jesté vyclenuji fazi hemostatickou [11], kterd se jinak fadi
na zacatek zanétlivé fdze nebo mezi zanétlivou a proliferacni fazi zatazuji f4zi migracni
[12].

Ukolem zanétlivé faze je co nejrychleji zastavit krvaceni, ranu co nejefektivngji
vycistit a pfipravit vhodné prostiedi pro nésledujici procesy [8]. Koagulum vzniklé
z krevnich desticek a fibrinovych vladken slepuje okraje rany k sob€, zabraiiuje ztratdm
tekutin a zaroven vytvari bariéru proti vniknuti dalSi infekce [10]. Zanétliva faze
je charakterizovana reakcemi fizenymi cytokiny, chemokiny a rastovymi faktory, které
jsou produkovany bunkami migrujicimi do oblasti rany (krevni desticky a builky
imunitniho systému) [13]. Pisobky produkované prozanétlivymi bunikami migrujicimi
do rany, mimo jiné, vedou ke zvyseni teploty v okolni tkani [14]. Desticky uvoliuji
rustové faktory jako epidermdlni rastovy faktor (EGF), rastovy faktor odvozeny
od desticek (PDGF) a transformujici ristovy faktor B (TGF-B). Je aktivovan
komplement (slozky C3 a C5) a dalsi chemotaktické a opsoniza¢ni faktory, napf. tumor
nekrotizujici faktor a (TNF-a) a interleukiny (IL-) IL-1, IL-4 a IL-6 [10, 15], coz vede
k nasledné¢ infiltraci rany neutrofilnimi granulocyty [11], které se vrané objevuji
priblizn€ po deseti minutach od jejiho vzniku [10]. V tomto piipadé hovoiime o ¢asném
stadiu zanétlivé faze, kterd trva 1-2 dny od poranéni. V pozdéjsim stadiu zanétlivé faze
(2.-3. den od poranéni) se krevni monocyty diferencuji na tkanové makrofagy [11]
a fagocytdzou eliminuji zaniklou tkéan a cizi télesa [10]. Spolu s neutrofily a dal$imi
buiikami v rané¢ secernuji celou fadu rastovych faktort, napt. TGF-B, PDGEF,

fibroblastovy rustovy faktor (FGF), vaskuldrni endotelovy rustovy faktor (VEGF), EGF
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nebo faktor stimulujici kolonie granulocytti a makrofagli (GM-CSF), a tak je aktivovana

bunécnd migrace, proliferace a diferenciace [11].
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Korneocyt \ .
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Obrazek 4. Hojeni ran. ECM — extracelularni matrix;, EGF — epidermalni riustovy
faktor;, FGF — fibroblastovy ristovy faktor;, HMGBI — histon (High-mobility group
box 1); IL — interleukin; MMP — matrixova metaloproteindza, PDGF — riistovy faktor
odvozeny od desticek; PGE> — prostaglandin E>; TGF-f5 — transformujici riistovy faktor
beta; TNF-o. — tumor nekrotizujici faktor alfa; VEGF — vaskuldarni endotelovy ristovy
faktor, (upraveno podle [15]).

Proliferacni faze je charakteristicka migraci fibroblastd do rany [10, 11], ktera
je aktivovana vyse uvedenymi rustovymi faktory. Fibroblasty se objevuji piiblizné 2—4
dny od vzniku rdny a o den pozd¢ji jsou nasledovany endotelovymi buitkami [11].
Ukolem fibroblastii je, jak jiz bylo zminéno, syntéza fibronektind, kolagenovych

a jinych vlaken, hyaluronani a proteoglykant, které formuji novou ECM [10, 11].

8
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Zaroven z endotelovych bunék vznikaji nové kapilary, které zabezpecuji vyzivu [10,
16]. Nov¢ vytvorena tkan se nazyva granulacni a je nezbytna pro spravné hojeni ran,
protoze re-epitelizace proliferujicimi keratinocyty muize zacit az poté, co je cela
posSkozenad oblast vyplnéna a pokryta bazalni membranou. Nova bazdlni membrana
vznikd na povrchu granulacni tkané Cinnosti fibroblast [5]. Epidermalni proliferace je
dale stimulovana prostaglandinem E, (PGE>), ktery uvoliuji apoptotické a nekrotické
buiky vrané. Tyto bunky také nepfimo secernuji histon HMGBI, ktery aktivuje
makrofagy a vyvolava dalsi produkci cytokini [15]. Proliferacni faze zacina ptiblizné
3. den po poranéni a trva 2—4 tydny [11].

Jako posledni nastava faze remodela¢ni. Zacind béhem prvniho tydne od poranéni
[11, 16]. Behem této faze pokracuje syntéza ECM a zaroven dochazi k jeji piestavbe,
na niz se podileji proteolytické enzymy matrixové metaloproteinazy (MMP), které¢ jsou
produkovany fibroblasty, makrofagy a neutrofily vrané [11]. Granulacni tkan
se preménuje na jizevnatou [12], ze které se vytraci voda a cévy [10]. Dale dozravaji
kolagenni vlakna a myofibroblasty fidi kontrakci rany [10]. Nova klze nikdy
nedosahuje ptivodni pevnosti, ackoli proces zvySovani pevnosti mlze trvat az dva roky
od poranéni [10, 17]. To vSak jiz neovlivituje funkénost kiize jakozto bariéry, jejiz
celistvost je u bezproblémovych ran plné¢ obnovena do 6-8 tydni v zavislosti

na velikosti rany [8].

2.2.2 CHRONICKE RANY

Pro chronické (nehojici se) rany je typické, ze jsou okraje prili§ daleko od sebe, [17]
piipadné vznikaji v mistech, ktera jsou troficky pozménéna (Spatné prokrveni) nebo zde
dochazi k lokdlnimu pasobeni tlaku ¢i zafeni [8]. Tyto rany se pak vyznacuji
prodlouzenim zanétlivé faze, ptrekrvenim, exudaci a cely jejich prostor je prosycen
serozni tekutinou, kterd je vhodnym prostiedim pro rist bakterii, a proto byvaji
chronické rany casto infikované. Infekce sama o sobé muze zpisobit vznik chronické
rany. V rané dlouhodobé¢ zlstavaji buiikky imunitniho systému a dochézi k nerovnovaze
mezi rastovymi faktory, chemokiny, cytokiny a protedzami [11, 18]. Nadprodukce
ristovych faktorh mize vést az k preristdni granulacni tkané ptes okraje rany, coz
zastavi proces re-epitelizace. ZvysSené hladiny proteaz naopak rychle degraduji kolagen
a dalsi vlakna ECM, coz zpomaluje pfeménu na jizevnatou tkan a v n¢kterych piipadech

dochdzi az kuplnému rozpadu granulacni tkdné. Rozkladné produkty navic dale
9
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podporuji zanétlivou reakci v rané [19]. Vznikd tak zacarovany kruh a hojeni se opét

prodluzuje. Porovnani hojeni u akutni a chronické rany ukazuje Obr. 5.

Deaktivace
hemostazy Degradace provizorni ECM:
ozpad 4proliferace a migrace keratinocyti

Hemostaza

Proliferace/migrace

) cytokiny, chemokiny, ristové faktory @ Metaloproteinazy
Obrazek 5. Porovnani akutni — dobfe se hojici (vlevo) a chronické

— Spatn¢ se hojici (vpravo) rany. ECM — extracelularni matrix, (upraveno podle

[18]).

Chronické rany jsou v soucasné dob¢ velkym problémem jak pro pacienty, kterym
vyrazné snizuji kvalitu zivota, tak pro zdravotni systém, nebot’ jejich 1écba je velmi
nakladna. Uvadi se, ze 1-2 % lidi ma béhem svého zivota zkuSenost s nehojici
se ranou [20] a toto Cislo bude dale narGstat vzhledem ke starnuti populace
v rozvinutych zemich [21]. Je prokazano, ze prevalence chronickych ran vysoce
koreluje s nartistajicim vékem [22]. Proto je velmi dilezité problematiku ran studovat

a hledat nové pfistupy, které pozitivné ovliviuji hojeni.

2.2.3 MODELY PRO STUDIUM HOJENI RAN

Problematika ran je velmi rozsahla. Jak jiz bylo uvedeno, obecné lze rany
klasifikovat na zakladé jejich vzniku, hloubky a délky hojivého procesu, to vSak neni
vyCerpavajici. Mezi chronické rany patii naptiklad bércové viedy, které se podle

etiologie déli na diabetické, tlakové nebo ischemické [19].
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Pro vSechny zakladni typy ran, stejné¢ jako pro podminky, které je mohou dale
ovlivitovat (diabetes mellitus [23, 24], transplantace [25], kozni §tépy u terapie
popalenin [26], cizi télesa v rané [27] a stresové situace [28]) existuji specidlni modely
pro jejich studium. Podle uspotadani experimentu lze modely rozdélit do ¢tyi hlavnich

skupin: in vitro, in vivo, ex vivo a in silico.

2.2.3.1 Modely in vitro

In vitro modely pro hojeni ran vychézeji z riiznych typt primarnich bunc¢k nebo
bunéénych linii. Tyto buniky mohou byt jak lidské, tak zvifeci. Nejcastéji se jedna
o epidermalni keratinocyty a fibroblasty. Pro komplexnéjsi modely lze pouzit 1 dalsi
bunky, které se vyskytuji v kazi, jako jsou endotelové buinky, makrofagy [27],
melanocyty nebo Langerhansovy bunky [29, 30]. Primarni kultury lidskych
keratinocytli, fibroblasti a melanocyti 1ze kultivovat z koznich S§tépl ziskanych
od dobrovolnych darct bud’ pfimo pro védecké ucely nebo pfii plastickych operacich
jako je obfizka ¢i zmenSovani prsou [31]. Primarni endotelové buiiky se nejcastéji
izoluji z pupecniku nebo predkozky [32]. Makrofagy se ziskavaji diferenciaci krevnich
monocytl [33] a Langerhansovy buiiky ze subpopulace dendritickych bun¢k z CD34+
hematopoetickych progenitori pomoci GM-CSF a TNF-a [30]. Z imortalizovanych
bunécnych linii se velmi Casto pouzivaji lidské keratinocyty HaCaT [34, 35] a mysi
fibroblasty Balb/3T3 nebo makrofagy RAW264.7 [36].

Jednou z nejbéznéjsich a nejjednodussich metod pro studium hojeni ran v ramci
in vitro experimentl je ryhovy test (,scratch assay“). Metoda je zalozena
na skuteCnosti, ze po vytvofeni ryhy v konfluetni monovrstvé bunék zacnou buiky
z okrajii ryhy migrovat smérem do ryhy, dokud se opét nevytvoii nové mezibunécné
kontakty. Vliv studované latky na migraci a proliferaci bun¢k je mozné vyhodnotit
jednoduchym porovnanim s kontrolou nebo vyfocenim a zméfenim Sifky ryhy ihned
po jejim vytvoreni a nasledné po uplynuti experimentu [37]. Dal§i moznosti je stanoveni
specifickych markert v médiu nebo bunkach [38]. Pfidanim dalSich faktord, jako je
napft. zahtati, Ize zakladni metodu dale modifikovat [39].

V soucasné dob¢ je snaha o vytvoieni bunéénych modeli, které by co nejlépe
odpovidaly struktufe lidské kiize. Vznikaji proto jednoduché ko-kultury bunék,
ale 1 slozit¢ 3D konstrukty vyuzivajici pro builkky speciadlni nosi¢e (inserty),

aby se co nejvice pfiblizily vrstvdm v kizi. Nosi¢e mohou byt z hydrogelt [40],

11
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kolagenovych matric, lyofilizovanych membran inertnich filtrG nebo z dermis ziskané
po odstranéni epidermis [41].

Vyhodou in vitro modelt je jejich cena (jsou relativné levné), jednoduchost a méné
piisnd pravidla pro ziskani povoleni etické komise. Vyuzitim stejnych bunck
pro vSechny experimenty je vyloucena inherentni heterogenita a spravnou laboratorni
praxi ménici se vlivy prostfedi [27], stejn¢ jako vliv zbytku organismu [29]. Problémem

vSak je extrapolace vysledkl z in vitro modeli na cely organismus [27].

2.2.3.2 Modely in vivo

v

spliiovat piisna kritéria pro ud€leni souhlasu etické komise. Nicméné jejich vysledky,
piinasejici holisticky pohled na danou problematiku, jsou u studovaného organismu
mnohdy nenahraditelné [27]. Bylo zjisténo, ze nékdy mize mit stejny faktor jiny ucinek
in vitro a in vivo, napt. u TGF-B byla pozorovana in vitro inhibice proliferace
monovrstvy endotelovych bunék zatimco in vivo podpora angiogeneze. Jako jedno
z vysvétleni se uvadi, ze TGF-B v organismu ovliviluje makrofagy, které nasledné
produkuji pro-angiogenni faktory, zatimco in vitro k tomuto efektu nedochézi [42].

In vivo modely mohou byt zvifeci a lidské, pficemz zvifeci jsou Castéjsi, protoze
u lidi mohou byt vytvofeny pouze malé a Cisté rany [27]. Velkou vyhodou lidskych
modelt je, Ze testovand osoba mliZze vyhodnotit bolestivost, depresivni symptomy [43]
a psychicky stres [28], které mohou negativné ovlivnit proces hojeni.

Ze zvitat se nejCastéji vyuzivaji savcei, konkrétné krysy, mysi, prasata a krélici [27].
Je velice dulezité vybrat pro kazdy experiment spravny model, aby byla nésledna
extrapolace na ¢lovéka co nejpresnéjsi. Pro podminky zhorSeného hojeni, ke kterému
dochdzi napf. u diabetes mellitus nebo u obéznich jedincti stejné¢ jako pro dalsi
patologické stavy, existuji specidlni modely [23, 27]. Musi byt dodrzena spravna
laboratorni praxe. Pfed vlastnim experimentem je nutno nechat zvifata aklimatizovat
a rany vytvaret v celkové anestezii [44]. Na zakladé platné legislativy Evropské Unie,
Izraele, Indie a Statu Sdo Paulo v Brazilii je mozné provadét testovani na zvifatech

pouze pro 1éebné tcely, v zadném piipad¢€ nelze testovat kosmetiku [45].

12
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2.2.3.3 Modely ex vivo

Mezi piistupy in vitro a in vivo stoji experimenty ex vivo. Kozni explantaity mohou
byt ziskdny od zivych a mrtvych zvifat nebo lidi, ale byt odbér z Zivych jedinct
(napt. pii plastickych operacich) umoziluje zabranit posmrtnym zméndm.
Na explantatech 1ze pouzit specidlni metody pro testovani sily zahojené tkané [46],
pro studium transdermalniho transportu nebo pro sledovani ristu cév a jejich

permeability v prubéhu hojeni [47].

2.2.3.4 Modely in silico

Vzhledem k neustdle nariistajicimu mnozstvi informaci o hojeni ran je tvorba
teoretickych modelt velmi slozita a v praxi se tyto modely pfili§ nepouzivaji. Pfesto
existuji modely pro rizné markery, buiiky ¢i jednotlivé faze procesu hojeni ran stejné
jako modely pro akutni a chronické rany [48, 49]. Bylo zjisténo, ze vSechny chronické
rany maji pozoruhodn¢ shodné signalni drdhy v procesu hojeni a také podobny
zanétlivy profil [19]. Matematické modely mohou na zékladé zadanych dat napomoci

k odhaleni pti¢iny Spatného hojeni [48].

2.2.4 MARKERY PRO HOJENI RAN

Zatimco v klinické praxi se pro hodnoceni hojeni ran vyuziva zejména morfologicka
charakterizace pfipadné mikrobiologické stéry, ve védeckych studiich byvaji cCasto
stanovovany specifické markery ovlivitujici reparacni procesy v kizi. Do kazdé faze
hojeni ran je jich zapojena cela fada, pficemz mnohé mohou pulisobit ve vice fazich,
piipadné po celou dobu hojeni. Vybér vhodnych markert proto neni jednoduchy a m¢l
by odrazet ocekavané ucinky studovaného vlivu. Je-li testovana nové latka, vzdy se
musi zacit stanovenim mozné cytotoxicity a jinych nezadoucich G¢inkd, jako je aktivace
zanétu, oxidacniho ¢i jiného stresu. Diilezitym parametrem jsou také faktory ovliviiujici

piestavbu ECM, ktera je klicova pro konecné zhojeni rany.

2.24.1 Zanét
Zanétlivych mediatort existuje v téle celd fada. V soucasné dobé je Casto studovany
nuklearni faktor kappa B (NF-kB), ktery ovliviiuje expresi genil, jejichz produkty jsou
zapojeny do zanétlivé reakce a odpovédi na oxidacni stres (cyklooxygenaza-2 (COX-2),

protein  teplotniho  Soku (HSP) 90-a, inducibilni NO-syntaza (iNOS),
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superoxiddismutdza (SOD) 1 a SOD?2), diferenciaci (napt. IL-2, IL-6) proliferaci
(napt. GM-CSF, PDGF fetézec B), apoptdzu (napt. Bax, Bcl-2, kaspaza-1) a bunécnou
adhezi (napt. CD44, fibronektin) [50]. Jeho exprese je aktivovana v ramci vrozené
imunitni reakce témét ve vSech buiikach s cilem zabrénit bakterialni infekci po poranéni
[51]. Za fyziologickych podminek je vazan v cytoplazmé na své inhibi¢ni proteiny IkB,
které jsou vsak v prostiedi bunééného stresu (napt. v ptitomnosti ROS) odbouravany.
Uvolnény NF-«xB se piesouva do jadra, kde po vazbé na DNA aktivuje/inhibuje expresi
vyse uvedenych genti [50, 52]. Vysledkem je produkce celé fady chemokinti, cytokin,
enzymu, adheznich molekul a inhibitori apoptozy, jako jsou IL-1B, IL-6 a IL-8, iNOS
a COX-2 [52]. Tyto ucinky jsou dulezité pro odpovéd’ na poskozeni organismu, ovSem
jeho dlouhodoba exprese mize zptisobit chronicky zanét [53].

Béhem zanétlivé faze je vyrazné zvysen také IL-6. K jeho expresi dochdzi zejména
u polymorfonukledrnich leukocytli a makrofagh [54]. V prostiedi kozni rany zajistuji
jeho produkci keratinocyty, pro které ma funkci mitogenu [54, 55], coz je dilezité
pro re-epitelizaci. Nadprodukce IL-6 je spojovana s chronickym zanétem, vznikem jizev
[56] a mnoha patologickymi stavy klize, jako jsou psoridza, skleroderma a systémovy
lupus erythematosus [55]. Na druhou stranu jeho nedostatek vede k nekvalitnimu hojeni
ran charakterizovanému vyrazné zpozdénou re-epitelizaci [54-56].

Dalsi dulezity marker zanétu je COX-2, jejiz syntéza je indukovana pocinajicim
zanétem u bunck zapojenych v této odpovédi, jako jsou makrofagy, fibroblasty
a endotelové bunky [57]. Sama COX-2 nésledné svymi produkty — metabolity kyseliny
arachidonové — zanét dale rozviji. Dochdzi ke zvySeni télesné teploty (lokalni nebo
celkové), permeability cév, vazodilataci a aktivaci nociceptorti [58]. Tyto metabolity —
prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany vSak nelze pfili§ dobfe stanovit z davodu
rychlého odbourdvani — napt. prostaglandin E> je v krevni cirkulaci odbouran
jiz po 30 s [59]. Naproti tomu biologicky polo¢as COX-2 je asi 3,5 — 8 hodin [60].

ZvySena exprese téchto i dalSich prozanétlivych proteinti mulze vést k nadmérné
zanétlivé odpovédi, kterd vyrazné zhorsuje hojeni ran. U nehojicich se ran ¢asto dochazi
k chronickému zanétu, ktery v nékterych ptipadech zptisobi az nadorovou transformaci
[61]. Na druhou stranu nedostatecnd zanétlivd reakce ohrozuje poranéného Spatnou
obranou reakci [56] s naslednou bakteridlni infekci a miize opét smétovat k chronické
ran¢. Proto je pii hodnoceni experimentu nutno piihlédnout k ptipadnému vyuziti

studované latky/vlivu v klinické praxi.
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2.2.4.2 Oxidacni a teplotni stres

Vsechny zivé organismy jsou neustale vystaveny stresu z okolniho prostfedi. Stres
muze byt zpisoben teplotnim, oxidacnim nebo hypoxickym Sokem, nedostatkem Zivin
a poskozenim DNA. Pro pfeziti je nezbytné na tento stres adekvatné reagovat [62].
Stresové prostiedi se vytvari 1 pii fyziologickém hojeni ran. Buiiky na okrajich 1éze jsou
dehydratovany a vystaveny kysliku v disledku poskozeni epitelidlni bariéry. Vznik
krevni zatky blokuje pfistup zivin, a proto dochazi k aktivaci anaerobni glykolyzy
a produkovany laktat snizuje pH az na 6,8. Makrofagy a neutrofily produkuji celou fadu
zanétlivych mediatort, cytokinii a ristovych faktort, které¢ také vyvoldvaji stresovou
odpovéd’ bunky [63]. Pfestoze mirna stresovd zatéz (hormeze) mé na hojeni ran
pozitivni vliv [64], nedostate¢nd reakce na ni mize vést k dlouhodobému az fatdlnimu
poskozeni bunék, a tak vyrazné zpomalit tento proces [65].

Oxidacni stres vznika v disledku nerovnovéhy mezi tvorbou a odbourdvanim ROS.
Ty jsou tvofeny v ramci bunééného metabolismu a ve zvySeném mnozstvi také jako
obranna reakce proti mikroorganismiim, kdy jsou produkovany leukocyty. Béhem
hojeni ran oxidacni stres aktivuje jiz uvedeny transkripcni faktor NF-kB, ktery se svymi
prozanétlivymi ucinky podili na tvorbé dalSich ROS, jakozto vrozené obrané reakci
[51]. Déle trvajici akumulace ROS vede k vaznému posSkozeni bunky véetné mozné
nadorové transformace [66]. Klicovym regulatorem odpovédi na oxidacni stres v mnoha
tkanich a organech vcetné kiize je transkripcni faktor Nrf2. Za fyziologického stavu
je vazan v cytoplazmé pomoci Keap-1 proteinu, coz umoziuje jeho ubikvitinaci
a naslednou proteozomalni degradaci [66, 67]. V bunikkdch vystavenych stresu vSak
dochazi k uvolnéni Nrf2 z vazby na Keap-1 a jeho translokaci do jadra [66, 68-70]. Zde
dochazi k heterodimerizaci s malymi Maf proteiny [67] a vazb& na promotorové oblasti
gend, které koduji mnoho antioxidacnich enzymt a enzymii druhé faze detoxikace, jako
jsou  hemoxygendza-1 (HO-1), glutationperoxidaza, glutation-S-transferaza,
glutamatcystein ligdza, NAD(P)H-chinonoxidoreduktaza a peroxiredoxin I. VSechny
tyto enzymy jsou velmi dulezité pro stresovou odpovéd buiky, protoze umoziuji
odstranit cytotoxické elektrofily a ROS [71]. Kexpresi Nrf2 dochazi zejména
v makrofazich
a keratinocytech, které se vyskytujyi v hyperproliferujicim epitelu rany. Jeho velky
vyznam pro hojeni ran byl potvrzen v ramci studie na knock-outovanych zvitatech,

u kterych byla pozorovana prodlouzena zanétliva reakce [69] a tak zhorSené hojeni.
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Enzym HO-1, jeden z antioxidacnich proteinti regulovanych Nrf2, byva zvySeny
pusobenim riznych stimulll zahrnujicich prozanétlivé cytokiny, tézké kovy, hypoxii
a oxidacni ¢inidla. Jeho hlavnim tkolem je katalyza degradace pro-oxida¢niho hemu za
vzniku volného zeleza, oxidu uhelnatého a biliverdinu, ktery je nasledné konvertovan na
bilirubin. Takto vznikly oxid uhelnaty a bilirubin maji v niz§ich koncentracich silny
antioxidacni a protizanétlivy ucinek [72].

O teplotnim Soku hovotime, pokud se buiiky nachazeji v prostiedi s teplotou nizsi
nez 32 °C (studeny) nebo vyssi nez 42-43 °C (tepelny) [73]. Bunécnou odpoveédi
na zvySenou teplotu je aktivace HSP proteind, které ale chrani bunky i proti
metabolickym vykyviim (napf. extrémnimu pH nebo tézkym kovim) [74]. Ve vztahu
k hojeni ran moduluji zanét, bunétnou proliferaci, migraci a syntézu kolagenu [75].
Podle velikosti, kterd se pohybuje pfiblizné mezi 15 — 110 kDa, a funkce se rozdéluji
do n¢kolika skupin. Mezi tzv. malé¢ HSP patii napt. HSP27, ktery ma anti-apoptotické
ucinky, stabilizuje mikrofilamenta a napomaha termotoleranci nebo HSP32, coz je jiny
nazev pro jiz zminénou HO-1. Lépe prostudované jsou potom HSP o vyssi molekulové

hmotnosti, jako jsou HSP70 a HSP90 s chaperonovou a anti-apoptickou funkci [74].

2.2.4.3 Prestavba ECM

Jak jiz bylo zminéno, remodelace, tedy ptfestavba ECM s odbouranim provizorni
matrix [76], je posledni fazi hojeni ran, na které se vyrazné podileji MMP. Ty jsou vSak
sekretovany  fibroblasty, keratinocyty a zanctlivymi bunkami (makrofagy
a endotelovymi buiikkami) po celou dobu hojeni [76] a zapojuji se i do aktivace
rustovych faktort, morfogeneze, angiogeneze nebo signalizace mezi builkami
a bunikkami a ECM [76-78]. Jejich neptitomnost vede k naruSeni hojeni ran. Na druhou
stranu 1 jejich zvySend exprese muze negativné ovlivnit hojeni ran, piipadn¢ vést
az k poskozeni zdravé okolni tkané [76]. V souCasné¢ dob¢ existuje asi 27 typut MMP
a déli se do sedmi skupin na zéklad¢ substratu, ktery preferencné Stépi [77]. Behem
hojeni ran maji diilezitou roli zejména kolagenazy, zelatindzy a stromelyziny [76].

MMP-1 (kolagenaza-1) iniciuje degradaci ECM rozvolnénim trojSroubovicové
struktury kolagenu, ¢imz se stdvd dostupnym pro konecné Sté€peni zelatindzami
a MMP-3 [76]. Je dilezita pro migraci keratinocyti. Béhem remodela¢ni faze hojeni ran
dochazi kjeji maximalni expresi, zatimco po dokonCeni re-epitelizace je jiz
nedetekovatelnd. Tato down-regulace je velmi dilezitd, protoze jeji nadmérné produkce
muze re-epitelizaci zpozd'ovat [77].
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MMP-2 (zelatindza A) zastupuje druhou skupinu MMP. Jeji exprese je vyznamné
vy$$i u fibroblastil ve srovndni s keratinocyty [76]. Kromé Zelatiny $tépi také rizné typy
kolagenu, laminin, agrekan a fibronektin a pfispiva tak ke zrychleni bunéné migrace
[77]. Na rozdil od vétSiny ostatnich MMP se ptedpoklada, ze by spolecné¢ s MMP-9
mohla mit inhibi¢ni G¢inek na bunécnou proliferaci [78].

MMP-3 (stromelyzin-1) vedle Stépeni ECM ovliviluje i1 kontrakci rany [77].
Je sekretovana zejména fibroblasty [76]. Spolecné s MMP-1 patii mezi MMP k hlavnim
regulatorim chemokint [77]. Jeji nedostatek zpomaluje hojeni ran diky nedostatecné
kontrakci. Plochy rany je tak vétsi a epitelialni buniky musi urazit vétsi vzdalenost [78].

Zapojeni vyse uvedenych markerti do jednotlivych procest pfi hojeni ran ukazuje
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Obrazek 6. Vybrané¢ markery a jejich zapojeni do jednotlivych procest pii hojeni
ran. COX-2 — cyklooxygendza-2;, GPx — glutationperoxidaza; G-S-trsf -
glutation-S-transferaza; HO-1 — hemoxygenaza-1; HPS — protein teplotniho Soku; IL
— interleukin, iNOS — inducibilni NO-syntaza; MMP — matrixova metaloproteindza;
NF-kB — jaderny faktor kappa B; Nrf2 — transkripcni faktor Nrf2; Prx -
peroxiredoxin I; ROS — reaktivni formy kysliku.

2.2.5 PODPORA HOJENi RAN
Jak jiz bylo uvedeno, zejména chronické rany vyrazné snizuji kvalitu zivota.
Dlouhodoby boj sinfekci navic vede k selekci rezistentnich kmenli a snizovani
ucinnosti antibiotik a antimykotik [79]. Proto je velmi dilezité objevovat nové ptistupy

17



PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

pro hojeni ran a hledat latky, které nejen podporuji hojeni, ale maji také antimikrobialni
ucinky. Hojné vyuzivané jsou dnes rizné nanomateridly. Na druhé strané je snaha
prizpusobit terapii co nejvice konkrétnimu pacientovi (tzv. personalizovana medicina),

coz vede k vyuzivani autolognich materiall, jako jsou buiniky nebo sérum.

2.2.5.1 Nanodastice stiibra

Stiibro jako takové bylo vyuzivano v medicing jiz pred naSim letopoCtem pro své
antibakterialni, antifungalni a protizanétlivé ucinky. Sam Hippokrates pouzival stiibro
pii 1é€bé viedi a k podpofe hojeni ran [80]. Vzhledem k nariistajici rezistenci bakterii
proti antibiotikim se stfibro s nizkou systémovou toxicitou, jehoz antibakterialni
plisobeni zlstava uc¢inné i na multirezistentni mikroorganismy, dostava opét do popiedi
z4jmu lékaifd. Divodem vzacného vyskytu bakterii rezistentnich k u¢inkiim stiibra
je pravdépodobné fakt, ze stiibro plsobi na vice mistech bakteridlniho metabolismu
soucasn¢. lonty stfibra zplisobuji zvySenou propustnost membran a dopravu substratu
v nich, ztraitu hybné sily protond, ovliviiuji latkovou vymeénu, potlacuji dychani
a bazalni metabolismus a brani replikaci DNA [81]. Reakci s thiolovymi skupinami
proteinti inaktivuji bakteridlni enzymy a také uvoliiuji ROS, které jsou pro bakterie
toxické [82]. U hojeni ran se vyuzivaji rovnéz protizanétlivé ucinky, snizeni mnozstvi
neutrofili v ran¢€, potlaceni aktivity MMP (zvySena aktivita muze vést k deaktivaci
rustovych faktori a stagnaci hojeni) a urychleni re-epitelizace [79]. Vedle dusi¢nanu
stiibrného a sulfadiazinu, které se aplikuji topicky, se dnes stile Castéji vyuZzivaji
nanocastice stiibra (AgNPs). Jejich piednosti je, Ze mohou byt tvofeny Cistym stiibrem,
coz snizuje nezadouci ucinky pozorované u stiibrnych sloucenin. Dale jsou diky
velkému povrchu hodné reaktivni a sndz uvoliuji stfibrné ionty, které jsou nositeli
antibakterialnich uc¢inku [83].

Bylo prokazano, ze aplikace AgNPs na fezné rany a popaleniny vedla u mysi
k lepSimu hojeni diky zrychleni re-epitelizace a rychlejsi kontrakci rany. Dale byly
pozorovany zlepSené tahové vlastnosti nové kuze regulaci uklddani kolagenu
a zabranénim nekontrolovaného ristu [84]. Pozitivni u¢inky byly pozorovany i u ran
bez zanétlivé slozky ¢i infekce coz potvrzuje, ze AgNPs ovliviiuji proces hojeni piimo,
pravdépodobné modulaci cytokinli. AgNPs dale zrychluji uzavirdni ran podporou
proliferace a migrace keratinocyti a diferenciace fibroblastl v myofibroblasty.

Soucasn¢ dochdzi ke sniZeni proliferace fibroblastl, coz ptedchazi tvorbé jizev
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a keloidi — nadmérné rostouci jizevnatd tkan [85]. VIiv AgNPs na hojeni ran ukazuje

Obr. 7.
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Obrazek 7. Pozitivni u¢inky AgNPs na hojeni ran. ECM — extracelularni matrix;, MMP

— matrixové metaloproteinazy, ROS — reaktivni formy kysliku; (upraveno podle [86]).

I pfes pozitivni vliv AgNPs na hojeni ran vSak nesmime zapominat na mozné
nezddouci uc¢inky, a to jak na lidské zdravi, tak na Zzivotni prostiedi. Vzhledem
k Sirokému spektru vyuziti AgNPs (kryti na rany, kosmetika, odévy, potrubi, barvy atd.)
a moznému riziku se mnoho védeckych skupin zabyva studiem cytotoxicity AgNPs [72,
87-91]. Bylo zjisténo, Ze AgNPs mohou zplisobovat bunécnou smrt nejen
u bakteridlnich bunék pravdépodobné generaci ROS [72, 88, 90]. Pfesny mechanismus
cytotoxického ucinku AgNPs neni zatim uspokojivé vysvétlen. Podle jedné z teorii maji
AgNPs schopnost pfilnout k bunéné sténé¢ a nasledné ji penetrovat, coz vede
ke strukturnim zméndm bunééné membrany. Vznika tak prohlubeii na povrchu buiky,
kde se nanocastice akumuluji, dochdzi ke zméné permeability bunééné membrany
a nasledné¢ smrti bunky. Jako dal§i mechanismus mozného poskozeni bunécné

membrany se uvadi vznik volnych radikalt, které vni vytvofi pdry neslucitelné
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s fungovanim bunky. Pfedpoklada se i to, ze by AgNPs mohly uvoliovat ionty stiibra,
které by interagovaly s thiolovymi skupinami mnoha Zivotné dulezitych enzym a tak je
inaktivovaly [92]. Vlastni toxicita AgNPs vSak zavisi na raznych faktorech. Vedle
koncentrace je to zejména velikost, kterd tizce souvisi s plochou. Nanorozméry zajist'uji,
ze tyto Castice maji vétsi povrch v pfepoctu na hmotnost ve srovnani s vétSimi casticemi
a maji tedy vétsi procento interakci s buikou. Bylo prokézano, Ze baktericidni ucinek
klesa s narastajici velikosti AgNPs. Dtlezity je také tvar — nejtoxiCtéjsi jsou
trojuhelnikovité nanocastice, které inhibuji rast bakterii uz pii koncentracich 1 pg,
zatimco sférické nanocastice potiebuji pro stejny ucinek koncentraci 12,5 ug

a ty¢inkovité dokonce 50 — 100 pg [93].

2.2.5.2 Nanocastice selenu

Mezi jedny z nejnovéjSich nanomateridll, které jsou v soucasné dob¢ testovany, patii
nanocastice s obsahem selenu (SeNPs). Selen je pomérné vzacny polokov znamy jako
stopovy prvek s antioxidacnimi vlastnostmi. Kromé prospéSnych vlastnosti je zndma
1 jeho toxicita [94]. S ohledem na toxicitu a moZnou akumulaci nanocastic v téle
se v&dci touto problematikou disledné zabyvaji a studuji vedlejsi ucinky SeNPs in vitro
a in vivo [95]. Hranice mezi prospéSnymi a toxickymi ucinky SeNPs jsou velmi tzké
[96], zavisi zejména na jejich davce a chemické formé [97-99]. Bylo by tedy nerozumné
upustit od jejich vyuziti, protoZze mohou mit spoustu uzite¢nych uplanéni, vybornou
biodostupnost a nizkou toxicitu [96-100].

Jak jiz bylo uvedeno, SeNPs maji pozoruhodné antioxidac¢ni vlastnosti. V in vitro
a in vivo studiich bylo prokazano, Ze dovedou zhaset volné radikély, coz je dano
pravdépodobné tim, Ze selen je kliCovym aktividtorem selenoenzymu, které jsou
nezbytné pro ochranu buiky pied oxida¢nim poskozenim [96-98, 100, 101]. ZhaSeni
volnych radikalti napomahd predchazet oxidaci DNA [101] a glykaci proteinti [102].
stimuluji imunitni odpovéd’ [98, 99] a maji antimikrobidlni a antivirové ucinky [103].

Nejvice studované jsou vsak jejich protinadorové vlastnosti. Sdm selen negativné
ovliviiyje rist nadoru [96, 97] a celkové snizuje umrtnost na rakovinu [97, 99]. SeNPs
inhibuji bunénou proliferaci a angiogenezi (pravdépodobné zéastavou rtstu bunéck
v S-fazi) [97, 99], indukuji apoptéozu [99, 100] a stimuluji imunitni systém [99].
Pti onkoterapii je vyhodnou jejich chemoprotektivni [104] a synergicky ucinek s 1é¢bou

[105].
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Prestoze védci vénuji pozornost piedevsim protinadorovym vlastnostem SeNPs,
vzhledem k jejich antimikrobidlnim, antivirovym, protizdnétlivym, imunitni systém
stimulujicim a antioxida¢nim ucinkim lze pfedpokladat, Ze by SeNPs mohly najit

uplatnéni 1 pii hojeni ran (Obr. 8).
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Obrazek 8. Mozné zapojeni SeNPs doprocesu hojeni ran. MMP — matrixové

metaloproteinazy, (upraveno podle [86]).

2.2.5.3 Regenerativni medicina

S nartistajici délkou zivota se do popiedi dostava novy obor, kterym je regenerativni
medicina. Zabyva se studiem procest tvorby, inZenyrstvi a regenerace lidskych tkani
a organi s cilem obnovit ¢i dosdhnout jejich normalnich funkce. Védci se v této oblasti
snazi nejen o vyreseni problému s nedostatkem dérct tkani a organti, ale také eliminaci
rizika inkompatibility a imunitnich reakci u recipienta po transplantaci [106].

Jednu znejCastéjSich transplantaci v chirurgii pfedstavuje transplantace kiize.
Vyuzivd se kzakryti plosSnych defekti napf. po odstranéni kozniho nadoru,
pii ztratovych poranénich, chronickych defektech (rozsdhlé bércové viedy) nebo
pii popaleninach. Pouzité kozni $tépy mohou byt razné tlusté. Tenci Stépy, jako

dermoepidermalni blana nebo dermoepidermélni §tépy, se piihojuji lépe nez kozni

21



PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

transplantaty v plné tloustce. Podle darce mizeme mluvit o autotransplantaci (kize
je z bficha nebo hyzdi poranéného), allotransplantaci ($t€p pochazi od zdravého dérce
stejného druhu) a xenotransplantaci (u lidi je mozné vyuzit provizorné kiizi z prasat).
Je mozné vyuzit i cizorody material, potom se jedna o alloplastiku [107].

Hlavnim cilem védct vSak zlstava zajistit moznost autotransplantace i pro pacienty
s rozsahlymi koznimi defekty. Vyvijeji se postupy jak z malého vzorku kiize vypéstovat

pro poranéného vlastni, dostatecné velky ndhradni kozni kryt.

2.2.5.3.1 Vyuziti lidského séra

Standardni kultivacni metody pro primdrni kultury bunc¢k vyuzivaji jako zdroj
rustovych faktorti fetdlni bovinni sérum (FBS). Jedné se o relativné snadno dostupny
zdroj obsahujici mnoho proteinii, cytokind, vitaminl a hormonti [108]. Na druhou
stranu se Sarze od Sarze li$i a hrozi riziko pfenosu zvifecich retrovirovych infekci,
mykoplazmat a prionti [109, 110]. Zatimco u in vitro experimentli mize takova infekce
vést ke Spatné interpretaci ziskanych dat, v ramci tkanového inzenyrstvi hrozi v jejim
disledku, stejné jako u pfipadné imunitni reakce, vazné komplikace. Z téchto divodl
se hledaji jiné zdroje rustovych faktorti. Jednim znejlepSich je lidské sérum,
a to jak autologni tak allogenni. Jeho vyhodou je, Ze bunky s jeho suplementaci,
sérum allogenni a autologni, lepSich vysledkid je logicky dosazeno pii pouziti séra

od stejného darce, ktery dodal i vzorek ktize [108, 111].

2.2.5.3.2 Parabioza

S regenera¢ni medicinou uzce souvisi rejuvenacni studie. Diky nim se v roce 2005
op¢t dostala do poptedi zajmu parabidza zndma jiz od 19. stoleti [112]. Naptiklad byla
studovana regeneracni kapacita svalu pomoci dvou mysich para se spojenymi krevnimi
ob¢hy (Obr. 9). Pary byly isochronni (obé mysi byly stejného véku, tedy staré nebo
mlad¢) a heterochronni (jedna my$ byla stard a druhda mladd). Bylo zjisténo,
ze systémové faktory modulujici signalni drahy aktivujici tkénovou regeneracni
kapacitu klesaji s nartstajicim vékem. Pokud vSak byl stary organismus vystaven
prostiedi mladého organismu, doSlo k vyznamnému zlepSeni repara¢nich schopnosti
tkani [113, 114]. Tyto vysledky byly potvrzeny i pro mozkovou [115], jaterni nebo
kostni tkan [116]. To, ze s vékem zlstavd zachovéana regeneracni kapacita, pfinasi

velkou nadéji pro medicinu. Pokud by védci ptesné identifikovali u mladych organismu
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molekuly, které regeneraci aktivuji, mohly by se vyuzit pro hojeni nejen koznich
defektq, ale i vSech ostatnich degenerativnich poruch.

Vzhledem k naro¢nosti vytvoreni heterochronni parabidzy in vivo se nyni hledaji
alternativni modely, jako jsou primarni bunééné kultury v nizké (mladé) a vysoké
(senescentni) pasazi, na které se aplikuji napiiklad krevni séra nebo destickové lyzaty
od darct rizného véku [117-121]. Tyto modely mohou slouzit nejen pro snazsi hledani
kli¢ovych molekul pro regeneraci tkani, ale zaroven pro potvrzeni dat ziskanych in vivo
[122].
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Obrazek 9. Ucinky isochronni a heterochronni parabidézy na poranény sval (upraveno

podle [114]).
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3 Cile disertacni prace

Zameérem piedkladané disertacni prace bylo prohloubit znalosti o zapojeni nanocastic
(AgNPs) a iontového (Ag-I) stfibra do procesu hojeni ran a potvrdit nebo vyvratit
mozné vyuziti nanocastic selenu (SeNPs) k hojeni ran.

DalSim cilem bylo studium vyuziti lidského séra pro regenerativni medicinu. Tato
Cast disertacni prace byla realizovana vramci studijniho pobytu (9 mésict)
na Odd¢leni experimentdlni, diagnostické a specialni mediciny Univerzity v Boloni

v Italii.

Konkrétni cile byly:
1. Studium vlivu AgNPs a Ag-I na proces hojeni ran:
e Stanoveni nezddoucich u¢inkii AgNPs a Ag-I na bunéfném modelu
primarnich lidskych koznich fibroblastt (HDF).
e Na in vitro modelu pro studium hojeni ran stanoveni vlivu AgNPs a Ag-1
na:
morfologii bun¢k
oxidacni stres
obranné stresové markery (Nrf2, HO-1, HSP27 a HSP90)
markery zanétu (IL-6, NF-kB a COX-2)

YV V. V V V

zartstani a migraci bunék (MMP-2)

2. Studium mozného vyuziti SeNPs k hojeni ran:

e Stanoveni antimikrobialniho i¢inku SeNPs.

e Stanoveni nezadoucich u¢inkt SeNPs na bunééném modelu HDF.

e Na in vitro modelu pro studium hojeni ran stanoveni vlivu SeNPs na:
»  obranné stresové proteiny (HO-1, HSP27 a HSP90)
»  markery zanétu (IL-6 a COX-2)
» markery zapojené do procesu hojeni ran (MMP-1, MMP-2

a MMP-3)
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3. Studium vyuziti lidského séra (LS) pro regenerativni medicinu:

e Stanoveni optimalni koncentrace HDF pro experimenty s LS.

e Na bunééném modelu HDF stanoveni vlivu LS na:
»  morfologii a proliferaci
»  zivotnost bun¢k
»  bunéény cyklus
» markery zapojené do procesu starnuti (B-galaktosidaza,

inhibitory cyklin dependentnich kindz p16 a p21 a lamin B)

»  adhezi (vimentin)
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4 Experimentalni ¢ast
4.1 Biologicky material

4.1.1 PRIMARNI KULTURA LIDSKYCH KOZNICH FIBROBLASTU

Lidské kozni fibroblasty (HDF) byly izolovany =z fragmenti kize ziskanych
z Oddéleni Plastické a estetické chirurgie Fakultni nemocnice Olomouc (FNOL)
a od darcii poskytujicich vzorky pro védecké ucely pro Oddéleni experimentélni,
diagnostické a specialni mediciny Univerzity v Boloni v Italii. Vzorky byly odebirany
z distdlni abdomindlni oblasti, zoblasti ventralni strany thoraxu (Olomouc)
nebo z pred sluncem chranéné ¢asti antebrachia (Bolona).

Odbér a zpracovani bylo provadéno s povolenim pfislusné etické komise v souladu
s Ceskou/italskou legislativou a s podepsanym informovanym souhlasem pacienti.

Vzorky lidskych tkani byly odebirany pouze zdravym pacientim.

4.1.2 LIDSKA SERA

Vzorky plné krve pro izolaci lidského séra (LS) byly ziskany od dobrovolnych darcti
poskytujicich vzorky pro védecké ucely pro Oddé€leni experimentalni, diagnostické
a specialni mediciny Univerzity v Boloni v Italii. Odbér byl proveden za standardnich
podminek. LS bylo zplné krve izolovano centrifugaci (1500 RPM, 20 min., 4°C)
a skladovano pii -80 °C. Odbér a zpracovani bylo provedeno s povolenim mistni etické
komise v souladu s italskou legislativou a s podepsanym informovanym souhlasem

darc.

4.1.3 MIKROORGANISMY

Bakterie:
e Referenéni kmeny — piirozené citlivé (Ceska sbirka mikroorganizmti, CMM)
Enterococcus faecalis CCM 4224
Staphylococcus aureus CCM 3953
Escherichia coli CCM 3954
Pseudomonas aeruginosa CCM 3955
e Kmeny izolované zklinickych materiald ve sbirce Ustavu Mikrobiologie

Lékarske fakulty Univerzity Palackého v Olomouci (LFUP) a ve FNOL
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4591MRSA — methicilin rezistentni Staphylococcus aureus
A/16568 — fluorochinolon rezistentni Staphylococcus haemolyticus
C/16702 — fluorochinolon rezistentni Escherichia coli

A/16575 — fluorochinolon rezistentni Pseudomonas aeruginosa

Kvasinky:
e Kmeny izolované zklinickych materiali ve sbirce Ustavu Mikrobiologie
LFUP a FNOL
Candida albicans 1
Candida krusei 2
Candida tropicalis 5
Candida parapsilosis 6

4.2 Chemikadalie, roztoky a pristroje

4.2.1 NANOCASTICE STRiBRA, IONTOVE STRIBRO A NANOCASTICE SELENU

Vzorky nanocastic stfibra (AgNPs; 1000 pg/ml), iontového stfibra (Ag-I; roztok
AgNO3, 2000 pg/ml) a nanocastic selenu (SeNPs; 100 pg/ml) byly poskytnuty firmou
NanoTrade s.r.o., Ceska Republika v ramci spole¢né feSeného grantového projektu

(MPO FR-TI2/205).

4.2.1.1 Priprava a charakterizace AgNPs
Nanocastice  byly  pfipraveny redukci  dusi¢nanu  stfibrého  (AgNO3)
tetrahydridoboritanem sodnym (NaBHs) [123]. AgNOs (1,7 g) byl rozpustén
v destilované vodé (800 ml, michani 500 RPM) a poté byl do roztoku ptidan polyakrylat
sodny (2,22 g, molekulovd hmotnost 1200, 45% roztok). Po rozpusténi byly otacky
michani zvySeny na 800 RPM a do reakéni smési byl velmi rychle pfidan NaBH4
(200 ml; 0,05 mmol/l). Hodnota pH finalni disperze byla upravena na 7,4.
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Pro stanoveni pfesné velikosti, tvaru a stavu disperze byl pouZzit transmisni
elektronovy mikroskop (TEM; JEOL 2010, JEOL Ltd., Japonsko). Zeta potencial byl
zméfen na Zetasizeru Nano (Malvern Instruments, Worcestershire, Velka Britanie)
a ke zjiSténi absorpcniho spektra byl pouzit UV-VIS spektrofotometr (Helios Alpha,
Thermo Electron Corporation, Velka Britanie). Pfipravené AgNPs byly monodisperzni,
sférick¢ (Obr. 10 A) s primérnou velikosti 10,43 + 4,74 nm (Obr. 10 B) a zeta
potencialem -22 mV. Absorpcni maximum AgNPs ve vod¢ bylo 388 nm (Obr. 10 C)
a vbezsérovém DMEM 557 nm (Obr. 10 D). Pied vlastnimi experimenty byly

nanocastice 30 min sonikovany.
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Obrazek 10. Charkterizace AgNPs. Morfologie (A), distribuce velikosti (B), absorbance
ve vodé (C) a bezsérovém DMEM (D).

4.2.1.2 Priprava a charakterizace SeNPs

SeNPs byly syntetizovany z Na»SeOs. Detailni postup je predmétem budouciho
patentu, a proto neni uveden.

Pro stanoveni presné velikosti, tvaru a stavu disperze pfipravenych nanocastic
byl pouzit Transmisni elektronovy mikroskop (TEM; JEOL 2010, JEOL Ltd.,

Japonsko). Zeta potencidl byl zméfen na Zetasizeru Nano (Malvern Instruments,
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Worcestershire, Velka Britanie). Pfipravené SeNPs byly monodisperzni, sférické
(Obr. 11 A) s primérnou velikosti 55 nm (Obr. 11 B) a zeta potencidlem -8,15 mV
(Obr. 11 C). Prfed vlastnimi experimenty byly nanocastice 30 min sonikovany

a sterilizovany v autoklavu (20 min, 100°C, bez pietlaku).
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Obrazek 11. Charkterizace SeNPs. Morfologie (A), distribuce velikosti (B)

a zeta potencial (C).

4.2.2 CHEMIKALIE
Primérni mysi protilatky Anti-Cytokeratin 14 [ab7800] a Hsp27 [2B4] (Abcam, Velka
Britanie).
Odtuénéné susené mléko Laktino (ARTIFEX Instant s.r.o., CR).
Ptenosovy pufr Trans-Blot® Turbo™ (Bio-Rad Laboratories, USA).
Pufry Tris-glycine a Tris-glycine-SDS (BioTech, CR).
Projasnovaci roztoky pro sekundarni protilatky (Calbiochem, USA).
Vyvojka a ustalova¢ Carastream® Kodak® autoradiography GBX (Carestream, USA).
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EnVision™ Detection System (Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse), primarni mysi
protilatka Vimentin IR630 a roztok pro fedéni protilatek Dako REAL™ Antibody
diluent, Rabbit/Mouse, Protein Block serum free (Dako, Dansko).

Standard molekulové hmotnosti PageRuler™ (GeneTiCA, CR).

Aceton, amoniak, citrat trisodny, monohydrat dihydrogenfosforecnanu sodného
(NaH2PO4-H20), N, N-dimethylformamid, dimethylsulfoxid (DMSO), ethanol, fluorid
sodny (NaF), roztok formaldehydu (36-38%), glycerol, hexakyanoZelezitan draselny
(K3[Fe(CN)e)]), trihydrat hexakyanozeleznatanu draselné¢ho (K4[Fe(CN)s)] -3H20),
dodekahydrat hydrogenfosfore¢nanu draselného (K2HPO4-12H20),
hydrogenfosfore¢nan sodny (NaoHPOs4), hydroxid sodny (NaOH), chlorid draselny
(KCI), chlorid hote¢naty (MgClo), hexahydrat chloridu hotecnatého (MgCly-6H>0),
chlorid sodny (NaCl), chlorid vapenaty (CaCln), kyselina chlorovodikova (HCI),
kyselina octovda (CH3COOH), kyselina orto-fosfore¢na (H3zPO4), kyselina sirova
(H2S0O4), ledova kyselina octovda (CH3COOH), methanol, monohydrat kyseliny
citronové, roztok peroxidu vodiku (H20), TWEEN® 20, xylen a ostatni chemikalie
stupné &istoty p.a. (Lach-ner, Ceska republika).

Substrat pro chemiluminiscencni detekci WesternSure™ PREMIUM (LI-COR
Biosciences, USA).

Oxid uhli¢ity od firmy Linde Technoplyn Praha, Ceska republika.

Roztok akrylamidu s N,N’-methylenbisakrylamidem (29:1, 40%) (Merck Millipore,
Némecko).

BCA™ protein assay kit (Pierce®, USA).

Primarni mysi protilatka Human Vimentin Antibody (R&D Systems, USA).

cOmplete — Protease Inhibitor Cocktail Tablet (Roche, Svycarsko)

Primarni mysi protilatky HSP 90 (4F10), p53 (C11), tubulin (10D8), primarni kralici
protilatky Nrf2 (C-20), NFkB p65 (C-20), HO-1 (H-105), MMP-1/8 (H-300), MMP-2
(H-76), p21 (C19), kozi primarni protilatky actin (I-19), COX-2 (M-19), lamin B
(C-20), MMP-3 (C-19), sekundarni kozi protilatky (goat anti-rabbit IgG-HRP a goat
anti-mouse IgG-HRP) a sekundarni krali¢i protilatka (rabbit anti-goat IgG-HRP)
konjugované s kienovou peroxidazou, Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz
Biotechnology, USA).

Adenin, amonium persulfat, amphotericin B, borax (Na,[B;O5(OH),]-8H,0),
bromdeoxyuridin (BrdU) mys$i monoklonalni protilatka, Anti-BrdU mysi monoklonalni

protilatka, bromfenolovd modf, hovézi albumin (BSA), citratovy pufr, Coomassie
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briliantovd modf G-250, 4’,6-diamidin-2’-fenylindol dihydrochlorid (DAPI),
dithiotreitol ~ (DTT), eosin B, epidermédlni rlstovy  faktor (EGF),
ethylendiaminotetraoctova kyselina (EDTA), fetalni bovinni sérum (FBS), glukéza,
L-glutamin, hematoxylin, HEPES, Hoechst 33342 (bisbenzamidin H), hydrokortizon,
insulin, médium Dulbecco’s modified Eagle’s, médium Nutrient Mixture F-12 Ham,
krystalova  violet, dihydrofluorescein-diacetat, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium  bromid (MTT), fenylmethylsulfonylfluorid (PMSF),
lipopolysacharid (LPS) z Escherichia coli, stabilizovany roztok penicilinu
(10 000 U/ml) se streptomycinem (10 mg/ml), Ponceau S, propidium jodid (PI),
sekundarni kozi protilatka (goat anti-mouse IgG) znac¢end FITC, sodium dodecyl sulfat
(SDS), N,N,N’,N’-tetramethylethylendiamin (TEMED), Tergitol® typ NP-40, 3,3°,5-
trijodo-L-thyronin, Tris(hydroxymethyl)aminoetan (TRIS), Trypsin inhibitor from
Glycine max T 6522, trypanova modi (0,4%), trypsin-EDTA (0,25%), 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl B—D-galactosid (X-gal) (Sigma-Aldrich, USA).

Primarni mysi protilatka P16 (SA8A4) (Thermo Scientific, USA).

Krevni agar a pomnozovaci bujon, mozko-srdcovy bujon, Sabouraudiv agar (TRIOS®,

Ceska Republika).

4.2.3 ROZTOKY

Zasobni roztok fosfatového pufru (PBS)
10x PBS: NaCl (0,137 mol/l), KCI (0,00268 mol/l), Na,HPO4 (0,00896 mol/l), KH2PO4
(0,00147 mol/l); pro experimenty byl zasobni roztok 10x zfedén

Roztoky pro izolaci a kultivaci lidskych fibroblasti
Transportni roztok: PBS, amphotericin B (0,25 pg/ml), penicilin (100 U/ml),

streptomycin (100 pg/ml)
Médium pro izolaci: DMEM : F-12 Ham (v poméru 3:1), FBS (10%, v/v), adenin

(0,8 pg/ml), amphotericin B (0,25 pg/ml), penicilin (100 U/ml), streptomycin
(100 pg/ml), hydrokortizon (0,8 pg/ml), inzulin (0,12 U/ml), EGF (1 ng/ml),
3,3",5-trijodo-L-thyronin (0,136 pg/ml)

Kultivaéni médium: DMEM, FBS (10%, v/v), penicilin (100 U/ml), streptomycin
(100 mg/1)

Médium pro experimenty: DMEM, penicilin (100 U/ml), streptomycin (100 mg/1)
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Roztoky pro histologické ovéreni izolovanych HDF

Fixacni roztok: methanol : aceton (1:1)

Oplachovaci roztok: 1x PBS

Protilatka proti cytokeratinu 14: pro experimenty fedéna 1:100 v Dako REAL™

Antibody diluent

Protilatka proti vimentinu: nafedéna vyrobcem pro okamzité pouziti

Roztok pro stanoveni toxicity

Zasobni roztok MTT: MTT (5 mg/ml; dd H>0), pro experimenty byl zadsobni roztok 10x

ziedén v médiu pro experimenty

Roztoky pro stanoveni generace ROS

Zasobni roztok sondy: dihydrofluorescein diacetat v ethanolu (50 mmol/1)

Pracovni roztok sondy: dihydrofluoerescein diacetat (500 umol/l; 100 x fedény zasobni

roztok sondy v PBS), pro experimenty byl roztok fedén 100x do média pro experimenty

Roztoky pro stanoveni IL-6

Blokovaci pufr: BSA (1%, m/v) v PBS
Promyvaci roztok: Tween 20 (0,05%, m/v) v PBS
Zastavovaci roztok: H>SO4 (2 mol/l)

Roztoky pro SDS-PAGE elektroforézu a Western blot

Lyzaéni roztok pro celkovy extrakt: TRIS (20 mmol/l), NaCl (150 mmol/l), NaF
(1 mmol/l), 1 tableta cOmplete, HCI (1 mol/l; pH 7,5), SDS (0,2 %, m/v)

Pufr A (lyzacni roztok pro cytosolicky extrakt): HEPES (10 mmol/l; pH 7,9), KCl
(10 mmol/T), MgCl> (1,5 mmol/), DTT (0,5 mmol/l), Tergitol® typ NP-40 (0,1 %, v/v)
Pufr B (lyzacni roztok pro jaderny extrakt): HEPES (20 mmol/l; pH 7,9), NaCl
(0,42 mol/l), EDTA (0,2 mmol/l), MgCl> (1,5 mmol/l), DTT (0,5 mmol/l), PMSF
(0,5 mmol/l), glycerol (25 %, v/v)

Migracni pufr: TRIS-CI (0,025 mol/l), glycin (0,192 mol/l), SDS (0,1 %, m/v), pH 8,3
Zaosttovaci pufr: TRIS-CI (0,5 mol/l; pH 6,8)

Vzorkovy pufr: TRIS-CI (0,5 mol/l; pH 6,8), glycerol (20 %, v/v), bromfenolovd modf
(0,02 %, m/v), DTT (0,2 mol/l), SDS (4 %, m/v)
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Migracni gel: 10% SDS polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu
29:1 (24,7%, v/v), dd H2O (48,5%), migracni pufr (24,7%, v/v), 10% SDS (1%, v/v),
10% APS (1%, v/v), TEMED (0,1%, v/v)

Zaostiovaci gel: 4% SDS polyakrylamidovy gel: 40% roztok akrylamidu/bisakrylamidu
29:1 (10%, v/v), dd H2O (63%), zaostiovaci pufr (24,8%, v/v), 10% SDS (1%, v/v),
10% APS (0,7%, v/v), TEMED (0,1%, v/v)

Pienosovy pufr: TRIS-CI (0,025 mol/l), glycin (0,192 mol/l), methanol (20 %, v/v),
SDS (0,1 %, m/v); pH 8,3

10x TBS (Tris-buffered saline): TRIS (0,1 mol/l), NaCl (0,137 mol/l); pH 7,5,

pro experimenty byl roztok ziedén 10 x

TBS/T: TWEEN® 20 (0,05%, v/v) v TBS

TBS/T/mléko: TWEEN® 20 (0,05%, v/v), susené mléko (5%, m/v) v TBS
TBS/T/BSA: TWEEN® 20 (0,05%, v/v), BSA (5%, m/v) v TBS

Barvici roztok: kyselina octova (5%, v/v), Ponceau S (0,1%, m/v) v dd H.O
Stripovaci pufr: SDS (12%, m/v)

Roztok pro ryhovy test
Barvici roztok: krystalova violet’ (0,5%, m/v), methanol (20%, v/v)

Roztok pro experimenty s lidskym sérem

Kultivaéni médium: DMEM, FBS (10%, v/v) nebo LS (10 %), penicilin (100 U-ml™"),

streptomycin (100 mg-1") a L-glutamin (2 mmol/l)

Roztok pro stanoveni toxicity LS
PI pufr: citrat trisodny (3,4 mmol/l), NaCl (9,65 mmol/l), propidium iodid
(20 pg/ml), Tergitol® typ NP-40 (0,03 %, v/v)

Roztoky pro stanoveni bunééného cyklu
PBS/T: TWEEN® 20 (0,5%, v/v) v PBS
Boraxovy puft: borax (0,1 mol/l)
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Roztoky pro stanoveni senescence

Zasobni roztok kyseliny citronové (0,2 M) ve fosforecnanu sodném: 4,2 g monohydratu

kyseliny citrénové, 2,76 g monohydratu fosfore¢nanu sodného, upraveno pH na 6,0
a doplnéno do 100 ml dd H.O
Barvici roztok: kyselina citronova (40 mmol/l) ve fosfore¢nanu sodném, K4[Fe(CN)e)]

(5 mol/l), Ks[Fe(CN)¢)] (5 mmol/l), NaCl (150 mmol/l), MgCl, (2 mmol/l), X-gal

(1 mg/ml)

Roztoky pro detekci mykoplazmat
Fixacni roztok: methanol: CH3COOH (pomér 3:1)

Barvici roztok: bisbenzamidin H (50 pug/ml), pro experimenty fedén 100x v PBS

Roztok pro stanoveni proteini dle Bradfordové
Pracovni roztok: Coomassie Brilliantova modi G-250 (0,01%, m/v) v 50 ml

95% ethanolu a 100 ml 85% H3PO4 doplnéno do 1000 ml vodou

Specialni reakéni kity
Human IL-6 Mini ELISA Development kit 900-M16 (PeproTech, USA)

4.2.4 PRISTROJE

Automaticka promyvacka HydroFlex™ (Tecan, Svycarsko)

Biirkerova a Neubaerova komiirka (Marienfeld, Némecko)

C-DiGit™ Blot Scanner (LI-COR Biosciences, USA)

Centrifuga Labofuge 400 (Heraeus, Némecko)

Centrifuga MiniSpin® (Eppendorf, Némecko)

Inkubator Forma™ Direct Heat (Thermo Scientific, USA)

Denzilametr (LaChema, Ceska Republika)

Fluorescencni mikroskop Axiovert 40 CFL (Zeiss, Némecko)

Fotometr pro méfeni absorbance v 96-jamkovych deskidch Infinite® M200 Pro
(Tecan, Svycarsko)

Hlubokomrazici box VX 570 (Jouan, Francie)

Chlazena centrifuga BR41 (Jouan, Francie)

Chlazena centrifuga Mikro 22 (Hettrich Zentrifugen, Némecko)
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Chlazena centrifuga Rotina 38R (Hettrich Zentrifugen, Némecko)

Inverzni mikroskop CK2 (Olympus, Japonsko)

Inverzni mikroskop Nikon Eclipse TS100 s DS-QiMc kamerou (Nikon Instruments
Inc., USA)

Laboratorni vahy ACB 6000H (Schoeller instruments, CR)

Laboratorni vahy AND GX 600 (A&D instrument, Velka Britanie)

Laboratorni vahy AX105 Delta Range® (Mettler Toledo, Svycarsko)

Laminarni box MSC 9 (Jouan, Francie)

Magneticka michacka IKA® RH digital (IKA, Némecko)

Odsavacka Aspiration Station (Gilson, USA)

Parni sterilizator VARIOKLAV® (Thermo Scientific, USA)

Pritokovy cytometr FACSCalibur (Becton & Dickinson Pharmingen, USA)

SNAP i.d.® 2.0 (Merck Millipore, Némecko)

Stolni pH-metr pH50 (Chromservis, CR) s elektrodou P11 Sentek (Sentek, Velka
Britanie)

Systém pro elektroforézu Mini-Protean™ se zdrojem Power Pac Universal, Power

Pac 200, Power Pac 3000 (Bio-Rad Laboratories, USA)

Termomixer Comfort + néstavce (Eppendorf, Némecko)

Tkanovy procesor Histos Pro (Milestone, Dansko)

Trans-Blot® Trubo™ Blotting System (Bio-Rad Laboratories, USA)

Transmisni elektronovy mikroskop (TEM ; JEOL 2010, JEOL Ltd., Japonsko)

Ttepacka Duomax 1030 (Heidolph, Némecko)

Ttepacka Reax TOP (Heidolph, Némecko)

Ttepacka ShakerRocker MR-12 (BioSan, LotySsko)

Ttepacka Vortex Mixer (Labnet International, USA)

Ultrazvukova sonda UP 200S (Dr. Hielscher, GmbH, Némecko)

Ultrazvukova termostatova vodni lazen PS 01000A (Notus-Powersonic, Slovensko)

UV-VIS spektrofotometr (Helios Alpha, Thermo Electron Corporation, Velka
Britanie)

Vakuova pumpa (Merck Millipore, Némecko)

Vodni lazenn Memmert (Memmert, Némecko)

Zafizeni pro ptipravu deionizované vody Ultrapur (Watrex, CR)

Zetasizer Nano (Malvern Instruments, Worcestershire, Velka Britanie)
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4.2.5 OSTATNI MATERIAL

Automatické pipety a Spicky (Eppendorf, Némecko)

Blotovaci podlozky Blotting Pad 707, 7 x 10/10 x 14 cm (VWR International, USA)

Fuji Medical X-RAY film Super RX-N (FUJIFILM, Japonsko)

KODAK BioMax light film (Sigma-Aldrich, USA)

Kultivaéni 1lahve Nunclon™, 4, 6, 24 a 96-jamkové kultivacni desky, filtry
a centrifugacni zkumavky (Nunc, Dansko)

Kultivaéni ldhve, kultivaéni desky a centrifugaéni zkumavky (TPP, Svycarsko)

Plastové¢ injekeni stiikacky (B. Braun, Némecko)

Plastové mikrozkumavky (Eppendorf, Némecko)

Podlozni sklo Superfrost Plus (Thermo Scientific, USA)

PVDF membrana Immun-Blot™ (0,2 um; Bio-Rad Laboratories, USA).

SNAP i.d.® 2.0 Mini Blot Holders (Merck Millipore, Némecko)

Software pro denzitometrickou analyzu ElfoMan 2.6 (Semecky, Ceska Republika)

Software pro denzitometrickou analyzu ImagelJ 1.42q (National Institutes of Health,
USA)

Sterilizaéni filtry 0,22 pm Express™ Plus (Merck Millipore, Némecko)

Sterilni zkumavky (GAMA GROUP, CR)

Trans-Blot® Turbo™ Minisize Transfer Stacks 7.1 x 8.5 cm (Bio-Rad Laboratories,

USA)
4.3 Metody

4.3.1 IZOLACE PRIMARNICH KULTUR LIDSKYCH KOZNICH FIBROBLASTU

Tkan byla vyjmuta z transportniho roztoku, promyta sterilnim PBS a po odstranéni
tukové tkané byla roziezdna na kousky o plose 1 cm? a pienesena na Petriho misku
(10 cm), ktera byla zdrsnéna poskrabanim pinzetou. Po nékolika minutach byla tkan
prevrstvena médiem pro izolaci (2-4 ml) a inkubovana (37 °C, 5 % CO). Médium bylo
ménéno kazdych 48-72 hodin. Piiblizn¢ za 2—4 tydny byla plocha Petriho misky
pokryta lidskymi koznimi fibroblasty (HDF). Po dosazeni monovrstvy byla tkan
pienesena do nové Petriho misky pro dalsi izolaci. HDF byly oplachnuty sterilnim PBS
(5 ml), uvolnény inkubaci s 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (1 ml, 2-3 min, 37 °C)
a bylo pfidano 5 ml kultivatniho média. Buniky byly pfeneseny do centrifugacni
zkumavky a centrifugovany (10 min, 1300 RPM, pokojova teplota). Pelet byl
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resuspendovan v kultivaénim médiu, prenesen do 75 cm? kultivaéni lahve a inkubovan
(37°C, 5 % COz). Po dosazeni monovrstvy byly buiiky oplachnuty PBS, uvolnény
inkubaci s 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (1 ml, 2-3 min, 37 °C) a piidédno
kultivaéni médium (5 ml). Poté byly pieneseny do centrifugatni zkumavky
a po centrifugaci (10 min, 1300 RPM, pokojova teplota) a resuspendovani byly pouzity

pro experimenty.

4.3.2 HISTOLOGICKE OVEREN]{ IZOLOVANE KULTURY HDF

HDF byly nafedény kultivaénim médiem na koncentraci 2x10° bunék/ml, vysety
na sterilni podlozni sklicko (500-750 pl/sklicko) umisténé do Petriho misky (10 cm)
a inkubovany (24 hod, 37 °C, 5 % COz). Po inkubaci bylo sklicko oplachnuto PBS
(2x5 ml), pfevrstveno vychlazenym fixa¢nim roztokem (10 min) a po ususeni ulozeno
v -20 °C.

Pfed barvenim byly builkky zafixované na podloznim sklicku rehydratovany
ponofenim do vody a inkubovany v H20: (0,3%, 15 min) k zablokovani aktivace
endogenni peroxidazy. Nasledn¢ byla sklicka inkubovana za zvySeného tlaku v lazni
citratového pufru (15 min, 120°C, pH 6, Histos Pro, Milestone) a po ochlazeni
a promyti vodou inkubovéna v lazni TBS (5 min). Poté byla sklicka blokovana
v roztoku Protein Block (30 min, pokojova teplota) a inkubovana s primarnimi
protilitkami [Cytokeratin 14 (fedéni 1:100 Dako REAL™ Antibody Diluent)
a Vimentin (bez fedéni)]. Po inkubaci (1 hod, pokojova teplota) byla sklicka promyta
(3x5 min TBS) a inkubovéna s detekénim systémem (1 hod, EnVision™ Detection
System, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse). Po promyti (3x5 min TBS) byla sklicka
inkubovana v chromogenu DAB (5 min), promyta tekouci vodou a jadra bunék byla
dobarvena pomoci kamencového hematoxylinu (3 min). Po promyti (5 min, tekouci
voda) byla sklicka postupné¢ odvodnéna v laznich 96% etanolu (5 min, pokojova
teplota) a acetonu (5 min, pokojova teplota), projasnéna ve dvou laznich xylenu
(5 min) a zamontovana do montovaciho média Entellan®. Pozitivita / negativita

pro piislusnou protilatku byla hodnocena mikroskopicky.
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4.3.3 STUDIUM ZAPOJENi AGNPS A AG-1 DO PROCESU HOJENI RAN
4.3.3.1 Stanoveni neZiadoucich u¢inki AgNPs a Ag-I na HDF

4.3.3.1.1 Stanoveni toxicity AGNPs a Ag-1
MTT test

Pivodné Zzlutd tetrazoliovd sul MTT je redukovdna mitochondridlnimi
dehydrogendzami metabolicky aktivnich bun€k na fialové, ve vodé nerozpustné
formazanové barvivo, jehoz koncentrace je po rozpusténi v organickém rozpoustédle

stanovena spektrofotometricky pii 540 nm [124].

Piiprava bunék pro experimenty

Koncentrace bun¢k byla stanovena na zéklad¢ barveni trypanovou modii. HDF
(1x10° bun&k/ml) byly vysety v kultivaénim médiu na 96-jamkovou desku (200 ul
bunécné suspenze/jamku) a inkubovany (37 °C, 5 % CO, 24 hod). Nasledn¢ byly
buniky oplachnuty sterilnim PBS, bylo aplikovdno 100 pl média pro experimenty
obsahujiciho testované latky v koncentratnim rozmezi AgNPs (0,05-25 ug/ml)
a Ag-l (0,05-25 pg/ml). Kontrolni buiky byly piipraveny inkubaci v médiu
pro experimenty bez testovanych latek.

Po 24 hod inkubaci byly buiiky oplachnuty sterilnim PBS a na jamku bylo
aplikovano 100 pl MTT (0,5 mg/ml média pro experimenty). Po inkubaci (3 hod,
37 °C, 5 % CO2) byl roztok nad bunkami odstranén a vytvorené formazanové barvivo
v jamce bylo rozpusténo ve 200 pl roztoku DMSO s 1 % amoniaku. Po rozpusténi
bylo 100 pl roztoku piepipetovano na novou 96-jamkovou desku (zabranéni
interference nanocastic) a byla zmétena absorbance vzniklého modrofialového roztoku

pii vinovych délkach 540 nm (testovaci) /690 nm (referencni).

Toxicita latek (%) byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce:

Toxicita (%) = 100 - [(AW_AP)J
(A —A4p)

Ar absorbance pozadi (jamka bez bunék s AgNPs/Ag-I v médiu pro experimenty)
Av absorbance vzorku (bunky inkubované v médiu pro experimenty s AgNPs/Ag-I)
Ak absorbance kontroly (butiky inkubované v médiu pro experimenty bez AgNPs/Ag-I)

38



EXPERIMENTALNI CAST

4.3.3.1.2 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na produkci ROS

Generace ROS byla stanovena s vyuzitim sondy dihydrofluorescein diacetatu

[125].

Priprava bunék pro experimenty

Koncentrace bun¢k byla stanovena na zéklad¢ barveni trypanovou modii. HDF
(3,13x10° bun&k/ml) byly vysety v kultivaénim médiu na Petriho misky (3,5 cm;
1,5 ml suspenze bunék/misku) a inkubovany (37 °C, 5 % CO», 24 hod). Nésledn¢ byly
buniky oplachnuty sterilnim PBS, bylo aplikovdno 1,5 ml média pro experimenty
obsahujiciho testované latky v koncentracnim rozmezi AgNPs (0,25; 2,5 a 25 ug/ml)
a Ag-1 (0,025; 0,1 a 0,25 pg/ml). Kontrolni bunky byly pfipraveny inkubaci v médiu
pro experimenty bez testovanych latek.

Po inkubaci (8 a 24 hod) byl aplikovan pracovni roztok sondy (15 pl/jamku;
30 min). Nasledn¢ bylo médium odsato, bunky oplachnuty roztokem PBS (2x2 ml),
seSkrabany do vychlazeného PBS (0,5 ml) a sonikovany na ledu (20 cykld, intenzita
0,5). Po sonikaci bylo 200 pl suspenze piepipetovano na 96-jamkovou desku a byla
zméiena fluorescence pii vinovych délkach 500 nm (testovaci) / 525 nm (referencni).
Pro odstranéni interference nanocastic byla méfena fluorescence nanocastic v médiu
bez bunck. Koncentrace proteinli v suspenzi byla stanovena dle Bradfordové

(viz kapitola 4.3.6.1).

Generace ROS (%) byla vypocitana podle nasledujiciho vzorce:
ROS (%) = [(F/C)j . (FPJ 100
(Fe/Cy)) \ Fy

Fv/Cv fluorescence vzorku (buiiky inkubované v médiu pro experimenty s AgNPs/Ag-I) / koncentrace
proteint ve vzorku

Fx/Ck fluorescence kontroly (bunky inkubované v médiu pro experimenty bez AgNPs/Ag-l) /
koncentrace proteinti v kontrole

Fr fluorescence pozadi (jamka bez bun¢k s médiem pro experimenty s AgNPs/Ag-I)

Fm fluorescence média (jamka bez bun¢k s médiem pro experimenty bez AgNPs/Ag-1)
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4.3.3.1.3 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na hladinu IL-6

Koncentrace IL-6 v médiu byla stanovena metodou ELISA (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay) s vyuzitim komeréniho kitu pro stanoveni IL-6 (Human IL-6

Mini ELISA Development Kit) podle protokolu uvedeného vyrobcem.

Piiprava bunék pro experimenty

Bunky byly piipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.3.1.2 (dle ROS).
Jako pozitivni kontrola byl k bunikdm ptidan LPS z E. coli (findlni koncentrace
10 pg/ml). Po inkubaci (8 a 24 hod) bylo médium odebrano a ptred vlastnim
stanovenim uchovavano pii -80 °C.

Médium bylo natedéno (1:2) a aplikovdno na 96-jamkovou kultivaéni desku
pokrytou specifickou monoklonalni protilatkou. Po inkubaci (2 hod, pokojova teplota)
bylo médium odstranéno a jamky oplachnuty promyvacim pufrem (3x). Nasledn¢ byl
aplikovan roztok enzymaticky znacené sekundarni protilatky (2 hod, pokojova
teplota). Poté byl roztok odstranén, jamky oplachnuty promyvacim pufrem (3x250 pl)
a byl ptidan roztok substratu. Po inkubaci (30 min, pokojova teplota, tma) byla reakce
ukoncena zastavovacim roztokem a zméfena absorbance vzniklého produktu
pii 450 nm (Infinite® M200 Pro, Tecan, Svycarsko).

Koncentrace IL-6 ve vzorcich byla vypoctena z kalibra¢niho grafu zavislosti

absorbance na koncentraci standardu.

4.3.3.2 Experimentalni model rany

Pro simulaci rany byla pouzita modifikovana standardni metoda pouZzivana

pro studium hojeni ran [37].

4.3.3.2.1 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-1 na morfologii bunék

Morfometricka analyza

Tato analyza hodnoti tvar bun€k a umoziuje porovnanim s kontrolnimi bunkami
odhalit zmény celkového tvaru i konkrétnich struktur, zejména jadra. Ziskana data lze
hodnotit formou indext, napi. délko-sitkovy index (pomér délky bunky k Sifce buiiky)
nebo nukleoplazmaticky index (pomér plochy jadra k celkové plose buiiky) [126].
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Priprava bunék pro experimenty

Koncentrace bunck byla stanovena na zaklad€ barveni trypanovou modii. HDF
(1x10° bunék/ml) byly vysety v kultivaénim médiu na sterilni mikroskopické sklicko
umisténé v 6-jamkové desce (400 pl suspenze bunck/jamku) a inkubovany (37 °C,
5 % COg2, 24 hod). Po inkubaci byly buiiky na sklicku poSkrabany sterilni 200 pl
pipetovaci $pickou, médium nahrazeno Cerstvym médiem pro experimenty a buiky
inkubovany (1 hod, 42 °C). Poté bylo médium odsato, buiikky oplachnuty sterilnim PBS
a aplikovano médium pro experimenty obsahujici testované latky v koncentraci AgNPs
(0,25; 2,5 a 25 pg/ml) a Ag-I (0,025; 0,1 a 0,25 pg/ml). Kontrolni bunky
K1 (neposkrabané a nezahtaté) a K2 (poskrabané a zahraté) byly pfipraveny inkubaci
v médiu pro experimenty bez testovanych latek.

Po 24 hod inkubaci byly buiiky oplachnuty ledovym PBS (2x2 ml) a fixovany
ledovou smési methanol:aceton (pomér 1:1, 15 min). Pfed barvenim byly bunky
zafixované na sklicku rehydratovany ponofenim do vody (5 min), jddra bunék obarvena
pomoci hematoxylinu (3 min) a po promyti (5 min, tekouci voda) cytoplasma obarvena
eosinem (1 min). Po promyti (5 min, tekouci voda) byla sklicka postupné odvodnéna
v laznich 96% etanolu (5 min, pokojova teplota) a acetonu (5 min, pokojova teplota),
projasnéna ve dvou laznich xylenu (5 min) a zamontovana do montovaciho média
Entellan®. Délka, Sitka, celkova plocha a plocha jadra byla vyhodnocena
mikroskopicky  pomoci  programu  Image]J. Hodnoceni bylo provedeno
na 25 buiikach/skli¢ko. Byl vypoéitan D/S index (pomér délky bunky k $ifce buiiky)
a J/C — nukleoplazmaticky index (pomér plochy jadra k celkové ploSe cytoplasmy).

4.3.3.2.2 Stanoveni vliivu AgNPs a Ag-1 na hladinu ROS

Generace ROS byla stanovena s vyuzitim sondy dihydrofluorescein diacetatu

[125].

Priprava bunék pro experimenty
Koncentrace bunck byla stanovena na zaklad€ barveni trypanovou modii. HDF
(3,13x10° bunék/ml) byly vysety v kultivaénim médiu na Petriho misky (3,5 cm; 1,5 ml
suspenze bunck/misku) a inkubovany (37 °C, 5 % CO., 24 hod). Po inkubaci byly
bunky steriln¢ poskrabany 3 x 200 pl pipetovaci Spickou, médium vymeénéno
za médium pro experimenty a bunky inkubovany (1 hod, 42 °C). Nésledné byly bunky
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oplachnuty sterilnim PBS a aplikovano 1,5 ml média pro experimenty obsahujiciho
testované latky v koncentracnim rozmezi AgNPs (0,25; 2,5 a 25 pg/ml) a Ag-I (0,025;
0,1 a 0,25 ug/ml). Kontrolni bunky byly pfipraveny inkubaci v médiu pro experimenty
bez testovanych latek.

Po inkubaci (8 a 24 hod, 37°C, 5% CO») byla stanovena koncentrace ROS (dle
postupu uvedeného v kapitole 4.3.3.1.2).

4.3.3.2.3 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na expresi obrannych stresovych markeru

Piisobeni AgNPs a Ag-I1 na Nrf2, HO-1, HSP27 a HSP90 bylo sledovéano

na irovni exprese proteinu.

Priprava bunék pro experimenty

Buiiky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.3.2.2.
Izolace bunécnych extraktu

Po inkubaci (8 a 24 hod, 37°C, 5% COz) byly buiiky opladchnuty ledovym PBS.
Pro zisk celkového bunééného extraktu byl na Petriho misku (3,5 cm) aplikovan lyza¢ni
pufr (50 pl, 15 min, led). Buiikky byly seskrabany do mikrozkumavky, votexovéany
a inkubovany (15 min, 4 °C). Poté byly centrifugovany (10 min, 4 °C, 10 000 RPM)
a supernatant obsahujici celkovy bunécny lyzat byl pfenesen do nové mikrozkumavky.

Pro izolaci cytosolického a jaderného extraktu byly buiky oplachnuty
a seSkrabany do ledového PBS (1 ml), pfeneseny do mikrozkumavky a centrifugovany
(5 min, 4 °C, 4700 RPM). Po odstranéni supernatantu byl pelet bun¢k resuspendovan
v ledovém pufru A (50 ul), inkubovan (10 min, led) a centrifugovan (10 min, 4 °C,
12 000 RPM). Supernatant obsahujici cytosolicky extrakt byl pienesen do nové
mikrozkumavky. Pelet bun¢k obsahujici jaderny extrakt byl resuspendovan v pufru B
(50 pl) a inkubovan (30 min, led, 2x v priabéhu inkubace vortexovan). Jaderny extrakt
byl ziskan centrifugaci (20 min, 4 °C, 12 000 RPM).

V prtipravenych extraktech byla metodou BCA (viz kapitola 4.3.6.2) stanovena
koncentrace proteinll. Extrakty byly smichdny v poméru 4 : 1 se vzorkovym pufrem,
denaturovany (5 min, 95 °C) a skladovany (-80 °C) pro pozd¢jsi stanoveni Nrf2, HO-1,
HSP27, HSP90.
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Elektroforetické rozdéleni a Western blot

Proteiny v bunéénych extraktech byly rozdéleny pomoci vertikalni elektroforézy
v polyakrylamidovém gelu s dodecylsulfaitem sodnym (SDS-PAGE). V aparatuie
pro elektroforézu byl pfipraven 10% migracni a 4% zaostfovaci polyakrylamidovy gel
o tlouStce 1 mm. Do jamek zaostfovaciho gelu byly aplikovany vzorky s obsahem
25-50 pg proteinu/jamku. Elektroforéza byla provedena v migra¢nim pufru pii proudu
20 mA. Po dosazeni migra¢niho gelu byla hodnota proudu zvySena na 40 mA.

Po elektroforetickém rozdéleni byly proteiny pfeneseny metodou Western blot
na polyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu. Western blot byl proveden bud’
v tankovém uspoifadani v pfenosovém pufru (120 min, 400 mA, 4 °C) nebo metodou
semi-dry blotting v Trans-Blot® Trubo™ Transfer buffer (14 min, 2 A, pokojova
teplota). Kontrola pfeneseni proteinii byla provedena vizualizaci v barvicim roztoku.
Po oplachu (3x5 min, TBS) byla membrana ponotfena do barviciho roztoku (1 min)
a po kontrole pfenosu proteini byla odbarvena (2x5 min, methanol) a promyta

(3x5 min, TBS).

Chemiluminiscen¢ni detekce a hodnoceni ziskanych dat

Po kontrole pfenosu a promyti byla membrana blokovana (2 hod, TBS/T/mléko)
a inkubovana s primarni protilatkou (fedéni viz Tabulka 1, 4°C, ptes noc). Po inkubaci
byla membrana promyta (3x5 min, TBS/T) a inkubovana se sekundarni protilatkou
znaCenou kienovou peroxidazou (IgG-HRP, fedéni viz Tabulka 1, pokojova teplota,
2 hod). Po promyti (3x5 min, TBS/T) nasledovala detekce. Pro detekci byly pouzity dva
systémy: 1) chemiluminiscencni systém Western Blotting Luminol Reagent a vznikla
chemiluminiscence byla zaznamenana na fotograficky papir nebo 2) WesternSure™
PREMIUM Chemiluminescent Substrate, kdy byla chemiluminiscence zaznamenana
scannerem (C-DiGit™ Blot Scanner) a vystupem byl obrazek v pocitaci.

Pro opakované pouziti membrany, v pfipadé¢ detekce proteini podobné
molekulové hmotnosti, byla membrdna zbavena navéazanych protilatek aplikaci
stripovaciho pufru (60 min, pokojové teplota) a postupné promyta 1000 ml dd H>O.

Pro kontrolu mnozstvi naneseného vzorku byl detekovéan aktin, ktery zaroven
slouzil k normalizaci mnozstvi studovanych proteinid. Hodnoceni bylo provedeno

denzitometricky pomoci volné dostupnych programu ElfoMan 2.6 a ImagelJ 1.42q.
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Tabulka 1: Redéni primarnich a sekundarnich protilatek

Primarni protilatka Redici roztok Pomér
Nrf2 projasiiovaci roztok 1:500
HO-1 TBS/T/BSA 1:500
HSP27 projasiiovaci roztok 1:500
HSPI0 TBS/T/BSA 1:500
COX-2 projasiiovaci roztok 1:500
NF-kB TBS/T/BSA 1:500
MMP-1 TBS/T/BSA 1:500
MMP-2 TBS/T/BSA 1:500
MMP-3 TBS/T/BSA 1:500
Aktin TBS/T/BSA 1:500
p53 TBS/T/BSA 1:500
plé TBS/T/BSA 1:750
p21 TBS/T/BSA 1:300
Lamin B TBS/T/BSA 1:500
Vimentin TBS/T/BSA 1:750
Sekundarni protilatka Redici roztok Pomér
goat anti-rabbit TBS/T/mléko nebo projasiiovaci 110000
IgG-HRP roztok (dle primarni protilatky)
rabbit anti-goat TBS/T/mléko nebo projasiiovaci 110000
IgG-HRP roztok (dle primarni protilatky)
goat anti-mouse TBS/T/mléko nebo projasiiovaci 110000
IgG-HRP roztok (dle primarni protilatky)

4.3.3.2.4 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na markery zanétu

Ovlivnéni zanétlivé reakce AgNPs a Ag-I bylo sledovano na trovni koncentrace

IL-6 v médiu a exprese proteini COX-2 a NF-«B.

Priprava bunék pro experimenty

Buiiky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.3.2.2. Po inkubaci
(8 a 24 hod, 37°C, 5% CO) bylo médium odebrano a zamrazeno (-80°C) pro stanoveni
IL-6 metodou ELISA (postup uvedeny v kapitole 4.3.3.1.3). Z bun¢k byly pfipraveny
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celkové, cytosolické nebo jaderné extrakty, ve kterych byla exprese COX-2 a NF-«xB
stanovena SDS-PAGE elektroforézou, Western blot analyzou a chemiluminiscencni

detekci (postup uvedeny v kapitole 4.3.3.2.3).

4.3.3.2.5 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na zariistani rany a migraci bunek

Ovlivnéni zarGstani rany a migrace bunc¢k AgNPs a Ag-I bylo sledovano ryhovym

testem a expresi proteinu MMP-2.

Ryhovy test
Ryhovy test je standardni metoda pouzivana pro studium bunécné migrace, ktera
je pro hojeni ran nezbytnd [37]. U delSich casovych intervalil je rovnéZ mozné sledovat

zarustani ryhy.

Priprava bunék pro experimenty

Koncentrace bunék byla stanovena na zakladé¢ barveni trypanovou modfi.
HDF (1,9%10° bun&k/ml) byly vysety v kultivaénim médiu na 24-jamkové desky
(0,5 ml suspenze bunck/jamku) a inkubovéany (37 °C, 5 % CO2, 24 hod). Po inkubaci
byly buiiky sterilné poskrabany 1x 200 ul pipetovaci Spickou, médium vymeénéno
za médium pro experimenty a bunky inkubovany (1 hod, 42 °C).

Po inkubaci byly buniky oplachnuty sterilnim PBS a aplikovdano 0,5 ml média
pro experimenty obsahujiciho testované latky v koncentraénim rozmezi AgNPs (0,25;
2,5 a 25 pg/ml) a Ag-1 (0,025; 0,1 a 0,25 pg/ml). Kontrolni buiikky byly pfipraveny
inkubaci v médiu pro experimenty bez testovanych latek bez FBS (negativni kontrola)
nebo inkubaci v kultivaénim médiu bez testovanych latek s FBS (pozitivni kontrola).
Po 24 nebo 48 hod inkubaci (37°C, 5% COz) bylo médium odsato, buiikky oplachnuty
roztokem PBS (2x0,5 ml) a aplikovéan barvici roztok (0,5 ml, 10 min). Poté byly bunky
dikladné oplachnuty dd H>O a vysuSeny. Po vysuSeni byly ryhy nafoceny a jejich
plocha byla hodnocena pomoci programu Centerline. V1iv AgNPs a Ag-I na zaristani

ryhy byl vyhodnocen porovnanim s negativni kontrolou.

Stanoveni exprese MMP-2
Buiiky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.3.2.2.
Po inkubaci (8 a 24 hod, 37°C, 5% CO2) bylo médium odstranéno a z bunék byly

pfipraveny celkové extrakty, ve kterych byla exprese MMP-2 stanovena SDS-PAGE
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elektroforézou, Western blot analyzou a chemiluminiscencni detekci (postup uvedeny

v kapitole 4.3.3.2.3).

4.3.4 STUDIUM MOZNEHO VYUZITI SENPS K HOJENI RAN

4.3.4.1 Stanoveni antimikrobialniho u¢inku SeNPs

Priprava bakterii a kvasinek pro experimenty

Bakterialni/kvasinkové kmeny byly vyockovany zPetriho misek (10 cm?)
na krevni nebo Sabouraudiv agar (TRIOS) a inkubovéany (24 hod, 35°C). Po inkubaci
byly odebrany 2-3 kolonie, resuspendovany ve fyziologickém roztoku (2 ml)
a stanovena hustota pomoci denzilametru (LaChema).

Na 96-jamkovou kultivacni desku bylo nejprve aplikovano 100 pl
mozko-srdcového  bujonu  obsahujici  SeNPs (autoklavované/neautoklavované)
v koncentra¢nim rozmezi (0,39-100 pg/ml). Nasledné byla pomoci inokula¢niho jezka
naockovana do jednotlivych jamek mikrobialni suspenze (1 pl/jamku) o koncentraci
1x10° (bakterii/kvasinek)/ml CFU (colony forming units). Po inkubaci (24 hod bakterie;
48 hod kvasinky; 35°C) bylo provedeno vizudlni hodnoceni (vytvoreni zékalu). Jamka
jako jamka s minimani inhibi¢ni koncentraci (MIC). Poté byl pomoci ockovaciho jezka
obsah jamek bez zakalu (5 ul) pfeockovan na krevni (bakterie) nebo Sabourauditv
(kvasinky) agar. Po inkubaci (24 hod bakterie; 48 hod kvasinky; 35°C) bylo provedeno
vizualni hodnoceni minimalni bakteriostatické (MBS) a baktericidni (MBC)
koncentrace. Kontrolni bakterie/kvasinky byly kultivovany v mozko-srdcovém bujonu

bez SeNPs. Testy byly provedeny v dubletech.

4.3.4.2 Stanoveni nezadoucich u¢inka SeNPs

Poskozeni HDF uc¢inkem SeNPs bylo sledovéano jako aktivita mitochondridlnich

dehydrogendz (MTT test), generace ROS a zvySeni hladiny IL-6 v médiu.
Priprava bunék pro experimenty

Buiiky byly ptipraveny dle postupli uvedenych v kapitolach 4.3.3.1.1-4.3.3.1.3.

SeNPs byly ptipraveny v médiu pro experimenty v koncentratnim rozmezi

46



EXPERIMENTALNI CAST

0,2-50 pg/ml (MTT test) a 6,25; 12,5 a 25 pg/ml (ROS a IL-6). Kontrolni buiiky byly
pfipraveny inkubaci v médiu pro experimenty bez SeNPs.
Stanoveni a vyhodnoceni MTT testu, generace ROS a koncentrace IL-6 bylo

provedeno dle postupti uvedenych v kapitolach 4.3.3.1.1-4.3.3.1.3.

4.3.4.3 Experimentalni model rany

Pro simulaci rany byla pouzita modifikovand standardni metoda pro studium

hojeni ran [37].

4.3.4.3.1 Stanoveni vlivu SeNPs na expresi obrannych stresovych markerii, markeru zanétu

a markerii zapojenych do procesu hojeni ran

Ovlivnéni obranné odpovédi, zanétlivé reakce a zarGistani ran SeNPs bylo

sledovano na irovni exprese proteint.

Priprava bunék pro experimenty

Buiiky byly ptipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.3.2.2.

SeNPs byly pfipraveny v médiu pro experimenty v koncentracich 6,25; 12,5
a 25 pg/ml. Kontrolni buiikky byly pfipraveny inkubaci v médiu pro experimenty
bez SeNPs.

Po inkubaci (8 a 24 hod, 37°C, 5% CO.) bylo médium odebrano a zamrazeno
(-80°C) pro stanoveni IL-6 metodou ELISA (postup uvedeny v kapitole 4.3.3.1.3).
Z bunék byly pfipraveny celkové, cytosolické nebo jaderné extrakty (postup uvedeny
v kapitole 4.3.3.2.3). Exprese obrannych stresovych markerit (HO-1, HPS27 a HSP90),
markeru zanétu (COX-2) a markerG zapojenych do procesu hojeni ran (MMP-1,
MMP-2 a MMP3) byla stanovena SDS-PAGE elektroforézou, Western blot analyzou

a chemiluminiscen¢ni detekei (postup uvedeny v kapitole 4.3.3.2.3).

4.3.5 STUDIUM VYUZITI LIDSKEHO SERA PRO REGENERATIVNI MEDICINU

Studované vzorky lidského séra (LS) byly rozdéleny do péti skupin podle véku
a fyzického stavu darcti viz Tabulka 2. Vzorky LS byly pfipraveny jako smeés

od 3 darcu.
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Tabulka 2: Vzorky lidského séra

Oznaceni Pramérny vék
Skupina darci
vzorki dérci
30leti LS30 34,14 £ 1,05
70leti LS70 71,33 £1,69
90leti LS90 91,67 £ 1,37
100leti v dobrém fyzickém stavu LS100z 101,67 £ 1,69
100leti ve Spatném fyzickém stavu LS100n 102,00 + 1,41

4.3.5.1 Stanoveni optimalni koncentrace HDF pro experimenty s LS

Priprava bunék pro experimenty

Koncentrace bunék byla stanovena na zakladé barveni trypanovou modii. HDF
(1x10%, 2x10° a 4x10° bunék/cm?) byly pfipraveny v kultivaénim médiu LS (darce
36 let), vysety na 6-jamkové desky (1,5 ml suspenze/jamku) a inkubovany (37 °C,
5 % CO2). V pribéhu kultivace byl pravidelné kontrolovan rist a vzhled bunék.
Po 8 denni kultivaci byly builky spocitiny a vybrana optimalni koncentrace

pro nasledujici analyzy. Kontrolni buniky byly pfipraveny v kultivaénim médiu s FBS.

4.3.5.2 Stanoveni vlivu LS na morfologii a proliferaci HDF

Ovlivnéni morfologie bunék LS bylo stanoveno mikroskopicky. Vliv
LS na proliferaci byl stanoven mikroskopicky (pocet bunék/cm? a vypodet

zdvojnasobeni poctu bunc¢k) a Western blot analyzou (exprese transkripcniho faktoru

p53).

Priprava bunék pro experimenty

Koncentrace bun¢k byla stanovena na zaklad¢ barveni trypanovou modii. HDF
(4 x10° bun&k/cm?) byly pipraveny v kultivaénim médiu LS (réizni dérci: LS30, LS70,
LS90, LS100z, LS100n), vysety na 6-jamkové desky (1,5 ml suspenze/jamku)
a inkubovany (37 °C, 5 % COy). Kazdy 3. nebo 4. den bylo kultivacni médium
vyménéno za Cerstvé obsahujici pfisluSné sérum. Béhem kultivace byl pravidelné

kontrolovan a focen riast a vzhled bunék.

48



EXPERIMENTALNI CAST

Po dosazeni konfluence (7. den) byly buniky oplachnuty PBS (2x1 ml) a uvolnény
inkubaci s 0,25% roztokem trypsinu s EDTA (400 pl, 37°C). Po uvolnéni bun¢k byl
trypsin inaktivovan inhibitorem trypsinu ze sdje (1 mg/ml PBS), buiikky spocitany,
centrifugovany (8 min, 1200 RPM, pokojova teplota) a po odstranéni supernatantu

zamrazeny (-80°C). Kontrolni buniky byly pfipraveny v kultivacnim médiu s FBS.

Morfologie bunék byla hodnocena mikroskopicky s pouzitim mikroskopu Nikon

eclipse TS 100 (Nikon Instruments Inc., USA).

Pocet zdvojeni (proliferace) byl vypocten podle nasledujiciho vztahu [108]:

pocet bunék na konci kultivace 1

Lo X
pocet bunék na zacatku kultivace Log?2

Pro srovnani dat pro jednotlivd LS byly hodnoty normalizovany vzhledem
ke kontrolnim bunikdm kultivovanym v médiu s FBS:

pocet zdvojeni bunék inkubovanych v médiu s LS

pocet zdvojeni buné€k inkubovanych v médiu s FBS

Exprese transkripéniho faktoru pS3

Po dosazeni konfluence byly z bunék pfipraveny celkové lyzaty, ve kterych byla
exprese transkripéniho faktoru p53 stanovena SDS-PAGE elektroforézou, Western blot
analyzou a chemiluminiscenéni detekei (postup uvedeny v kapitole 4.3.3.2.3.). Redéni

protilatek viz Tabulka 1.

4.3.5.3 Stanoveni vlivu LS na zZivotnost HDF

Vliv LS na zivotnost HDF byla stanovena jako mnoZstvi propidium jodid (PI)
pozitivnich bunék priitokovou cytometrii.
Priprava bunék pro experimenty

Bunky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5.2. Ke stanoveni
vlivu LS na Zivotnost byly pouzity vzorky LS30 a LS90.

Stanoveni PI pozitivnich bunék
Propidium jodid (PI) je barvivo, které neprochdzi membranou zivych bunék.

Dojde-li vsak k jejimu poruseni, PI vstupuje do buiky a vaze se do dvouSroubovice
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DNA. PI je mozno excitovat pfi vinové délce 488 nm a stanovit tak poSkozené buiky
[127].

Po dosazeni konfluence (7. den) bylo odebrano médium, které bylo pred vlastni
analyzou pfidano zpét k buiikkam, aby se do analyzy dostaly i mrtvé (plovouci) buiiky.
Bunky byly oplachnuty PBS (2x1 ml) a uvolnény inkubaci s trypsinem. Po centrifugaci
byl pelet resuspendovan v PBS tak, aby vysledna koncentrace bun¢k ve vzorcich byla
1x10° bungk /0,5 ml PBS. Nasledné byl piidan PI pufr (15 upl) a vzorky byly
inkubovany (20 min, 4°C, tma). Kontrolni buiikky byly pfipraveny bez ptidavku
PI pufru. Po inkubaci byla méfena fluorescence pomoci pratokového cytometru
FACSCalibur (Becton & Dickinson Pharmingen, USA) s argonovym iontovym laserem

pii 488 nm. Ziskana data byla vyhodnocena v Cell Quest softwaru.

4.3.5.4 Stanoveni vlivu LS na bunéény cyklus HDF

Ovlivnéni bunééného cyklu LS bylo stanoveno pratokovou cytometrii.

Priprava bunék pro experimenty
Buiiky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5.2. Pro stanoveni
vlivu LS na bunéény cyklus byly pouzity vzorky LS30 a LS90.

Analyza bunééného cyklu pritokovou cytometrii

Biparametricka analyza DNA pomoci prutokové cytometrie umoznuje rozdélit
buiiky do jednotlivych fazi bunééného cyklu na zidkladé obsahu DNA, na kterou
se po permeabilizaci bunééné stény tenzidem véaze PI. Builkky v G2/M fézi se vyznacuji
zdvojnasobenou DNA ve srovnani s builkami v GO/G1 fazi. Bunky v S-fazi jsou
pak detekovany pomoci inkorporace chemicky upraveného uridinu — BrdU do nové
vznikajici DNA diky specifickym imunofluorescen¢né znacenym protilatkam [127].

Po dosazeni konfluence (7. den) byla do kultivaéniho média v jamkach ptidana
BrdU-my$i monoklonalni protilatka (findlni koncentrace 10 pmol/l). Po inkubaci
(30 min, 37°C) byly bunky oplachnuty PBS (2x1 ml), uvolnény inkubaci s trypsinem,
spoCitany a pteneseny do zkumavky pro pratokovy cytometr (kazdy vzorek obsahoval
piiblizng 1x10° bunék). Nasledné byl pfidan ledovy PBS/T (2 ml) a po promichani byly
vzorky centrifugovany (2 min, 2000 RPM, 4°C). Supernatant byl odstranén a pelet

nejprve resuspendovan v malém mnozstvi ledového PBS/T (200 pl), nasledné
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byl pfidan dalsi dil PBS/T (1,8 ml) a po promichani centrifugovan (2 min, 2000 RPM;
4 °C). Ziskany pelet byl resuspendovan v ledovém PBS/T (0,5 ml) a pfidan roztok HCI
(0,5 ml, 4 mol/l). Smeés byla dikladné zvortexovana a inkubovana (30 min, pokojova
teplota).

Po inkubaci byla smés centrifugovana (2 min, 2000 RPM; 4 °C), supernatant
odstranén a zbytkova HCI neutralizovana piidavkem roztoku boraxu (1 ml, 0,1 mol/l).
Po centrifugaci (2 min, 2000 RPM; 4 °C) byl pelet resuspendovan v ledovém PBS/T
(200 pl) a inkubovan s Anti-BrdU mysi monoklonalni protilatkou (finalni koncentrace
5 pg/ml, 1 hod, 4°C)

Po inkubaci byl pelet promyt ledovym PBS/T (3x2 ml), centrifugovén (2 min,
2000 RPM; 4 °C) a inkubovéan se sekundarni protildtkou znacenou FITC (goat-anti
mouse, fedéni 1:500, 30 min, 4°C, tma). Po promyti ledovym PBS/T (3x2 ml)
a centrifugaci (2 min, 2000 RPM; 4 °C) byl ziskany pelet resuspendovan v ledovém
PBS/T (150 pl) a pro kontrastni nabarveni bun¢k inkubovan s PI pufrem (150 pl,
15 min, 4°C).

Nasledné byla provedena biparametrickd analyza DNA pomoci priatokového
cytometru FACSCalibur (Becton & Dickinson Pharmingen, USA) a Cell Quest
softwaru, jejimz vystupem bylo procentudlni zastoupeni bunék v jednotlivych fazich

bunécného cyklu.

4.3.5.5 Stanoveni vlivu LS na senescenci HDF

Vliv LS na starnuti HDF byl sledovan jako mnoZstvi inhibitorti cyklin
dependentnich kinaz p16 a p21 a laminu B (SDS-PAGE elektroforézou, Western blot
analyzou a chemiluminiscen¢ni detekci) a jako exprese enzymu B-galaktosidazy

(mikroskopicky).

4.3.5.5.1 Exprese inhibitorii cyklin dependetnich kinaz p16 a p21 a laminu B

Priprava bunék pro experimenty

Bunky byly pfipraveny dle postupu uvedené¢ho v kapitole 4.3.5.2. a ztakto
ziskanych buné¢k byly pfipraveny celkové lyzaty, ve kterych bylo mnoZzstvi inhibitora
pl6 a p21 a laminu B stanoveno SDS-PAGE elektroforézou, Western blot analyzou
a chemiluminiscenéni detekei (postup uvedeny v kapitole 4.3.3.2.3). Redéni protilatek

viz Tabulka 1.
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4.3.5.5.2 p-gal barveni

B-galaktosiddza katalyzuje hydrolyzu terminalnich neredukujicich zbytkl
B3-D-galaktéozy v B-D-galaktosidech, coz se u  5-bromo-4-chloro-3-indolyl
B3-D-galaktosidu (X-gal) projevuje vznikem modrého zabarveni, které lze pozorovat

mikroskopicky [128, 129].

Priprava bunék pro experimenty

Koncentrace bunék byla stanovena na zakladé barveni trypanovou modfi.
HDF (4 x10° bunék/cm?) byly pfipraveny v kultivaénim médiu LS (rtizni déarci: LS30,
LS70, LS90, LS100z, LS100n), vysety na 4-jamkové desky (1,39 cm?) a inkubovéany
(37 °C, 5 % COy). Kazdy 3. nebo 4. den bylo kultivacni médium vyménéno za Cerstvé
obsahujici pfislusné sérum.
Po dosazeni subkonfluence (6. den) bylo médium odsato, bunky promyty PBS
(2x500 pl, 30 sekund) a zafixovany roztokem formaldehydu (0,5 ml, 3% v PBS).
Po inkubaci (5 min) byly buiniky oplachnuty PBS (2x500 pul, 30 sekund) a po vysuSeni
byl aplikovan barvici roztok (500 pl, 37 °C, 16 hod). Po inkubaci byl barvici roztok
odstranén, buitkky promyty PBS (2x500 pl, 30 sekund) a aplikovan methanol (250 pl,
30 sekund). Po odsati methanolu a ususSeni byly senescetni (3-gal pozitivni buiiky)
detekovany mikroskopicky s pouzitim mikroskopu Nikon eclipse TS 100 (Nikon
Instruments Inc., USA).

4.3.5.6 Stanoveni vlivu LS na adhezi HDF
Vliv LS na adhezi HDF byl sledovan jako mnozstvi vimentinu (SDS-PAGE

elektroforézou, Western blot analyzou a chemiluminiscencni detekci).

Priprava bunék pro experimenty
Bunky byly pfipraveny dle postupu uvedeného v kapitole 4.3.5.2. Z bunck byly
pfipraveny celkové lyzaty, ve kterych bylo mnozstvi vimentinu stanoveno SDS-PAGE
elektroforézou, Western blot analyzou a chemiluminiscen¢ni detekci (postup uvedeny

v kapitole 4.3.3.2.3). Redéni protilatky viz Tabulka 1.

4.3.5.7 Stanoveni mykoplazmat

Ovéteni nepfitomnosti mykoplaszmat v bunééné kultufe HDF bylo provedeno

fluorescenénim barvenim.
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Priprava bunék pro experimenty

Koncentrace bunck byla stanovena na zaklad€ barveni trypanovou modii. HDF
(2,6x10* bunék/cm?) byly pfipraveny v kultivaénim médiu LS (rizni darci: LS30
a LS90), vysety na mikroskopické sklicko umisténé na dné 4-jamkové desky (1,39 cm?)

a inkubovany (24 hod, 37 °C, 5 % CO).

Detekce mykoplazmat

Mykoplazmata v bunécné kultufe Ize detekovat fluorescenénim barvivem
napf. bisbenzamidinem H (Hoechst), které se vaze na DNA mykoplazmat. Navazani
barviva na DNA mykoplazmat u kontaminované buniky se projevi malymi zafivymi
body v cytoplazmé kolem velkého a vyrazného bunécného jadra. U negativnich bun¢k
je viditelné pouze jadro [130].

Po inkubaci byl do média na mikroskopickém sklicku aplikovan fixaéni roztok
(500 pl; 2 min). Nasledné byl roztok odstranén a nahrazen Cerstvym fixa¢nim roztokem
(500 pl, 5 min) a postup byl opakovan 2krat. Poté bylo sklicko oplachnuto PBS (500 pl,
5 min) a aplikovan barvici roztok (500 pl). Po inkubaci (10 min, tma) bylo sklicko
promyto dd H>O (3x3 min, 500 pl) a namontovano na podlozni skli¢cko. Vyhodnoceni

bylo provedeno na fluorescencnim mikroskopu Nikon Ni-E s kamerou Nikon DS-QiMc.

4.3.6 STANOVENI KONCENTRACE PROTEINU

4.3.6.1 Metoda dle Bradfordové

Mnozstvi proteini ve vzorcich pro detekci generace ROS bylo stanoveno
dle metody Bradfordové [131]. Metoda je zaloZena na tvorbé komplexu mezi barvivem
Coomassie briliantovou modii G-250 a proteiny ve vzorku. Coomassie briliantova modf
G-250 se vyskytuje ve tfech formach: kation (470 nm; Cerveny), neutrdlni molekula
(650 nm; zelena) a anion (595 nm; modry). Vazbou proteinu se stabilizuje aniontova
forma, coz vede ke zméné zbarveni, které je zméfeno fotometricky pii 595 nm.

K 20 pl standardu / vzorku smichaného v poméru 1:1 s PBS bylo ptidano 200 pl
pracovniho roztoku a po promichani byla do 5 minut méfena absorbance. Mnozstvi
proteini bylo vypocteno z kalibracniho grafu zavislosti absorbance na koncentraci

standardu.
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4.3.6.2 Metoda BCA

Mnozstvi proteini ve vzorcich pro stanoveni exprese proteini Western blot
analyzou bylo stanoveno metodou vyuzivajici sodnou sl kyseliny bicinchoninové
(BCA) [132]. Metoda je zaloZena na alkalické redukci méd’natych iontd proteinem
na ionty médné a nasledné¢ chelataci médnych iontii kyselinou bicinchoninovou.
Vznikly barevny produkt je zméten fotometricky pii 562 nm.

K 20 pl standardu / vzorku smichaného v poméru 1:1 s PBS bylo ptidano 200 pl
pracovniho roztoku (BCA™ protein assay kit) a po promichani, inkubaci (30 min,
37°C) a ochlazeni na pokojovou teplotu byla méfena absorbance. Mnozstvi proteinii

bylo vypocteno z kalibra¢niho grafu zévislosti absorbance na koncentraci standardu.

4.3.7 STATISTICKA ANALYZA

Vsechny experimenty byly provedeny v tripletech ve tfech nezavislych
opakovanich, pokud neni uvedeno jinak. Vysledky jsou vyjadieny jako primér + SD.
Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno pomoci programu MS Excel 2010
(Microsoft, USA) F-testem a Studentovym t-testem na hladinach vyznamnosti p < 0,05;
0,01 a 0,001. K porovnani rozdila v rastu bun¢k inkubovanych s riznymi typy lidského
séra bylo pouzito Kruskal-Wallisovo neparametrické vicecetné srovnani pro testovani
sttedového rozpéti skupin a pro zhodnoceni zdvojeni bunck ANOVA parametrické
viceCetné testovani s Bonferroni post-hoc korekei v programu Statistica 8.1 (StatSoft,

Inc., USA).
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5 Vysledky

5.1 Mikroskopicka charakterizace HDF

Pti izolaci lidskych koznich fibroblasti (HDF) ze vzorkli kiize mize vyjimecné
dojit ke kontaminaci lidskymi koznimi keratinocyty. Pro ovéfeni, zda izolované bunky
byly pouze fibroblasty, bylo provedeno imunohistochemické barveni vimentinu
(vyskytuje se v HDF a v keratinocytech) a cytokeratinu 14 (specificky pro keratinocyty)
a morfologické hodnoceni. Ziskané vysledky prokazaly, ze vice jak 90 % bunék bylo
pozitivni na vimentin (Obr. 12 A) a negativni na cytokeratin 14 (Obr. 12 B). Rovnéz
morfologie bunck, vietenovité bunky s vyraznym jadrem, odpovidala typickému
vzhledu fibroblasti. Na zakladé téchto vysledki byla vyloufena kontaminace

keratinocyty.

Obrazek 12. Imunohistochemické barveni bun¢k. HDF pozitivni na vimentin (A)

a negativni na cytokeratin (B). ZvétSeno 200x.

5.2 Studium zapojeni AgNPs a Ag-I do procesu hojeni ran

5.2.1 STANOVENI NEZADOUCICH UCINKU AGNPS A AG-I NA HDF

5.2.1.1 Stanoveni toxicity AgNPs a Ag-1

Toxicita AgNPs (10,43 + 4,74 nm) a Ag-l (roztok AgNOs;) byla stanovena
MTT testem na bunétném modelu HDF. Vzorky AgNPs a Ag-I byly pfipraveny
v médiu pro experimenty v koncentratnim rozmezi 0,05-25 pg/ml. Kontrolni buiky

byly pfipraveny v médiu pro experimenty bez AgNPs a Ag-1.
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U HDF kultivovanych v médiu s obsahem AgNPs nebyl pozorovan pokles zivotnosti
bunék v celém koncentracnim rozmezi (Obr. 13), zatimco u bunék inkubovanych s Ag-1
byl pozorovan statisticky vyznamny pokles zivotnosti v koncentracich 10 a 25 pg/ml
(Obr. 13). Ze ziskanych vysledkt byla u Ag-I stanovena hodnota ICso 3,1 £+ 0,3 pg/ml.
Koncentrace AgNPs (0,25; 2,5; 25 ug/ml) a Ag-I (0,025; 0,1; 0,25 pg/ml), které
zpusobily sniZeni Zivotnosti bunék do 10%, byly povazovany za netoxické a byly

pouzity pro nasledujici experimenty.
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Obrazek 13. Toxicita AgNPs a Ag-I stanovena MTT testem u HDF po 24 hod kultivaci.
Data jsou vyjadfena jako primér+ SD ze c¢tyf méfeni. Hodnoty *P <0,05 jsou

statisticky odlisné od kontroly.

Poskozeni bunék vlivem AgNPs a Ag-I bylo hodnoceno rovnéz mikroskopicky.
Z obr. 14 (B-D) je patrné, ze AgNPs (0,25; 2,5; 25 pg/ml, 24 hod) nevyvolaly zadné
zmény bunécné morfologie ve srovnadni s kontrolou, kterou piedstavovaly HDF
inkubované v médiu pro experimenty bez AgNPs (Obr. 14 A). U vyssich koncentraci
AgNPs (2,5 a 25 pg/ml) byly na bunikach pozorovany shluky nanocéstic (Obr. 14 C
aD).

V pripadé¢ Ag-1 (0,025; 0,1; 0,25 pg/ml, 24 hod) nebyly rovnéz pozorovany zadné

zmény bunééné morfologie (Obr. 15 B-D) ve srovnani s kontrolou (Obr. 15 A).
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Obrizek 14. Vliv AgNPs na bunécnou morfologii. HDF byly inkubovany (24 hod)
vmédiu pro experimenty bez AgNPs (A) kontrola; a sobsahem AgNPs
(B) 0,25 pg/ml, (C) 2,5 pg/ml a (D) 25 pg/ml. ZvétSeno 50x.
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Obriazek 15. Vliv Ag-I na bunéénou morfologii. HDF byly inkubovany (24 hod)

v médiu pro experimenty bez Ag-l1 (A) kontrola; a s obsahem Ag-I (B) 0,025 pug/ml,
(C) 0,1 pg/ml a (D) 0,25 pg/ml. Zvétseno S0x.

5.2.1.2 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na produkci ROS
U koncentraci AgNPs (0,25, 2,5 a 25 pg/ml) a Ag-1 (0,025, 0,1 a 0,25 pg/ml), které
byly v MTT testu hodnoceny jako netoxické, bylo ovéteno, zda u HDF nevyvolavaji
oxidacni stres. Generace ROS byla stanovena vyuzitim sondy dihydrofluorescein
diacetatu po 8 a 24 hod inkubaci HDF s AgNPs a Ag-1.
Ziskané vysledky ukazaly, ze AgNPs (Obr. 16 A) a Ag-I (Obr. 16 B) nemaji

statisticky vyznamny vliv na generaci ROS ve srovnani s kontrolou.

58



VYSLEDKY

350 A
300 -
250 A
200

150 A BEh

100 -
2l "N i
D -

kontrola 0,25
Koncentrace [p.gjml]

Generace ROS (% kontroly)

350
300
250
200
150
100

= E3h
- - =
D_

50
kontrola 0,025
Koncentrace [p,g;‘m I]

Generace ROS (3 kontroly)

Obrazek 16. Vliv AgNPs (A) a Ag-1 (B) na generaci ROS. Data jsou vyjadirena jako

pramér = SD ze tfi méfenti.

5.2.1.3 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na markery zanétu

U netoxickych koncentraci AgNPs (0,25 a 25 pg/ml) a Ag-1 (0,025 a 0,25 pg/ml)
byl po 8 a 24 hod rovnéz studovan vliv na koncentraci IL-6 v médiu metodou ELISA
a na expresi COX-2 metodou Western blot analyzy.

Vysledky na Obr. 17 ukazuji, ze AgNPs v koncentraci 25 ug/ml a Ag-I
v koncentracich 0,025 a 0,25 pg/ml zvysuji hladinu IL-6 po 8 hod. Po 24 hod byla
koncentrace tohoto cytokinu zpé na urovni kontroly. V piipadé¢ COX-2 nebyl
pozorovan zadny vliv AgNPs a Ag-1 v porovnani s kontrolou (Obr. 18).
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Obrazek 17. Vliv AgNPs a Ag-I na hladinu IL-6. Data jsou vyjadiena jako primér + SD
ze Ctyf méfeni. Hodnoty *P<0,05 jsou statisticky odlisSné od kontroly.
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Obrazek 18. Vliv AgNPs a Ag-I na expresi COX-2. 1) Data jsou vyjadiena jako
pramér £ SD ze tfi méfeni. 11) Reprezentativni Western blot ze tii nezavislych méteni.

LPS — lipopolysacharid.
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5.2.2 EXPERIMENTALNI MODEL RANY

Pro simulaci rany byla pouzita modifikovand standardni metoda pro studium
hojeni ran [37]. Aby se bunény model co nejvice podobal skute¢né ran¢, byly HDF
pied aplikaci studovanych vzorkli mechanicky poskozeny. Nejprve byly bunky
poskrabané pipetovaci Spickou (200 pl) a zahtaté (1 hod, 42 °C) a teprve poté byly
aplikovany AgNPs (0,25, 2,5 a 25 pg/ml) a Ag-1 (0,025, 0,1 a 0,25 pg/ml) na dobu
8 a 24 hod. Teplota a doba zahtati pted aplikaci studovanych vzork byly vybrany
na zaklad¢ predchozich pokust tak, aby nedoslo k toxickému plsobeni na HDF
a zaroven, aby byla pozorovdna zmeéna exprese studovanych proteini (data nejsou

uvedena).

5.2.2.1 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na morfologii bunék

Na experimentalnim modelu pro studium hojeni ran byl nejprve sledovan vliv
AgNPs (0,25, 2,5 a 25 pg/ml) a Ag-I (0,025, 0,1 a 0,25 pg/ml) na morfologii HDF.
Vysledky na Obr. 19 a 20 ukazuji, Ze fibroblasty po 24 hod inkubaci s AgNPs a Ag-1
vykazovaly typickou morfologii pro tento typ bun¢k. Nebyly pozorovany zZadné zmény
morfologie ve srovnani s neSkrdbnutou a nezahfdtou K1 (Obr. 19 A a 20A)
ani Skrabnutou a zahtatou K2 kontrolou (Obr. 19 B a 20 B). Vyjimkou byly HDF
kultivované s AgNPs v koncentraci 25 pg/ml (Obr. 19 E). Tato koncentrace byla pfilis
vysokd, nanocastice pokryly buiiky a jejich morfologie se hodnotila velmi obtizné.

Jedind zmeéna, kterda byla mikroskopicky pozorovana, bylo zvySeni mobility
fibroblastii v mezibunééné matrix. Vzdalenosti mezi poSkrabanymi bunkami
(Obr. 19 B-D a 20 B-E) byly vét§i nez u nepoSkrdbanych a nezahtatych kontrol
(Obr. 19A a 20 A). Ztohoto divodu byla buné&nd morfologie hodnocena
morfometrickou analyzou. Z vysledki uvedenych v Tabulce 3 je patrné, ze AgNPs
a Ag-I neovlivituji D/S index. U J/C poméru byl zaznamenan statisticky vyznamny
pokles u AgNPs v koncentraci 0,25 pg/ml a statisticky vyznamny ndrast u Ag-I

v koncentraci 0,1 pg/ml.
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Obrazek 19. Vliv AgNPs na morfologii HDF sledovanou na experimentalnim modelu
pro studium hojeni ran. (A) K1 (neposkrabané a nezahtat¢ HDF), (B) K2 (poskrabané
a zahtaté HDF), HDF inkubované v experimentalnim médiu s AgNPs (C) 0,25 pg/ml,
(D) 2,5 pg/ml a (E) 25 pg/ml. Zvétseno 100x.
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Obrazek 20. VIiv Ag-I na morfologii HDF sledovanou na experimentadlnim modelu
pro studium hojeni ran. (A) KI (neposkrdbané¢ a nezahtdt¢ HDF),
(B) K2 (poskrabané a zahtat¢ HDF), HDF inkubované v experimentalnim médiu s Ag-1
(C) 0,025 pg/ml, (D) 0,1 ug/ml a (E) 0,25 pg/ml. Zvétseno 100x.
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Tabulka 3: Morfometrickd analyza HDF

pro studium hojeni ran.

stanovena na

experimentalnim modelu

Koncentrace | Skrabnuti Délka Sitka .
D/S index | J/C pomér
(ng/ml) a zahrati (um) (um)
K1 Ne 134,56 + 30,73 | 18,03+4,32 | 8,00+2,94 | 0,17=+0,05
K2 Ano 149,69 £2527 | 17,21+4,77 | 9,18 £2,53 0,15+0,08
AgNPs 0,25 Ano 131,51 +21,65 | 15,17+2,62 | 8,87+1,76 | 0,14 +0,04*
AgNPs 2,5 Ano 111,63 +20,45 | 15,02+4,46 | 7,98+247 | 0,15+0,04
AgNPs 25 Ano 123,68+ 19,44 | 17,41+5,14 | 7,73+2,98 | 0,15+0,05
Ag-1 0,025 Ano 121,13 +£ 26,05 | 14,75+3,46 | 8,54 +2,35 0,18 £ 0,05
Ag-1 0,1 Ano 128,08 27,87 | 15,74+4,18 | 8,64 +2,78 | 0,22 + 0,06**
Ag-1 0,25 Ano 132,76 +23,84 | 17,11+3,09 | 7,99+2,09 | 0,18+0,04

Data jsou vyjadiena jako priamér=+ SD. Hodnoty *P <0,05; **P <0,01 jsou
statisticky odli$né od kontroly K2 (poskrabané a zahiaté HDF). D/S délko-sitkovy index
(pomér délky buiiky k Sitce bunky); J/C nukleoplazmaticky index (pomér plochy jadra
k celkové plose cytoplasmy).

5.2.2.2 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na hladinu ROS

Vzhledem ktomu, ze vramci pfirozené obranné reakce dochédzi v rané
k vytvotfeni ROS, byla jejich hladina méfena i na experimentalnim modelu pro studium
hojeni ran po aplikaci AgNPs (0,25, 2,5 a 25 pg/ml) a Ag-I (0,025, 0,1 a 0,25 pg/ml)
pomoci sondy dihydrofluorescein diacetatu. Jako kontrola byly pouzity poskrabané
a zahtaté HDF inkubované v experimentalnim médiu bez AgNPs a Ag-1.

Z vysledkt uvedenych na Obr. 21 je patrné, ze AgNPs v koncentracich
0,25 a 2,5 pg/ml neovlivityji hladinu ROS v porovnani s kontrolou. U koncentrace
25 pg/ml byl po 8 hod pozorovan nartst hladiny a po 24 hod inkubaci statisticky
vyznamny pokles hladiny ROS. Naproti tomu aplikace Ag-I v koncentraci 0,1 pg/ml
po 8 a 24 hod, 0,25 pg/ml po 8 hod a 0,025 pg/ml po 24 hod statisticky vyznamné

zvysila tvorbu ROS v porovnani s kontrolou.
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Obrazek 21. Vliv AgNPs (A) a Ag-l (B) na hladinu ROS stanovenou
u experimentdlniho modelu pro studium hojeni ran. Data jsou vyjadiena jako
primér = SD ze tfi méfeni. Hodnoty *P <0,05; **P <0,01; ***P<0,001 jsou
statisticky odlisné kontroly (poSkrabané a zahraté HDF).

5.2.2.3 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na expresi obrannych stresovych markert

Pfi poranéni jsou bunky vystaveny riznym druhlim stresu, zejména oxida¢nimu
a teplotnimu. Z tohoto divodu byly na experimentalnim modelu pro studium hojeni ran
sledovany markery reagujici na tyto stimuly. Po 8 a 24 hod inkubaci HDF s AgNPs
(0,25; 2,5 a 25 pg/ml) a Ag-1 (0,025; 0,1 a 0,25 pg/ml) byl metodou Western blot
pozorovan vliv na expresi proteintt Nrf2, HO-1, HSP27 a HSP 90. Jako kontrola byly
pouzity poskrabané a zahtaté HDF inkubované v experimentalnim médiu bez AgNPs
aAg-L.
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Z vysledkd na Obr. 22 A je patrné, ze AgNPs (0,25 a 2,5 pg/ml) po 8 hod zvysuji
a po 24 hod snizuji expresi jaderné frakce Nrf2 ve srovnani s kontrolou. U nejvyssi
koncentrace AgNPs (25 pg/ml) bylo zaznamenano snizeni exprese v obou ¢asovych
intervalech. Vliv Ag-1 na expresi Nrf2 v jadfe ukazuje Obr. 22 B. Zvyseni exprese bylo
zaznamenano u koncentraci 0,1 pg/ml po 8 hod a 0,025 pg/ml po 24 hod ve srovnani
s kontrolou. U nejvyssi koncentrace Ag-1 (0,25 pg/ml) doSlo ke snizeni exprese Nrf2

po 24 hod inkubaci.
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Obrazek 22. Vliv AgNPs (A) a Ag-I (B) na expresi jaderné¢ frakce Nrf2 stanovené
na experimentalnim modelu pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadfena jako
primér + SD ze tfi méfeni. Hodnoty **P <0,01; ***P <0,001 jsou statisticky odliSné
od kontroly (poSkrdbané a zahiat¢ HDF). ii) Reprezentativni Western blot ze tii

nezavislych méreni.

Pti stanoveni vlivu AgNPs (Obr. 23 A) a Ag-1 (Obr. 23 B) na expresi HO-1 bylo
zaznamenano zvySeni exprese tohoto proteinu. U AgNPs bylo zvySeni casove
1 koncentrané zavislé ve srovnani s kontrolou, 1 kdyz statisticky vyznamny rozdil byl

pozorovan pouze po 8 hod inkubaci. Vliv Ag-I na expresi HO-1 byl niz§i ve srovnani
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s AgNPs. U Ag-I bylo pozorovano zvySeni exprese v zavislosti na koncentraci pouze

po 24 hod, zatimco po 8 hod inkubaci nebyly zaznamenany vyraznéjsi zmeény.
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Obrazek 23. VIiv AgNPs (A) a Ag-1 (B) na expresi HO-1 stanovené

na experimentdlnim modelu pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadiena jako
prumér = SD ze tfi méfeni. Hodnoty *P <0,05; **P <0,01 jsou statisticky odlisné¢ od
kontroly (poSkrabané a zahtaté HDF). ii) Reprezentativni Western blot ze tii nezavislych

méfeni.

Nésledné byl sledovan vliv AgNPs a Ag-I na expresi HSP27. Statisticky
vyznamné snizeni exprese bylo zaznamendno u AgNPs v koncentraci 25 pg/ml
po 24 hod inkubaci ve srovnani s kontrolou. U nizsich koncentraci (0,25 a 2,5 pg/ml)
nebyl pozorovan vyznamnéjsi vliv na expresi tohoto proteinu (Obr. 24 A). Naproti tomu
Ag-I vnejvyssi koncentraci 2,5 pg/ml zvySovalo expresi HSP27 v obou c¢asovych
intervalech (Obr. 24 B). U nizsich koncentraci bylo pozorovéno pouze zvySeni exprese

u koncentrace 0,1 pg/ml po 8 hod.
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Obrazek 24. VIliv AgNPs (A) a Ag-l (B) na expresi HSP27 stanovené
na experimentalnim modelu pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadfena jako
prumér £ SD ze tfi méfeni. Hodnoty *P <0,05; **P<0,01; ***P<0,001 jsou
statisticky odlisné od kontroly (poskrabané a zahtaté HDF). i1) Reprezentativni Western

blot ze tii nezavislych.

Pfi testovani ucinku AgNPs a Ag-I na HSP90 bylo pozorovano, ze nizsi
koncentrace AgNPs (0,25 a 2,5 ng/ml) zvySovaly expresi proteinu v zavislosti na Case
a koncentraci, zatimco nejvyssi koncentrace (25 pg/ml) po 8 hod snizovala a po 24 hod
zvySovala expresi HSP90 v porovnani s kontrolou (Obr. 25 A). U Ag-I bylo po 8 hod
inkubaci zaznamenano koncentracné zavislé zvySeni exprese HSP90, které bylo
u koncentrace 0,25 pg/ml statisticky vyznamné. Zatimco po 24 hod bylo zaznamenano
koncentra¢né zavislé sniZzeni exprese tohoto proteinu, které bylo u koncentraci

0,1 pg/ml a 0,25 pg/ml statisticky vyznamné (Obr. 25 B).
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Obrazek 25. Vliv AgNPs (A) a Ag-l (B) na expresi HSP90 stanovené
na experimentalnim modelu pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadifena jako
praumér £ SD ze tfi meéfeni. Hodnoty *P <0,05; **P<0,01; ***P<0,001 jsou
statisticky odlisné od kontroly (poSkrabané a zahtat¢ HDF). i1) Reprezentativni Western

blot ze tif nezavislych méfeni.

5.2.2.4 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na markery zanétu

Zanétliva faze hojeni ran je velmi dilezitd pro nastartovani spravnych reparacnich
procesti, proto byly na experimentalnim modelu pro studium hojeni ran studovany
nekteré vyznamné markery zanétu. Po 8 a 24 hod inkubaci HDF s AgNPs (0,25; 2,5
a 25 pg/ml) a Ag-I (0,025; 0,1 a 0,25 pg/ml) bylo ziskané médium vyuzito
pro stanoveni koncentrace [L-6 metodou ELISA. V bunkach byla Western blot analyzou
stanovena exprese COX-2 a NF-«kB. Jako kontrola byly pouZzity poskrabané¢ a zahtaté
HDF inkubované v experimentalnim médiu bez AgNPs a Ag-1.

Vysledky na Obr. 26 A ukazuji, ze AgNPs v koncentraci 25 pg/ml zvySuje
koncentraci IL-6 po 8 hod, zatimco nizsi koncentrace 0,25 a 2,5 pg/ml snizuji 1L-6
po 24 hod ve srovnani s kontrolou. U Ag-I (Obr. 26 B) nebyl pozorovan zadny vliv

na koncentraci tohoto cytokinu.
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Obrazek 26. V1iv AgNPs (A) a Ag-1 (B) na hladinu IL-6 stanovené na experimentalnim

Hladina IL-6 (% kontroly)

modelu pro studium hojeni ran. Data jsou vyjadiena jako primér = SD ze tfi méteni.

Hodnoty *P < 0,05 jsou statisticky odlisné od kontroly (poskrabané a zahtat¢ HDF).

Pfi stanoveni vlivu AgNPs na expresi COX-2 (Obr. 27 A) bylo zaznamenéno
statisticky vyznamné zvySeni exprese v zavislosti na case a koncentraci az na nejnizsi
koncentraci 0,25 pg/ml, kdy po 8 hod bylo pozorovéno statisticky vyznamné snizeni
exprese tohoto proteinu ve srovnani s kontrolou. U Ag-I byl trend piesné opacny
(Obr. 27 B). Nejnizsi koncentrace 0,025 pg/ml po 8 hod mirné zvysila expresi COX-2,
zatimco u ostatnich koncentraci bylo pozorovano statisticky vyznamné sniZeni exprese

ve srovnani s kontrolou.
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Obrazek 27. Vliv AgNPs (A) a Ag-I (B) na expresi COX-2 stanovené
na experimentdlnim modelu pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadiena jako
prumér £ SD ze tii méfeni. Hodnoty *P < 0,05; **P < 0,01 jsou statisticky odlisné¢ od
kontroly (poskrdbané a =zahtat¢é HDF). ii) Reprezentativni Western blot ze tii

nezéavislych méteni.

Jaderna frakce NF-xB (Obr. 28 A) byla statisticky vyznamné zvySena po 8 hod
inkubaci HDF s AgNPs v koncentraci 0,25 pg/ml. Exprese tohoto proteinu statisticky
vyznamné klesla po 24 hod u koncentraci 0,25 a 2,5 pg/ml ve srovnani s kontrolou.
Nejvyssi koncentrace AgNPs (25 pg/ml) nevykazovala zadny vliv na expresi tohoto
proteinu v obou casovych intervalech. Vysledky na Obr. 28 B ukazuji, ze Ag-I
v koncentraci 0,1 pg/ml signifikantné zvysilo expresi jaderné frakce NF-kB po 8 hod,
zatimco koncentrace 0,025 a 0,25 pg/ml po 24 hod ji statisticky vyznamné snizily

ve srovnani s kontrolou.

71



VYSLEDKY

8h
140 ii.

120 R - - — . -

100
80
60 mg8h
40 24h
20 -
04

kontrola 0,25
Koncentrace [u.gfml]

Relativni denzita
{normalizovano na aktin)

Aktin --—

kontrola 25 250

B

[y
Bt
o

NF-«B

m8h 24h
24h . ]

kontrola 0,025 e (D D S e

Koncentrace [u.gfml]

Relativni denzita
{normalizovéno na aktin)
S 2E g g

o

komtrola 0,025 0,1 0,25
Obrazek 28. Vliv AgNPs (A) a Ag-l (B) na expresi NF-kB stanovené
na experimentadlnim modelu pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadiena jako
prumér £ SD ze tii méfeni. Hodnoty *P <0,05; **P<0,01; ***P<0,001 jsou
statisticky odlisSné od kontroly (poskrabané a zahtaté HDF). ii) Reprezentativni

Western blot ze tfi nezavislych méfeni.

5.2.2.5 Stanoveni vlivu AgNPs a Ag-I na zaristani rany a migraci bunék

Pro zaceleni rany je nezbytné, aby dermalni bunky migrovaly do mista poskozeni
a zde se dale d¢lily, ¢imz dochazi k obnovée celistvosti kozni bariery. Ke stanoveni vlivu
AgNPs (0,25; 2,5 a 25 pg/ml) a Ag-1 (0,025; 0,1 a 0,25 pg/ml) na tento proces
byl proveden ryhovy test. Po poSkrabani (200 pul pipetovaci Spickou), zahtati (1 hod,
42°C) a 24 a 48 hod inkubaci HDF se studovanymi vzorky byla vypoctena plocha ryhy,
ktera byla nasledné srovnéna s pozitivni a negativni kontrolou. Jako pozitivni kontrola
byly pouzity poskrdbané a zahiat¢ HDF inkubované v médiu s obsahem FBS
bez AgNPs a Ag-1. Jako negativni kontrola byly pouzity poSkrabané a zahiat¢ HDF

inkubované v experimentalnim médiu bez AgNPs a Ag-1.
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Z vysledkii na Obr. 29 A je patrné, Ze AgNPs maji na zardstani ryhy pozitivni
vliv. U vsech studovanych koncentraci bylo v obou ¢asovych intervalech pozorovano
zmensSeni plochy ryhy ve srovnani s negativni kontrolou. U koncentraci 0,25 a 2,5 pg/ml
po 48 hod bylo toto zmenSeni statisticky vyznamné. Dale bylo zifejmé, Ze ¢im nizsi
koncentrace AgNPs, tim mensi byla plocha ryhy a tim leps$i byl vliv na zartstani ryhy.
Vliv Ag-1 byl opacny (Obr. 29 B). U vsech studovanych koncentraci byla plocha ryhy
vetsi v obou Casovych intervalech ve srovnani s negativni kontrolou, byt statisticky
vyznamny vysledek byl zjistén pouze u koncentrace 0,25 pg/ml po 48 hod inkubaci.
Obrazky 30 a 31 ukazuji mikroskopické fotografie ryh.
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Obrazek 29. Vliv AgNPs (A) a Agl (B) na zaristani ryhy stanovené
na experimentdlnim modelu pro studium hojeni ran. Data jsou vyjadiena jako
primér + SD ze tfi méfeni. Hodnoty *P <0,05; **P <0,01 jsou statisticky odliSné
od negativni kontroly.

Pozitivni kontrola (poskrabané a zahraté HDF inkubované v médiu s obsahem FBS
bez AgNPs/Ag-1). Negativni kontrola (poskrabané a zahraté HDF inkubované
v experimentdlnim médiu bez AgNPs/Ag-I).
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Obrazek 30. Vybrané fotografie ryh po inkubaci HDF s AgNPs.  Bunky byly
Skrabnuty (200 pl pipetovaci Spickou), zahtaty (1 hod, 42°C) a inkubovany s AgNPs
(0,25; 2,5 a 25 pg/ml). Zvétseno 100x.

Porzitivni kontrola (poskrabané a zahraté HDF inkubované v médiu s obsahem FBS
bez AgNPs/Ag-l1). Negativni kontrola (poskrabané a zahraté HDF inkubované
v experimentalnim médiu bez AgNPs/Ag-I).
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Obrazek 31. Vybrané fotografie ryh po inkubaci HDF s Ag-I. Buiiky byly Skrabnuty
(200 pl pipetovaci Spickou), zahiaty (1 hod, 42°C) a inkubovény s Ag-I (0,025;
0,1 a0,25 pg/ml). ZvétSeno 100x.

Pozitivni kontrola (poskrabané a zahraté HDF inkubované v médiu s obsahem FBS
bez AgNPs/Ag-1). Negativni kontrola (poskrabané a zahraté HDF inkubované
v experimentdlnim médiu bez AgNPs/Ag-I).
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Relativni denzita
{normalizovano na aktin)
I
o

Relativni denzita

Pro spravnou migraci bun¢k umoziujici uzavieni rany je dulezitda MMP-2, které
vSak zaroven miize inhibovat proliferaci bunék. Jeji hladina byla na experimentalnim
modelu pro studium hojeni ran stanovena metodou Western blot.

Po 24 hod inkubaci HDF s AgNPs (Obr. 32 A) nebyl, s vyjimkou statisticky
vyznamného zvyseni v koncentraci 0,25 pg/ml, pozorovan zadny vliv na expresi
MMP-2 ve srovnani s kontrolou. Plsobeni Ag- na MMP-2 (Obr. 32 B) bylo
ve studovanych casovych intervalech protichiidné. Zatimco po 8 hod bylo pozorovano
u vSech koncentraci statisticky vyznamné zvySeni exprese tohoto proteinu ve srovnani

s kontrolou, po 24 hod bylo zaznamenano koncentracné zavislé snizeni exprese MMP-2.
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Obrazek 32. Vliv AgNPs (A) a Ag-I (B) na expresi MMP-2 stanovené
na experimentdlnim modelu pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadfena jako
prumér £+ SD ze tfi méfeni. Hodnoty *P < 0,05; **P <0,01; ***P < 0,001 jsou statisticky
odlisné od kontroly (poSkrabané a zahtat¢ HDF). i1) Reprezentativni Western blot ze tii

nezéavislych méteni.
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5.3 Studium moziného vyuZiti SeNPs k hojeni ran

5.3.1 STANOVENI ANTIMIKROBIALNIHO UCINKU SENPS

Pted vlastnimi experimenty na buiikéch byly SeNPs podrobeny mikrobiologickym
zkouskdm. Nanocastice byly dodany nesterilni, a proto byly pfed pouzitim sterilizovany
v autoklavu (20 min, 100°C, bez ptetlaku). Pro stanoveni antimikrobidlniho u¢inku byly
testovany sterilni (autoklavované) a nesterilni (neautoklavované) SeNPs, aby byl zjistén
jejich ucinek a pripadné poskozeni nanocastic zptisobené sterilizaci.

Z vysledki uvedenych v Tabulce 4 vyplyva, ze SeNPs putsobily baktericidné
na 2 kvasinkové a 2 bakteridlni kmeny a bakteriostaticky na 1 bakteridlni kmen.
Sterilizace snizila t¢innost SeNPs pfiblizné o polovinu, nicméné i tak zlstala zachovana
pro stejné mikroorganismy s vyjimkou Enterococcus faecalis, ktery byl citlivy pouze
na neautoklavované SeNPs. Neautokldvované nanocastice se v nékterych jamkéach
pii vyssi koncentraci vysrazely a pravdépodobné diky tomu nebyly tak uéinné jako

v niz8ich fedénich (bakteriostaticky ucinek misto baktericidniho).
5.3.2 STANOVENI NEZADOUCICH UCINKU SENPS

5.3.2.1 Stanoveni toxicity SeNPs

Toxicita SeNPs (54,55 = 7,42 nm) byla sledovana na HDF po 24 hod inkubaci
jako zivotnost bunék (MTT test). Vzorky nanocastic byly pfipraveny v médiu
pro experimenty v koncentratnim rozmezi 0,2 — 50 pg/ml. Kontrolni buiiky byly
inkubovany v médiu pro experimenty bez SeNPs.

Z Obr. 33 je ziejmé, Ze SeNPs snizuji zivotnost buné€k v zavislosti na koncentraci.
Ze ziskanych dat byla vypoctena hodnota ICso 13,7 + 0,9 pg/ml. Na zéklad¢ téchto
vysledka byly pro dalsi experimenty vybrany tfi koncentrace: netoxicka (6,25 pg/ml),
blizka ICso (12,5 pg/ml) a 2x vyssi nez ICso (25 pg/ml).

U zvolenych koncentraci SeNPs (6,25; 12,5 a 25 pg/ml) byl nejprve sledovan vliv
na morfologii bunék pomoci mikroskopu Zeiss Axiom Axiovert 40 CFL. U HDF
kultivovanych v médiu s SeNPs v koncentraci 6,25 pg/ml (Obr. 34 B) po dobu 24 hod
nebyly pozorovany zadné zmeény morfologie ve srovnani s kontrolou (Obr. 34 A).
Po 24 hod aplikaci vysSich koncentraci 12,5 a 25 pg/ml bunky ztratily sviyj typicky

vietenovity tvar a zejména u koncentrace 25 pg/ml byly pozorovany fibroblasty
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s velkymi kulovitymi tély a dlouhymi tenkymi vybézky. U téchto koncentraci byl také
pozorovan vznik krystala selenu (Obr. 34 C-D).

Tabulka 4: Stanoveni antimikrobialniho u¢inku SeNPs.

Bakterialni / Kvasinkovy SeNPs (ng/ml) SeNPs (ng/ml)
kmen neautoklavované autoklavované
Enterococcus faecalis
50 MIC/MBS -
CCM 4224

Staphylococcus aureus

CCM 3953

25-50 MIC/MBS
0,78 MIC/MBC

1,56 MIC/MBC

Escherichia coli

CCM 3954

Pseudomonas aeruginosa

CCM 3955

Staphylococcus aureus

(MRSA) 4591

50 MIC/MBS
1,56 MIC/MBC

1,56 MIC/MBC

Staphylococcus haemolyticus

A/16568

50 MIC/MBS

50 MIC/MBS

Escherichia coli

16702

Pseudomonas aeruginosa

16575

Candida albicans 1

Candida krusei 3

0,39 MIC/MBC

0,78 MIC/MBC

Candida tropicalis 5

Candida parapsilosis 6

0,78 MIC/MBC

1,56 MIC/MBC

MIC - minimalni inhibicni koncentrace; MBS - minimalni bakteriostaticka koncentrace,
MBC - minimalni baktericidni  koncentrace; MIC/MBC — MIC je rovna MBC;
MIC/MBS — MIC je rovna MBS, - normalni rist mikroba bez zjevného piisobeni latky.
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Zivotnost bunék (34)
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Obrazek 33. Toxicita SeNPs stanovovand MTT testenm u HDF po 24 hod kultivaci.

Data jsou vyjadiena jako prumér + SD ze ¢tyf méfeni. Hodnoty *P < 0,05 jsou statisticky

odlisné od kontroly.

Obrazek 34. Vliv SeNPs na bunéénou morfologii. HDF byly inkubovéany (24 hod)
v médiu pro experimenty bez SeNPs (A) kontrola; a s obsahem SeNPs (B) 6,25 pg/ml,
(C) 12,5 pg/ml a (D) 25 pg/ml. Zvétseno 100x.

79



VYSLEDKY

5.3.2.2 Stanoveni vlivu SeNPs na produkci ROS a markery zanétu

V dalsi sérii experimentii bylo ovéfeno, zda vybrané koncentrace SeNPs maji
vliv na produkci ROS a IL-6. Generace ROS byla po 24 hod inkubaci HDF s SeNPs
(6,25; 12,5 a 25 pg/ml) stanovena vyuzitim sondy dihydrofluorescein diacetatu
a koncentrace IL-6 v médiu byla zméfena metodou ELISA.

Vysledky na Obr. 35 ukazuji, ze SeNPs v koncentracich 6,25 a 12,5 pg/ml
statisticky vyznamné snizuji koncentraci ROS v HDF. Po aplikaci 25 pg/ml byla
pozorovana zvysSend tvorba ROS v HDF, avSak toto zvySeni nebylo statisticky

vyznamné. Hladina IL-6 byla zvySena pouze v koncentraci 12,5 pg/ml (Obr. 36).
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Obrazek 35. Vliv SeNPs na generaci ROS. Data jsou vyjadiena jako primér+ SD

ze tii méfeni. Hodnoty **P < 0,01; ***P < 0,001 jsou statisticky odli§né od kontroly.
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Obrazek 36. Vliv SeNPs na koncentraci IL-6. Data jsou vyjadfena jako pramér + SD

ze tii métfeni. Hodnota *P < 0,05 je statisticky odlisna od kontroly.
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5.3.3 EXPERIMENTALNI MODEL RANY

Dalsim cilem disertacni prace bylo zjistit, zda by SeNPs mohly byt vyuZity,
podobné¢ jako AgNPs a Ag-I, na podporu hojeni ran. Proto byl pouzit stejny
experimentalni model pro studium hojeni ran jako v ptipadé AgNPs a Ag-1. Jak jiz bylo
uvedeno vySe, HDF byly pied aplikaci nanocastic nejprve mechanicky poskozeny,
poskrabanim (200 pl pipetovaci Spickou) a zahtatim (1 hod, 42 °C) a teprve poté byly
aplikovany SeNPs (6,25; 12,5 a 25 pg/ml) na dobu 8 a 24 hod.

Nejprve byla na experimentalnim modelu pro studium hojeni ran hodnocena
morfologie bun¢k po 24 hod aplikaci SeNPs (6,25; 12,5 a 25 pg/ml). Kontroly
K1 (neposkrabané a nezahtat¢ HDF) a K2 (poskrabané a zahtat¢ HDF) byly pfipraveny
v médiu pro experimenty bez SeNPs.

Buiikky vystaveny ucinkim SeNPs (Obr. 37 C-D) nevykazovaly zadné
mikroskopicky pozorovatelné zmény bunééné morfologie ve srovnani s K1 (Obr. 37 A)
a K2 (Obr. 37 B). Byla pozorovana pouze niz§i hustota bun¢k vystavenych piisobeni
SeNPs v koncentracich 12,5 a 25 pg/ml (Obr. 37 D a E). VSechny bunky m¢ély

vietenovity tvar charakteristicky pro fibroblasty.
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Obriazek 37. Vliv SeNPs na morfologii HDF sledovanou na experimentalnim modelu
pro studium hojeni ran. (A) K1 (neposkrabané a nezahtat¢ HDF), (B) K2 (poskrabané
a zahtat¢ HDF), HDF inkubované v experimentdlnim médiu s SeNPs (C) 6,25 pg/ml,
(D) 12,5 pg/ml a (E) 25 pg/ml. ZvétSeno S0x.
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5.3.3.1 Stanoveni obrannych stresovych markeri

Relativni denzita

Vzhledem k tomu, Ze byla na experimentalnim modelu pro studium hojeni ran
pozorovana po aplikaci SeNPs zvySend hladina ROS, byla dale sledovana exprese
proteinu HO-1, ktery je zapojen do antioxida¢ni odpovédi buniky.

Na zékladé¢ Western blot analyzy bylo zjisténo, Ze SeNPs po 8 hod inkubaci
snizovaly expresi HO-1, ale statisticky vyznamné snizeni ve srovnani s kontrolou bylo
pozorovano pouze u koncentraci 6,25 a 25 pg/ml. Po 24 hod bylo pozorovano zvyseni
exprese HO-1, které bylo u koncentraci 6,25 a 12,5 pg/ml statisticky vyznamné.
U nejvyssi koncentrace (25 pg/ml) bylo po 24 hod rovnéz pozorovano zvySeni exprese

v porovnani s 8 hod intervalem, ale toto zvySeni nedoséhlo urovné¢ kontroly (Obr. 38).

300 g

E 250
i . HO-1
o 200
o |
o "
£ 150 AKtin
§ Em8h
5 100 - : T 24h 24h
E *
2 %o ﬁ HO-1

0 : : : : AKtin

kontrola 6,25 12,5 25
Koncentrace [pg/m] Kontrola 6,25 12,5 25,0

Obrazek 38. Vliv SeNPs na expresi HO-1 stanovené na experimentalnim modelu
pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadiena jako pramér &+ SD ze tfi méfeni. Hodnoty
*P <0,05 jsou statisticky odlisné od poskrabané a zahtaté kontroly. ii) Reprezentativni

Western blot ze tfi nezavislych méfeni.

Jak jiz bylo uvedeno vySe, kromé& oxida¢niho stresu jsou buiky pii poranéni
vystaveny 1 teplotnimu Soku. Z tohoto divodu byl na experimentalnim modelu
pro studium hojeni ran sledovan vliv SeNPs (6,25; 12,5 a 25 pg/ml; 8 a 24 hod)
na proteiny teplotniho Soku HSP27 a HSP90.

Z vysledkii Western blot analyzy je patrné, ze niz$i koncentrace SeNPs
(6,25 a 12,5 pg/ml) nevykazovaly po 8 a 24 hod Zadny vliv na expresi HSP27 (Obr. 39).
Nejvyssi koncentrace (25 pg/ml) snizila expresi tohoto proteinu, ale statisticky
vyznamné snizeni v porovnani s kontrolou bylo zaznamenéno pouze po 8 hod inkubaci.

V ptipadé¢ HSP90 (Obr. 40) bylo po 8 hod pozorovéano snizeni exprese v zavislosti

na koncentraci, avSak snizeni nebylo u zadné z testovanych koncentraci statisticky
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Relativni denzita

(normalizovano

Relativni denzita
(normalizovano na aktin)

ktin)
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vyznamné. Po 24 hod bylo naopak zaznamenano zvySeni exprese HSP90 v zavislosti

na koncentraci, ale ani v tomto pfipadé nebylo ve srovnéni s kontrolou zvySeni u zadné

z testovanych koncentraci statisticky vyznamné

8

3

¥
S

g

111

kontrola

6,25 12,5
Koncentrace [pg/ml]

75

m8h
24h

8h
HSP2T g -
AL - —— —
24h

HSP27 -.. S
Aklin GEED GED D G-

kontrola 6,235 12,5 25,0

Obrazek 39. Vliv SeNPs na expresi HSP27 stanovené na experimentalnim modelu

pro studium hojeni ran. 1) Data jsou vyjadiena jako primér + SD ze tfi mefeni. Hodnoty

*P < 0,05 jsou statisticky odlisné od poskrabané a zahtaté kontroly. ii) Reprezentativni

Western blot ze tii nezavislych méfeni.
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Obrazek 40. Vliv SeNPs na expresi HSP90 stanovené na experimentalnim modelu

pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadiena jako primér=+ SD ze tii méfeni.

i1) Reprezentativni Western blot ze tii nezavislych méfeni.
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5.3.3.2 Stanoveni markeru zanétu

Jak jiz bylo uvedeno vySe, pro nastartovani spravnych reparacnich procest
v pribéhu hojeni ran je velmi dualezitd zanétlivda faze. Ztohoto divodu
byl na experimentdlnim modelu pro studium hojeni ran sledovan vliv SeNPs (6,25;
12,5 a 25 pg/ml; 8 a 24 hod) na markery zanétu.

Vysledky stanoveni IL-6 metodou ELISA ukazuji (Obr. 41), Ze statisticky
vyznamné zvySeni koncentrace tohoto cytokinu bylo zaznamenano pouze po 8 hod
inkubaci HDF s SeNPs v koncentracich 6,25 a 12,5 pg/ml. Po 24 hod nedoslo

k ovlivnéni koncentrace IL-6 zadnou z testovanych koncentraci SeNPs.

250

T1IE

kontrola 6,25 12,5
Koncentrace [ug/ml]

3

§

Hladina IL-6 (% kontroly)
(9]
o

o

Obrazek 41. Vliv SeNPs na hladinu IL-6 stanovené na experimentalnim modelu
pro studium hojeni ran. Data jsou vyjadiena jako primér + SD ze tfi métfeni. Hodnoty

*P < 0,05 jsou statisticky odlisné od poskrabané a zahtaté kontroly.

Déle bylo sledovano ovlivnéni exprese COX-2 metodou Western blot (Obr. 42).
Bylo zjisténo, ze nejvyssi koncentrace SeNPs (25 pg/ml) zvysuje statisticky vyznamné
expresi tohoto proteinu po 24 hod inkubaci. U nizSich koncentraci (6,25 a 12,5 pg/ml)

nebyl pozorovéan zadny vliv na expresi COX-2 v obou ¢asovych intervalech.
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Relativni denzita
{normalizovano na aktin)
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Obrazek 42. VIiv SeNPs na expresi COX-2 stanovené¢ na experimentalnim modelu
pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadiena jako pramér = SD ze tii méfeni. Hodnoty
*P < 0,05 jsou statisticky odlisné od poskrabané a zahtaté kontroly. ii) Reprezentativni

Western blot ze tfi nezavislych méfeni.

5.3.3.3 Stanoveni markeri zapojenych do procesu hojeni ran

Pro pfesnéjsi zjiSt€éni mozného vlivu SeNPs na hojeni ran bylo
na experimentdlnim modelu pro studium hojeni ran sledovano ovlivnéni
metaloproteinaz, které jsou do tohoto procesu zapojeny. Metodou Western blot byla
studovana exprese MMP-1, MMP-2 a MMP3.

Z vysledkli na obr. 43 je patrné, ze SeNPs snizuji expresi MMP-1 v zavislosti
na koncentraci v obou casovych intervalech. Statisticky vyznamné sniZzeni exprese
ve srovnani s kontrolou bylo zaznamenano pouze u koncentraci 12,5a 25 pg/ml
po 8 hod inkubaci.

Ovlivnéni exprese MMP-2 ukazuje Obr. 44. Nejniz$i koncentrace SeNPs
(6,25 ng/ml) mirné zvysila expresi tohoto proteinu, zatimco nejvyssi koncentrace
(25 pg/ml) statisticky vyznamné snizila expresi MMP-2 po 8 hod inkubaci. Po 24 hod
nebyl zaznamenan zadny vliv SeNPs na expresi tohoto proteinu.

V ptipadé MMP-3 (Obr. 45) doslo ke statisticky vyznamnému ovlivnéni exprese
pouze nejvyssi koncentraci SeNPs (25 pg/ml) a to v obou casovych intervalech.
Zatimco po 8 hod bylo zaznamendno snizeni, po 24 hod naopak zvySeni exprese

MMP-3.
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Obrazek 43. VIiv SeNPs na expresi MMP-1 stanovené na experimentdlnim modelu
pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadifena jako primér+ SD ze tii méfeni. Hodnoty
*P<0,05; **P<0,01 jsou statisticky odlisSné od poskrdbané a zahtaté kontroly.

i1) Reprezentativni Western blot ze tfi nezavislych méfeni.
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Obrazek 44. Vliv SeNPs na expresi MMP-2 stanovené na experimentdlnim modelu
pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadfena jako primér+ SD ze tii méteni. Hodnoty
*P <0,05 jsou statisticky odliSné od poskrabané a zahtaté kontroly. ii) Reprezentativni

Western blot ze tii nezavislych méfeni.
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Obrazek 45. VIiv SeNPs na expresi MMP-3 stanovené na experimentalnim modelu
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pro studium hojeni ran. i) Data jsou vyjadiena jako primeér+ SD ze tfi méfeni. Hodnoty
*P<0,05; **P<0,01 jsou statisticky odlisné od poskrdbané¢ a zahtaté kontroly.

i1) Reprezentativni Western blot ze tii nezavislych méfeni.
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5.4 Studium vyuZiti lidského séra pro regenerativni medicinu

5.4.1 STANOVENI OPTIMALNi KONCENTRACE HDF PRO EXPERIMENTY S LS

Pfed samotnym zahdjenim experimenti sLS byla stanovena optimalni
koncentrace pro vyseti HDF a bylo ovéfeno, zda jsou buiiky schopné rast v médiu
s pfidavkem LS, jak bylo publikovéano [108, 111]. HDF byly pfipraveny v kultivaénim
médiu s LS (darce 36 let), vysety v koncentracich 1x103, 2x10° a 4x10° bun&k/cm?
a po 7 denni inkubaci byly buiky spocitany. Kontrolni buniky byly pfipraveny
v kultivaénim médiu s FBS.

Pro plénované analyzy bylo potieba vice nez milion bunck, proto jako
nejvhodnéjsi byla vybrana koncentrace 4x10° bunék/cm?. Pfi nizsich koncentracich
kontrolni buniky nedoséhly konfluence. Naopak HDF inkubované v kultivacnim médiu
s LS doséhly konfluence ve vSech testovanych koncentracich a v pfipadé koncentraci
2x10% a 4x10° bun&k/cm? buriky na konci experimentu jiZ rostly ve dvou vrstvach (data

nejsou uvedena).

5.4.2 STANOVENI VLIVU LS NA MORFOLOGII A PROLIFERACI HDF

V prvni sérii experimentd byla hodnocena bunéénad morfologie. HDF byly vysety
v kultivaénim médiu s LS (LS30 a LS90) v koncentraci 4x10° bunék/cm? a inkubovany
7 dnt. Kontrolni buiikky byly piipraveny v experimentalnim médiu s FBS. Morfologie
bunék byla hodnocena s pouzitim mikroskopu Nikon eclipse TS 100 (Nikon
Instruments Inc., USA).

U HDF inkubovanych v kultivacnim médiu s LS Obr. 46 byla 4. den pozorovana
zména tvaru bunék bez ohledu na vék darce. Buiiky byly ve srovnani s kontrolou kratsi
a tlustsi s vyraznéjSim jadrem. Nebyly pozorovany rozdily v morfologii mezi buiikami
inkubovanymi v kultivaénim médiu s LS od rizné starych darcti. Z Obr. 46 je dale
patrné, ze HDF inkubované v kultivaénim médiu s LS dosahly rychleji konfluence
ve srovnani s kontrolou, ktera po 7 denni kultivaci zarostla kultiva¢ni desku pouze
z 80-90 %.

Dale bylo zjisténo, ze HDF inkubované v kultivaénim médiu s LS se pii pouziti
trypsinu rychleji uvolilovaly ode dna kultivacni desky. Pro uvolnéni kontrolnich bun¢k

byl potieba téméi dvojnasobny cas.
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Obrazek 46. Vliv LS na bunéfnou morfologii. Bunky byly inkubovany v kultivacnim
médiu s LS30 (B) a LS90 (C). Jako kontrola (A) slouzily buiiky inkubované v kultivaénim
médiu s FBS. Zvétseno 100x.

V nasledujicich experimentech byl sledovan vliv LS na proliferaci HDF. Bunky
byly pfipraveny v kultivaénim médiu s LS (LS30, LS70, LS90, LS100z, LS100n)
v koncentraci 4x10° bungk/cm? a inkubovany 7 dnd. Kontrolni buiiky byly pfipraveny
v experimentalnim médiu s FBS.

Z vysledkil na obr. 47 je patrné, ze u bunck inkubovanych v kultivaénim médiu
s LS30 a LS90 byl po 7 denni kultivaci statisticky vyznamné vyssi pocet bunck
ve srovnani s kontrolou. Vys$si pocet bunék byl zaznamenan i pii inkubaci bunék
v kultivacnim médiu s LS70 a LS100z, avsak tyto rozdily nebyly v porovnani
s kontrolou statisticky vyznamné. U HDF inkubovanych v kultivaénim médiu LS100n

byl pocet bun¢k srovnatelny s kontrolou.
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Obrazek 47. Vliv LS na proliferaci HDF stanoveny jako po&et bun&k/cm? po 7 denni
kultivaci. Data jsou vyjadiena jako pramér £ SD ze tii méfeni. Hodnoty *P <0,05;
*#*P < 0,001 jsou statisticky odlisné kontroly (FBS).

LS30/70/90/100 — lidské sérum od 30/70/90/100 letych darcii; z — zdravi; n — nemocni.

Pro zjiSténi vlivu LS na proliferaci bylo dale hodnoceno zdvojnasobeni poctu
bunék. Z vysledkli na obr. 48 vyplyva, ze HDF rostly Iépe v kultivaénim médiu s LS30
a LS90 ve srovnani s bunikami inkubovanymi v kultivaénim médiu s LS100n, které
vykazovalo nejhor$i vlastnosti pro rst bun€k. Tyto vysledky koreluji s vysledky
ziskanymi u poctu bunek.
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Obrazek 48. Vliv LS na proliferaci HDF stanoveny jako pocet zdvojndsobeni bunck
po 7 denni kultivaci. Data jsou vyjadiena jako primér + SD ze tii méfeni. Hodnoty
*P <0,05; **P < 0,01 jsou statisticky odlisné LS100n.

LS30/70/90/100 — lidské sérum od 30/70/90/100 letych darcii; z — zdravi; n — nemocni.
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Vliv LS na proliferaci HDF byl hodnocen také na Grovni exprese proteinu p53.
Tento transkripcni faktor byva sniZeny u mnoha nddorid, ¢imz buiky obchazi jeho
anti-proliferacni ptsobeni. Zrychlend proliferace byva pozorovéna také u keloida,
nadmérné rostouci jizevnaté tkané, kde vSak neni exprese p53 sniZena, ale naopak
zvysena, coz umoziuje odliSeni keloidu od klasické jizvy [133]. U HDF inkubovanych
v kultivaénim médiu s LS (LS30, LS70, LS90, LS100z, LS100n) ani u kontrolnich
bun¢k nebyl pomoci Western blot analyzy protein p53 detekovan (Obr. 49). Jako
pozitivni kontrola byly pouzity bunécné linie p21+ a GM338, které tento protein

stabiln¢ exprimuji.

FBS LS30 LS70 LS90 LS100z LS100n p21+ p2-1— Hela GM338
Obrazek 49. Vliv LS na expresi p53 u HDF. Reprezentativni Western blot ze tfi
nezavislych méfeni. Pozitivni kontrola (bunécné linie p21+ a GM338, které stabilné
exprimuji p53). LS30/70/90/100 — lidské sérum od 30/70/90/100 letych darcii;

z —zdravi; n — nemocni.

5.4.3 STANOVENI VLIVU LS NA ZIVOTNOST HDF

Piestoze po inkubaci HDF v kultiva¢nim médiu s LS byla pozorovdna zvySena
proliferace ve srovnani s kontrolnimi bunkami, byl ovéfen mozny vliv LS na zivotnost
HDF. Buriky (4x10° bunék/cm?) byly vysety v kultivaénim médiu s LS (LS30 a LS90)
a po 7 denni inkubaci bylo méfeno mnozstvi propidium jodid (PI) pozitivnich bunék
pritokovou cytometrii. Kontrolni buiiky byly inkubovany v kultiva¢nim médiu s FBS.

Z vysledkli uvedenych na Obr. 50 vyplyva, ze mnozstvi PI pozitivnich bun¢k bylo
niz§i u HDF inkubovanych v kultivaénim médiu s LS30 (17,4 %) a LS90 (16,6 %)
ve srovnani s kontrolnimi bunkami (31,7 %).

Pti analyze dat ziskanych pratokovou cytometrii (Obr. 51) byl pozorovan posun
v umisténi piku PI negativnich bunék u HDF inkubovanych v kultivacnim médiu

s LS30 ve srovnani s kontrolou.
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Obrazek 50. Vliv LS na Zivotnost HDF stanoveny jako mnozstvi PI pozitivnich buné¢k.
Data jsou vyjadiena jako primér = SD ze tii méfeni. Hodnoty **P < 0,01 jsou statisticky
odli$né kontroly.

LS30/90 — lidskeé sérum od 30/90 letych darcii; PI — propidium jodid.

FBS LS30

Counts
Counts

Fla Flo
Obrazek 51. Posun piku PI pozitivnich bunék u HDF inkubovanych v kultivaénim
médiu s LS30. Kontrolni buiikky byly inkubovany v kultivacnim médiu s FBS.
LS30 — lidské sérum od 30 letych darcii; PI— propidium jodid.

5.4.4 STANOVENI VLIVU LS NA BUNECNY CYKLUS HDF

Vzhledem k tomu, ze u HDF inkubovanych v kultivatnim médiu s LS byla
pozorovana zvysena proliferace bunék, byl nasledné¢ studovan mozny vliv LS
na bun&ény cyklus. HDF (4x10° bunék/cm?) byly piipraveny v kultivaénim médiu

sLS (LS30 a LS90) a po 7 denni kultivaci bylo stanoveno zastoupeni bunék
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v jednotlivych fazich bunéného cyklu pritokovou cytometrii. Kontrolni bunky byly
inkubovany v kultivaénim médiu s FBS.

Procentuélni zastoupeni bun¢k v jednotlivych fazich bunééného cyklu se u HDF
inkubovanych v kultivaénim médiu s LS a FBS az na S-fazi nijak nelisil (Tabulka 5).
V S-fazi bylo pozorovano nizsi zastoupeni bun€k inkubovanych v kultivaénim médiu
s LS30 (4,88 %) a sLS90 (4,81 %) ve srovnani s kontrolou (8,05 %). Méfenim
bunécného cyklu bylo dale zjisténo, Zze HDF byly v normalnim diploidnim stavu.

Podobné jako pii stanoveni zivotnosti bunék, kde byl pozorovan posun piku
PI pozitivnich bun€¢k u HDF inkubovanych v kultivatnim médiu s LS30 v porovnani
s kontrolou, i zde byly u HDF inkubovanych v kultivacnim médiu s LS30 a LS90

pozorovany zmeény ve tvaru rozptylu, zejména v GO, G1 fazi (Obr. 52).

Tabulka S: Vliv LS na zastoupeni HDF v jednotlivych fazich buné¢ného cyklu.

Faze bunécéného cyklu FBS [%] LS30 [%] LS90 [%]
S 8,05 4,88 4,81
G2 (M) 10,26 10,89 10,20
G0, G1 80,20 82,74 83,89
mimo cyklus 1,25 1,42 1,04

LS30/90 — lidskeé sérum od 30/90 letych darcu, PI — propidium iodid.
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Obrazek 52. Zména tvaru rozptylu v jednotlivych fazich bunétného cyklu u HDF
inkubovanych v kultivacnim médiu s LS30 a LS90. Nejvyrazngjsi zména v GO, G1 fazi

oznacena modrou Sipkou. LS30/90 — lidskeé sérum od 30/90 letych darcu.
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5.4.5 STANOVENI VLIVU LS NA SENESCENCI HDF

Vzhledem ktomu, Ze pfedchozi experimenty, zaméfené¢ na studium vlivu
LS ziskaného od darcti rizného véku na vlastnosti HDF byly urcitou in vitro modifikaci
heterochronni parabiozy, bylo ovéfeno, zda pii interakci HDF od mladého darce
s LS od starého darce nedochazi k ,zestarnuti“ bunck. Piestoze zjiSténa zvySena
proliferace bunck inkubovanych v kultivaénim médiu s LS90, stejné jako morfologie
bunék, kdy bylo pozorovano, ze buiky jsou kratSi a tlustsi se zvyraznénym jadrem,
zatimco senescentni HDF byvaji vétsi, podlouhlé a zplostélé [134, 135] tomuto jevu
nenasvédcovala.

HDF (darce 27 let; 4x10° bun&k/cm?) byly pfipraveny v kultivaénim médiu
s LS (LS30, LS70, LS90, LS100z, LS100n) a po 7 denni kultivaci byla stanovena
exprese inhibitori cyklin dependentnich kinaz pl6 a p2l, které jsou mimo jiné
aktivovany u senescentnich bunck a pii jejich zvySené expresi dochdzi ke zpomaleni
bunécného cyklu [136]. Kontrolni buiiky byly inkubovany v kultivaénim médiu s FBS.
Jako pozitivni kontroly byly pouzity bunécéné linie HeLa (exprese p16) a buné¢na linie
p21+ (exprese p21).

V souladu se zjiSténou zvySenou proliferaci bun€k byla exprese inhibitord pl6
(Obr. 53 A) a p21 (Obr. 53 B) ve vsSech piipadech negativni. Funk¢nost metody
prokézala exprese pl6 u HeLa buné¢k a p21 u kontrolnich buné€k linie p21+. Dale byla
sledovéana exprese nuklearniho proteinu laminu B, ktery je rovnéz davan do souvislosti
se starnutim bunék [137]. Na mozné zmény jeho exprese poukazovala také zvyraznéna

jadra u bun¢k inkubovanych s LS.

A * -

FBS LS30 LsS70 LS90 LS100z LS100m p21+ p21- Hela GM338

; WhY Sidh = -
FBS LS30 LS70 LS90 LS100z LS100n p21+ p21- Hela GM338
Obrazek 53. VIliv LS na expresi inhibitorG cyklin dependentnich kinaz pl6 (A)
a p21 (B) u HDF. Reprezentativni Western bloty ze tfi nezévislych méteni. Pozitivni
kontroly (exprese pl6 — bunéfna linie Hela; exprese p21 - bunécna linie p21+).

LS30/70/90/100 — lidské sérum od 30/70/90/100 letych darcii; z — zdravi; n — nemocni.
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V ptipad¢ laminu B (Obr. 54), bylo pozorovano statisticky vyznamné zvySeni
exprese tohoto proteinu u HDF inkubovanych v experimentalnim médiu s LS100z
a LS100n v porovnani s kontrolou. U bun¢k inkubovanych v médiu s LS30, LS70

a LS90 nebyl zaznamenan statisticky vyznamny rozdil v porovnani s kontrolou.
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Obrazek 54. Vliv LS na expresi laminu B u HDF. 1) Data jsou vyjadiena jako
prumér = SD ze tii méfeni. Hodnoty **P <0,01; ***P <0,001 jsou statisticky odli§né
od kontroly. ii) Reprezentativni Western blot ze tii nezavislych méteni. LS30/70/90/100
— lidské séerum od 30/70/90/100 letych darcii; z — zdravi; n — nemocni.

Vedle exprese inhibitori cyklin dependentnich kindz a laminu B byla stanovena
se senescenci asociovand B-galaktosidaza (B-gal), kterd byva vyuzivana pro odliSeni
senescentnich fibroblastl v kultufe. Tento protein exprimuji pouze staré bunky,
u kterych dochazi k alteraci n¢kterych bunéénych funkeci.

HDF (darci 27 a 68 let; 4x10° bun&k/cm?) byly pfipraveny v kultivaénim médiu
s LS (LS30, LS70, LS90) a po 7 denni kultivaci byla stanovena B-gal barvenim
s mikroskopickou detekci. Kontrolni buiiky byly inkubovany v kultivaénim médiu
s FBS.

Z vysledkl na Obr. 55 (A1-D1) je patrné, ze u HDF (darce 27 let) inkubovanych
v kultivaénim médiu s LS (LS30, LS70 a LS90) ani u kontroly nebylo pozorovano
modré zbarveni bunék, které by dokazovalo expresi B-gal a tedy senecsentnich bunék.
V ptipadé¢ HDF (darce 68 let), které byly inkubovany v kultivaénim médiu s LS (LS30,
LS70 a LS90) a rovnéz u kontroly bylo pozorovano modré zbarveni bunék a tedy

expresi B-gal, coz dokazovalo ptitomnost senescentnich bun¢k (Obr. 55 A2 — D2).
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Obrazek 55. Vliv LS na expresi B-gal u HDF. Bunky byly inkubovany
v kultivaénim médiu s LS30 (B), LS70 (C) a LS90 (D). Kontrolni buniky byly
pfipraveny v kultivatnim médiu s FBS (A). Na panelech jsou HDF
od (1) 27 letého a (2) 68 letého darce. Sipky na panelu (A2) ukazuji modie

zbarvené pozitivni B-gal buiiky. ZvétSeno 100x.
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Ze ziskanych vysledk exprese inhibitorti cyklin dependentnich kindz a B-gal
vyplyva, ze nedochazi k ,,zestarnuti“ bun¢k a mize byt tedy vyloucen vliv negativni

heterochronni parabiozy.

5.4.6 STANOVENI VLIVU LS NA ADHEZI HDF

Pfi uvoliovani bunék ode dna kultivatni nadoby pomoci trypsinu bylo
pozorovéno, ze HDF inkubované v kultivatnim médiu s LS se uvoliuji rychleji
nez kontrolni buiiky, coz by mohlo naznacovat zmény v expresi cytoskeletalnich
proteind, které zodpovidaji za adhezi bunék k povrchu. Z tohoto divodu byl u HDF
(4x10° bunék/cm?) inkubovanych v experimentalnim médiu s LS (LS30, LS70, LS90,
LS100z, LS100n) po 7 denni kultivaci stanoven vimentin, ktery dominuje u dospélych
fibroblastii a ma vliv na adhezni proteiny [138]. Kontrolni bunky byly inkubovany
v kultivaénim médiu s FBS.

Jak ukazuje Obr. 56 AaC, exprese vimentinu u HDF inkubovanych
v kultivaénim médiu s LS30, LS70 a LS90 statisticky vyznamné klesala se vzristajicim
veékem déarcti ve srovnani s kontrolou. U HDF inkubovanych v kultivatnim médiu
s LS100z vsak doslo ke zvySeni exprese vimentinu a v ptipadé LS100n bylo zvySeni

statisticky vyznamné v porovnani s kontrolou.
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Obrazek 56. Vliv LS na expresi vimentinu u HDF. 1) Data jsou vyjadfena jakc
prumér £ SD ze tfi méfeni. Hodnoty *P <0,05; **P<0,01; ***P <0,001 jsouv
statisticky odlisné od kontroly. ii) Reprezentativni Western blot ze tfi nezavislych
méteni. LS30/70/90/100 — lidské sérum od 30/70/90/100 letych darcu, z — zdravi,

1 — nemocni.
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5.4.7 VYLOUCENI KONTAMINACE MYKOPLAZMATY

Pti studiu vlivu LS na HDF sledované vlastnosti bun¢k vzdalené piipominaly
zmeény nastavajici pfi kontaminaci mykoplazmaty — zakrnéni (zkrdceni bunék)
a anormalni rust [139]. Moznost kontaminace byla ovéfena 1 pfesto, ze pii napadeni
kultury timto patogenem obvykle dochdzi ke zpomaleni riistu a buniky nedosdahnou
konfluence [140].

HDF (2,6x10* bun&k/cm?) byly piipraveny v kultivaénim médiu LS (LS30
a LS90) a po 24 hod inkubaci byla po nabarveni (Hoechst) pod fluorescenénim
mikroskopem hodnocena pfitomnost mykoplazmat. Jako kontrola slouZzily buiky
inkubované v kultivacnim médiu s FBS.

Ziskan¢ fotografie (Obr. 57 B a C) ukazuji, ze u HDF inkubovanych
v kultivaénim médiu s LS30 a LS90 nebyla zaznamenana ptitomnost mykoplazmat,
stejn€ jako u kontroly (Obr. 57 A). Byla pozorovana pouze nabarvena jadra, zatimco
cytoplazma bunék nebyla viditelna. V pfipadné napadeni kultury mykoplazmaty
by doslo k nabarveni nukleovych kyselin téchto patogenil a ,,svitila®“ by celd bunka
(Obr. 57 D-E - pozitivni kontroly). Ze ziskanych vysledkt vyplyva, Zze HDF nebyly
kontaminovany mykoplazmaty. Nebyla otestovdna LS od darci vSech vékovych
skupin, protoze ke zmén¢ vzhledu bunék dochazelo u vSech pouzivanych LS

a predpokladala se mozné kontaminace kultury HDF, ktera byla vyloucena.

Weill.cornell.edu (Protocol Mycoplasma Detection Test) http://www.cromatida.com/en/Mycoplasma

Obrazek 57. Detekce mykoplazmat u HDF. Buiky byly inkubovany v kultivatnim

médiu s LS30 (B) a LS90 (C). Kontrolni buiiky byly pfipraveny v kultivaénim médiu

s FBS (A). Zvétseno 100x. Ilustracni priklady bun¢k napadenych mykoplazmaty (D-E).
98



DISKUSE

6 Diskuse

Predkladana disertacni prace se zabyvala studiem latek, které by mohly byt pfinosné
pro hojeni ran. V prvni ¢asti prace byl na experimentalnim modelu pro studium hojeni ran
sledovan vliv AgNPs, Ag-I a SeNPs na markery zapojené do procesu hojeni ran.

Dalsi cast disertatni prace byla zaméfena na studium vyuziti lidského séra
pro regenerativni medicinu. Data byla naméfena béhem studijni staze (9 mésich)

na Oddéleni experimentalni, diagnostické a specialni mediciny Univerzity v Boloni v Italii.

6.1 Zapojeni AgNPs a Ag-I do procesu hojeni ran

Védecké studie udéavaji, ze béhem zivota ma 1-2 % lidi zkuSenost s chronickou ranou
[141]. Toto ¢islo bude rychle nartstat vzhledem ke starnuti populace [21], protoze prevalence
nehojicich se ran vysoce koreluje s vékem [142]. Z tohoto divodu je velmi dilezité hledat
nové a inovovat jiz zndmé postupy a latky vyuzivané pro hojeni ran. V poslednich letech
se do poptedi zajmu dostaly AgNPs, u kterych bylo prokazano, ze maji potencial podpofit
diferenciace fibroblastli na myofibroblasty a proliferace a migrace keratinocyta, ¢imz zvysuji
rychlost uzavirani rany. Kromé téchto uc¢inki AgNPs zlepSuji tahové vlastnosti reparované

tkan¢ do té miry, Ze se vlastnostmi podoba piivodni nezranéné kazi [83-85].

Toxicita a vliv AgNPs a Ag-I na bunécnou morfologii a generaci ROS

AgNPs jsou pouzivany v obvazovém materidlu jako antibakteridlni kryti na rany,
avsak aplikace nanocastic do oteviené rany je jednou z moznych cest pro jejich nechténou
absorpci. Snizeni zivotnosti a zména morfologie byvaji jedny zprvnich markert
pozorovanych po vystaveni bunék AgNPs. Z tohoto diivodu byla nejprve hodnocena toxicita
AgNPs a Ag-I a jejich vliv na morfologii bunék.

Vysledky disertaéni prace ukazaly vyrazny rozdil cytotoxicity mezi AgNPs (0,25;
2,5 a25 pg/ml; 10,43 £ 4,74 nm) a Ag-I (roztok AgNO3; 0,025; 0,15 a 0,25 pg/ml). Zatimco
AgNPs byly v celém testovaném rozmezi netoxické, Ag-I vyvoldvaly signifikantni pokles
zivotnosti HDF s ICso 3,1 pg/ml. Zjisténé vysledky koreluji s publikovanymi daty. Sur a kol.
popsali, Ze AgNPs jsou u HDF necytotoxické az do koncentrace 50 pg/ml [143], zatimco
Hidalgo a kol. zjistili, ze Ag-I ptisobi na HDF cytotoxicky pfi koncentraci nizsi nez 8,2 umol/l

[144]. Samberg a kol. porovnavali toxicitu nepromytych, promytych a uhlikem potaZenych
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AgNPs na lidskych koznich keratinocytech. Zijistili, Ze nepromyt¢é AgNPs (20 a 50 nm)
snizuji zivotnost bun€k v koncentraci 1,7 pg/ml a AgNPs (80 nm) v koncentraci 0,34 pg/ml.
Promyté (20, 50 a 80 nm) a uhlikem potazené (20 a 35 nm) AgNPs naopak zivotnost lidskych
koznich keratinocytii neovliviiovaly [145]. Burd a kol. testovali cytotoxicitu péti komeréné
dostupnych kryti obsahujicich rizné mnozstvi AgNPs (Acticoat™ (934 pg/cm2), Aquacel®
Ag (21 pg/cm?), Contreet® Foam (12 pug/cm?), PolyMem® Ag (139 pg/cm?) a Urgotul®SSD
(85 ng/cm?)) na HDF a keratinocytech. Pozorovali, Ze Acticoat™, Aquacel® Ag a Contreet®
Foam, které uvoliiovaly 12, 13 a 14 ug/ml Ag do kultivaéniho média, vykazovaly vyssi
toxicitu nez PolyMem® uvoliiujici 4 ug/ml a Urgotu®SSD uvoliujici 3 pg/ml [146].
U bunécnych linii HepG2 [147] a RAW 264.7 [148] nebyly pozorovany zadné rozdily
v cytotoxicité AgNPs a Ag-1. Déle bylo zjiSténo, Ze cytotoxicita nanocastic zavisi na jejich
velikosti. Liu a kol. popsali, ze AgNPs o velikosti 5 nm byly toxictéj$i nez Ag-1 a AgNPs
o velikosti 20 a 50 nm byly naopak méné toxické nez Ag-I [149]. Podobné Piao a kol.
pozorovali dvojnasobné vyssi toxicitu u AgNPs o velikosti 5-10 nm v porovnani s Ag-I [90].
Nase data ukazuji, Ze AgNPs s primérnou velikosti 10 nm vykazovaly nizsi cytotoxicitu nez
Ag-I. Rozdil mezi naSimi vysledky a publikovanymi daty je zpiisoben pravdépodobné tim,
ze v naSich experimentech byla pouzita smés AgNPs o velikosti 0—40 nm.

Kromé cytotoxicity byl sledovén také vliv AgNPs a Ag-I na morfologii bun¢k. U HDF
vystavenych u¢inkim AgNPs a Ag-I nebyly pozorovany témét zadné zmény v bunécné
morfologii ve srovnani s kontrolnimi bunkami (Tabulka 3). Kaur a kol. pozorovali zdufeni
bunck a poskozeni cytoplazmatické membrany u bunécné linie A431 po 24 hod inkubaci
s AgNPs (50 a 100 pg/ml; 30—50 nm) [89]. Lee a kol. popsali zndmky bunééné smrti, tedy
smrsténi bunék, jejich odlouceni od inkuba¢ni nadoby a pokles proliferace u mySich
embryonalnich fibroblastii vystavenych AgNPs (30 pg/ml; 26,0 + 7,6 nm) po dobu 24 hod
[150]. Mén¢ zavazné morfologické zmény pozoroval Kang a kol. u ovaridlni nadorové
bunécné linie SK-OV3 po 24 hod expozici AgNPs (10 pug/ml; 7,5 = 2,5 nm) [72]. Rozdily
v toxicité¢ a bunéné morfologii mezi vysledky ziskanymi v rdmci disertacni prace a daty
zvyse uvedenych studii mohou byt zpiisobeny riznym typem bunécnych kultur nebo
koncentraci a velikosti nanoc¢astic pouzitych jednotlivymi védeckymi skupinami.

Nékteré studie prokdzaly, ze AgNPs vedou k produkci ROS, které u biologickych
systémul zpusobuji oxidacni stres. Carlson a kol. popsali 10-ti ndsobny nartist hladiny ROS
u alveolarnich makrofaghi inkubovanych s AgNPs (50 pg/ml; 15nm) [88]. ZvySena
koncentrace ROS byla pozorovédna také u knock-down HK-2 bunék vystavenych AgNPs
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(60 pg/ml; 7,5 nm) [151], u normdlnich lidskych plicnich fibroblasti po expozici AgNPs
(25 a 50 pg/ml; 620 nm) [87] a u mysich koznich bun¢k inkubovanych s AgNPs (100 pg/ml;
100-500 nm) [152]. Rozdilné vysledky pozorovali Kaur a kol. u AgNPs o velikosti 30—50 nm
v koncentraci 50 pg/ml. Zatimco u bunécné linie A431 se hladina ROS zvysila, u bunécné
linie RAW nebyla pozorovana zadnd zmeéna hladiny ROS, a to ani pii koncentraci 100 pg/ml.
Tento ucinek byl vysvétlen tim, ze pii vysoké koncentraci AgNPs (100 pg/ml) doslo k jejich
agregaci. Dale uvedli, Ze bunécné linie RAW absorbovala AgNPs, a tak mohla odolédvat jejich
toxickym ucinkim, zatimco bunécné linie A431 zadny takovy obranny mechanismus
nevykazovala [89]. Na druhou stranu Ahlberg a kol. zjistili, Ze po 3 hod inkubaci lidskych
keratinocytli s AgNPs (10-50 pg/ml; 70 + 20 nm) doSlo ke sniZeni hladiny ROS [153].
Vysledky disertacni prace ukazaly, ze netoxické koncentrace AgNPs (0,25; 2,5 a 25 pg/ml;
10,43 = 4,74 nm) a Ag-1 (0,025; 0,1 a 0,25 pg/ml) po 8 a 24 hod inkubaci nezptisobily
zvyseni hladiny ROS u HDF ve srovnani s kontrolou (Obr. 16). Vysledky studii ukazuji,
ze produkce ROS zplsobend AgNPs zavisi na pouzitém bunééném modelu, velikosti

a koncentraci nanocastic.

Vliv AgNPs a Ag-I na markery zapojené do procesu hojeni ran

Pii poranéni jsou buiikky vystaveny riznym druhim stresu, zejména oxidac¢nimu
a teplotnimu. Aby se experimentalni model pro studium hojeni ran ptiblizil co nejvice realité,
byly HDF mechanicky poSkozeny (poskrabanim 200 ul pipetovaci Spickou) a nésledné
vystaveny zvysSené teploté¢ (42 °C; 1hod). Diléim cilem disertatni prace bylo zjistit,
zda netoxické koncentrace AgNPs mohou podpofit hojeni ran u HDF modulaci kli¢ovych
transkrip¢nich faktort, které koordinuji bunécnou stresovou odpoveéd’ (Nrf2) a zanét (NF-«kB),
a jaky je jejich vliv na dal$i molekuly zapojené v procesu hojeni ran. Vliv AgNPs
byl porovnavan s tcinky Ag-I.

Aktivované neutrofilni granulocyty a makrofagy produkuji v ran€ velké mnozstvi ROS
[154], které vede ke snizené migraci fibroblasti [155]. Pokud dojde ke zvySeni hladiny ROS
nad normalni hodnoty, Nrf2 aktivuje expresi cel¢ tady antioxidacnich genli a proteind
stresové odpovédi (napi. HO-1) jejimz vysledkem je ochrana bunky pfed oxidacnim
poskozenim. Z vysledkl vyplyva, ze nizsi koncentrace AgNPs (0,25 a 2,5 pg/ml) nemély vliv
na hladinu ROS, zatimco nejvyssi koncentrace (25 pg/ml) zvysila hladinu ROS po 8 hod
inkubaci (Obr. 21). Dale bylo zjisténo, ze nizsi koncentrace (0,25 a 2,5 ug/ml) zmensovaly
plochu rany po 24 a 48 hod (Obr. 30). Tyto vysledky koreluji se zjisténimi pro expresi jaderné

frakce Nrf2 a expresi HO-1. Bylo pozorovéno, Ze nizsi koncentrace AgNPs (0,25 a 2,5 pg/ml)
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zvysily expresi jaderné frakce Nrf2 (Obr. 22) a HO-1 (Obr. 23), zatimco nejvyssi koncentrace
25 pg/ml zpuasobila pokles Nrf2 vjadie. Tyto vysledky naznacuji, Ze nizké koncentrace
AgNPs (0,25 a 2,5 pg/ml) chrani HDF pied oxidacnim stresem a tak zlepSuji hojeni ran
aktivaci drahy Nrf2. Naopak nejvyssi koncentrace AgNPs (25 ug/ml) potlacuje drahu tohoto
transkripéniho faktoru a tak zvySuje citlivost bun¢k k oxidacnimu stresu, coz miize vést
ke zhorSenému hojeni ran. Tyto zavéry vSak jeSt€ musi byt potvrzeny na Urovni genu.
Vysledky ziskané po 24 hod inkubaci HDF s 25 pg/ml AgNPs vSak odporuji této teorii.
Pozorovany pokles hladiny ROS nebyl zptisobeny aktivaci HO-1 pies drahu Nrf2. Je mozné,
ze vys$i koncentrace AgNPs mize aktivovat expresi HO-1 a tak vést k poklesu ROS jinou
drahou stimulujici redoxné-senzitivni transkripéni faktory, jako je napf. aktivacni protein
AP-1 nebo proteiny teplotniho Soku [156]. Publikované studie potvrzuji, ze AgNPs miize
zvySovat expresi proteinu AP-1 [157]. Vysledky na$i studie dale ukézaly, ze AgNPs
po 24 hod inkubaci snizuji expresi jaderné frakce Nrf2 a zvysuji expresi HO-1 v zavislosti
na koncentraci. Tyto vysledky mohou byt spojeny se skutecnosti, ze zvySeni Nrf2 a HO-1
kulminuje 8 hod po expozici AgNPs a nasledn¢ klesa, coz je v souladu se studii Aueviriyavita
a kol. [158]. Pfi srovnani u¢inktt AgNPs a Ag-I bylo zjisténo, ze Ag-I zplisobuje v nizSich
koncentracich (0,025 a 0,1 pg/ml) vyrazngjsi zvySeni exprese jaderné frakce Nrf2 (Obr. 22).
U generace ROS (Obr. 21) vSak nebyl zaznamenan takovy pokles jako u AgNPs, cozZ je
pravdépodobné zplsobeno expresi HO-1 (Obr. 23), kterd je v pripadé¢ Ag-1 daleko nizsi
nez v piipadé AgNPs.

Existuje nckolik studii zamétenych na sledovani vlivu AgNPs na signdlni drédhu
Nrf2/HO-1, avsak vysledky téchto studii jsou rozdilné. Kang a kol. prokazali aktivaci této
drahy v odpovédi na 24 hod inkubaci bunék SK-OV3 s AgNPs (10 pg/ml) [72]. Podobné
Aueviriyavit a kol. popsali aktivaci této drahy po 6 hod inkubaci bunék Caco-2 s AgNPs
v koncentracich 15 a 40 pg/ml [158]. Na druhou stranu Piao a kol. pozorovali pokles exprese
Nrf2, jeho translokace do jadra a sniZeni transkripéni aktivity Nrf2 po 6—24 hod inkubaci
lidskych jaternich bunék Chang s AgNPs (4 pg/ml) [159]. Z vysledki vyse uvedenych studii
vyplyva, ze koncentrace AgNPs nad 10 ug/ml maji toxické uc¢inky vlivem zvySené produkce
ROS a signalni dradha Nrf2/HO-1 hraje klicovou roli v cytoprotektivni odpovédi po vystaveni
bunék AgNPs. Na druhou stranu, vysledky nasi priace na experimentadlnim modelu
pro studium hojeni ran ukazuji, Ze nizsi koncentrace AgNPs (0,25 a 2,5 pg/ml) neindukuji
generaci ROS, ale naopak napomahaji aktivaci signalni drahy Nrf2/HO-1, a tak chrani HDF
pied oxidacnim stresem a podporuji hojeni ran. Tyto vysledky potvrzuji 1 data ziskana

pfi ryhovém testu (Obr. 29 a 30).
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Béhem poranéni jsou buiikky kromé oxidativniho stresu vystaveny i stresu teplotnimu,
v ramci néjz dochazi k aktivaci HSP. Vlivem AgNPs na HSP se zabyvalo nékolik praci [160-
162]. Kang a kol. pozorovali pouze nepatrny vliv AgNPs (60 pg/ml; 7,5 nm) na expresi
HSP70 a HSP90 u knock-down HK-2 bun€k po 24 hod inubaci [151]. Odlisné vysledky
publikovali Foldbjerg a kol., ktefi porovnavali u¢inek AgNPs (12,1 pg/ml; 15,9 nm) a Ag-I
(1,3 pg/ml) na expresi malych (HSPB7, HSPB8, HSPBY9 a HSPB10) a velkych (HSP70
a HSP90) HSP u bunécné linie A549. Zatimco u malych (HSPBS a HSPB11) HSP bylo
zaznamenano pouze mirné zvysSeni exprese téchto proteinil a nebyl pozorovan vyrazny rozdil
mezi u¢inkem AgNPs a Ag-I, u HSP90 bylo pozorovano vyraznéjsi zvySeni exprese tohoto
proteinu vlivem AgNPs ve srovnani s Ag-I1 [161]. Tyto vysledky ¢asteéné koreluji s vysledky
nasi prace, ve které¢ bylo rovnéZ pozorovano vyrazngj$i zvyseni exprese HSP90 vlivem
AgNPs ve srovnani s Ag-I (Obr. 25). V nasi studii byl rovnéz pozorovan mensi ucinek AgNPs
a Ag-l na HSP27 vporovnani s HSP90, ale na rozdil od vySe zminované studie
byl zaznamenan vyrazngj$i vliv Ag-1 na HSP27 ve srovnani s AgNPs (Obr. 24). Je vsak
dalezité si uvédomit, ze HSP maji u hojeni ran i jiné€ uplatnéni nez jen reakci na bunécny stres
[75]. Zvyseni exprese HSP90 ticinkem AgNPs mliZze byt pozitivni napf. proto, Ze tento protein
je nezbytny pro translokaci FGF 1 a 2 do bunky a tedy spravné fungovani FGF signalni
kaskady, ktera je dulezitd pro mnoho procest, jako je proliferace, angiogeneze, migrace,
prezivani a diferenciace bun¢k [163].

Se zartistanim rany a migraci fibroblasti souvisi také MMP. Béhem hojeni ran
je pro tyto bunky typicka zejména MMP-2 [76]. V neddvné studii bylo prokazano, ze AgNPs
(0,25-25 pg/ml; 10 nm) nemély vliv na expresi MMP-2 u HDF a lidskych keratinocytti [38].
Naproti tomu Jain a kol. zjistili, ze AgNPs (7-20 nm) snizuji aktivitu MMP-2 v zavislosti

na koncentraci (6,25-100 pg/ml) [164]. V naSi praci byla pozorovdna zvySena exprese
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zaznamenana nejmensi plocha ryhy a tedy jeji nejlepsi zariistani. Se zvySujici se koncentraci
AgNPs byla plocha ryhy vétsi a tedy jeji zarGstani horSi. V piipadé Ag-I byla po 8 hod
inkubaci pozorovdna zvySena exprese MMP-2 u vSech studovanych koncentraci (0,025;
0,1 a 0,25 pg/ml) zatimco po 24 hod byla zaznamenédna snizend exprese tohoto proteinu
(Obr. 32B). Tyto vysledky nekoreluji s vysledky ryhového testu, kde byla v obou ¢asovych
intervalech u vSech koncentraci zaznamenana vétsi ryha v porovnani s kontrolou a tedy horsi

zartstani rany. Z vysledkl disertacni prace tedy vyplyva, ze AgNPs v nizkych koncentracich
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ptispivaji ke zrychleni bunééné migrace a tak zartstani ryhy diky degradaci kolagenu [76,
77], zatimco v pripadé Ag-1 by mohlo dochazet k aktivaci inhibujiciho efektu na bunécnou
proliferaci [78]. ZhorSené zariistani ryhy uc¢inkem Ag-I by mohlo souviset i s pozorovanou
zvysenou hladinou ROS (Obr. 21).

Redoxni signalizace indukovana oxida¢nim stresem vede k aktivaci transkripcnich
faktort napt. NF-«xB, ktery déle spousti expresi prozanétlivych genti véetné IL-6. Transkripéni
faktor NF-kB je nezbytny pro vrozenou imunitni odpovéd’ proti mikroorganismim
vstupujicim do rany [51], ale dlouhotrvajici nadmérnéa exprese mize zpiisobit chronicky zanét
[53]. Vyhodnoceni role IL-6 béhem hojeni ran je rovnéz komplikované. Jeho nedostatek vede
ke Spatnému hojeni, naopak dlouhotrvajici zvySena exprese mize zplsobit vznik jizev [56].
ale vysledky jsou protichtidné. Nékteré studie ukazuji, ze AgNPs zvysSuji expresi NF-xB [165-
169], coz vede k transkripci mnoha genii zapojenych do zanétlivé odpovédi napt. 1L-6, 1L-8,
COX-2 a TNF-a [166, 167], jiné studie uvadéji, ze expozice AgNPs nevede ke zménam
NF-xB [169] pfipadn¢ snizuje [170] expresi tohoto transkripéniho faktoru v buiikach
(viz Tabulka 6). Podobné rozporuplné jsou i vysledky studii zabyvajicich se vlivem AgNPs
na hladinu IL-6. Samberg a kol. popsali zvySeni koncentrace IL-6 u lidskych epidermalnich
keratinocytli vystavenych AgNPs (0,34 pg/ml; 20, 50 a 80 nm) po dobu 24 hod [145], zatimco
Greulich a kol. pozorovali snizeni koncentrace IL-6 u lidskych mezenchymalnich kmenovych
bunék po 7 denni expozici AgNPs (2,5 a 50 ug/ml; 100 nm) a Ag-I (2,5 a 50 pg/ml) [171].
Yen a kol. nezaznamenali zadny vliv AgNPs (1 pg/ml; 2-40 nm) na koncentraci IL-6
u mySich makrofagh [91]. Vysledky disertatni prace ukazaly, ze AgNPs v koncentraci
0,25 pg/ml zvysuji expresi NF-kB u HDF po 8 hod inkubaci, zatimco po 24 hod inkubaci
bunck s AgNPs (0,25 a 2,5 ng/ml) byla jeho exprese snizena (Obr. 28). Tyto vysledky koreluji
se zjisténimi pro IL-6, kde byl pozorovan pokles koncentrace tohoto cytokinu (Obr. 26).
Ziskana data naznacuji, ze AgNPs v koncentracich 0,25 a 2,5 pg/ml by mohly ptedchézet
vzniku chronickych ran potlacenim drahy NF-xB, ovSem tyto zavéry musi byt potvrzeny
na urovni genu. Z vysledkl nasi prace a vySe uvedenych studii vyplyva, ze bunécny model,
doba expozice, koncentrace a velikost nanocastic hraji dilezitou roli pfi vysledném vlivu

AgNPs na dradhu NF-«B.
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Tabulka 6: V1iv AgNPs na expresi transkripéniho faktoru NF-kB.

Exprese Koncentrace Velikost Inkubacni

Typ bunék Zdroj
Nf-kB [ng/ml] (nm) doba (h)
zvySeni 0,3;1;3 66,2-77,2 HepG2 24 [172]
zvySeni 3; 10; 30 119-170 HepG2 24 [172]
ZvySeni 100 202200 HepG2 6 [169]

15, 25, 40
zvySeni 5 mysi makrofagy 24 [167]
a4s
zvySeni 20 140 NHDF 8a24 [168]
lidské

ZvySeni 0,05-0,2 5-10 24 [166]

T-lymfocyty

plicni a
zvySeni 400 6-20 48 [165]
mozkové bunky
epitelidlni
beze zmén 100 202200 6 [169]
buitky A549
HCT116
50; 100; 150;
sniZeni 200 20-100 | nadorové bunky 48 [170]
tracniku
zvySeni 0,25 10 NHDF 8 nase data
sniZeni 0,25; 2,5 10 NHDF 24 nase data
beze zmén 25 10 NHDF 8a24 nase data

rrrrr

COX-2, proto byl sledovan vliv AgNPs a Ag-I na expresi tohoto proteinu. Vzhledem k tomu,
ze po 24 hod inkubaci HDF s AgNPs (0,25 a 2,5 pg/ml) doSlo ke sniZzeni exprese NF-xB
ptedpokladali jsme, Ze dojde ke snizeni i COX-2. Prekvapivé vSak bylo pozorovano vyrazné
koncentracné a cCasové zavislé zvySeni exprese tohoto proteinu (Obr. 27). Toto zjisténi
je vsouladu se zaveéry Nishanth a kol., ktefi pozorovali Casové zavislé zvySeni COX-2
na urovni proteinu a RNA u mysSich makrofagi RAW 264.7 po 6, 12, 24 a 48 hod aplikaci
AgNPs (5 pg/ml; 15 a 40 nm) [167]. Dale pozorovali vétsi narast COX-2 po expozici
mensSich nanocéastic (15 nm), které se svou velikosti blizi ndmi testovanym AgNPs
(10,43 + 4,74 nm). Casové zavislé zvyseni exprese COX-2 bylo rovndz popsano dal3im

vyzkumnym tymem z naseho pracovisté u lidskych keratinocyti a HDF po 24 a 48 hod
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expozici AgNPs (0,25; 2,5 a 25 ug/ml) [38]. U Ag-I jsme naopak pozorovali pokles exprese
COX-2 (Obr. 27). Na =zakladé¢ naSich vysledki lze ftici, ze studované nanocastice
pravdépodobné neaktivuji COX-2 pies drahu transkripéniho faktoru NF-kB. V dalSich
experimentech by bylo vhodné ovéfit, zda jsou do jeho aktivace zapojeny napt. MAP kindzy
[173]. Stejné tak by bylo vhodné stanovit dlouhodoby vliv AgNPs na expresi COX-2, protoze
zvyseni exprese tohoto enzymu na pocatku hojeni ran mize pomoci rychlé aktivaci obranné

zanétlivé reakce, ovSem v pozd¢jsich fazich hojeni ran by bylo kontraproduktivni.

6.2 Zapojeni SeNPs do procesu hojeni ran

V soucasné dob¢ je hlavni zdjem o studium SeNPs v oblasti protinadorové terapie.
stimulujicim [98, 99], antibakterialnim a antivirovym [103, 174, 175] G¢inkim by mohly byt
vyuzity, podobn¢ jako AgNPs, také pti hojeni ran. Na druhou stranu nékteré in vitro studie
popsaly jejich cytotoxicitu a antiproliferacni uc¢inky diky nimz jsou SeNPs casto studovany
jako potencidlni latky proti rakovin€. Tyto G€inky vSak zavisi na druhu pouzitych SeNPs,
jejich koncentraci a dobé plsobeni. Jednim z cilii diserta¢ni prace bylo stanovit moznou
toxicitu SeNPs a vliv na morfologii HDF, vyhodnotit antibakteridlni aktivitu SeNPs

a na modelu pro studium hojeni ran sledovat vliv na markery zapojené do procesu hojeni ran.

Toxicita SeNPs a vliv na bunéénou morfologii, antibakterialni aktivitu, generaci ROS
alL-6

V ramci disertacni prace byla nejprve sledovana toxicita SeNPs (55 nm; 0,2-50 pg/ml)
na bunééném modelu HDF po 24 hod inkubaci. Byl pozorovan pokles zivotnosti bunck
v zavislosti na koncentraci a stanovena hodnota ICso 13,7 = 0,9 pg/ml (Obr. 33). Porovnani
naSich dat s publikovanymi vysledky neni jednoduché. Jak jiz bylo uvedeno vyse, prace
se pfevazné vénuji protinadorovému plsobeni SeNPs a pro stanoveni toxicity vyuZzivaji
zejména bunééné nadorové linie. Normdlni (nenddorové) buiky jsou vyuzivany pouze
v né¢kterych ptipadech jako kontroly. Druhym problémem pro jednoduché porovnani
vysledki je, ze testované SeNPs byvaji ¢asto modifikovany, napt. polysacharidy [100, 176-
178] nebo organickymi kyselinami [179, 180] pro zlepSeni jejich vlastnosti jako je stabilita
[100], vychytavani SeNPs buiitkami [176, 179] a cytotoxicita [179]. Hodnoty ICso piehledné
ukazuje Tabulka 7. Je patrné, ze hodnoty ICso se 1i$i v zavislosti na typu pouzitych bunck,

velikosti a modifikaci SeNPs a na dob¢ ptisobeni. Ze studii, které porovnavaly hodnoty ICso
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na normalnich (nenédorovych) buiikdach s nadorovymi liniemi vyplyva, Ze SeNPs piisobi
181].

Vysledky toxicity koreluji s pozorovanou zménou morfologie bunck (Obr. 34).
morfologie, zatimco vysSi koncentrace (12,5 a 25 pg/ml) zpisobily ztratu typického
vietenovitého tvaru bunék. Zména morfologie bun¢k zptisobena uc¢inkem SeNPs byla popsana
rovnéz u bunécéné linie HepG2. Zmeéna tvaru bunck na sféricky byla pozorovana vlivem
SeNPs (70 nm; 10 pg/ml) [102] a SeNPs (40—60 nm; 1 pg/ml; stabilizace chitosanem) [176].
Luo a kol. pozorovali zakulacené bunky se sniZzenou adhezi u bunécnych linii Hela
a MDA-MB-231 po 24 hod inkubaci s SeNPs (133 nm; 0,8-3,2 pug/ml) [99]. Znamky
apoptozy byly popsany u bun¢k A375 po 24 hod expozici SeNPs (59 nm; 1,6-3,2 pg/ml;
modifikace polysacharidem z fas) a u HeLa bun¢k po aplikaci SeNPs (50 nm; 12 pg/ml;
modifikace kyselinou sialovou) [100, 179].

Vramci disertacni prace byla sledovéna také antibakteridlni aktivita SeNPs. Bylo
zjisténo, ze SeNPs piisobi baktericidné na dva kmeny Staphylococcus aureus (vetné
methicilin-rezistentniho) a na dva kmeny rodu Candida. Dale bylo zaznamenano, Ze SeNPs
pusobi bakteriostaticky na jeden kmen Streptococcus haemolyticus (Tabulka 4). Nase
vysledky koreluji s publikovanymi daty. Tran a kol. pozorovali inhibici ristu a pokles
mnozstvi zivych bakterii Staphylococcus aureus uCinkem SeNPs (40-60 nm; 7.8;
15,5 a 31 pg/ml) [182]. Vedle inhibice rustu Staphylococcus aureus byl popsan také
antibakteridlni vliv SeNPs (50-100 nm; 69 g/m?) na Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa a Escherichia coli [183]. Cermonini a kol. publikovvali
antimikrobidlni vliv tfi druhtt SeNPs (syntetizovanych v Stenotrophomonas maltophilia
(170,6 nm), v Bacillus mycoides (160,6 nm) a chemicky (102,5 nm)) na kmeny Pseudomonas
aeruginosa (8512 pg/ml), Candida albicans (256512 pg/ml) a Candida parapsilosis
(512 pg/ml) [184]. Zastaveni rastu Candida albicans potvrdili také Kheradmand a kol.

u SeNPs (25-250 nm) ziskanych z Lactobacillus plantarum a actobacillus johnsonii [185].
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Tabulka 7: Cytotoxicita SeNPs.

Tvo bunék ICo (ug/ml) Velikost |Inkubacni Modifik Zdroi
yp buné 50 (ug/m odifikace roj
(nm) doba (h)
polysacharid
5,36 59 72 [100]
HDF z moiskych fas
(lidské kozni polysacharid
10,1 99,8 £ 0,5 72 [176]
fibroblasty) z houby
13,7+0,9 55 24 — nase data
NIH-3T3 149+0,5 64 + 0,158 4 dextrin
(linie mysich
[178]
embryonalnich 87+0,7 ? 4 —
fibroblastii)
ptes 40,0 50 72 kyselina sialova [179]
HK-2 polysacharid
6,28 £0,41 50 24 [177]
(linie lidskych z motskych tas
rendalnich epitelii) Se/Ru + kyselina
8,07 60 48 [180]
gallova
41,5 80-220 24 — [98]
MCF-7 polysacharid
1,11 59 72 [100]
(linie lidského z motskych fas
prsniho olysacharid
0,3 99,8 +0,5 72 powy
adenokarcinomu) z houby [176]
15,8 255-615 72 —
Se/Ru + kyselina
0,63 60 48
HelLa gallova
| [180]
(linie lidského 1,58 105 48 kyselina gallova
adenokarcinomu pies 3,95 100-200 48 —
délozniho hrdla) 11,1 50 72 kyselina sialova (1791
29,4 442 72 —
HepG?2 olysacharid
P 1,04 59 72 pow [100]
(linie lidského z motskych fas
nadoru jater) 1-5 40-60 48 — [186]
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Selen je dobie znamy antioxidant. Existuji v§ak préce, které popisuji zvySeni hladiny
ROS u bunék plisobenim SeNPs [100, 176, 181, 187], coz miize byt uzitetné zejména
v protinadorové terapii. ZvySena hladina ROS byla pozorovana u HepG2 bunék vlivem
SeNPs s ATP (40 nm; 0,8-3,2 pg/ml) [181], u bunécné linie A375 uclinkem SeNPs
(59 nm; 1,6 a 3,2 pg/ml; modifikace polysacharidem z moiskych tas) [100], u MCF-1 bunék
po aplikaci SeNPs (99,8 nm; 1,6 pg/ml; modifikace polysacharidem zhouby) [176]
a u nadorovych plicnich bunék H157 vlivem SeNPs endogenné vytvorenych inkubaci
se selenitem v koncentraci 10 pmol/l [187]. Na druhou stranu Jiang a kol. pozorovali pokles
hladiny ROS u glioblastomovych bunéénych linii (lidsk¢ U87 a krysi C6) vlivem SeNPs
(50 nm; 3,15-6,3 pg/ml; modifikace polysacharidem z moiskych tas) [177]. Podobné
Forootanfar a kol. prokézali zvySeni vychytavani volnych radikali po aplikaci SeNPs
(80-220 nm; 200 pg/ml) na bunécnou liniit MCF-7 [98]. Studiem vlivu SeNPs na normalni
(nenadorové) bunky se zabyvali Torres a kol., ktefi po aplikaci SeNPs (100 nm; cCisté nebo
stabilizované L-cysteinem) na endotelové bunky HUVEC pozorovali pokles tvorby ROS
[188]. Vysledky této studie Castecné koreluji s vysledky nasi prace (Obr. 35), ve které byl
zaznamenan pokles hladiny ROS po 24 hod inkubaci HDF s SeNPs (6,25 a 12,5 pg/ml).
Naopak nejvyssi koncentrace (25 pg/ml) zpisobila zvySeni hladiny ROS, ackoliv toto zvyseni
nebylo statisticky vyznamné. Je tedy mozné, Ze toxicita SeNPs u vysSich koncentraci
je zptusobena oxida¢nim stresem.

Zanét je klicovy proces pro hojeni ran, ktery mize byt indukovany pravé oxidacnim
stresem. Z tohoto divodu byl vramci disertatni prace sledovan také vliv SeNPs
na koncentraci prozanétlivého cytokinu IL-6, pfi¢emz bylo zjisténo, Ze po 24 hod aplikaci
SeNPs doslo pouze k mirnému zvyseni koncentrace tohoto cytokinu (Obr. 36). Nase zjisténi
jsou v souladu s daty Cermonini a kol., ktefi pozorovali statisticky nevyznamné zvySeni
prozanétlivych cytokinti IL-6, IL-8, IL-12 a TNF-o u HDF a dendritickych bun¢k po 24 hod
inkubaci s SeNPs (500 pg/ml) [184].

Vliv SeNPs na markery zapojené do procesu hojeni ran

Dalsim dil¢im cilem disertacni prace bylo posoudit zapojeni SeNPs do procesu hojeni
ran. K tomuto ucelu byl pouzit stejny experimentalni model pro studium hojeni ran jako
pfi experimentech s AgNPs a Ag-1. Na tomto modelu byl nejprve sledovan vliv SeNPs
(6,25; 12,5 a 25 pg/ml) na bunécnou morfologii. Bylo zjisténo, ze s vyjimkou niz$i hustoty
HDF u koncentraci 12,5 a 25 pg/ml nebyl pozorovan zadny vliv na bunécnou morfologii.

U vSech bunék byl zachovan vietenovity tvar charakteristicky pro fibroblasty (Obr. 37 C-E).
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Tyto vysledky naznacuji, Ze po mechanickém posSkozeni a zahtati plisobi SeNPs na buiky
mén¢ toxicky, mozna az protektivng, a proto by mohly byt vyuzity v prib&éhu hojeni ran. Nase
zjisténi koreluji se zavery prace Yuan a kol., ktefi publikovali, ze lidské neonatalni fibroblasty
byly zahtatim nad 40 °C poskozeny, ale po 24 hod preinkubaci bun¢k s SeNPs (150 nm;
500 pg/ml) odoldvaly bunééné smrti, pravdépodobné¢ diky aktivaci nékterych
anti-apoptotickych gentli chranicich buiiky pfed stresem, které zranéni zptisobilo [189].

Jak jiz bylo uvedeno vyse, zanét je klicovy proces pro hojeni ran. Z tohoto divodu byl
na bunéném modelu pro studium hojeni ran sledovan vliv SeNPs na markery zanétu IL-6
a COX-2. IL-6 ma pozitivni i negativni vliv na pribéh hojeni. Jeho nedostatek vede
ke Spatnému hojeni, a naopak dlouhodobé zvySeni mize zplsobit vznik jizev [56]. Podobné
je to 1 v ptipadé¢ COX-2, u které zvySena exprese na pocatku hojeni ran mize pomoci rychlé
aktivaci obrané zanétlivé reakce a naopak zvySeni exprese v pozdé¢jSich fazich hojeni ran
je kontraproduktivni. V rdmci disertacni prace bylo zjisténo, ze SeNPs (6,25 a 12,5 pg/ml)
zvysuji koncentraci IL-6 u HDF po 8 hod inkubaci zatimco po 24 hod nedoslo k ovlivnéni
tohoto cytokinu (Obr. 41). Tyto vysledky naznacuji, ze by SeNPs v nizSich koncentracich
mohly mit pozitivni vliv na hojeni ran, avSak toto tvrzeni musi byt jesté ovéteno. V piipadé
COX-2 (Obr. 42) byla pozorovana zvySend exprese tohoto proteinu pouze u nejvyssi
koncentrace SeNPs (25 pg/ml) po 24 hod inkubaci, zatimco niz§i koncentrace
(6,25 a 12,5 pg/ml) nemély na hladinu tohoto proteinu dlouhodobéjsi vliv. Zjisténé vysledky
castecné koreluji s praci Malhotra a kol., ktefi publikovali, Ze genova exprese COX-2 u mysi
nebyla ovlivnéna SeNPs [178]. Zhu a kol. naopak popsali snizeni hladin COX-2 na trovni
mRNA u makrofaglh po 1 hod inkubaci s SeNPs (130 nm; 0,8 pg/ml; uprava polysacharidem
z fasy) [190].

Hojeni ran je pro buiky stresova situace, kdy jsou vystaveny oxida¢nimu a teplotnimu
stresu. Z tohoto ditvodu bylo studium rovnéz zaméteno na stanoveni vlivu SeNPs na expresi
markeru oxidac¢niho stresu, proteinu HO-1, a také na expresi markerii teplotniho stresu,
proteiny HSP27 a HSP90. V pifipadé HO-1 (Obr. 38) byla zaznamendna sniZzend exprese
tohoto proteinu po 8 hod inkubaci HDF s SeNPs (6,25 a 25 pg/ml), zatimco po 24 hod byla
pozorovana zvysend exprese u koncentraci 6,25 a 12,5 pg/ml. ZvySenou expresi HO-1
pozorovali také Song a kol. na prasecich stfevnich epiteliich (IPEC-J2) pisobenim biogenné
vzniklych SeNPs (139,43 nm; 0,1 uM). Naopak u chemicky syntetizovanych SeNPs
(120,97 nm; 0,1 uM) nezaznamenali ve srovnani s kontrolou zadny rozdil [191].

U HSP27 (Obr. 39) a HSP90 (Obr. 40) byla pozorovana snizena exprese téchto

proteint po 8 hod inkubaci HDF s SeNPs v nejvyssi koncentraci (25 pg/ml), pficemz
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statisticky vyznamny pokles byl zaznamendn pouze u HSP27. Wang a kol. testovali vliv
amorfni (2,25 nm; 0,02; 0,06 a 0,16 mM) a krystalické (4,1 nm; 0,02; 0,06 a 0,16 mM) formy
SeNPs. Po aplikaci amorfni formy SeNPs na HepG2 builky pozorovali snizeni exprese
proteini z rodin HSP27, HSP70 a HSP90. Autoii predpoklddaji, Ze snizeni exprese téchto
proteini by mohlo vést k dysfunkci bunéné ochrany, coz by vysvétlilo pozorované
antiproliferativni a tumor supresorové Ucinky testovanych SeNPs [192]. Také Bao a kol.,
pozorovali pokles HSP90 u lidskych plicnich nadorovych bun¢k H157 béhem tvorby
endogennich SeNPs, a to i1 pfesto, ze u nadorovych bunck byla popsana hyperaktivace tohoto
proteinu. Autoii piedpokladaji, ze pti tvorbé SeNPs ze seleniCitanu dochdzi k vychytavani
HSP90. Toto vychytavani mize pfispivat k oxidativnimu stresu a tak cytotoxickym ucinkim
seleniCitanu stejné¢ jako SeNPs [187]. Naproti tomu Yuan a kol. prokazali protektivni
vlastnosti SeNPs (150 nm; 500 pg/ml) po 24 hod preinkubaci HDF. Preinkubované bunky
byly vice odolné proti teplem indukované bunééné smrti (zahtati 1 hod, 42°C nebo 45 °C),
coz bylo potvrzeno morfologicky a testem zivotnosti [189]. Vysledky disertani prace,
kdy byly zaznamenany nezménéné hladiny HSPs u nizSich koncentraci ndmi studovanych
SeNPs (6,25 a 12,5 pg/ml) by mohly naznacovat tento ochranny efekt.

Vramci disertaéni prace byl sledovan také vliv SeNPs na klicové enzymy
pro remodelaci ECM (MMP-1, MMP-2 a MMP-3). MMP-1 (kolagendza) je nezbytnd
zejména v Casnych fazich hojeni ran, protoze umoziuje degradaci kolagenovych vldken
a tak odstranéni poskozené tkané. MMP-2 (Zelatindza) je spojena s migraci keratinocytt
[193]. MMP-3 (Stromelyzin 1) se vhojeni ran tucastni remodelace pojivové tkané
a rozpouSténi sraZenin diky své Siroké substratové specifit€é [193]. V naSi studii bylo
zaznamenano sniZzeni exprese vsech tii proteinti (Obr. 43-45) po 8 hod inkubaci HDF s SeNPs
v nejvyssi koncentraci (25 pg/ml). Ztéchto vysledkl vyplyva, ze koncentrace SeNPs
25 ng/ml je pftili§ vysoka a nevhodna pro vyuziti pti hojeni ran. U niz§ich koncentraci SeNPs
(6,25 a 12,5 pg/ml) nebyl pozorovan vyrazny vliv na zadny ze tii studovanych proteinil
s vyjimkou koncentrace 6,25 pg/ml, u které bylo zaznamenéno snizeni exprese MMP-1
po 8 hod inkubaci. Nase vysledky se vSak 1i§i od vysledka ostatnich praci, coz miize souviset
s faktem, ze ostatni vyzkumné tymy se zabyvaji moznym vyuzitim SeNPs jako protinddorové
latky. Bylo publikovdno, Ze SeNPs (100-200 nm) a nanocastice ze slitiny selenu a ruthenia
s kyselinou gallovou (60 nm) v koncentraci 1,6 pg/ml mirn€ snizovaly expresi MMP-2
u HelLa bun¢k [180]. Snizend exprese MMP-2 byla rovnéz pozorovana u fibrosarkomové

bunécné linie HT-1080, kterd byla vystavena SeNPs (80-220 nm; 1-100 pg/ml) [194].
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Snizend exprese MMP-2 u nadorovych bunéénych linii mize souviset se zabranénim migrace

a invazivnosti rakovinnych bun¢k.

6.3 Studium vyuZiti lidského séra (LS) pro regenerativni medicinu

Primérni kultura lidskych koznich fibroblasti (HDF) mize byt vyuzita v mnoha
experimentech, protoze jejich izolace a néslednd kultivace téchto buné¢k neni naroc¢na.
K podpofte ristu se vyuzivaji séra, nejcastéji fetalni bovinni sérum (FBS). Jeho vyhodou je,
ze obsahuje jen nizké hladiny protilatek, mnoho ristovych faktor a dalSich proteind, které
usnadiiuji bunikam preziti, rist a déleni. Na druhou stranu ma kazda Sarze FBS odlisné slozeni
obsahovych latek. Vétsim problémem je vSak riziko kontaminace zvifecimi virovymi
infekcemi, mykoplazmaty a priony [109] nebo imunitni reakce na cizorodé proteiny, pokud
jsou kultivované buiiky vyuzity pro 1é¢bu u lidi. Buniky vSak v médiu bez séra nerostou moc
dobie, coz je problém zejména ve tkanovém inzenyrstvi, kde dlouhd kultivacni doba mize mit
az fatalni disledky, napt. u popalenin [111]. Z téchto diivodl je snahou védci nahradit FBS
sérem lidskym (LS), at’ uz autolognim nebo allogennim [108, 110, 111, 195].

HDF maji typickou vietenovitou morfologii [196]. Béhem starnuti u nich dochézi
ke zvétSovani, zplosténi [134] a prodlouzeni [135]. Bylo publikovano, ze u HDF
inkubovanych v médiu s LS dochédzi ke zméné morfologie [108, 111]. Se zvySujicim
se poctem pasazi byly HDF protahlejsi ve srovnani s bunikami inkubovanymi v médiu s FBS
[108]. Vramci disertatni prace byl rovnéz pozorovan rozdilny vzhled HDF. Bunky
kultivované v médiu s LS byly naopak kratsi, tlustSi se zvyraznénym jadrem ve srovnani
s buitkami, které byly inkubovany v médiu s FBS (Obr. 46). Vzhledem k tomu, Ze zivotnost
HDF kultivovanych v médiu s LS byla vyss§i nez u FBS (Obr. 50), coz je v souladu
s publikovanymi daty [108, 195], bylo vylouceno, Ze by zména tvaru mohla byt projevem
toxicity LS.

Studie zaméfené¢ na proliferaci prokazaly, ze HDF kultivovan¢ v médiu
s 10 % allogenniho LS rostly rychleji nez ty, které byly kultivovany v médiu s FBS [108,
195]. Déale bylo publikovano, ze HDF rostly pfiblizn€¢ 2krat rychleji v médiu
s 2 % autologniho LS ve srovnani s médiem s 10 % allogenniho LS [111]. Vysledky téchto
studii jsou v souladu s nasimi zjiSt€nimi. Bylo prokézéno, Zze v médiu s 10 % LS30 a LS90
rostly HDF témé&f 3x rychleji ve srovnani s 10 % FBS (Obr. 47). ZvySena proliferace je vSak
typickd pro nadorovou transformaci a keloidni jizvy [197]. Z tohoto diivodu byl rovnéz
stanoven tumor supresorovy transkripéni faktor p53 (Obr. 49), jehoz exprese je u nadort
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snizena a u keloidi naopak zvySend. Vzhledem k tomu, Ze protein p53 nebyl detekovan
u kontrolnich HDF kultivovanych v médiu s FBS, ani u bunék inkubovanych v médiu s LS,
ob¢ tyto mozné riistové abnormality byly vylouceny.

Zvysena proliferace HDF inkubovanych v médiu s LS by mohla souviset i s poruchou
bunécného cyklu. Jeho analyza umoznuje zjistit, zda se u studovanych bunék nevyskytu;ji
aneuploidie nebo tetraploidie, protoZze abnormalni DNA mulze vést az knddorové
transformaci. Rovnéz poskytuje informaci o procentu bunék v jednotlivych fazich bunécného
cyklu, coz odréazi uroven proliferace. Mazlyzam a kol. pozorovali vétsi pocet bunck v S-fazi
po inkubaci HDF v médiu s 10 % LS ve srovnani s 10% FBS, coz naznauje zvySenou
syntézu DNA a zvySeni proliferace pfi kultivaci bunck v médiu s LS [108]. Vysledky této
prace se vSak neshoduji s naSimi zjisténimi. Bylo pozorovano az 2x nizsi zastoupeni bunck
v S-fazi u HDF inkubovanych v médiu s LS30 a LS90 v porovnani s buitkami kultivovanymi
v médiu s FBS (Tabulka 5). Vzhledem k tomu, Zze HDF inkubované¢ v médiu s LS dosahly
6. den plné konfluence, dosSlo k zastavé déleni a tak i replikaci DNA. Diky tomu mohl
byt pozorovan pokles bunék v S-fazi, zatimco u HDF kultivovanych v médiu s FBS dosahly
buiikky 6. den pouze 80 — 90 % konfluence a mohly se tedy dale d¢lit. Buiky byly
v normalnim diploidnim stavu, coz je v souladu s vysledky prace Mazlyzam a kol. [108].

V ramci disertacni prace bylo pozorovano, ze HDF rostouci v médiu s LS, se rychleji
odd€luji ode dna kultiva¢ni nddoby po trypsinizaci, coz by mohlo souviset se zménou exprese
proteinit cytoskeletu. U HDF kultivovanych v médiu s10% LS30, LS70 aLS90

byl pozorovan pokles exprese vimentinu v porovnani s bunkami kultivovanymi v médiu

rozdilné. Zatimco Morimoto a kol. nepozorovali rozdily u formace ECM ani zmény
v ukladani kolagenu I [111], Mazlyzam a kol. naopak popsali zvySenou ptilnavost HDF
inkubovanych v médiu s LS a zvySenou expresi kolagenu III a fibronektinu ve srovnani
s bunkami kultivovanymi v médiu s FBS [108]. Podobné¢ Kondo a kol. pozorovali téméf
50% snizeni migrace u HDF inkubovanych v médiu s LS [195].

od dérct razného veku na proces starnuti bunck. Nicméné vysledky téchto studii jsou
rozdilné. Nékteré prace uvadéji, ze nebyl pozorovan rozdilny vliv LS od mladych a starSich
darct na proces starnuti bunc¢k [118, 120], ale existuji prace, které naopak rozdilny vliv
LS mladsich a starSich darcti na proces starnuti bun¢k zaznamenaly [121, 198]. Bayer a kol.
nepozorovali rozdilny vliv LS mladsich (18-30 let) a starSich (60—-80 let) darci na expresi

kolagenu u lidskych fibroblastii (izolovany ze Slachy; darci 18-32 let). Proliferace bunék byla
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rovnéz stejnd u obou skupin déarct [118]. Podobné vysledky publikovali také George a kol.,
ktefi rovnéz nezaznamenali rozdilny vliv LS mladSich (23-36 let) a starSich (69—84 let) darct
na proliferaci a diferenciaci lidskych myoblasti (darci 23 — 38 let) [120]. Rozdilné vysledky
vSak publikovali Abdallah a kol., ktefi popsali pokles exprese osteoblastickych gent
u lidskych mezenchymalnich bunék kultivovanych v médiu s LS starSich (70-84 let) Zen
ve srovnani s bunikami kultivovanymi v médiu s LS mladSich (20-30 let) zen [198]. Pfi studiu
vlivu lyzatu lidskych destiCek na proliferaci lidskych mezenchymalnich bun¢k byla
zaznamenana niz§i proliferace u lyzatu starSich (> 45 let) darch ve srovnani s mladSimi
(<35 let) darci. Lyzat starSich darcii rovnéz zvySoval aktivitu B-gal [121]. Carlson a kol.
a Mayack a kol. prokazali, Zze faktory obsazené v LS cinkuji i u mysi. Popsali, Ze inhibi¢ni
vliv LS starSich darcti (21-24 mésicti) byl silnéjSi nez aktivacni efekt LS mladSich
(2-3 meésice) darct [119, 122]. V naSich experimentech byly pouzity LS od darcti rizného
véku, mizeme tedy mluvit o in vitro modelu pro heterochronni parabiézu. Dil¢im cilem prace
bylo porovnat vliv LS mladych darcti (LS30) a darct vySsiho véku (LS70, LS90, LS100z
a LS100n) na markery souvisejici s procesem starnuti HDF. Byly stanoveny dva inhibitory
cyklin dependentnich kindz (p16 a p21), které jsou mimo jiné aktivovany u senescentnich
bunck a pii jejich zvySené expresi dochazi ke zpomaleni bunécného cyklu [136]. Dale byla
stanovena se senescenci asociovana -gal. V souladu se stanovenou zvySenou proliferaci HDF
byl p16 (Obr. 53 A) a p21 (Obr. 53 B) ve vSech pripadech negativni. Rovnéz nebyla u HDF
inkubovanych s LS (LS30, LS70 a LS90) pozorovana zvysend exprese B-gal (Obr. 55).
Vzhledem k tomu, ze u HDF (déarce 27 let) inkubovanych s LS od darci vyssiho véku
nez byly testované bunky (LS30, LS70, LS90, LS100z a LS100n) nebyla zaznamenana
zvySena exprese cyklin dependentnich kinaz (p16 a p21) a B-gal, mizeme vyloucit vliv
negativni heterochronni parabiozy.

Pokud porovname vysledky u HDF kultivovanych s LS30 a LS90, nebyly nalezeny
zadné statisticky vyznamné rozdily. Piedpokladali jsme, ze HDF porostou Iépe v médiu
s LS30 ve srovnani s LS90. Piekvapivé, v obou piipadech byla zaznamenana vyssi proliferace
bunék v porovnani s FBS, dokonce v ptipadé LS90 o néco malo vyssi proliferace (Obr. 48)
a mensi mnozstvi PI pozitivnich bun€k (Obr. 50) ve srovnani s LS30. S ohledem na tuto
skutecnost bude v nésledujicich experimentech provedena detailni analyza LS90 pro mozny
obsah rejuvenacnich faktorii, které by se daly vyuzit v regenerativni mediciné, ale i hladin

hormoni, ristovych faktorti a ptipadnych 1é¢iv, které mohly mit také vliv na rist bunék.
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7 Zavér

Disertacni prace se zabyvala studiem vlivu AgNPs, iontového stiibra (Ag-I)
a SeNPs na proces hojeni ran in vitro. V ramci studijniho pobytu (9 mésicli) na Odd¢€leni
experimentalni, diagnostické a specialni mediciny Univerzity v Boloni v Italii bylo rovnéz
studovano vyuziti lidského séra pro regenerativni medicinu. Na zaklad¢ ziskanych vysledki

1ze vyvodit tyto zavery:

7.1 Studium vlivu nanocastic stiibra a selenu na hojeni ran

¢ Byla otestovana toxicita AgNPs a Ag-I na buné¢ném modelu HDF. Na zaklad¢
ziskanych vysledkii byly vybrany netoxické koncentrace AgNPs (0,25;
2,5 a 25 pg/ml) a Ag-1(0,025; 0,1 a 0,25 pg/ml), které byly pouzity pro nasledujici
experimenty.

s Bylo zjisténo, Ze vybrané koncentrace AgNPs a Ag-I neovlivituji hladinu ROS
a pouze mirné zvySuji koncentraci IL-6.

¢ Byl vytvoten in vitro model pro studium hojeni ran - lidské kozni fibroblasty (HDF),
byly poskozeny (200 ul pipetovaci Spickou) a nasledné zahtaty (1 hod; 42 °C)
pro simulovani situace ve skute¢né rané. Na vytvoieném in vitro modelu byl
sledovan vliv AgNPs a Ag-I na markery zapojené do procesu hojeni ran. Bylo
zjisténo, Ze:

- AgNPs ani Ag-I neovliviiuji morfologii HDF.

- AgNPs nemaji vliv na hladinu ROS a aktivuji drahu Nrf2/HO-1, zatimco Ag-1
zvySuje hladinu ROS a aktivace drahy Nrf2/HO-1 je v porovnani s AgNPs
nizsi.

- AgNPs zvySuji expresi chaperonového proteinu HSP90 a nemaji vliv
na expresi HSP27, zatimco Ag-I snizuji expresi HSP90 a zvySuji expresi
HSP27.

- Ob¢ formy stiibra snizuji expresi transkripéniho faktoru NF-«xB.

- AgNPs snizuji koncentraci IL-6, zatimco Ag-I nema vliv na koncentraci tohoto
cytokinu.

- Pfi provedeni ryhového testu maji AgNPs pozitivni vliv na zarlstani rany,

zatimco vliv Ag-I je negativni.
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Na zaklad¢ ziskanych vysledkd lze fici, ze AgNPs, zejména v koncentraci

0,25 a 2,5 pg/ml, maji lepsi ucinky na hojeni ran ve srovnani s Ag-I.

s SeNPs plsobi baktericidn¢ na dva kmeny Staphylococcus aureus (vetné
methicilin-rezistentniho) a na dva kmeny rodu Candida a bakteriostaticky na jeden
kmen Staphylococcus haemolyticus.

¢ Na bunééném modelu HDF byla otestovana toxicita SeNPs a pro nasledujici
testovani byly vybrany koncentrace: netoxicka (6,25 pg/ml), blizka ICso (12,5 pg/ml)
a toxicka (25 pg/ml).

¢ SeNPs v koncentracich 6,25 a 12,5 pg/ml neovlivituji morfologii bunék a snizuji

hladinu ROS. V koncentraci 25 pg/ml ovliviiuji morfologii bun¢k, zvysuji hladinu

ROS a koncentraci IL-6.

¢ Na in vitro modelu pro studium hojeni ran bylo zjisténo, ze:

- SeNPs neovliviiuji morfologii HDF.

SeNPs po 8 hod snizuji a po 24 hod zvysuji expresi HO-1. V koncentraci
25 png/ml snizuji SeNPs expresi HSP27, ale nemaji vliv na expresi HSP90.

SeNPs (6,25 a 12,5 pg/ml) zvySuji koncentraci IL-6. Exprese COX-2
je zvysena pouze pii aplikaci koncentrace 25 pg/ml.

SeNPs v koncentraci 25 pg/ml snizuji expresi MMP-1, MMP-2 a MMP-3.

Ostatni koncentrace nemaji statisticky vyznamny vliv na tyto proteiny.

Pfi porovnani u¢inki AgNPs a SeNPs a jejich zapojeni do procesu hojeni ran,
l1ze konstatovat na zakladé vysledkl ziskanych na in vifro modelu pro studium hojeni ran,
ze tento proces vyrazn€ji ovliviiuji AgNPs. Piestoze byla u SeNPs publikovana celd fada
vlastnosti, diky nimz by mohly mit tyto nanocastice uplatnéni pii hojeni ran, na zaklad¢

ziskanych vysledkii se SeNPs v tomto sméru nejevi jako vhodné.
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7.2 Studium vlivu lidskéeho séra na HDF

X/
o

0

Pti kultivaci bunék v médiu s LS (LS30, LS70, LS90, LS100z, LS100n) byla
pozorovana zména tvaru HDF. Bunky byly kratsi, tlusts$i s vyraznéjSim jadrem.

Pti kultivaci bunék v médiu s LS30 a LS90 byla proliferace HDF zvySena
ve srovnani s bunkami kultivovanymi v médiu s FBS. Bylo vylouceno, ze by
zvyseny riust HDF byl zptsoben nadorovou transformaci maligni nebo benigni
(keloidy).

Zivotnost (mnozstvi PI pozitivnich bunék) u HDF inkubovanych v médiu
s LS30 a LS90 byla vyssi nez v médiu s FBS.

U HDF kultivovanych v médiu s LS (LS30, LS70 a LS90) nebyla zaznamenana
zvySena exprese B-galaktoziddazy. RovnéZz nebyla u bunék inkubovanych v médiu
s LS (LS30, LS70, LS90, LS100z a LS100n) zjiSténa zvySena exprese inhibitort
cyklin dependentnich kinaz (pl6 a p2l). Nebyl prokazan vliv negativni
heterochronni parabiosy.

Bylo prokazéno, ze HDF je mozné kultivovat vmédiu s LS misto bézné
pouzivané¢ho FBS.

Porovnanim vysledkit u HDF kultivovanych v médiu s LS30 a LS90 byla v obou
pfipadech zaznamenana vys$$i proliferace bunék ve srovnani s FBS. V piipadé¢
LS90 byla zaznamendna mirné¢ vys§i proliferace a menSi mnozstvi

propidium jodid pozitivnich bunék ve srovnani s LS30.

S ohledem na vysledky ziskané v ramci disertacni prace je probihajici studium

zaméfeno na detailni analyzu LS90 pro mozny obsah rejuvenacnich faktord, které by se

daly wvyuzit vregenerativni mediciné, ale 1 hladin hormonti, rastovych faktort

a ptripadnych 1éCiv, které také mohly mit vliv na rtst bun¢k.
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