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ABSTRAKT

Hojeni ran je pro zdravi ¢lovéka podstatné, tudiz se v posledni dobé vénuje pozornost
o co nejrychlejsi pribeh a celkové zlepSeni tohoto procesu, a tak se tato prace se zabyva
vlivem elektrického pole na proces hojeni. Teoretickd ¢ast obsahuje informace o kuzi,
typech poranéni, hojeni, biomateridlech vyuzivanych k hojeni ran a vlivu elektrického
pole. V praktické ¢asti byly provedeny testy bunééné migrace u fibroblastl, keratinocyti
a kmenovych bunék, pro zjisténi vlivu elektrického pole na tento proces. Vysledky testii
prozradily pfiznivy vliv pfitomnosti elektrického pole na migraci vSech testovanych

bunécnych linii, coz by mohlo pomoci v dal§im zkoumani.

Kli¢ova slova: Scratch test, elektricka stimulace, kiize, hojeni, buné¢¢nd migrace

ABSTRACT

Wound healing is essential for human health, so recently attention has been paid
to the fastest possible progress and overall improvement of this process, and so this paper
deals with the effect of electric field on the healing process. The theoretical part contains
information about skin, types of wounds, healing process, biomaterials used for wound
healing and the effect of electric field. In the practical part, cell migration assays were
performed on fibroblasts, keratinocytes and stem cells to determine the effect
of the electric field on this process. The results of the tests revealed a positive effect
of the presence of an electric field on the migration of all cell lines tested, which could help

in further investigations.

Keywords: Scratch assay, electrical stimulation, skin, healing, cell migration
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UvVOD

V soucasné dob¢ se zdravotnictvi vyviji velmi rychle a stale se usiluje o zdokonalovani
hojeni nejriznéjSich zranéni. Vzhledem k tomu, Ze je klize hlavni bariérou zajistujici
nepruchodnost mikroorganismti zptsobujicich onemocnéni, je dualezité, aby se poranéna
ktze hojila spravné a pokud mozno rychle se obnovila jeji celistvost. Jednim z faktort
ovlivitujicich hojeni ran je elektrické pole, které v misté¢ poranéni ovliviiuje chovani
a migraci bunék a napomaha ke spravnému sledu déja pii hojeni. Jednou z moznosti, jak

napomoci v této oblasti, je plisobenim elektrického pole z vnéjsiho zdroje.

K lepsimu pochopeni této problematiky je dulezité znat strukturu ktize, jak se rany hoji
a jaké rany vlastné existuji, materidly, jez uz ted’ v hojeni ran nasly uplatnéni a az nakonec
funkce elektrického pole, coz je v prvni Casti této prace popsdno. Podrobnéjsi znalosti
o elektrickém poli u hojeni ran by mohli pfispét k vyvoji nejriznéjSich vodivych
biomateriali ¢i pfistroji, které by poté mohly byt vyuzivany ve zdravotnictvi. To je
1divod mého vybéru zrovna tohoto tématu, je to moznost zjistit vice o této oblasti.
K informacim o vlivu tohoto faktoru je mozno se dostat pfes bunécnou migraci, jako je
tomu v této praci. Byly provedeny testy bunécné migrace u tfech linii bunék, coz jsou
fibroblasty, keratinocyty a kmenové bunky. Volba pfisla pravé na tyto buiky z divodu
jejich dulezitosti v oblasti hojeni ran. Znalosti o jejich migraci s vlivem exogenniho
elektrického pole mohou pfispét k dalSimu testovani tohoto faktoru a aplikaci elektrické

stimulace v praxi.
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I. TEORETICKA CAST



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 11

1 STRUKTURA A FYZIOLOGIE KUZE

Kize je orgéan, ktery tvofi ochrannou bariéru proti Skodlivindm rtzného druhu, jako
naptiklad chemického. (Kolarsick et al, 2011) Chrani télo také proti Skodlivym vlivim UV
zateni. Diky melaninu obsazenému v epidermis, jsou bunééné organely vystaveny
mensimu mnozstvi UV zéfeni. (Venus et al, 2010) Avsak vlivem toho zafeni mize kize
vytvaret vitamin D3, ktery je pro organismus dilezity, zvlasté pro kostni tkan. Kaze také
zajistuje organismu termoregulaci, aby se udrzovala optimalni teplota uvniti organismu.
Termoregulace je zajiSténa zizenim i rozsifenim cév, ale také naptiklad aktivaci potnich
zlaz, k cemuz dojde, pokud je organismus vystaven horku. Se starnutim se tento nejveétsi
organ téla méni, postupné se ztencuje, je mén¢ pruzny, jelikoz s rostoucim veékem také
postupné produkuje méné kolagenu. Umoznuje i komunikaci mezi jedinci, vyraz v obli¢eji,
rizné napnuti ¢i svrasténi kiize mize prozradit, jakou emoci dany clovek citi. Aby ktize
plnila svou funkci a chranila svého majitele pted okolnimi vlivy, musi v sobé umét
udrZovat optimalni mnoZstvi vody, cozZ je 18-20 % vzhledem k celkovému mnoZstvi vody
obsazené v organismu. Pokud by tuto schopnost neméla nebo by udrZzovala méné vody,
mohlo by dochazet k vyskytu prasklin, které jsou pak moznym vstupem pro ruzné
necistoty a mikroorganismy. (McKnight et al, 2021) U dosp€lého ¢loveka muze kize
predstavovat az 15 % z celkové hmotnosti. Hlavni déleni kiiZze spociva v jejim rozdéleni

wewvr

2011)

1.1 Epidermis

Epidermis je vrstva klize, kterd je vystavena okolnimu prostiedi. Jak lze vidét na obrazku
1, buiiky jsou uspotaddany do vice vrstev v dlazdicovém epitelu. (Powell, 2006) Hlavnimi
bunikami v této vrstvé jsou keratinocyty, ze vSech bunék jsou nejvice zastoupeny praveé
ony, a to nejméné z 80 %. Epidermis lze jesté rozdélit do dalSich Ctyt az péti vrstev, pét
vrstev je totiZ jen na n&jakych ¢astech téla, coz jsou chodidla a dlan€. U téchto ¢asti je jeste
jedna vrstva, kterd je Ctvrtou od nejspodnéjSich z vrstev epidermis a nazyva se stratum
lucidum. Zbylymi c¢tyfmi vrstvami jsou stratum basale, kterd naléha na dermis,
nad ni je stratum spinosum, dale stratum granulosum a stratum corneum. (Mohamed ef al,

2022)
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Epidermis

Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum

Stratum basale

Obrazek 1 Schéma epidermis (Yousef et al, 2022)
1.1.1 Stratum basale

V této vrstvé nasedaji keratinocyty kolmé na dermis a jsou pfipojené na basalni membranu,
tyto bunky tvofi jen jednu vrstvu, jsou podlouhlé a jejich jadra jsou tmavé zbarvena
z diivodu piitomnosti melaninu, ktery do nich vstupuje diky melanocytim obsazenym
pfimo v této vrstvé. Melanocyty jsou tedy buiiky obsaZené pouze v stratum basale, ovSem
svymi vybézky dodavaji pigment melanin 1 do vyse poloZenych vrstev epidermis. Pigment
je v melanocytech v podobé vackli nazyvanych melanosomy. Melanocyty zajistuji,
aby se pigment dostaval do okolnich keratinocytl,, coz zplsobuje zbarveni kiize a tento
pigment chrani bunku pfed velkym mnozstvim UV zafeni. Rizné zbarveni kiize je dano
tim, jaké mnozstvi pigmentu melanocyty produkuji, ne vSak tim, kolik melanocytii dany
Cloveék ma, jelikoz kazdy ¢loveék ma zhruba stejné mnoZzstvi téchto specialnich bunék. VEtsi
produkci pigmentu lze zajistit vétSim vystavovani kiize slune¢nimu zéfeni, timto vznika
opéleni. (Kolarsick et al, 2011; Mohamed et al, 2022) Nachazi se zde i buitky kmenové
epidermalni, ty jsou zde z diitvodu obnovy celé epidermis, ke které dochazi kazdych zhruba
tticet dni. Tyto bunky se d€li opakované, jejich délenim vznikaji dcefiné buiiky, které
se postupné¢ posouvaji do vysSich vrstev epidermis, a nakonec se odlouci. K vyssi rychlosti

déleni epidermalnich kmenovych bun¢k dochazi naptiklad v ptipadé poranéni. K dal§im
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bunkdam této vrstvy patii merkelovy bunky, které jsou pfipojeny ke keratinocytim,
nachazeji se v cCastech téla, jez jsou velmi hmatové citlivé. Mohou se seskupovat
ve hmatovych discich rozmisténych praveé v téchto castech. (Kolarsick et al, 2011; Janes et

al, 2002)

Keratinocyty jiz od této vrstvy prochazeji postupnym procesem zmeény, ktery se nazyva
keratinizace. V tomto procesu buiky postupné produkuji a hromadi vice keratinu, ktery
se stava soucasti jejich opory. V dalsi fazi ztraceji organely, bunka zemfe, a nakonec

se odlouci od nejsvrchnéjsi vrstvy epidermis. (Kolarsick et al, 2011)

1.1.2 Stratum spinosum

Na startum basale nasedaji bunky vrstvy stratum spinosum uspotadané do péti az deseti
fad. V téchto tfadach se buiiky li§i strukturou i tvarem, ¢im bliZze jsou vné&jSimu okoli,
tim jsou také vétsi a plossi. Tyto buiky ve vysSich fadach obsahuji lamelarni granula,
coz jsou lysozomy obsahujici enzymy a heterolipidy. Bunéfnymi spojenimi jsou
desmozomy, zajistujici pevnost v pripadé mechanickych vlivl, a gap junctions diky
kterym buiiky komunikuji pomoci chemickych signali. Kvili hojnym desmozomiim buiiky
vypadaji jako by znich vybihaly trny, a pravé z tohoto diivodu je tato vrstva nazvéana
stratum spinosum. K builkdm stratum spinosum patii kromé keratinocytl také
Langerhansovy buiky podilejici se na imunitni odpovédi organismu v piipad¢é proniknuti
naptiklad viru. Tyto buiiky totiz mohou reprezentovat antigen a timto zpiisobem upozornit
T-lymfocyty. Langerhansovy buiiky také nejsou se sousednimi nijak spojeny. (Kolarsick et

al, 2011)

1.1.3 Stratum granulosum

Stratum granulosum je tvofena Ctyfmi vrstvami bunck, coz se ale miize liSit vzhledem
k tomu, na jakou ¢ast t€la se zrovna pozorovatel zamé&fi. V castech téla, které jsou velmi
namahané, miiZze byt tato vrstva kiize silnéjsi, ale v opaéném piipad¢€ je mozné, Ze bude mit
také napfiklad jen jednu fadu bunék. Keratinocyty jsou zde stdle zivymi builkami
aprispivaji ke keratinizaci. Produkuji proteiny napomahajici procesu keratinizace.
Obsahuji granula napomahajici keratinovym vldknim a lysozomy, diky kterym zacinaji

buiiky ztracet organely. (Kolarsick et al, 2011; Mohamed et al, 2022)
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1.1.4 Stratum lucidum

Stratum lucidum je soucasti epidermis pouze na chodidlech a dlanich. Je to tenké vrstva

tvofend prisvitnymi bunkami. (Mohamed et al, 2022; Yousef et al, 2022)

1.1.5 Stratum corneum

Bunky této vrstvy jsou bezjaderné a nazyvame je korneocyty. Tato vrstva je prvotni
ochranou organismu, jelikoz je v pfimém kontaktu s okolnim prosttedim. Je zodpovédna
za to, aby nedochazelo ke ztratdm vody. Buniky mohou tvofit dokonce az dvacet na sebe
nasedajicich vrstev. Kolem korneocytli se nachézeji lipidy, které pfispivaji bariérové
funkci, v samotnych koerneocytech jsou vSak jen v malém zastoupeni. (Kolarsick et al,

2011; Menon et al, 2012)

1.2 Dermis

Spojeni mezi dermis a epidermis je tvofeno porézni membranou, na které se podileji bunky
obou vrstev kiize, ovSem buiiky stratum basale hraji v tomto spojeni vétsi roli. Diky této
membrang si také obé vrstvy mohou vyménovat latky. Dermis tvoii nejvétsi cast kize
a nachazeji se v ni nervova vldkna, jez tvofi tcliska pro detekci doteku, tlaku a dalSich
vjemi. Je také cévné zdsobena, coz je faktor ovlivitujici termoregulaci, protoze 1ze ovlivnit
prutok krve a tim padem organismus muze teplo zadrzet nebo odvést do okoli. Diilezitymi
slozkami epidermis jsou vldkna kolagenni a elastickd. Dermis obsahuje pfedev§im
kolagenni vlakna, kterd se mohou neustale cilen¢ rozkladat a skladat v nové. (Kolarsick et
al, 2011) Svazky kolagennich vladken nachazejici se v dermis vSak maji rizné formy
dle svého umisténi, jelikoZz se dermis skladd ze dvou vrstev, jeZ se nazyvaji papilarni
aretikularni. Retikuldrni vrstva nasedd na podkoZzi, obsahuje pevna, Sirokd, husté
uspofadana kolagenni vldkna. Papilarni vrstva je jemna sitt kolagennich vldken
na retikulédrni vrstvé 1 s obsahem fibroblasti. (Woodley 2017) Vldkna zajist'uji, ze vrstva
dermis je nejen pevna, ale také pruzna. VSechny typy vldken v této vrstvé jsou vytvareny
dilezitymi bunikami nazyvané fibroblasty, kterych maji nejvice v klizi kojenci, dospélému

¢lovéku jich v kiizi ziistane méng. (Kolarsick et al, 2011)

1.3 Podkozi

Podkozi je tvofeno tukovymi buitkami — adipocyty. Tyto buiiky jsou schopny produkovat

enzymy, které nasledné $tépi triacylglyceroly, rozst€pené slozky poté zpracuje organismus.
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Adipocyty se také podileji na odbouravani tuku, pokud organismus nepfijimd potravu
a musi vyuzit zdsobni energii v podob¢ tuku. K tomuto miize dochézet i v piipad¢ stresu.
Podkozni tuk ma dvé vrstvy. Povrchova vrstva, ta kterd se nachazi blize k dermis,
je schopna se v ptipadé ubytku podkozniho tuku vracet do polohy, v jaké byla jesté pred
ziskanim tohoto tuku, tato vrstva je tedy elasticka. Pojivova tkan v této vrstvé vytvaii
oblouky, diky kterym se muze zvétSovat ¢i smrstovat. Pod ni je vrstva hluboka, ktera
se nenachazi vSude po téle na rozdil od vrstvy povrchové. Podkozi ma na riznych ¢astech
téla rozliSnou S§itku, zajiStuje mechanickou oporu kiize a je dualezité pifi udrzovani
organismu v optimalni teploté lidského téla. (Illouz, 1990; Kolarsick et a/, 2011; Mohamed
et al,2022)
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2 TYPY PORANENI KUZE

Rany kiize mizeme rozdélit podle riznych faktort do vice skupin. Faktory, podle kterych
rany rozdélime, mohou byt naptiklad, jak bylo zranéni zpiisobeno, ptfed jakou dobou
k nému doslo, zda je rana sterilni ¢i naopak, do jaké vrstvy kiize zasahuje. Dalsi faktor je
misto, kde rdna vznikla, coz se uziva tieba u cileného vytvoteni rany pii operaci. Posledni
faktor, diky kterému lze n¢jakym zplsobem rozdélit poranéni je slozitost, coz muze
vyjadfovat, jestli doslo k néjakému ubytku tkdné pfi poranéni ¢i zda jsou zasazeny i jiné

organy téla. (Sarabahi a Tiwara, 2012; Percival, 2002)

2.1 Rozdéleni dle kontaminace rany

Rany v tomto odd¢leni jsou uspotadany do Ctyt tiid, z nichz prvni stupen jsou rany Cisté
aposledni Ctvrty stupen rany znecisténé, které se nijak neléCily a doprovazi je také
nekroza. U tfetiho stupné se v rané¢ nachazeji bakterie. Kontaminace ma vliv na pozdé&jsi
hojeni rdny, proto je nutné rany ocistit pred dalSim oSetfenim. To ale n€kdy nelze provést
naprosto dikladné, coz se stava naptiklad u poslednich dvou tfid, a pro lepsi hojeni se tedy

rana nechd oteviend. (Sarabahi a Tiwara, 2012; Percival, 2002)

2.2 Druhy ran dle zpiisobu poranéni

TrZzné rany vznikaji néjakym pretrZzenim, jak uZ je z ndzvu patrné. Diky sile se zptetrhaji
vlakna v k71 a okraje rany jsou nepravidelné, zubaté. Tento druh ran m4 spolecny znak
s pohmozdéninami a to ten, Ze se podobn& 1é¢i, tudiz se k trznym randm pfifazuji
1 pohmozdéniny. PohmoZdéniny vznikaji ndrazem tupého predmétu. (Sarabahi a Tiwara,

2012)

Dalsi skupinou ran jsou ty, u kterych neni porusena celistvost klize, ale dojde ke krvaceni
uvnitf klize, je zplisoben takzvany hematom, ktery je na obrazku 2. Tato poranéni vétSinou

nepotiebuji specidlni osetfeni a po n¢jaké dobe vymizi. (Sarabahi a Tiwara, 2012)



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

Obrézek 2 Hematom (Brouwer a Maistry 2023)

Ostré predméty mohou kizi zpiisobit bodné rany rtizné hloubky. Ostrych predméti,
kterymi lze zplsobit takovou ranu je mnoho, jako naptiklad jehly z injekénich stiikacek,
u kterych je mozné, ze dojde k ptenosu nejriznéjSich onemocnéni jako je zloutenka typu
C, coz nasledn¢ zpusobuje dalsi komplikace. At uz bodnou rdnu zpisobi jakykoli ostry

predmét, tak ranu infikuje. (Sarabahi a Tiwara, 2012)

VétSinu ran kousnutim zpiisobuji domaci mazlicei, a to konkrétné ko€ky a psy. Problém
u tohoto typu ran napiiklad nastava v pifipad€ vzniku infekce. K infekci dochazi kvuli
mikroorganismtim, které zvitata prenesou do rany pii kousnuti. V ptipadé kousnuti ko¢kou
je az 50% Sance, Ze k infekci dojde. U kousnuti psem je pravdépodobnost vzniku infekce
mensi. Ranu po kousnuti psem lze vidét na obrazku 3. Celisti zvifat mohou proniknout také
ke kosti ¢ikloubu, to nasledné miize zplsobit jejich zanét. Rany tohoto typu vSak

nevytvareji jen zvirata, ale také cloveék. Bud’ dojde k pfimému kousnuti do kize, ale je také

vV

vewr

ke kloubtim, infekce se pak dostava pod kazi. (Sarabahi a Tiwara, 2012)
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Obrazek 3 Rana po kousnuti psem (Fox et al, 2015)

Avulze je typ poranéni, kdy se vSechny vrstvy ktze oddéli od kosti ¢i svalu. Nemusi
se takto objevovat jen rana oteviend, ale také uzaviend, coz je €ini zradnymi, jelikoz
na prvni pohled zranéni nemusi vypadat tak zdvazng€. (Boettcher-Haberzeth a Schiestl,
2013) Avulzni zranéni se vétSinou stavd na koncetinach, tfeba v pfipad¢ sevieni strojem.
Pod n¢ patii izranéni degloving, u kterého dochazi k pieruSeni ptivodu krve do kuze,
objevuje se u nich nekroza, neziva tkan se musi odstranit pro spravné hojeni. (Sarabahi

a Tiwara, 2012; Percival, 2002)

K ranam, které jsou zpiisobeny drcenim, miZe dojit kviili velkému tlaku, coZz zpiisobi smrt
bun¢k. PoSkozena tkan, kterd uz by se nemohla nijak obnovit, se musi odstranit.
To by mélo byt provedeno po jednom az dvou dnech znovu, protoze u téchto zranéni
se Spatné zjisSt'uje, jak moc tkdn€¢ se musi odstranit. Pfi nedokonalém odstranéni by mohlo

dochazet ke komplikacim pti hojeni. (Sarabahi a Tiwara, 2012; Percival, 2002)

Nakonec budou predstaveny popaleniny, které se jesté déli podle zavaznosti na dalsi
stupné. Mezi lidmi je asi nejznaméjsi déleni na tii stupné, kdy prvni neni Uplné zavazny,
zaznamename zarudnuti, hoji se rychle a bez dalSich néasledkli na vzhledu ktzi. Druhy
neinfikovala. U tfetiho stupné je klUze vyrazné poskozena, vétSinou neni schopna
se obnovit, rana zasahuje do vSech vrstev a je nutna operace, kdy se ¢ast tkdn¢ musi
nahradit. Popalenina tfetiho stupné je na obrazku ¢islo 4. Takovéto rozd€leni neni Gplné

presné, jelikoz se stupné posuzuji spiSe dle vzhledu zranéni. Piesnéjsi je rozdélit
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popaleniny na zaklad¢ hloubky priniku kizi, z ¢ehoz vyplynou ¢tyfi stupné. Prvni stupeni
je stejny jako u predchoziho déleni a stejné je toiu posledniho. V tomto déleni podle
hloubky, kterd ovliviiuje nasledné hojeni, u prvnich dvou stupiii nebude na konci procesu
hojeni nijak poznamenand kiZze a u dvou poslednich bude vznikat jizva. Existuje také
déleni, diky kterému mohou zdravotnici fict, jakd plocha téla je postizena. Urci
tak v procentech mnozstvi zasazené¢ plochy kize vzhledem k celkové. Popéleniny
nejcastéji zpusobuje politi horkou kapalinou nebo také pfitisknutim horkého predmétu,

dalsi pfi¢iny mohou byt slune¢ni zafeni ¢i pfimy plamen. (Abraham et a/, 2018)

Obrazek 4 Popalenina tietiho stupné
(Alharbi et al, 2012)

2.3 Druhy ran dle ¢asu

Rozdéleni, podle doby, pied jakou byla rana vytvofena, umozni rozfazeni do tii Casti.
Akutni rany byly vytvofeny pfed méné nez Sesti hodinami, chronické rany vznikly pred
peti a vice dny a mezi timto casovym rozmezim se nachazi rany subakutni. (Percival,

2002)
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3 PROCES HOJENI

Na procesu hojeni se podili mnoho bunék, mediatori a faktorti. Je tvofen Ctyimi
navazujicimi, prolinajicimi fazemi, jimiz jsou hemostaza, zanétliva faze, proliferace
aremodelace, jez jsou zobrazeny na obrazku ¢islo 5. Koneénym vysledkem je jizva.
Hojeni rany mize ovliviiovat mnoho faktord a jednotlivé faze se podle toho ptipadné lisi.
Nasledn¢ si tedy popiSeme Ctyti faze hojeni pro akutni rany, které se hoji primarnim typem
hojeni. Tyto rédny se uzaviraji do 12 az24 hodin a nedochazi k zadnym komplikacim

v jakékoli fazi hojeni. (Enoch a Leaper, 2008)

Obrézek 5 Faze hojeni ran — zleva hemostaza, zanétliva faze, proliferace a remodelace
(Trinh et al, 2022)

3.1 Hemostaza

Prvni ze ¢tyt fazi hojeni je hemostdza — zastava krvaceni. Neprobihd u ran, pii kterych
nedoslo ke krvaceni. Hojeni i tak mliZe prob&hnou diky ostatnim fazim. U krvacejicich ran
hemostaza zafind okamzit¢ ziZenim cév a vytvafenim srazeniny, na které se podileji
krevni desticky. Krevni desticky také nepfimo zasahuji do dalSich fazi hojeni, jelikoz jejich
granula uvoliiuji do okoli rlstové faktory aktivujici dalsi bunky, jimiz jsou naptiklad
fibroblasty, nutné pro nésledujici procesy. Diky témto rychlym procesim nedochazi
k dal$im ztratdm krve a miiZze nastat faze zanétu. (Enoch a Leaper, 2008; Guo a DiPietro,

2010)

3.2 Zanét

Zanétliva taze nastupuje jiz prvni den od vzniku rdny a trva piiblizné tfi dny. MlUZeme
jijesté rozdélit na fazi Casnou a pozdni. V prvni fazi hraji nejvétsi roli builkky imunity
neutrofily, jejichz hlavnim ukolem je, aby nedoslo k infekci. Krevnim fecistém se dostanou
do oblasti rany a odstranuji cizorodé latky. Tento proces je doprovazen zrudnutim

a otokem v oblasti rany. Zacinaji také migrovat epitelové builky, kterym vytvari podklad
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srazenina s fibrinovou siti vytvofenou v piedchozi fazi. V pozdni fazi pifebiraji hlavni roli
makrofagy. Do jejich funkce spada dalsi ¢isténi rany, produkce riistovych faktort, s jejich
pomoci se podileji na dalSim vyvoji hojeni rany, jelikoz ovliviiuji fazi proliferace. (Enoch

a Leaper, 2008; Gonzalez et al, 2016)

3.3 Proliferace

Tieti faze muze trvat zhruba dva tydny. Rana se postupné zaceluje, tvoii se takzvana
granulacni tkan, ktera je vytvarena migrujicimi, rostoucimi a dé€licimi se fibroblasty
produkujici slozky extracelularni matrix. Extraceluldrni matrix je mezibunéénd hmota
skladajici se zkolagenu, elastinu, glykoproteini a proteoglykanii. Fibroblasty vytvari
basalni membranu hlavné produkei kolagenu ttetiho typu, ktery se u remodelace degraduje
a vice se naopak produkuje kolagen prvniho typu. Na basilni membrané¢ se podileji
1 keratinocyty. Obnovuje se i cévni sit’ v misté poranéni, coz je dulezité z hlediska ptivodu

zivin 1 kysliku. (Enoch a Leaper, 2008; Gonzalez et al, 2016)

3.4 Remodelace

V posledni fazi dochazi k neustalé degradaci a nasledné tvorb& extracelularni matrix,
aby vysledné spojeni bylo co nejpevnéjsi. Proces zacind jiz ve fazi proliferace a mize trvat
nékolik tydnt, ale i rok. Kone¢nym vysledkem je jizva, kterd obsahuje silnd kolagenni
vldkna, méné bunék nez neposkozend kize a vyznacuje se i mensi pevnosti nez kize,

jez nebyla poranéna. (Enoch a Leaper, 2008; Gonzalez et al, 2016)

3.5 Ovlivnéni hojeni

Vyse byl popsan sled udélosti, jimiz probiha idealni hojeni ran. Jsou vsak rtizné faktory,
které¢ jednu nebo vice fazi ovlivni, coz mize zkomplikovat ¢i prodlouzit cely proces
a ovlivnén miiZe byt i vysledek. Jednim z faktorti miize byt omezeny piisun kysliku k rané.
Ze zacatku je normalni, Ze kyslik v oblasti rany chybi, jelikoZ tento fakt zapoc¢ne Castené
procesy hojeni. Pokud by ale nastal dlouhodoby vypadek v piisunu kysliku, dojde
k pomalejSimu hojeni. Hojeni ran mize ovliviiovat fyzické zdravi jedince, ale 1 psychické.
Pokud je jedinec vystaven stresu, mize se naru$it imunita a nasledné probéhne pomaleji
faze zanétu. Tato faze je pomalejSi u starSich osob, celkovy proces bude probihat delsi

dobu, ale na kvalitu zhojeni tento faktor vliv mit nebude. (Guo a DiPietro, 2010)
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Komplikace v procesu zptisobuji onemocnéni, jako je diabetes a také l1éky. Obézni lidé
jsou nachylngjsi k tvorbé viedil, prolezenin a k infekcim v pritbé¢hu hojeni. Je u nich vétsi
riziko nemoci, jako napftiklad jiz zminény diabetes. (Guo a DiPietro, 2010) Také v ptipade,
kdy pacient podstupuje chemoterapii, je proces hojeni ran opozdén. (Anderson a Hamm,

2012)

Alkohol je jednim z dalSich faktorti zvySujici riziko infekce. Zalezi u néj na mnozstvi, zda
jde o konzumaci dlouhodobou ¢i vyjimecnou. Kufaktim jejich zlozvyk utvaii komplikace
pii regenerovani z operativnich zakroka, je mozné 1 odumirani tkan¢ v okoli rany. Koufeni
celkové a latky tvorici cigaretovy koui negativné ovliviuji tok krve, sled mechanismil
hojeni a mnoho bunék, jako jsou napiiklad fibroblasty a makrofagy. (Guo a DiPietro,
2010) Tento faktor zasahuje do vSech fazi hojeni. Kufaci maji snizeny ptisun kysliku do

rany, je také snizend tvorba kolagenu. (Anderson a Hamm, 2012)

K hojeni ran bez komplikaci je dilezité pfijimat ziviny ve spravném mnozstvi; dilezité
jsou bilkoviny, esencialni mastné kyseliny, dostatek vitamind, sacharidy. (Guo a DiPietro,
2010) SniZeny pfisun bilkovin zplsobuje vétsi nachylnost infekce v rané. Z vitaminQ
je dilezity vitamin A, ktery zvysuje pocet bunck podilejicich se na zanétlivé fazi, v piipade

poranéni je vhodné zvysit jeho denni davku. (Stechmiller, 2010)
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4 BIOMATERIALY VYUZIVANE PRI HOJENI

Biomateridly jsou latky, které se pouzivaji k vyrobé zdravotnickych produktt, ale nejsou
1éCivem. Diulezité je, aby nezplsobovaly nezadouci reakce organismu. V oblasti koznich
poranéni se tyto materidly pozivaji na vytvoieni vhodného prostiedi pro spravnou
a rychlejsi regeneraci nebo také k vyplnéni chybéjici ¢asti. (Aramwit 2016) Biomaterialii

je velké mnozstvi, a proto si nize uvedeme jen nékteré ze zakladnich.

4.1 Biomaterialy na bazi polysacharidii — homoglykany

V této skupiné biomaterialli se objevuje chitin a chitosan. Chitin se nachazi u korysd,
konkrétné v jejich schrankach, dal$im zdrojem jsou i1 n&které houby. Chitosan je jeho
derivatem. (Islam et al, 2017) Chitin podporuje hojeni, jelikoz je to pfirodni material
a je pro lidsky organismus velmi dobie pfijatelny. Chitosan priznivé ovliviiuje funkci
krevnich desticek a celkové pfispiva k norméalnimu hojeni poranéni. Oba homoglykany
jsou vhodné pro vyrobu obvazového materidlu. Chitosan se pfidava také do hydrogeld,
které umoznuji rychlejsi hojeni. (Aramwit 2016; Agrawal et al, 2014) Rychlejsi hojeni
bylo potvrzeno pii pouziti chitosanové hydrogelu na popdaleniny potkanii. Porovitost
hydrogelu podporovala rist bunék. Rana s pouzitim tohoto hydrogelu se zmenSovala

rychleji neZ bez néj. (Ribeiro et al, 2009)

4.2 Biomaterialy na bazi polysacharidia — heteroglykany

Pod nésledujici kategorii spadd kyselina hyaluronova. V naSem organismu se pfirozené
nachdzi tfeba v ktzi, kloubni tekutiné a ve sklivci. Vyrabi se z ni podptirna konstrukce
pro rist bunék, scaffold. (Aramwit 2016; Agrawal et al, 2014) Pro lepsi hojeni
by se v budoucnu mohly pouZivat dvouvrstvé scaffoldy, které jsou tvofeny nejen kyselinou
hyaluronovou, ale také chitosanem a polykaprolaktonem. (Chanda et al, 2018) Kyselina
hyaluronova zlepSuje podminky pro bunky, diky ni mohou burky rychleji rist a prorustat.
Podili se na obnové cév. U tohoto faktu bylo zjisténo, Ze mize d¢j vytvareni cév
1 zpomalovat. Zda jej tedy urychli ¢i zpomali, zavisi na délce fetézce kyseliny hyaluronové.
Pro zlepSeni vlastnosti pro konkrétni aplikaci se pfirodni polymer casto modifikuje.

(Aramwit 2016; Agrawal et al, 2014)
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4.3 Biomaterialy na bazi bilkovin

Kolagen, nachazejici se v této skupiné, je pro lidsky organismus velmi dilezity; jako
bilkovina je nejrozsifenéjsi. Existuje neyméné 28 typt kolagenl, ale jen né&které
se vyuzivaji jako biomateriadly. Vyrabi se v mnoha forméch, z nichz kazdd ma zamétené
vyuziti vzdy mirné jinde z diivodu riznych funkci. Kolagen ve form¢ houby se vyuziva
u popalenin, udrzuje vlhkost pro dobré hojeni. Pfi poranéni michy se pouziva kolagen
ve form¢ gelu. Membrana se vyuzije napiiklad u obvazii, mize slouzit i jako podpora pro
rychlej$i migraci fibroblastli a nasledné se rozlozi. Kolagenové obvazy jsou vhodné nejen
u popéalenin, ale i u vfedd. Ptiklad komer¢niho kolagenového obvazu se nazyvany
Promogran je vyrdbén firmou Systagenix. (Aramwit 2016; Agrawal et al, 2014;

Chattopadhyay a Raines, 2014)

V této kategorii se také nachdzi hedvabné biomateridly. Hedvabi se ziskava z kokoni
Bource morusového a znéj se dalSim zpracovanim ziskaji dvé hlavni bilkoviny fibroin
a sericin. Hedvabné biomaterialy jsou hojné vyuZivany k hojeni. Je lepSi upfednostnit
obvaz z tohoto materidlu nez bézny obvaz, u néj je moznost poskozeni rany v procesu
hojeni pfi vyméné bézného obvazu. U hedvabnych obvazi je mensi pravdépodobnost této
komplikace, kterd se mize jesté snizit v piipad¢ potazeni vlaken fibroinu naptiklad véelim
voskem. Tak jako u kolagenu, mohou i tyto materidly byt v riznych formach jako je gel,
vlakna, film ¢i scaffold. V budoucnu by bylo mozZnosti je vyuZivat u popalenin nebo ran

diabetika. (Aramwit 2016; Wang et al, 2024)

4.4 Syntetické biomaterialy

Pii hojeni ran se vyuZivaji také syntetické biomateridly, napfiklad polymery. Film
z polyuretanu se ptidava do obvazl, které udrzuji ranu vlhkou, coz podporuje lepsi hojeni,
mén¢ bolestivy proces hojeni a také migraci bun¢k k ran€. Do obvazii se také pouziva
polyethylenglykol, ten napomédha redukci jizvy. Dal§im pouzivanym materidlem
je polykaprolakton, k némuz se pfiddvaji nanocéstice stfibra, aby vylepSily schopnost
obrany proti mikroorganismim. Existuji 1 biomateridly na hojeni ran s inkorporovanymi
buiikami. Jeden ztéchto materiali se nazyva TransCyte. Obsahuje nylonova vlakna,
na kterych jsou fibroblasty. Jednim z dalSich materidli je Dermagraft, také obsahujici

fibroblasty a ma skvélé ti¢inky v hojeni viedld. (Mir et al, 2018)
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4.5 Funkcionalizace biomateriala

V posledni dobé je neustala snaha o jesté vétsi urychleni procesu hojeni, tudiz se posouva
vyvoj funkcionalizovanych biomateriali. Ty maji vlastnosti jako klasické biomaterialy,
jako je podpora riistu bunck, vytvotreni lepsiho prostiedi, ale jesté k tomu jsou o néjaké
funkce vylepseny. Docilit téchto materialit mizeme napiiklad pfidanim ristovych faktord.
(Wang et al, 2024) Zajimavé jsou materidly funkcionalizované spermidinem. Spermidin
je latka nachazejici se ve spermiich se schopnosti ovlivnit zanétlivou reakci, coZz by mohlo
najit vyuziti pfi zmirnéni nezddouci imunitni reakce na implantat. (Wang et al, 2023)
Dalsim vyuzivanym zplsobem funkcionalizace je zavedeni -elektrické vodivosti
do biomaterialu. K tomuto tc¢elu slouzi naptiklad uhlikové nanotrubice. Ty jsou pro lepsi
pfijmuti organismem jeSt¢ Casto obaleny v polymeru. Existuji také hydrogelové vodici

obvazy, pény a houby, lehce pouzitelné kuptikladu na popaleniny. (Yu et al, 2022)
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5 VLIV ELEKTRICKEHO POLE NA HOJENI RAN

5.1 Vznik endogenniho elektrického pole

Elektrické pole je jednim z velmi dilezitych krokd, které spousti kaskddu déji vedouci
ke zhojeni kiize. Elektrické pole pfirozené se vyskytujici u lidského organismu je nazyvano

endogennim elektrickym polem. (Jia ef al, 2021)

Jestlize je klze zdrava, neni porusena, je v organismu napéti, kterému se fika
transepitelidlni potencial. Transepitelidlni potecidl je tvofen transportem kationtti sodiku

a aniontt chloru na basalni a apikalni stranu. (Jia et al, 2021)

Jakmile dojde k poranéni kiize, transepitelialni potencidl se zméni na zdpornou hodnotu
vzhledem k niZze neposkozené tkani. Z poskozenych bun€k unikaji ionty a vytvafi
se gradient. Rana k sob¢ tedy pfitahuje kladny naboj a tim se vyvola endogenni elektrické
pole. (Jia et al, 2021; Tai et al, 2018) Takto tomu je na zacatku, v prib&hu procesu hojenti
se pak elektrické pole méni, elektricky potencidl postupné roste az do zhruba devatého dne
od vzniku rany a v nasledujicich dnech klesa a vraci se do stavu pfed vznikem poranéni.
(Farber et al, 2021) Elektricky proud je zptisoben ionty, ptedevs§im ionty sodiku a chloru,
ale také véapniku a drasliku, obsaZzenymi v extraceluldrni matrix a v buitkdch. Endogenni
elektrické pole ma vysokou intenzitu kolem rany, a ¢im blize ke stfedu je, tim jeho

intenzita klesa. (Jia et al, 2021; Tai et al, 2018)

5.2 Vyznam pri hojeni ran

Endogenni elektrické pole hraje predevsim diileZitou roli v migraci bun€k. Jeho vliv vSak
nastava hned na zacatku poranéni, a to u faze hemostazy, kde napomaha vzniku sraZeniny.
Nésledujici zanétlivé faze se UcCastni neutrofily a makrofagy, jejichz tkolem je ranu
vycistit, zbavit ji nezadoucich latek a mikroorganismli. Pomoc endogenniho elektrického
pole v této fazi spociva v podpofe pohybu bunék imunitniho systému smérem k rané
a lepsiho odstrafiovani cizorodych latek ze strany makrofagh. Tteti fazi je proliferace,
ve které uz endogenni elektrické pole ovliviiuje pohyb bunck piedevsSim keratinocytd,
ale také fibroblastli a bunék tvoftici cévy. (Jia et al, 2021) V ptipadé vnéjsiho elektrického
pole jsou také nékteré bunky orientovany a pfitahovany vice ke katod¢ a druhé k anodg,
jako je tomu napftiklad u fibroblastl. (Farber et al/, 2021) Bylo zjisténo, ze je to zasadni
funkce, jelikoZ toto pole mize migraci ovlivnit mnohem vice nez ostatni faktory. Vypada

to, Ze okoli rany spolupracuje, aby se buiiky dostaly do rany a hojeni probihalo, jak ma.
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Elektrickému poli v tom napomdha také nedostatek kysliku v rané, coz také spousti
nasledujici procesy hojeni. (Jia ef al, 2021) V této fazi se obnovuji cévy, coz je dilezité pii
okysliceni hojici se tkan€. V1iv na hojeni mtize mit shlukovani erytrocyt v krvi, k cemuz
nedochazi, jelikoz maji zdporny zeta potencial. Na zdpornou hodnotu zeta potencidlu maji
pfedev§im vliv sialové kyseliny na povrchu erytrocytd. Ke shluku erytrocyti miize
dochazet u diabetikil, coz nasledné komplikuje hojeni. (Farber et al, 2021) Konec¢nou fazi
hojeni rany je remodelace, u které¢ endogenni elektrické pole pokracuje v navadéni bunck
k ranég, v této fazi konkrétn¢ fibroblasti. Fibroblasty postupné degraduji a znovu vytvari

extracelularni matrix, a nakonec vznika jizva. (Jia et al, 2021)

5.3 Elektricka stimulace

Externi elektricka stimulace by mohla byt v budoucnu velmi pfinosné v oblasti hojeni ran,
a to predevsim ran chronickych a nehojicich se. Je to napodobeni ptirozené¢ho elektrického
pole, které¢ se vytvari pii procesu hojeni, pomoci aplikace vné&jsiho elektrického proudu.
Dulezité je zjistit jakd intenzita, doba a podoba elektrické stimulace by byla nejlepsi
pro podporu hojeni. Problémem je, aby se pfistroj, dodavajici do rany elektricky proud,
pfimo nedotykal kize. (Tai et al, 2018) Pro rizné zkousky jiz na pacientech se vyuziva
stejnosmérny elektricky proud, u né&jz byl zjistén rychlej$i hojeni nehojicich se ran,
konkrétn¢ viedl. Zkousi se také pulzni proud, ktery se rozd&luje na monofazicky
a bifazicky. (Jia et al, 2021) Do monofazickych spada Casto vyuZzivany vysokonapétovy
pulzni proud neboli HVPC, tento proud je pouZzivan kratkodobé¢ a byly u né&j rovnéz lepsi
vysledky ve srovnani s ranami, které byly 1éCeny bez elektrické stimulace. (Jia et al, 2021;
Tai et al, 2018) Pro co nejbliz8i napodobeni ptirozeného elektrického pole, byla vytvotena
konstrukce, u které se nachdzi negativni elektroda uprostfed rany a pozitivni okolo. Tento
typ aplikace se nazyva smérové elektrické pole a rdna se s touto aplikaci rychleji zmenSila.

(Jia et al, 2021)

Pozadavkem v elektrické stimulaci mize byt také pohodlnad aplikace a mensi velikost
zafizeni. Byla tedy vytvofena bioelektrickd ndplast vytvarejici iontovy proud. Naplast
obsahuje enzymatické biopalivové cClanky, hydrogel, 1€katskd lepici paska a elasticky
vodivy rezistor. Tyto ¢asti davaji dohromady néplast, kterd je i pruznd a pohyb neptekazi
ve spravném fungovani a dodavani stejnosmérného elektrického proudu. Naplast
se testovala na ranach u mysi a na obrazku cislo 6 lze vidét, jak néplast na jedné z nich

vypada. (Kai et al, 2017)
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Obrazek 6 Bioelektricka naplast na laboratorni mysi
(Kai et al, 2017)
Na obrazku 7 lze vidét, jak probihalo zacelovani rany u tfi druhti hojeni. Ve vsech
skupinach se nachazelo sedm mysi. U skupiny A se se hojeni ni¢im nepodpofilo, skupin¢ B
byl aplikovan hydrogel, ktery je soucasti bioelektrické néaplasti a skupina C méla na rané
bioelektrickou naplast. Po sedmi dnech se testovani ukoncilo. Na konci byla velikost rany
skupiny A a C srovnatelné velkd, ale skupina C méla vyhodu v tom, ze probihalo vlhké

hojeni, coz snizuje tvorbu jizev. (Kai et al, 2017)
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Obrazek 7 Testovani bioelektrické naplasti (C) v porovnani s hydrogelem (B)

a pfirozenym hojenim (A) (Kai ef al, 2017)
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5.4 Vliv na bunéénou migraci

Migrace bunék je dilezita ¢ast hojeni ran. Buiiky se musi dostat do mista poranéni a v tom
jim napomahé pravé elektrické pole. Tento jev, kdy se buiniky pohybuji na zakladé
elektrického podnétu, se nazyva elektrotaxe. Elektrickym polem se v buiikach aktivuji
signdlni dréhy, kterymi bunky vnimaji elektrické pole a nasledn¢ mohou reagovat.

V keratinocytech se aktivuje fosofinositid 3-kinéza (P13) na stran¢ katody. (Zhao, 2009)

Zjistovalo se, jak elektrotaxe funguje, ale zezaCatku spiSe na bunkach osamocenych,
coz dava zkreslenou odpoveéd’, jelikoz pii hojeni ran jsou bunky ve shluku a komunikuji
spolu diky bunéénym spojim, a to ovliviiuje také elektrotaxi. Pii provedeni testl
na monovrstvé keratinocytd bylo zjiSténo, Zze se pohybuji smérem k anodé¢ a buiky
na okraji této monovrstvy nebyly tak aktivni jako ostatni. K testim na monovrstvu pouzili
stejnosmeérné elektrické pole o velikosti 0,5 V/cm a po ¢tvrt hoding jiz zaznamenali posun

keratinocyt pravé smérem k anod¢ a az nasledné probihala reorientace. (Cho et al, 2018)

5.5 Testovani bunééné migrace

V nasledujici ¢asti budou uvedeny rizné testy, kterymi lze hodnotit migraci bunék. Prvni
ztestl je Boydenova komorova zkouska, u které builky prochazi z komory o mensi
koncentraci séra do komory s vyS$§i koncentraci séra oddélujici se od sebe membranou.
Buiiky prochdzi pfes membranu s pory o menSim primeéru, neZ je ten jejich. Vyhodnoceni
poté probihd urenim mnozstvi proslych bunék, histologickym barvenim bun¢k ¢i pouzitim
fluorescencnich barviv, u kterych se nemusi odstraiiovat buiiky zlstavajici na stran¢ s nizsi
koncentraci média. (Kramer et al, 2013) Tento test muze byt provadén napiiklad
s fibroblasty. (Monsuur et al, 2016) Proces Boydenovy komorové zkousky lze vidét

na obrazku c¢islo 8.

DO
T

Obrazek 8 Boydenova komorova zkouska (Hulkower a Herber, 2011)
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Scratch test je jednou z moznosti, jak analyzovat migraci bunék. Tento jednoduchy test
je proveden vytvofenim ryhy, casto Spickou pipety, do monovrstvy bunck. Nasledné
je mikroskopicky pozorovan ubytek neosidlené Casti ryhy buitkami. Zkreslovat vysledky
testu mohou bunky, které¢ se nelplné odchlipily od povrchu v oblasti provedené ryhy
avpribéhu testu se opét vtéto oblasti pfichytily k povrchu. Dalsi znevyhod
je nekonstantni Sitka ryhy v celé své délce. (Kramer et al/, 2013) Tento test byl proveden
naptiklad u monovrstvy keratinocytii. Buiikky byly nabarveny fluorescencnimi barvivy,
ryha byla focena do doby Uplného zaceleni a fotky nasledné vyhodnoceny v programu

Image-J. (Walter et al, 2010)

Test s vyloucenou bunéénou zénou je podobny testu predchozimu a jeho proces je mozno
vidét na obrdzku cislo 9. V tomto piipadé se neobjevuji negativa scratch testu. Vznika
ohranicend oblast o definované velikosti a buiiky navic nejsou poskozeny. Na trhu existuji
desticky s jamkami a zatkami, které pevné pfilnou k povrchu, tak aby se nasledné nasazené
buiky nedostaly mezi povrch jamky a zatku. Po odejmuti zatek u ¢asti jamek se sleduje
zaceleni oblasti. Dalsi ¢ast jamek se zatkami slouzi jako reference. (Hulkower a Herber,

2011)

Obrézek 9 Test s vylouc¢enou bunécnou zoénou
(Hulkower a Herber, 2011)
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II. PRAKTICKA CAST
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6 CILPRACE

Cilem této prace bylo prohloubeni dosavadniho poznéani v oblasti piisobeni exogenniho
elektrického pole na hojeni koznich poranéni. Pomoci scratch testii byla zjiStovana

migrace bunék tfech bunécnych linii:
e mysi embryondlni fibroblasty NIH/3T3,
o lidské epidermalni keratinocyty HaCaT,
e mysi embryonalni kmenové buiikky ES-R1.

Testy byly provedeny na monovrstvach s vnéj$im elektrickym polem a pro porovnani i bez
néj. Nasledné urceni vlivu elektrického pole na migraci bun¢k bylo vyhodnoceno pomoci

sofwarové analyzy.
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7 METODA KULTIVACE BUNECNYCH LINIi A PROVEDENI
SCRATCH TESTU

7.1 Pouzité latky a pristroje

Pro kultivaci bunécnych linii a scratch testy byly pouzity nasledujici latky a pomitcky:
Hydrogenuhli¢itan sodny prasSek (PAA, Rakousko), Dulbecco's Modified Eagle médium
(DMEM, Gibco, Spojené staty americké), DMEM s vysokym obsahem glukézy (Biosera,
Francie), Roswell Park Memorial Institute médium 1640 (RPMI médium 1640, Gibco,
Spojené kralovstvi), fetdlni bovinni sérum (Biowest, Spojené staty americké), teleci sérum
(Biosera, Francie), penicilin-streptomycin (Lonza, Belgie), MEM roztok neesencialnich
aminokyselin 100X (MEM NEAA, Gibco, Spojené staty americké), 2-merkaptoethanol
(Serva, Némecko), faktor inhibujici leukémii (LIF, Chemicon, Spojené stity americké),
zelatina (Penta, Ceska republika), Trypsin-EDTA 10X (Biosera, Francie), ROTI®Cell
fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem (PBS, Carl Roth, Némecko), kultivacni nadoby
a misti¢ky (TPP, Svycarsko), dratek — 90 % platiny, 10 % iridia (GoodFellow, Némecko).

Dale pak byly pro experiment pouZity tyto pistroje: centrifuga 5702 R (Eppendorf, Ceska
republika), lamindrni box Biol30 A2 s pfislusenstvim (Alpina, Polsko), inkubator
Heracell™ 150i s piislusenstvim (Thermo Scientific, Spojené staty americké), inverzni
mikroskop IX51 (OLYMPUS Japan, Japonsko), fluorescenéni mikroskop Olympus IX81
(OLYMPUS Japan, Japonsko), digitdln¢ fizeny a programovatelny stejnosmérny napajeci

zdroj, model 72-10480 (Tenma, Spojené kralovstvi).

7.2 Kultivace fibroblastu

Mysi embryonalni fibroblasty NIH/3T3 (ECACC 93061524, England) byly kultivovany
v kultiva¢nich nadobach o objemu 75 ml v inkubatoru pti 37 °C a 5% koncentraci oxidu
uhli¢itého. V laminarnim boxu pak nasledovalo pasazovani, kdy se kultivatni nadoba
naklonila a odsélo se médium, ze které¢ho si bunky braly ziviny. Médium obsahovalo
DMEM s vysokym obsahem gluko6zy, hydrogenuhlicitan sodny, teleci serum (10 obj. %)
a penicilin-streptomycin (1 obj. % roztoku o 100 pg/ml). Po odsati veskerého média
se ptidalo 15 ml PBS, jehoz ucelem bylo odplavit odumielé buiiky a zbytky média. PBS
se tedy pomalu nalévalo na plochu porostlou fibroblasty a poté se odsalo. Dale bylo
pfidano 7,5 ml trypsinu. Ten se nechal ptsobit po dobu tii minut, pies které byla kultiva¢ni

lahev s fibroblasty a trypsinem umisténa do inkubatoru. Po uplynuti této doby
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se zkontrolovalo, zda se fibroblasty odd¢lily od povrchu. Kontrola probihala pohledem,
kdy vidime bil¢ shluky bunék pohybovat se v trypsinu. Pokud tato kontrola nebyla
dostate¢na, zkontroloval se pohyb bunék v médiu pod inverznim mikroskopem. K trypsinu
s fibroblasty se pfidalo 7,5 ml média a pomoci pipety se cely tento roztok s bunkami
prevedl do zkumavky. Zkumavka byla umisténa do centrifugy na tfi minuty pii 1100 rpm.
Zkumavka se vyjmula zcentrifugy a postupné¢ se s opatrnosti odsal supernatant,
tak aby ve zkumavce ziistaly vSechny fibroblasty. K témto fibroblastim se pfidal 1 ml
Cerstvého média a suspenze se zhomogenizovala. S touto suspenzi se nasledné pracovalo

pfi ptiprave scratch testu.

7.3 Kaultivace keratinocyta

Kultivace a nésledné pasazovani lidskych epidermdlnich keratinocyti HaCaT (Boukamp
et al, 1988) probihalo velmi podobné jako u fibroblasti. Keratinocyty byly kultivovany
v kultivaénich lahvich o objemu 25 ml také v inkubatoru. Médium pro keratinocyty
obsahovalo RPMI médium 1640, hydrogen uhli¢itan sodny, fetalni bovinni sérum
(10 obj. %) a penicilin-streptomycin (1 obj. % roztoku o 100 pg/ml). V laminarnim boxu
se provadélo pasazovani, pii kterém bylo opét prvnim krokem odsati média.
Poté se ptidalo 5 ml PBS, které se nasledn¢ odséalo a tento krok s PBS se opakoval jeste
jednou. Nasledovalo pfidani trypsinu, jehoz mnozstvi bylo 2,5 ml. Tentokrat se nechal
pusobit déle, a to presné¢ deset minut, pies které se kultivacni nddoba umistila zpét
do inkubatoru. Po uplynuti deseti minut byla na fad¢ kontrola, zda se bunky oddélily
od povrchu. K trypsinu a keratinocytim se pfidalo 2,5 ml média a vSe se prevedlo
do zkumavky. Zkumavka se umistila do centrifugy na pét minut pii 1100 rpm. Po ukonceni
se v laminarnim boxu odsal supenatant a k buiikdm se ptfidal 1 ml cerstvého média.

Suspenze se opét zhomogenizovala a dale se s ni pracovalo pii pfiprave scratch testu.

7.4 Kaultivace kmenovych bunék

Kultivace a pasdzovani mySich embryonalnich kmenovych bunék ES-R1 (Nagy et al,
1993) probihala ¢aste€né odlisn€ neZ u fibroblastii a keratinocytll. Kmenové bunky byly
kultivovany v mistickdch o objemu 2 ml v inkubétoru pii 37 °C. Médium u téchto bunék
obsahovalo DMEM, MEM NEAA (100 mM), 2-merkaptoethanol (0.05 mM), teleci sérum
(16.5 obj. %), penicillin-streptomycin (1 obj. % roztoku o 100 pg/ml) a LIF (5 ng/ml).
Po vydéni z inkubétoru bylo v lamindrnim boxu odsdno médium a povrch s kmenovymi

buiikami byl oplachnut 1 ml PBS. PBS se nasledné odsélo a tento krok se provedl jesté
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jednou. U dalsiho kroku se ptidalo 150 pl trypsinu, ktery se nechal na buiiky pisobit
po dobu dvou az tii minut. Stejn€ jako u ostatnich bunck se provedla kontrola, zda jsou
buniky oddéleny od povrchu. K trypsinu a kmenovym buitkam se pfidal 1 ml média
a provadélo se postupné nasavani a vypousténi pipetou. Pfi vypousténi suspenze se vzdy
postupné obkrouzila misticka, aby do suspenze piesly vSechny kmenové buiiky. S touto
suspenzi se pak nasledné pracovalo u pfipravy scratch testu. V ptipadé kmenovych bunék
se neprovadéla centrifugace, jelikoZ jsou tyto buiiky velmi citlivé. Mensi riziko je nechat

jim v médiu malé mnozstvi trypsinu, coz snesou lépe nez centrifugaci.

7.5 Scratch testy

Ptipravend suspenze fibroblastii uvedena vySe se nafedila a do misticky o objemu 2 ml
se nasadila suspenze o koncentraci fibroblasti 1-10° na 1 ml média. Stejné se postupovalo
u keratinocytii. Pfredtim nez se do misti¢ek nasadily kmenové buiiky, musel se na plastik
provést povlak 0,1% zelatiny, ktera byla pfedem vyautoklavovana. Poté se mohlo
ze suspenze 1 ml odebrat 150 pl suspenze, dat do nové upravenych misticek a doplnit
médiem do 2 ml. VZdy byly u buné€k piipraveny dvé misticky, které se daly do inkubétoru,
a na druhy den se zkontrolovalo, zda je plocha dostatecné porostla bunikami. Pokud ano,
nasledoval postup u vSech bunck stejny. Do obou misticek se, v lamindrnim boxu,
v monovrstvé vytvofila pipetovaci Spickou ryha. Uvolnéné builkky byly odstranény
promytim a odsatim PBS. Thned byly pofizeny fotografie na fluorescenénim mikroskopu
v ase 0. U bunck s pouZzitim exogenniho elektrického proudu byly do vika misticky
naproti sobé vytvotreny dirky, kterymi byly provleceny dratky, tak aby se dotykaly média.
Obé misticky se umistily do inkubatoru, k dratkiim byl pfipojen stejnosmérny napajeci
zdroj, ktery vytvarel elektrické pole 50 mV a 1 mA. Druhd misticka byla referencni.
Postupné se po hodiné nésledujicich 8 hodin obé ryhy fotily vZzdy na stejném misté
aposledni fotka byla pofizena 24 hodin od provedeni ryhy. Fotky byly nasledné

vyhodnoceny v programech ImageJ a CellProfiler.
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8 VYSLEDKY

8.1 Pribéh vyhodnoceni scratch testu

Fotografie ze vSech provedenych scratch testli byly zpracovany v programu open-access
CellProfiler software 4.2.6 (Carpenter et al, 2006) v nékolika krocich, které jsou nize

uvedeny i1 s ndzornymi obrazky.

Jako prvni krok je Crop, ktery ofizne obrazek, 1ze ho vidét na obrazku 10. Aby bylo mozné

zaméfit se na konkrétni ¢ast, byly obrazky ofiznuty na velikost (500 x 400) pixela.
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Obrazek 10 Crop. Vlevo pted Gpravou, vpravo po.

Druhym krokem je ColorToGray, ten pifevede obrazek s vice barevnymi kanaly na jeden
nebo vice obrazkl ve stupnich Sedi, coz je vidét na obrazku 11. Timto krokem se fotografie

ptevede do ¢ernobilého provedeni. Nutné pro dalsi zpracovani.
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Obrazek 11 ColorToGray.

Vlevo pted tpravou, vpravo po.
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Treti krok je na obrazku 12. coz je ImageMath provadéjici jednoduché matematické
operace s intenzitami obrazkd. Konkrétné byla provedena Inverze: Tim se nejtmavsi barva
stane nejsvetlejsi a naopak. Inverze pievede fotografii tak, aby méla cerné pozadi a bunky

barvy bilé, a mohlo tak dojit k vyhodnoceni.

Gray ImageAfterMath

100 1 4 e 100
200 : ; & 200

300 4 - : 300

0 200 400 0 | 200 400
Obrazek 12 ImageMath. Vlevo pted upravou, vpravo po.

Ctvrty krok je EnhanceOrSuppressFeatures, ktery zvyrazni nebo potladi uréité obrazové
rysy (naptiklad skvrny, prstence a neurity), coz muze zlepSit naslednou identifikaci
objektl. Tento modul zvysuje nebo potlacuje intenzitu urcitych pixelti vzhledem ke zbytku

obrazu tim, Ze na obraz aplikuje filtry pro zpracovani obrazu.

ImageAfterMath 0 EnhanceOrSuppressFeatures

100 100

200 200

300 300

0 100 200 300 400 500 0 100 200 300 400 500

Obrazek 13 EnhanceOrSuppressFeatures. Vlevo pied tipravou, vpravo po.

Paty krok Smooth vyhlazuje, zjemni obrazy. Tento modul umoznuje vyhlazovat, rozostfit
obrazky, coz miiZze byt uzitecné pro odstranéni drobnych artefaktti. Metoda vyhlazovani:
Vyhlazeni obrazkd se provadi pomoci takzvaného Gaussian Filter. Jejim ucinkem je

rozmazani a zakryti prvki men$ich nez zadany primér a rozprostfeni jasnych nebo
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tmavych prvka vétsich nez zadany priamér. Krok Smooth, jenz je na obrazku 14, umoziuje

vytvoftit jednolitou vrstvu, tudiz program spravné vyhodnoti jen plochu rany.

Original:
EnhanceOrSuppressFeatures

100

200

300

0 100 200 300 400 500

Obrazek 14 Smooth. Vlevo pted Gpravou, vpravo po.

Sestym krokem je IdentifyPrimaryObjects, jenz identifikuje biologické objekty zajmu,
obvykle organismus, buiiku nebo bunéény oddil (naptiklad jadra, buniky, kolonie, Cervy).
Vyzaduje snimky ve stupnich Sedi obsahujici svétlé objekty na tmavém pozadi. S timto
krokem byvaji nejvétsi problémy. Krok cislo sedm MeasurelmageAreaOccupied méii
celkovou plochu v obraze, kterou zabiraji objekty definované jednim z modulil Identify.

Sesty a sedmy krok z vyhodnocovani v programu CellProfiler je na obrazku 15.

Tissue Tissue outlines

100 A

200

300 ~

0 200 400 0 200 400

0 200 400

Obrazek 15 Identifikace plochy

Poslednim krokem je ExportToSpreadsheet, ktery exportuje méteni do jednoho nebo vice

soubort, které 1ze oteviit v aplikaci Excel nebo jinych tabulkovych procesorech.

Scratch testy byly vyhodnoceny rovnéz v programu Imagel. V praktické Casti bakalaiské

prace jsou vSak uvedeny jen vysledky z programu CellProfiler, jelikoz vysledky z obou
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programti byly v celku srovnatelné, ale kiivky grafi v pfipadé nakonec zvoleného

programu vykazovaly mensi odchylky a vysledky byly pfesnéjsi.

8.2 Fibroblasty

Na obrazku ¢islo 16 jsou fotografie ze scratch testl fibroblastti v ¢ase 0, po 8 hodinach
od zacatku testu a po 24 hodinach. Vlevo jsou fotografie z reference a vpravo fotografie
z testu pii pouziti elektrického pole. VSechny fotografie byly pofizeny fluorescen¢nim
mikroskopem pii zvétSeni 40x. Pii pofizovani fotografii z testu s aplikaci elektrického pole

byla katoda vlevo a anoda vpravo.

reference el. pole

0Oh

8h

24 h

Obrazek 16 Mikrofotografie ze scratch testt fibroblastli v ¢asech 0, 8 a 24 hodin. ZvétSeni
40x.
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Na obrazku 17 je grafické zpracovani vysledku testu. Pro porovnani je v jednom grafu
ktivka pro referenci a kiivka, kdy bylo pouzito elektrické pole. V obou ptipadech lze vidét,

ze se plocha simulujici rdnu postupné zmensuje.
120
100

80

60
—8—c¢l. pole

a0 reference

Pomeér plochy rany (%)

20

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Cas (h)

Obrazek 17 Graficka zavislost poméru plochy rany na dob¢ trvani testu u fibroblasti

8.3 Keratinocyty

Na obrazku ¢islo 18 jsou fotografie ze scratch testu keratinocytd v ¢ase 0, po 8 hodinach
od zacatku testu a po 24 hodinach. Vlevo jsou fotografie z reference a vpravo fotografie
ztestu pii pouziti elektrického pole. Na fotografiich je velmi homogenni ryha,
coz je zpuisobeno nejvetsi adhezi keratinocytd k povrchu, vzhledem k ostatnim pouzitym
buiikdm. VSechny fotografie byly pofizeny fluorescenénim mikroskopem piti zvétSeni 40x.
Pti pofizovani fotografii z testu s aplikaci elektrick¢ho pole byla katoda vlevo a anoda

vpravo.
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reference el. pole

Oh

8h

24 h

Obrazek 18 Mikrofotografie ze scratch testd keratinocytl v ¢asech 0, 8 a 24 hodin.
ZvétSeni 40x%.

Na obrazku 19 je grafické zpracovani vysledku testu. Pro porovnani je v jednom grafu
ktivka pro referenci a kiivka, kdy bylo pouzito elektrické pole. V obou ptipadech 1ze vidét,

7e se plocha simulujici rdnu postupné zmensuje, az je Uplné zacelena.
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Obrazek 19 Graficka zavislost poméru plochy rany na dobé¢ trvani testu u keratinocytt

8.4 Kmenové buiiky

Na obrazku c¢islo 20 jsou fotografie ze scratch testu kmenovych bunék v case 1,
po 8 hodindch od zacatku testu a po 24 hodinach. Vlevo jsou fotografie zreference
a vpravo fotografie z testu pfi pouziti elektrického pole. VSechny fotografie byly potizeny
fluorescenénim mikroskopem pii zvétSeni 40x. V piipadé kmenovych bunck se test
vyhodnocoval od jedné hodiny po zacatku testu, jelikoZ v prib&hu této prvni hodiny testu,
u reference, se ¢ast monovrstvy bunék, kterd byla v oblasti rany, oddélila a vysledek
by nebyl porovnatelny s fotografii v case 0. Tento problém se vyskytuje u scratch testid
pomérné Casto. Pfi pofizovani fotografii z testu s aplikaci elektrického pole byla katoda

vlevo a anoda vpravo.
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reference el. pole

1h

8h

24 h

Obrazek 20 Mikrofotografie ze scratch testii kmenovych bun¢k v ¢asech 0, 8 a 24 hodin.
ZvétSeni 40x%.

Na obrazku 21 je grafické zpracovani vysledku testu. Pro porovnani je v jednom grafu
ktivka pro referenci a kiivka, kdy bylo pouzito elektrické pole. V obou ptipadech 1ze vidét,

7e se plocha simulujici rdnu postupné zmensuje.
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Obrazek 21 Graficka zavislost poméru plochy rany na dob¢ trvani testu u kmenovych

bunék
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9 DISKUZE

V praktické casti této prace se zjiStovalo, jaky vliv ma stejnosmérny elektricky proud

na migraci buné¢nych linii fibroblasti, keratinocyti a kmenovych bun¢k.

Na obrazku 17 jsou kiivky zmenSeni nepokryté plochy fibroblasty v Case u reference
a aplikace elektrického pole. Je mozno z néj zjistit, Ze v prvnich hodinach se u reference
plocha rany mirn¢ zvétSila. U scratch testu je to vSak Casté z divodu vytvotfeni ryhy
pipetovaci Spickou, ktera mulze poskodit okolni buiky, jez se nakonec odd¢li
od monovrstvy. V ptipad¢ pouziti elektrického pole je vSak tento negativni jev potlacen
a migrace bungk je znateln¢ rychlejsi. Po 8 hodinach v elektrickém poli byla rana z 18,4 %
zacelena, zatimco u reference méla rana témét pivodni rozmér. Avsak na konci testu
jevidét, ze doSlo k pokryti stejného mnozstvi plochy. Scratchtest na krysich
mezenchymalnich fibroblastech provedeny ve studii Park et al, 2014 prokazal podobné
vysledky. V jejich ptipadé se jistilo, Ze po 12 hodinach od zacatku testu fibroblasty
migrovali ¢im dal pomaleji a nejrychleji se uzaviela rdna v ptipad€¢ pouziti elektrického

pole 92,3 V-cm™.

Experimenty s keratinocyty jiz také byly provadény, a to napiiklad zjisténim jejich migrace
pomoci testu s vyloucenou bunécnou zoénou, kdy k vytvotfeni ryhy simulujici rdnu byla
pouzita silikonova paska. Ve studii Lu et al, 2021 byla zji$téna vEtsi rychlost pokryti ryhy
v piipadé aplikace vnéjsiho elektrického pole o velikosti 200 mV-mm™. U testu
s keratinocyty provadéném v této bakalaiské praci byly plochy na konci testu pln€ pokryty
buiikami, a to jak u reference, tak s pouzitim elektrického pole. To l1ze vidét na obrazku 19,
kde je porovnani testli s keratinocyty. Jak u reference, tak v ptipad€ aplikace elektrického
pole dochazi k rychlému zmenseni simulované rany. Po 8 hodinach od zaatku testu jsou
vysledky pomérné podobné, ale u testu s elektrickym polem bylo dosaZeno lepSiho

vysledku (40,4 % pomér plochy rany) v porovnani s referenci (52,9 % pomér plochy rany).

Na obrazku 21 jsou kiivky ztesti s kmenovymi bunkami, kdy v prvnich 8 hodinach
se velmi pomalu zmenSovala plocha simulujici rdnu u reference i u vzorku s pouZzitim
elektrického pole. Po 8 hodinach byl pomér plochy rany u reference 88,8 % a u aplikace
elektrického pole byl vysledek lepsi a to piesné 81,8 %. Na konci scratch testu lze vidét,
ze v ptipadé vzorku s aplikovanym elektrickym polem kmenové bunky pokryly vétsi

mnozstvi rany nez u reference, a to o 28 %.
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Vysledky ukazuji, ze celkové ma elektrické pole pfiznivy vliv na vSechny tii pouzité
bunécéné linie. Nejvétsi ucinek byl zaznamenan u kmenovych bunék. Ukazuje se tedy,
ze by elektrickd stimulace mohla pfiznivé pfispét v oblasti hojeni ran, jelikoz migrace

bun¢k je dilezitym faktorem v tomto procesu.
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ZAVER

Tato prace vznikla za Gcelem piispévku informaci do obsdhlého tématu zlepSovani hojeni
ran. Elektrické pole hraje v procesu hojeni diilezitou roli, a proto bylo zajimavé zjistovat,
jak velky vliv by mélo exogenni elektrické pole. K témto znalostem se Ize dostat pies
migraci kli¢ovych bun¢k pro hojeni jako je tomu v této praci. Teoretickou casti bylo
popsano, jaké vrstvy se nachéazeji v kizi a bunky, jez je tvoii. Dulezitym bodem
byl i proces hojeni a jaké faktory by tento proces i jeho ¢asti mohly ovlivnit. K urychleni
a priznivéj§imu pribéhu hojeni se vyuzivd mnoho biomateridli a v této Casti jich bylo
par predstaveno. Nakonec bylo uvedeno, jak elektrické pole ovlivituje hojeni a bunky,

které se na ném podileji.

Pro praktickou ¢ast byly provedeny testy bunééné migrace s elektrickym polem
a bez pro srovnani. Tyto testy byly provadény na tiech bunéénych liniich po dobu 24 hodin
a mikroskopem poftizené fotografie byly vyhodnoceny pro zjisténi tbytku neobsazené
plochy buiikami v ¢ase. Vysledky uvedené v této praci byly z programu CellProfiler.
Byl zjistén pozitivni vliv elektrického pole na bunénou migraci fibroblastll, keratinocytl
a kmenovych buné¢k. U fibroblasti nebyl vliv vyrazny, avSak po osmi hodinach testu byla
byl pomér plochy rany u reference témét stejny a u elektrického pole byla rana z 18,4 %
zacelena. Keratinocyty v pfipadé reference i elektrického pole zmensili plochu rany
o vyznamnou c¢ast jiZz po osmi hodinach, ale u aplikace elektrického pole byla migrace
rychlej$i, pomér plochy rany za pouziti elektrického pole by mensi o 12,5 %.
U kmenovych bunék byl proces v osmi hodinach srovnatelny, ale na konci bylo zjisténo,
ze v ptipadé elektrického pole buiiky pokryly vétsi ¢ast rany, rozdil €inil 28 %. Pii psani
prace jsem nenasla literaturu s takovymto testem na kmenovych butikach, tudiz by tento
vysledek mohl pfispét k jiz zaznamenanym znalostem. Experimenty tedy ukazaly,
ze elektrické pole ptiznivé ovliviluje migraci pouZitych bunéénych linii. Elektricka
stimulace by mohla v budoucnu pomoci v oblasti hojeni ran, jelikoz migrace bunck

je vyznamnym faktorem v tomto procesu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
DMEM Dulbecco's Modified Eagle médium

RPMI Roswell Park Memorial Institute

MEM NEAA MEM roztok neesencialnich aminokyselin 100X
PBS ROTI®Cell fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem
LIF faktor inhibujici leukémii

NIH/3T3 bunécna linie mysSich embryonalnich fibroblasti
HaCaT bunécna linie lidskych epidermalnich keratinocytt

ES-R1 bunééna linie mySich embryonalnich kmenovych bun¢k
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