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ABSTRAKT

Starnutie je prirodzenou sucastou zivotného cyklu kazdého cloveka, pocas ktorého
dochadza v organizme ku mnohym zmendm. Jednym z hlavnych pilierov kozmetického
priemyslu je vyvoj aktivnych zlucenin bojujucich s priznakmi starnutia koze. Za nadejné
zlozky anti- ageing vyrobkov st povaZované bioaktivne peptidy, predovsetkym z dévodu
moznosti presnej definicie ich chemickej Struktary ateda ucinnejSieho nasmerovania
biologického efektu.

Jednym z priznakov starnucej koze je oslabenie v epidermalnych spojeniach medzi
jednotlivymi bunkami a extracelularnou matrix, pokles expresie adhéznych molekul i
molekularnych zloziek dermo- epidermélnych spojeni. Dominantnymi adhezivnymi
receptormi su integriny, ktorych ligandami st molekuly extraceluldrnej matrix, napr. laminin
alebo fibronektin. Minimalnou rozpoznavajucou sekvenciou mnohych integrinov je
aminokyselinovy motiv arginin- glycin- kyselina asparagova. Tento motiv je ve'mi zaujimavy
aj z pohl'adu kozmetickych aplikacii, nakol’ko poskytuje moznost’ vytvorit' nové a ucinné
bioaktivne peptidy.

V predkladanej praci boli zakladnému bezpecnostnému testovaniu podrobené Styri peptidy
s uvedenym motivom. Sekvencia troch peptidov bola pozmenena pridanim aminokyselin
glycinu, prip. alaninu s predpokladanyn uc¢inkom na zlepSenie interakcie s integrinovym
receptorom. Z dévodu vylucenia mozného interferujuceho vplyvu na viabilitu buniek, bola
Vv jednotlivych vzorkach stanovena hladina endotoxinov. Nasledne bola na NIH/3T3 mysich
fibroblastoch sledovana viabilita MTT testom a morfoldgia. Na lepSiu interpretaciu ziskanych
vysledkov bol nakoniec vo vzorkach stanoveny obsah proteinov.
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ABSTRACT

Ageing is a natural part of every human life cycle. During ageing there are lots of changes
in the organism. One of the main pillars of the cosmetics industry is the development of active
compounds that are fighting ageing signs of skin. The components as bioactive peptides are
considered promising anti-ageing products, mainly because it is possible to precisely define
their chemical structure and therefore achieve more effective targeting of the biological
effect.

One of the signs of skin ageing is the weakening of the connections between epidermal
cells and the extracellular matrix, decreasing expression of adhesion molecules and molecular
components of dermo-epidermal connection. The most abundant adhesive receptors in the
skin are integrins. Their ligands are extracellular matrix molecules, e. g. laminin or
fibronectin. The minimal recognition sequence of integrins receptors is the amino acid motif
arginine- glycine- aspartic acid. This sequence is also very interesting in terms of cosmetic
applications because it provides the ability to create new and effective bioactive peptides.

The subject of present work is basic safety testing of four peptides with this basic motif. A
sequence of three peptides was modified by addition of glycine amino acids, or. alanine. The
expected effect was to improve interaction with integrin receptors. In each of the sample,
levels of endotoxin was determined in order to exclude any possible interfering effects on the
viability of cells. Subsequently, in NIH/3T3 mouse fibroblasts viability was monitored by
MTT assay and morphology. The quantity of obtained protein had been determined to better
interpret the results.

KEY WORDS

cosmetic, peptides, skin, integrity, RGD, ageing
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1 UVOD

Na poli pripravkov v starostlivosti o plet maju svoje neodmyslitelné miesto anti- aging
vyrobky. Existuje Siroka Skala aktivnych latok na prirodnej aj syntetickej baze. Za nadejnu
zlozku su povazované syntetické peptidy, ktoré su popularne v kozmetike.

Starnutie koze je fyziologicky proces, ktorého Stidiom sa zaoberd vel'a laboratorii po
celom svete uz niekol’ko desatroci. Viditelnymi prejavmi stidrnutia je objavenie sa vrasok,
zmeny v hydratacii, texture, mastnosti, elasticite a farbe koze spdsobené zmenami v in vitro
mechanizmoch (menovite v oxidaénom ¢i energetickom metabolizme, epidermalnych a
dermalnych mechanizmoch, komunikécii, imunite, pigmentacii). Perspektivnym smerom vo
vyvoji novych aktivnych zlac¢enin bojujlcich s priznakmi starnutia koze je aj podpora jej
integrity.

Literarny prehlad predkladanej prace je teda orientovany okrem problematiky starnutia
koZe aj na bunkové spojenia v jednotlivych vrstvach koze a samozrejme poskytuje zhrnutie
poznatkov 0 kozmeticky aktivnych peptidoch. PodrobnejSie st v iom opisané aj receptory
integriny, ktoré si zodpovedné za bunkovu signalizaciu a adhéziu v kozi. Nakol’ko hlavnymi
ligandami tychto receptorov su molekuly extracelularnej matrix dermis, napr. fibronektin ¢i
vitronektin, je jedna kapitola venovana aj dermalnej vrstve. Niektoré integrinové receptory
interaguju s molekulami extraceluldrnej matrix obsahujlicimi minimalny rozpoznavaci motiv
zlozeny z aminokyselin arginin- glycin- kyselina asparagova (v jednopismenkovom kode
RGD). Vysoka selektivita tejto troj- aminokyselinovej sekvencie ju predurcuje ako
potenciondlneho kandidata na vytvorenie kozmeticky aktivnych peptidov.

Experimentalna Cast’ prace je venovand zékladnému bezpecnostnému testovaniu Styroch
peptidov so spominanou aminokyselinovou sekvenciou RGD. Konkrétne jedného peptidu
RGD adalSich troch modifikovanych peptidov. Uvedené modifikacie boli vytvorené
pridavanim glycinov, prip. alaninov na N- koniec zdkladného RGD peptidu alebo nahradenim
hydroxylovej skupiny karboxylu amidom. Na zaciatku biologického testovania bola
Vv jednotlivych vzorkdch sledovana hladina endotoxinov. Stanovenie konkrétneho mnoZstva
endotoxinov v peptidoch je esencidlnou informaciou. Je totiZz zndme, Ze pritomnost’
endotoxinov moéze ovplyvnit' akékol'vek testovanie biologickej aktivity. Za najvhodnejSiu
bunkovt kultiru boli zvolené NIH/3T3 mysie fibroblasty, nakol’ko tieto obsahuji na svojom
povrchu integrinové receptory rozpoznavajuce skiimanu RGD sekvenciu. Samotné testovanie
bolo zloZzené zo sledovania viability MTT testom a zhodnotenim morfolégie buniek po
ovplyvneni jednotlivymi peptidmi. Na lepSiu interpreticiu vysledkov bol v jednotlivych
vzorkach paralelne s MTT testom stanovovany aj obsah proteinov.



2 TEORETICKA CAST

2.1 Koza

Koza je najvacsim orgdnom cloveka. S prihliadnutim na individualnu telesnti vySku a
hmotnost’ &ni jej plocha 1,5 — 2 m? Hmotnost’ koze sa pohybuje v rozmedzi 3,5 — 10 kg, &o je
priblizne 16 % telesnej hmotnosti ¢loveka.

Koza je zlozena z troch hlavnych vrstiev: epidermis, dermis a hypodermis (Obr. 1). Nielen
Z pohl'adu funkcie je dolezita oblast’ medzi epidermalnou a dermalnou vrstvou, ktord sa nazyva
dermo- epidermalne rozhranie.

Epidermis

Dermis

T~ Eccrine
sweat
gland

Subcutaneous
(Hypodrmis)

Obr. 1 Struktiira normalnej koze zndzoriujiica vrstvy epidermis, dermis a hypodermis [1].

Koza produkuje niekolko Specializovanych Struktir nazyvanych kozné doplnky alebo
adnexy (vlasové folikuly, potné Zlazy, mazové Zzlazy, apokriné Zlazy). Kazda vrstva je
charakteristicka odliSnym typom buniek, obsahuje heterogénne extracelularne zlozky [2]
a plni inu funkciu.

Koza je zaroven cielovym organom kozmetickej starostlivosti azaoberda sa tnou
kozmetologia. Kozmetologia je veda, ktora sa orientuje na vyvoj novych kozmetickych
vyrobkov. Rovnako sa venuje aj skimaniu ich funkénych vlastnosti a dosledkov ich
posobenia na zdravi kozu l'udského organizmu v snahe ju chranit, spomalit’ priznaky
starnutia ¢i ju skraslit’ [3]. Jej primarny zaujem je teda odliSny od kozného lekarstva,
dermatoldgie. Dermatologia totiz Studuje chorobné zmeny na kozi vyvolané v désledku
roznych vonkajsich ¢i vnutornych pricin a venuje sa ich liecbe, prip. prevencii [4].

2.1.1 Epidermis

Epidermis je najvrchnejSia vrstva koze a je hruba priblizne 50 umz. Je zlozena zo Styroch
hlavnych typov buniek (Obr. 2). Niekol’ko vrstiev diferencovanych keratinocytov zaberd viac
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ako 90 az 95 % epidermis. Keratinocytovy cytoskeleton je zlozeny z intermediatnych
filamentov  (keratinov), mikrofilamentov (aktinu asnim asociovanych proteinov)
a mikrotubul (tubulin). Dominantnymi cytoskeletarnymi cytoplazmatickymi molekulami su
keratiny (od nich odvodeny nazov keratinocyty). Keratiny sa delia do dvoch rodin (typ I a typ
1), ktoré sa odlisuju sekvenciou aminokyselin aj biochemickymi vlastnostami. Su
exprimované v epitelovych tkanivach v paroch zlozenych vzdy z jedného keratinu typu I a
druhého typu II [5] [6] Vv zavislosti na type buniek a $tadiu diferenciacie. Vytvaraja 3D siet’
filamentov, ktord prechadza od jadra az k bunkovej periférii. Su esencialne z pohl'adu
udrzania tvaru a bunecnej viability. V pripade absencie vhodného partnera na vytvorenie paru
st keratiny vysoko nestabilné a nachylné na proteolyticka degradaciu [7].

S keratinocytmi interaguje d’alsi typ buniek, melanocyty. Melanocyty st pigment melanin
produkujuce bunky, ktoré zohravaji hlavnu ulohu v ochrane koze pred nebezpecnym
ultrafialovym ziarenim. Tretim typom buniek su Langerhansove bunky. Langerhansove bunky
su tkanivové antigén produkujuce bunky a su stcastou imunitného systému. Poslednym
typom buniek st ovalne senzorické Merkelove bunky [8].

Epidermalna vrstva je prikladom keratinizovanej alebo zrohovatelej vrstvy. Podlieha
procesu terminalnej diferencidcie (keratinizacie). Vysledkom tohto procesu je vznik
zrohovatelych (mftvych) buniek vyplnenych keratinmi bez jadier a ostatnych organel. Okolie
kazdej zrohovatelej bunky tvori zrohovatela obéalka zlozend zo vzdjomne prepojenych
proteinov a lipidov, ktora nahradza plazmaticki membranu a tvori dolezZitu Cast’ epitelidlnej
bariéry [9].

Epidermélna vrstva je kontinudlne obnovovana. Jedinou mitoticky aktivnou vrstvou je
bazalna vrstva (lat. stratum basale, Obr. 2). Tato vrstva je zlozena z pluripotentnych
kmenovych buniek [10]. Bunky mukoéznej (lat. stratum spinosum), granularnej alebo
slizni¢nej (lat. stratum granulosum) a zrohovatelej vrstvy (lat. stratum corneum) st post-
mitotické a podliehaju diferenciacii (Obr. 2) [9].

Keratinocyty v bazalnej vrstve interaguju s extracelularnou matrix dermis. Adhézia
epidermis ku dermis je sprostredkovana hemidezmozomami a fokalnymi kontaktami [11].
Spojenie bazalnych buniek ku keratinocytom vo vrchnejsich vrstvach a rovnako aj medzi
keratinocytmi navzajom zabezpecuje iny typ bunkovych spojeni, dezmozémy [12]. Bunky
V epidermalnej vrstve su spdjané aj d’al§imi typmi bunkovych spojeni: komunikaénymi,
adherentnymi a tesnymi spojeniami.

Funkcie epidermalnej vrstvy su spdjané predovSetkym so zrohovatel'ou vrstvou stratum
corneum. Konkrétne sa jedna o nasledovné funkcie [13]: 1. permeabilitna, 2. anti-
mikrobidlna, 3. anti- oxida¢nd, 4. kohézna, 5. mechanickd/ reologicka, 6. chemicka (epidermis
sltizi ako miesto na uskladnenie chemickych mediatorov, lieciv, cosmeceuticals a kozmetiky),
7. psychosenzoricka, 8. hydratacné (tvorba prirodzené¢ho zvlhéujuceho faktoru; zmes nizko
molekularnych hygroskopickych zla¢enin ako s mocovina, aminokyseliny, glycerol [14]), 9.
ochranna (ochrana pred elektromagnetickym ziarenim), 10. zépalovo- iniciacna (dochadza ku
aktivacii cytokinov). Tato vrstva je zaroven povazovana aj za organ socialnej komunikacie,

10



sluzi ako biosenzor meteorologickych podmienok (predovsetkym vlhkoti), predstavuje
regulator vnutornej a adaptivnej imunity a Vv neposlednom rade zabezpecuje ochranu pred
karcinogenézou a fotostarnutim [14].

Stratum corneum

Stratum granulosum

I

Stratum spinosum

\ Stratum basale

Keratinocyt l

5%‘-'\ Melanocyt '

Langerhansova bunka |

( Merkelova bunka '

Obr. 2 Prierez epidermalnou vrstvou [8].

2.1.2 Dermo- epidermalne rozhranie

Hranica medzi dermis a epidermis v kozi je zlozena zo Specializovanych agregatov
molekul, ktoré sa oznacuju ako bazalna membrana (Obr. 3) [15] [16]. Medzi hlavné zlozky
bazalne] membrany patria kolagén typu IV 1 XVII a lamininy (1, 5, 6, 7). Lamininy tvoria
homotypické polyméry stabilizované vdzobnymi interakciami s nidogénom a
heparansulfatovym proteoglykanom perlecanom [17].

Hlavnymi mediatormi signalizacie bazalnej membrany su receptory integriny. Integriny st
heterodimérické transmembranové glykoproteinové receptory, ktoré su sucastou dvoch typov
uz spominanych bunkovych spojeni- hemidezmozémov a fokalnych adhézii. V l'udskej kozi
boli na rozhrani epidermalnej a dermalnej vrstvy identikované integriny 021, 0i3P1 a agPa. 021
je receptorom kolagénu IV, o3P je hlavny receptor lamininu-5. Integrin ogP4 je receptorom
lamininu-5 a lamininu-1 [18].

Bazalna membrana sluzi ako selektivna bariéra medzi spominanymi kompartmentami a
tiez poskytuje pevnu podporu pre germinujuce bazalne vrstvy buniek. Medzi jej dalSie
funkcie patri migracia, diferenciacia, proliferacia a udrziavanie tkanivovej homeostazy [20]
[21]. Bazalna membrana striktne kontroluje premavku (traffic) buniek a bioaktivnych
molekul v oboch smeroch, t.j. z epidermalnej vrstvy do dermalnej a naopak [15]. Na druhej
strane je bazdlna membrana schopnd viazat mnoZstvo cytokinov a rastovych faktorov. Sluzi
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teda ako zasobdaren a zabezpecuje ich kontrolované uvolfiovanie pocas procesov remodelingu
a/ alebo opravy poskodenia [22].

| aﬁ[H II]!(”HII ’.
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Obr. 3 Struktiirne zlozky bazdlnej membrany [19].

2.1.3 Dermis

Dermis je nepravidelna vrstva spojivového tkaniva, ktord je hrubéd 2 az 3 mm. Tato vrstva
je zlozend zextracelularnej matrix (ECM), ktora predstavuje komplexni zmes
glykoproteinov, fibronektinu, kolagénov, lamininov, proteoglykanov a nematrixovych
proteinov vratane rastovych faktorov. Tieto molekuly si vo velkej miere syntetizované a
sekrétované hlavnymi bunkovymi zlozkami mezenchymalneho pdvodu- fibroblastami.
NajrozSirenejSim proteinom je kolagén I, ktory predstavuje viac ako 90 % suchej vahy koze
[23]. Dal§imi zastapenymi kolagénmi st typ III a V, ktoré vytvaraji 3D §truktirnu dermalnu
siet’.

Dermalna vrstva d’alej obsahuje cievy, dendritické bunky, makrofagy a lymfocyty. V tejto
vrstve su lokalizované aj mazové a potné zl'azy, vlasové folikuly a v menSej miere aj nervové
asvalové bunky. Hlavnymi receptormi z pohladu adhézie su opit integriny (Obr. 4),
Z ktorych st dominantnymi osP; spolu s integrinmi s Konzervovanou ay podjednotkou
a variabilnou B podjednotkou (menovite ovpi, avPs, ovPs, avPs, avPs). Dermélna vrstva
obsahuje aj zlozku zadrziavajucu vodu, kyselinu hyalurénovu [23].

Hlavnou funkciou dermalnej vrstvy je udrziavanie Strukturnej integrity koze, jej elasticity
a pruznosti. Sluzi ako podpornd vrstva epidermalnej vrstvy a sprostredkovava jej pripojenie
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ku hypodermis. V tejto vrstve koze vznikaja vrasky, ktoré su jednym z hlavnych ciel'ov anti-
ageing starostlivosti o starnucu plet’.

Obr. 4 Ukazka predstavy zachytenia fibroblastov v sieti extraceluldrnej matrix [24].

2.1.4 Hypodermis

Hypodermis alebo podkozné tkanivo je najspodnejSia vrstva koze. Tato je lokalizovana
pod dermalnou vrstvou (Obr. 1) a z podstatnej miery obsahuje tukové bunky adipocyty, ktoré
su obrovskou zasobariiou energie. Prave vd’aka adipocytom ma tato vrstva tlmiacu, izola¢nu
I termoregulac¢nu funkciu [25] a chrani spodné vrstvy od chladu a mechanického poskodenia.
V hypodermis sa taktiez nachadzaju krvné cievy, podkozné Zlazy a vychadzaju z nej
aj vlasové folikuly.

2.2 Starnutie kozZe

Starnutie koZe je komplexny proces, v ktorom simultanne operuje mnoho mechanizmov.
Medzi tieto mechanizmy patria akumulacia mutacii v genéme [26], akumulacia toxickych
metabolitov ¢i pokles hladiny hormoénov (estrogénu, testosteronu, dehydroepiandrosteronu a
tiez aj melatoninu, inzulinu, kortizolu a rastovych horménov) [27]. Rovnako bolo sledované
aj zniZenie mnozstva signalnych molekul (cytokinov a chemokinov) a ich receptorov, zvySena
tvorba vol'nych radikalov vyvolavajiuca oxidativny stres, vzdjomné zviazanie makromolekul
glykaciou [28] a skracovanie telomér [29].

Starnutie koze je vysledkom pdsobenia vnutorného (chronologického) a vonkajSieho
starnutia  indukovaného prostredim, predovsetkym ultrafialovym  ziarenim  [30].
NajvyraznejSie zmeny v hrubke a d’al§ich parametroch epidermdlnej a dermalnej vrstvy pocas
procesu starnutia st znazornené na Obr. 5.
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Obr. 5 Odlisnosti v Struktiire mladej a starnucej kozZe [31].

2.2.1 Vnutorné starnutie

Prvym typom starnutia je chronologické starnutie, pocas ktorého dochadza v jednotlivych
vrstvach koze ku pocetnym zmenam.

NajvyraznejSimi zmenami v procese starnutia epidermalnej vrstvy je pokles poctu buniek
[32]. Vekom dochadza ku znizeniu po¢tu Langerhansovych buniek [29] aj enzymaticky
aktivnych melanocytov [33]. Na zaklade experimentalnych $tadii bolo dokazané, ze kazdych
10 rokov dojde k zniZeniu melanocytov o 8— 20 %. Vysledkom tohto poklesu je oslabenie
ochrannej bariéry tela proti ultrafialovému Ziareniu [34]. Zmeny z pdvodne uniformného
tvaru a rovnako narast vel’kosti je mozné sledovat’ aj u buniek bazalnej vrstvy [35].

Srasticim vekom dochadza aj ku zniZeniu rychlosti epiderméalneho metabolizmu
o priblizne 30 az 50 % [36]. Taktiez bolo odhalena aj zvySena variabilita hriibky tejto vrstvy
a narast vel'kosti individudlnych keratinocytov [37].

Jednou z najndpadnejSich Struktirnych zmien v stdrnucej kozi je poruSenie dermo-
epidermdlnych spojeni, ktoré je vysledkom zniZeného mnozstva a vel'kosti dermalnej papily.
Tento jav vedie k redukovanej vymene zivin a metabolitov ak celkovému oslabeniu
komunikacie medzi epidermalnou a dermalnou vrstvou [37].

Pri $tudiu vnatorného starnutia bolo zistené aj znizenie mnoZstva zloZiek extracelularnej
matrix a vybranych cytoskeletdlnych proteinov, predovSetkym zloZiek dezmozomélnych
spojeni (napr. plakoglobin) [38].

2.2.2 Vonkajsie starnutie

Medzi hlavné faktory vonkajSieho starnutia patria ionizujuce ziarenie, fyzicky a psychicky
stres, prijem alkoholu, nedostato¢na vyziva alebo naopak nadmernd konzumaécia potravin,
znecistenie zivotného prostredia a predovsetkym vystavenie UV (z angl. ultraviolet) ziareniu.
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Najvacsi prispevok (az 80 %) ku starnutiu koze predstavuje jednozna¢ne UV Zziarenie. Tento
jav byva oznaCovany ako fotostarnutie a charakterizovany zmenami v klinickych,
histologickych a funkénych ¢rtach koze vystavenej pravidelnému slneénému Zziareniu (Obr.
6).

Medzi ¢asté zmeny pozorovatelné vo fotostarnucej kozi patri hyperkeratdza vrstvy stratum
corneum. Typickym znakom je aj stenCenie bazalnej membrany [39] niekedy spajané s
poskodenim bazalnych keratinocytov a nepravidelnou distribuciou, vel’kostou a pigmentéciou
melanocytov pozdiZ tejto membrany. Miera a vaznost’ zmien v dermélnej vrstve z vel'kej Casti
z4avisi na stupni poskodenia jej jednotlivych stcasti. Najvyraznejsia je elastoza, pre ktoru je
charakteristickd roznoroda distribucia pozmenenych elastickych vladkien. Medzi dalSie
charakteristiky fotostarnucej koze patri nahradenie kolagénovych vlékien kolagénom s inymi
bazofilnymi vlastnostami, ukladanie glykosaminoglykédnov a fragmentovanych vlakien
elastinu ¢i intersticialneho kolagénu [40].

UvB UVA

5.

“y o x3 B
o DA A

Obr. 6 Zjednodusend predstava mechanizmov spésobujucich fotostarnutie ludskej koze. UVB
luce su z velkej miery absorbované v epidermdlnej vrstve zloZenej z keratinocytov. Ich
vplyvom dochddza v epidermis ku indukcii transkripcnych faktorov ako su AP-1 a NF-kB
a nasledne ku indukcii matrixovych metaloproteinaz. UVA luce prenikaju az do hlbsich vrstiev
dermis, kde dochadza ku ich absorpcii fibroblastami. Vplyvom tychto hicov dochddza aj ku
indukcii tvorby ROS, ktord vedie ku expresii uz zmieniovanych matrixovych metaloproteinaz
a indukcii mutdcii v mtDNA [40].

Za zmeny fenotypu exponovanej koze st zodpovedné jednak UVB (290- 320 nm) a tiez
UVA (320- 400 nm) ziarenie. Majoritna ¢ast UVB lacov je absorbovana V urovni
epidermalnej vrstvy, pricom maximalne zasahuje po bazalnu membranu. Po zachyteni UVB
laéov vkozi dochadza ku poskodeniu DNA v keratinocytoch a melanocytoch (vznik
timinovych dimérov, tzv. “UV fingerprints”), indukcii produkcie rozpustného epidermalneho
faktoru ESF (angl. soluble epidermal factor) a proteolytickych enzymov ¢i aktivacii

15



matrixovych metaloproteinaz (Obr. 6) [41]. UVB ziarenic ma biologicky efekt 1000- krat
silnejsi ako UVA av stvislosti s nim sa objavujii ochorenia ako hyperpigmentacia alebo
rakovina koze.

UVA luce su 10- az 100- krat viac abundantné v atmosfére ako UVB. Tento typ lucov
prenika az do hlbsich vrstiev dermis a dochadza ku sti¢asnému poskodeniu epidermalnej aj
dermalnej vrstvy. Tento typ ziarenia teda vyraznejSim podielom participuje na patogenéze
fotostarnutia. UVA Ziarenie tiez moze tvorit’ kyslikové radikaly (ROS, z angl. reactive oxygen
species), ktoré ovplyviiuju Struktaru kolagénov typu IV a VII , peroxidaciu lipidov a tvoria
zlomy v DNA ret'azcoch (Obr. 6) [42].

Zhrnutim, z pohl'adu vonkajSieho starnutia je pre epidermalnu vrstvu charakteristické
zvySenie alebo zniZenie jej hrubky, strata polarity keratinocytov a zmena ich tvaru. ZretelI'né
je aj UV ziarenim indukované zvySenie matrixovych metaloproteindz a XPF faktoru (z angl.
xeroderma pigmentosum factor). Prave pritomnost XPF indukuje tvorbu epidermalno-
dermdlnych invaginécii, ktoré su zaciatoCnym S§tadiom tvorby vrasok. V spominanych
miestach bol najviac zisteny aj znizeny vyskyt kolagénu typu IV a VII. Zvysenie hladiny UV-
aktivovanych matrixovych metaloproteinaz spolu s uvolniovanim cytokinov z keratinocytov
moze v kone¢nom dosledku viest’ az ku chronickému zapalu v dermalnej vrstve [43].

2.3 Bunkové spojenia v epidermalnej vrstve a dermo- epidermalnom rozhrani

Ako uz bolo naznacené, v priebehu procesu starnutia dochadza ku zmenam v integrite
koze. Jednym z cielov anti- ageing starostlivosti je preto podporit’ tvorbu vézieb medzi
bunkami v epidermalnej vrstve aj medzi bunkami a bazalnou membranou v dermo-
epidermalnom rozhrani. Jednotlivé bunkové spojenia st tvorené transmembranovymi
proteinmi a viazu sa ku zlozkam cytoskeletonu. V suvislosti so spojeniami je zndmych aj
vel’ké mnozstvo cytoplazmatickych molekul, ktoré st zahrnuté v procesoch transkripcie,
proliferacie, bunkovej polarity a tvorbe difiznej bariéry [44].

Ciel'om tejto kapitoly je podat’ struény prehl'ad o jednotlivych typoch bunkovych spojeni
V epidermis a na jej rozhrani s dermis. Tento je spracovany vo forme tabulky (Tab. 1),
V ktorej st zhrnuté najpodstatnejSie informécie o zlozeni, funkciach, regulacii a zndmych
ochoreniach asociovanych s defektami v prislusnom bunkovom spoji vo forme hesiel.
Nakolko je tato praca venovand RGD peptidom, ktorych biologické testovanie bolo
realizované na bunkidch dermdalnej vrstvy, nebudd jednotlivé spojenia rozoberané
podrobnejsie. V tabulke st vsak zvyraznené hemidezmozmozomy a fokalne adhézie ako
bunkové spojenia S integrinovymi receptormi. Je totiz pravdepodobné, Ze RGD peptidy ako
potencionalne ligandy tychto receptorov by mohli ovplyvnit' biologické charakteristiky
epidermalnych buniek pri in vitro testovani a v kone¢nom dosledku viest' ku zlepSeniu
parametrov koze aj v redlnych podmienkach.
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Tab.1: Bunkové spojenia Vv epidermdlnej vrstve a dermo- epidermdlnom rozhrani.

Typy spojeni | Podtriedy ZloZenie Funkcia Regulacia Ochorenia
Tesné Okludin, Paracelularna Spojenie Psoriasis,
klaudiny, bariéra, s adherent- ichtyosis
zonula bunkova nymi vulgaris,
occludens (ZO) | polarita, spojeniami lichen
proteiny vezikularny planus
transport
Komunika¢né Konexin43, Vymena Uloha Erythroke-
konexon, roznych kadherinov, | ratodermia
vnutrobunkovy | molekul, posttrans- variabilis,
kanal bunkova lacné VVohwinke-
synchronizécia, | modifikacie | lov syndréom
diferenciacia
Zakotvujuce | adherentné | Nektin- Tvorba tkaniv, | Cdc42, Delécia a-
afadinovy signalizacia, fosforylacia | kateninu,
komplex, endocytoza B-kateninu EDSS
kadherin- syndrom
kateninovy
komplex
dezmozoémy | dezmogleiny, Adhézia, Fosforyla- Pemphigus,
dezmokoliny, apoptoza, cia, bullous
plakoglobin signalizacia koncentacia | impetigo,
vapnika, Dariérova
asemblacia | choroba
dezmozo-
mov
Hemidez- Integrin a6p4, | integrita, Plektin, Epidermo-
mozomy BP180, BP230 | signalizacia laminin-5, lysis
integrinmi fosforylacia | bullosa,
bullous
pemphigoid
Fokalne a3p1 integrin, | Fyzické Asembacia, | Kindlerov
adhézie o2p1 integrin, | pripojenie, Rac, syndrom
fokalne signalizacia fosforylacia
adhézne integrinmi
Kinazy (FAK)
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2.4 Bunkové spojenia v dermalnej vrstve

Adhézia ku substratu je nevyhnutnou proliferacnou podmienkou pre vac¢sinu typov buniek,
priCom vynimku netvori ani hlavny typ buniek dermalnej vrstvy- fibroblasty. Téato vlastnost’
byva Casto v literature oznacovana ako zavislost’ na zakotveni. Viacero vyskumnych skupin sa
preto venovalo opisu dejov prebiehajucich vo vnutri buniek pocas proliferacie. Medzi
zaujimavé vysledky patria poznatky, ze adhézia je nevyhnutnou podmienkou pre ucinnu
odpoved’ buniek ku rastovym faktorom spojenu s aktivaciou protein kindzy C, Na/H
antiportéru ¢i mitogén aktivovanej protein kinazy MAPK (z angl. mitogen- activated protein
kinase). Adhézia ku substratu je taktiez ziaduca v G1 fazy bunkového cyklu, kedy dochadza
ku expresii cyklinu A a vneposlednom rade je zakladnym predpokladom ku rychlej
fosforylacii fokalnymi adhéznymi kinazami FAK (z angl. focal adhesion kinases) [45].

Prva podkapitola bude preto zamerana na integriny, ako dominantné receptory z pohl'adu
adhézie. Druha cast’ bude venovana jednotlivym zlozkdm extracelularnej matrix (ECM)
s dérazom na ligandy integrinovych receptorov.

2.4.1 Integriny

Integriny st povrchové receptory buniek. Z pohl'adu $truktury sa jedna o heterodiméry,
ktoré st zloZené z nekovalentne spojenych o a B podjednotiek. U cicavcov bolo celkovo
identifikovanych 18 a a 8 B podjednotiek, ktoré mozu asemblovat do 24 rdznych
heterodimérov [47].

o podjednotka integrinovych receptorov je zlozend z B- propeleru zoskladané¢ho zo
siedmych casti, ktory je pripojeny k d’alsSim doménam. Posledné tri alebo Styri Casti f-
propeleru obsahuju domény viazuce Ca®*. Naviazanie Ca?* k tymto doménam alostericky
ovplyviiyje vizbu ligandu. o podjednotka integrinov obsahuje aj domény pre vdzbu i6nov
Mg?®*, tzv. MIDAS (z angl. metal- ion- dependent adhesion site) motivy. Devat’ z osemnastich
a ret'azcov integrinov obsahuje al doménu (Obr. 7 A) [48].

B podjednotka integrinov je tvorena PSI (z angl. plexin- sempahorin- integrin) doménou,
hybridnou a BI doménou i Styrmi na cystein bohatymi EGF (z angl. epidermal growth factor)
opakovaniami. Bl doména tiez obsahuje Mg?* koordinujice MIDAS motivy a miesto
susediace s MIDAS (ADMIDAS) viazuce inhibi¢né Ca?* iony. Ku ADMIDAS miestu sa
viazu aj iony Mn%, ktorych vizba vedie ku konformac¢nej zmene na aktivnu formu integrinu
(Obr. 7 A) [48].

Ligand védzobné miesta st lokalizované v oblasti medzi a-retazcom [B-propeleru a BI
doménou (Obr. 7 A). Centralne postavenie v urovani ligandovej $pecificity ma a-retazec.
Integriny s al doménou viazu ligandy cez tuto doménu. Naviazenie ligandu vedie k odliSnym
konforma¢nym zmenam, ktoré nasledne ovplyviuji konformaciu B podjednotky. Pre niektoré
al domény je interakcia s B ret'azcom potrebna pre spravne zoskladanie al domény [49].
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Adhézia buniek ku extraceluldrnej matrix cez integrinové receptory moéze mat’ odlisSny
charakter v zavislosti od velkosti buniek, ich morfologie a subcelularnej distribucie.
Z molekul ECM st do tychto interakcii zapojené rozne kolagény, lamininy a multiadhezivne
molekuly [50]. Tieto interaguju s integrinovymi receptormi prostrednictvom konzervovanych
motivov RGD, GFOGER a LDV. GFOGER je minimdlna integrinmi rozpoznavana sekvencia
V kolagénoch a LDV v alternativnym splicingom zostrihnutom fibronektine. RGD sekvencia
je minimalna sekvencia rozpozndvand integrinmi a zaroven primarny adhezivny motiv
mnohych molekul extracelularnej matrix, napr. fibronektinu, vitronektinu ¢i tenascinu A (Obr.
7 B) [48] [51].
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Obr. 7 (1) Integrinovy heterodimér obsahujiiceho ol doménu. a reprezenticia domén
Vintegrine s ol doménou (hviezdicky oznacuju vizobné miesta pre divalentné kationy). b
Znazornenie usporiadanie domén v al- doménu obsahujucom integrine v membrane.
Cervenou Sipkou je vyznacené potenciondlne miesto pre naviazanie ligandu. (2) Schématicka
reprezentacia rodiny integrinovych receptorov [48].
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2.4.2 Extracelularna matrix

Extracelularna matrix je komplexnd siet zlozend z kolagénu, glykoproteinov,
proteoglykanov aelastinov. Tieto makromolekuly si produkované fibroblastami
a epitelovymi bunkami.

Adhézia aasemblacia ECM ovplyvituje bunky v mnohych smeroch. ECM vytvara
mikroprostredie pre jednotlivé bunky, slizi ako substrat pre ich ukotvenie, vytvéara akési
tkanivové leSenic (po angl. sccafold), vplyva na migraciu buniek pocas embryogenézy
a procesu hojenia ran a taktiez plni aj mnohé d’alSie kl'icové tlohy v tkanivovej morfogenéze.
Esencialnou funkciou ECM je aj Gcast’ v prenose signalu do bunky, ktory ovplyviiuje vsetky
klacové deje od proliferacie, diferenciacie, uz zmienovanej migracie az po riadentt bunkova
smrt- apoptézu. Z pohladu funkcie vSak nie je dolezité len zlozenie ECM ale aj jeho
mechanické vlastnosti a topografia [48].

Je teda zrejmé, ze interakcia molekal ECM medzi sebou aj S ostatnymi bunkami je
nevyhnutnym predpokladom pre udrzanie Struktirnej integrity koze. Zhrnutie poznatkov o
vybranych zlozkdch ECM bude preto predmetom nadchadzajtcich stati.

2.4.2.1 Vlaknité proteiny

Vlaknité (fibrilarne) bielkoviny st zlozené z dlhych usekov periodicky usporiadanych
polypeptidovych retazov, ktoré st spdjané vodikovymi védzbami. V dermalnej vrstve st
typickymi zastupcami tejto skupiny proteinov kolagén a elastin, ktorych podrobnejSe;
charakterizécii budil venované nasledujtice dve podkapitoly.

2.4.2.1.1 Kolagén

Kolagény su najviac zastipenymi zloZkami extraceluldrnej matrix. Téato rodina je tvorena
27 odliSnymi ¢lenmi rozdelenymi do viacerych podskupin, napr. vldknité kolagény (typ I, III,
V), FACIT kolagény (prikladom typ XII, XIV a XVI) ¢i kolagénu VI [52] [53]. Z pohl'adu
Struktiry polypeptidového ret’aca je kazdou tretou aminokyselinou Gly, ktory pomaha udrzat’
retazce pohromade. Dominantnym motivom je Gly-X-Y (X je najCastejSie prolin a'Y
hydroxyprolin). V endoplazmatickom retikule dochiadza aj ku inym postranslacnym
modifikacidm.

V dermalnej vrstve sa v dominantnej miere vyskytuju vlaknité kolagény typu | (85 % =+
90%) atypu Il (10 % + 15 %). Prekurzorickymi molekulami maturovanych kolagénov su
jednotlivé polypeptidové retazce typu I a lll s ndzvom prokolagény, ktoré su syntetizované
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fibroblastami. Pri tvorbe nerozpustnych kolagénovych vlakien dochadza ku Stiepeniu
prokolagénov na N a K konci Specifickymi protedzami. Takymto spésobom vznikaju pN
(prokolagén bez C terminalneho propeptidu) a pC kolagény ( prokolagén bez N termindlneho
propeptidu). V kone¢nom dosledku, hladina pN a pC prekurzorickych molektl maturovaného
kolagénu odraza hladinu samotnej kolagénovej biosyntézy [54].

2.4.2.1.2 Elastin

Elastické spojivové vlakna v kozi maji vysoku pruznost’ a si zlozné z amorfného jadra
elastinu a mikrofibril, priCom obsahuji aj iné makromolekuly [55]. Elastin je na rozdiel od
kolagénu kodovany len jednym génom. Je to 750 aminokyselin dlhy polypeptid, ktory je
dominantne zlozeny z glycinu a hydroxyprolinu. Prekurzorom Tludského elastinu je
tropoelastin, ktory obsahuje dva typy domén. Prvym typom st hydrofébne domény, ktoré st
bohaté na nepolarne aminokyseliny obyc¢ajne sa vyskytujiice v opakujucich sa sekvencidch.
Druhym st hydrofilné domény obsahujiice vo zvySenej miere alanin a lyzin. Aminokyselina
lyzin naviac podliecha oxidacii lyzyl oxidazou [56]. Ku vytvoreniu krizovych vizieb a ku
zosietovaniu dochadza v blizkosti membrany pomocou proteinu dezmozinu.

2.4.2.2 Multiadhezivne molekuly

V ECM sa nachadza niekol'ko multiadhezivnych molekul. Jedna sa o molekuly, ktoré
obsahuju niekol'ko réznych domén. Tieto domény im umoziuji viazat’ sa k integrinovym
povrchovym receptorom buniek a rovnako aj ku inym molekulam ECM. Medzi takéto
molekuly patria napr. laminin, fibronektin, tenascin C ¢i vitronektin. Nasledujuce dve
podkapitoly budu venované prvym dvom spominanym molekuldam.

2.4.2.2.1 Laminin

Lamininy st sekrétovand rodina heterotrimérickych molekul nevyhnutnych pre tvorbu,
Struktiru a funkciu bazalnej membrany [57]. Po chemickej stranke sa jedna o glykoproteiny.
Kazda izoforma je zloZena z jedine¢nej kombinacie troch retazcov (a, B ay) s jednou alebo
viacerymi doménami. Spolu s kolagénom IV tvoria lamininy 5, 6 a 10 zaklad sietovanej
Struktary epidermdlnej bazidlnej membrany. Hlavnym lamininom bazélnej membrany je
laminin 332 (Obr. 8) a menej abundantnym je laminin 331 [58]. Vysoko S$pecializovana
funkcia lamininov je mozna vd’aka diverzite v Struktirnom zloZeni lamininovych retazcov.
Niektoré¢ izoformy lamininov v bazalnej membrane obsahuji aj RGD rozpoznavacie
sekvencie.

Hlavnym epidermélnym lamininom je laminin 5. Predpokladé sa, ze laminin 5 moze byt
zakotveny k bazalnej membrane vdzbou ku lamininu 6. Tieto diméry sa mozu viazat’ aj ku
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inym laminovym dimérom a vytvarat' vel'ké komplexy. Lamininy maju naviac aj pocetné
globularne domény, ktoré im umoznuji vdzbu ku viacerym molekuldm. Napr. lamininy 6
a 10 sa viazu ku nidogénu a nepriamo ku kolagénu IV, laminin 5 okrem nidogénu aj ku
kolagénu VII [59].

A LAMA?3 intron-exon organisation

Exon | (first exon of LAMASB transcripts) Exon 10 (specific 10 LAMA3B) Exon 39 (first exon of LAMASA)
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Obr. 8 (A) Genomicka organizacia LAMA3 génu, vertikilne ciary zndzornuju exony,
horizontalne introny. (B) Organizdcia transkriptov LAMA3A a LAMA3B, modré exony —
bezné pre oba transkripty, oranzové — Specifické pre LAMAS3A, Sedé — specifické pre
LAMAZSB, ruzové — Specifické pre LAMA3B2, za kazdym transkriptom je schématicka
reprezentdcia architektury domén; LN — lamininova N termindalna doména, LE — opakovanie
laminin- like a EGF- like, L4 — globularne domény, LCC — lamininové helikalne domény, LG-
lamininové globularne domény. (C) Laminin a3 obsahujuca heterotriméricka Struktura.
Schémy konzervovanych domén ako v (B), fialovou je zndzornenda Lp- lamininova [
globuldrna doména [57].

2.4.2.2.2 Fibronektin

Fibronektin je rozpustny multifunkény glykoprotein. Z pohl'adu chemickej Struktury sa
jedné o dimér, ktorého monomérické podjednotky su spojené disulfidickymi vizbami. Kazdy
monomér je zlozeny z troch typov opakovani (nazyvané FN opakovania): typ I (v pocte 12),
IT (v pocte 2) a III (v pocte 15- 17). Fibronektin zohrava dolezitu ulohu pri vytvarani vizieb
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medzi réznymi molekulami extracelularnej matrix, menovite kolagénom, heparinom,

fibrinom, proteoglykanmi a predovsetkym integrinmi.

Ugand- AV AL V polypeptidickom retazci sa nachadza aj sekvencia
on sites
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Obr. 9 Ligand vizobné oblasti a miesta pre interakciu fibronektinu. Fibronektin je zloZeny
Z troch typov opakujiicich sa jednotiek: typ I (obdlznik 1- 12), typ II (trojuholniky I- 2) a typ
IIl (ovaly 1- 15). Bodkované ovaly znazoriuju jednotky, v ktorych dochadza ku
alternativnemu splicingu mRNA, do ktorej je viozeny modul oznaceny ED-A (EDA) a ED-B
(EDB) alebo cast variabilnej IIICS oblasti. Znacky pozdl pravej strany molekuly vyznacujii
kryptické alebo vystavené miesta interakcie zahrnuté vo fibrinogenéze fibrinogénu. Znacky na
lavej strane naopak oblasti zahrnuté vo vizobnych interakcidach s réznymi clenmi integrinovej
rodiny alebo molekulami ECM. Rovnako su na obrdazku vyznacené aj primdrne adhezivne
RGD a synergické PHSRN miesto [62].

2.4.2.3 Glykozaminoglykany a proteoglykany

Hlavnou funkciou glykozaminoglykanov a proteoglykanov je podpora Strukturnych
elementov koze. Z pohl'adu chemickej Struktary st glykosaminoglykany dlhé nerozvetvené
polysacharidy, v ktorych alternuju disacharidické jednotky. Vo svojom retazci naviac
obsahuju aj jeden z dvoch aminocukrov: N- acetylglukozamin alebo N- acetylgalaktozmin a
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na terminalnom konci bud sulfatova alebo karboxylova skupinu. Tato doddva bunkam
negativny naboj, prostrednictvom ktorého dochddza ku pritahovaniu osmoticky aktivneho
Na* avedie ku vizbe velkého mnozstva vody. Uvedeni vlastnost umoZziuje tymto
molekulam vytvarat’ gélové prostredie extracelularnej matrix dermis uz pri ich vel'mi nizkych
koncentraciach. Vdaka svojmu negativnemu naboju viazu glykozaminoglykany nespecificky
aj rastové faktory alebo cytokiny. V kozi sa vyskytuji predovsSetkym heparansulfat
(prednostne v bazalnej membrane), heparin, dermatansulfat a kyselina hyaluronova. Kyselina
hyalurénova je vyznamnou zlozkou ECM a je zlozena z opakujucich sa jednotiek kyseliny
glukuronovej a N- acetyl- glukozaminu, neobsahuje teda terminalnu skupinu nesticu zaporny

naboj (Obr. 10) [63].

Linearne nerozvetvené retazce proteoglykanov (v minulosti oznaCovanych aj ako
mukopolysacharidy) st zloZzené z glykozaminoglykanov a proteinového jadra. Cukorna
zlozka je tvorena pravidelne sa opakujicimi hex6zaaminmi a kyselinou urénovou (D-
glukozaminom, D- galaktozaminom, D- glukurénovou kyselinou, L- idurénovou kyselinou),
nickedy sa vyskytuju aj N- acetylacie, N- sulfonylacie a U- sulfatacie hex6zaaminovych c¢i
idurénovych zvyskov. Spojenie ku proteinovej Casti byva vac¢Sinou uskutoctiované cez O-
niekedy N- glykozidické spojenie na konkrétnych bodoch [64].

Chodromn sulfate

gﬁ

Hyaluronate

%%

Core protein

Obr. 10 Schématické zndzornenie vizby hyaluronanu a proteoglykanu chondroitin sulfdtu

[65].

Proteoglykany patria medzi hlavné zlozky ECM a predstaviteI'mi su napr. agrekan, dekorin
¢i versican. Proteoglykany sa vyskytuji aj v bazalnej membrane (perlekan) ¢i na povrchu
buniek (napr. syndekan, glypikan).

2.5 Bioaktivne peptidy

V sucasnej dobe je kladena stale vacsia pozornost’ na to, aby Clovek vyzeral aj vo vyssom
veku stale mlady a fit. S tymto trendom tzko suvisi vyvoj novych kozmetickych surovin.
Velky boom na trhu zaznamenali bioaktivne peptidy.
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Z pohladu chemickej Struktary st peptidy organické zluceniny, ktorych molekuly su
podobné proteinom, ale su mensie. Peptidy su zlozené z dvoch alebo viacerych aminokyselin
(AMK) v L- konfuguracii, ktoré si spojené prostrednictvom tvorby amidu medzi
karboxylovou skupinou jednej AMK a amino skupinou druhej AMK. Chemicka védzba medzi
uhlikom a dusikom kazdej amidickej skupiny sa nazyva peptidova vézba. Pocet AMK
pritomnych v peptidoch je identicky s predponou. Medzi pouzivany pojem patri oligopeptid,
ktory oznacuje peptid zlozeny z dvoch AMK (dipeptid) az 6smych AMK (oktapeptid).
Maximalna vel'kost’ polypeptidu nebola exaktne stanovena [66].

Peptidickym charakterom disponuje mnoho antibiotik, horménov a d’alSich aktivnych
zlucenin. Peptidy su zapojené do Sirokého spektra prirodzenych procesov. V kontexte
starostlivosti 0 kozu sa jedna o ucast v modulacii bunkovej proliferacie ¢i migracie,
melanogenéze, angiogenéze, zapalovych reakciach, de novo syntéze proteinov, atd’. [67].

2.5.1 Peptidy a kozmetika

Kozmetologicky priemysel presiel od zaciatku 19. storo€ia, kedy sa pouzivali iba prirodné
zlozky, dlhu cestu. Od éry rozkvetu priemyselnej chémie sa jeho portfolio rozsirilo o suroviny
syntetickej povahy arozne chemické modifikacie latok ziskavanych z prirody. Tieto st
Castokrat vyhodnejsie z pohl'adu ceny, kvality, bezpecnosti ¢i stability.

Nadejnymi biologicky aktivnymi latkami syntetickej povahy su aj peptidy. Od roku 1963,
kedy Robert Bruce Merrifield objavil metédu chemickej syntézy peptidov na pevnej faze, bol
zaznamenany vyrazny pokrok v peptidickej chémii. Tento je spojeny predovSetkym s
optimalizaciou syntézy umoziujiicou vytvorenie roznych peptidov bez obmedzeni v dizke ich
retazca Ci zlozenia az po metddy, ktoré¢ potvrdzuji Struktaru a zabezpecuji ich vysoku
Cistotu.

Velké mnoZstvo bioaktivnych peptidov sa vSak nad’alej vyrdba aj fermentacnymi
technologiami alebo sa ziskava z prirodnych zdrojov. NajCastejSie sa jednad o rastlinné
materidly ako su napr. ryZa. V niektorych pripadoch vSak kozmeticky u¢inné peptidy mozu
pochéadzat aj zo Zivocisneho zdroja, napr. zo Zliaz priadky morusove;.

PouZitie peptidov ako aktivnych latok do kozmetickych produktov ma velké mnoZstvo
vyhod. Peptidy st G¢inné uz v nizkych koncentraciach a vd’aka presnej chemickej Struktare
moze byt ich u¢inok velmi selektivne zacieleny. Dalsou vyhodu peptidov je ich nizka
molekulova hmotnost, ktora umoznuje ich penetraciu aj do hlbsich vrstiev koze. Medzi
prednosti peptidov patri aj Sirokd Skala modifikécii, ktorymi je mozné zvysit' ich lipofilny
charakter (napr. pridanie mastnej kyseliny, oblibenymi su palmitoyldcie) ¢i zavedenie
netradicnych aminokyselin (napr. D- aminokyselin). Druhd modifikacia zvysuje stabilitu
peptidov a teda pravdepodobnost’ ich dopravenie na zelané miesto v kozi, nakol'ko ich chrani
pred skorym rozpoznanim a znicenim bunkovymi proteazami.
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Bioaktivne peptidy stoja na pomedzi medzi farmaceutickym a kozmetickym produktom.
Pre lepsie pochopenie rozdielov medzi kozmetikou a lie¢ivom su preto vysvetlené pojmy
kozmetika a lie¢ivo, ktoré su pouzivané v EU aj USA turadom FDA (z angl. Food and Drug
Administration) [68]:

o Kozmetika je definovand ako: "ldtka alebo pripravok urceny na vonkajsie casti
ludského tela (pokozku, pery, nechty, vonkajsie pohlavné organy), sliznicu ustnej
dutiny a zuby s cielom vyhradne alebo prevazne ich ocistit, parfumovat, menit ich
vzhlad, chranit ich, udrziavat ich v dobrom stave alebo korigovat ludské pachy“.

e Liecivo je definované ako: "vyrobok urceny na pouzitie pri diagnostikovani, vyliecen,
zmierneni, lieceni alebo prevencii chorob"™ a "vyrobok (iny ako jedlo) urceny na
ovplyvnenie Struktury alebo inej funkcie tela ¢loveka alebo zvierat.

Bioaktivne peptidy spolu s inymi aktivnymi zlu¢eninami (napr. vitaminmi, rastlinnymi
vytazkami a extraktami, kyselinou hyaluréonovou, lipidmi, atd’.) sa preto zaraduju do
samostatnej skupiny oznaCovanej ako cosmeceuticals. Tento termin bol popularizovany
Albertom Kligmanom, ktory spozoroval, Ze samotna voda moze zmenit' Struktiru a funkciu
koze [69]. Od roku 1984 sa vyuziva na oznacenie latok, ktorych prinos je nielen kozmeticky
ale aj terapeuticky [70]. Cosmeceuticals su v principe funkénou kozmetikou.

Dolezitym kritériom pri vyvoji novych bioaktivnych peptidov je bezpecnost. Pred ich
pouzitim vo findlnom produkte musia prejst’ sériou testov, v ktorych sa hodnoti ich toxicita,
aktivita a stabilita. V minulosti pouzivané testy na zvieratach su uz dnes nahradené in vitro
metddami a in vivo testami na dobrovolnikoch. Neexistuju vSak ziadne exaktné nariadenia.
V zékone nie je rovnako opatrend ani GCinnost. Biologicky efekt peptidov moZe byt
prisudzovany k ich schopnosti zvySovat’ produkciu kolagénu, relaxovat vrasky, zlepSovat
hydrataciu koze a jej bariérova funkciu [71]. Na zaklade vybranych spolo¢nych vlastnosti je
mozné biologicky aktivne peptidy rozdelit’ do Styroch kategorii [71] [72]:

1. Signalne peptidy,

2. Neuropeptidy,

3. Prenésacové peptidy,

4. Inhibitory enzymovych procesov.

Nasledujuca kapitola bude venovana stru¢nej charakterizacii jednotlivych skupin.

2.5.1.1 Signalne peptidy

Hlavnou funkciou signdlnych peptidov je stimulacia rastu fibroblastov a zvySenie
produkcie kolagénu alebo naopak potlacenie Stiepenia uz existujiceho kolagénu
kolagenazami [71] [72]. Signalne peptidy taktiez stimuluji produkciu matrixovych proteinov.
Rovnako mozu zvySovat tvorbu proteoglykanov, glykozaminoglykanov, elastinu,
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¢i fibronektinu [1]. Viditelrnym znakom pouzivania kozmetickych pripravkov s obsahom
signdlnych peptidov ako aktivnych zlucenin by mala byt pevnejsia a mladsie vyzerajuca koza.

Medzi komeréne dostupné signalne peptidy patria napr. GHK (Gly-L-His-L-Lys), Syn®-
Coll (palmitoylovany tripeptid-3/5), Decorinyl™ (tripeptid-10 citrulin), Biopeptide-EL (pal-
Val-Gly-Val-Val-Ala-Pro-Gly), pentapeptide-4 (pal-Lys-Thr-Thr-Lys-Ser), pal-Lys-Thr, pal-
Val-Gly-Val-Ala-Pro-Gly, hexapeptide-11, SECMA 1® a mnoho d’alsich [1].

2.5.1.2 Neuropeptidy

Neuropeptidy (neurotransmiter inhibi¢né peptidy) inhibuji uvolfiovanie acetylcholinu na
neuromuskuldrnych spojeniach a maji U¢inok podobny jedu kurare. Bolo identifikovanych
sedem sérotypov botulotoxinu (BTX A- G), pricom organizaciou FDA bolo schvalené
pouzivanie len botulotoxinu A (BTX-A) [73]. Tento typ toxinu proteolyticky degraduje
SNAP-25 protein (z angl. Synaptosomal- associated protein 25), ktory je nevyhnutny pre
uvolfiovanie neurotransmiterov Z axonov. Vysledkom tohto S$pecifického Stiepenia je
zabranenie zakotvenia neurosekrecnych vezikul a fuzie s nervovymi synapsami plazmatickej
membrany [74]. Vplyvom pdsobenia jednotlivych typov botulotoxinov dochadza ku
selektivnej proteolyze aj d’alSich zloziek ako s syntaxin 1, synaptobrevin (znamy aj ako
VAMP, z angl. vesicle-associated membrane protein) ¢i rozpustného SNARE (z angl. soluble
N- ethylmaleimide- sensitive factor attachment protein receptors) komplexu. Hlavnym
viditelnym prejavom pouzivania kozmetickych pripravkov s obsahom neuropeptidov je
vyhladenie vrasok.

Medzi zname neuropeptidy patri Argireline® (acetyl hexapeptid-3) & Leuphasyl®
(pentapeptid-18). Prvy menovany je synteticky peptid mimikujuci N-termindlny koniec
SNAP-25 proteinu, ktory inhibuje zakotvovanie vezikil zabranenim tvorby ternarneho
SNARE komplexu. Druhy menovany je peptid mimikujici prirodzené mechanizmy
enkaphalinov. Vysledkom posobenia Leuphasyl® v kozmetickych pripravkoch je inhibicia
neuronalnej aktivity a uvolnovania katecholaminov. Medzi neuropeptidy je mozné zaradit’ aj
Syn®-Ake (tripeptid 3) mimikujaci G&inok Waglerinu 1. Waglerin 1 jejed zmije
Tropidolaemus wagleri. Popularny je aj Vialox® (pentapeptid-3), ktory je kompetitivnym
antagonistom acetylcholinového receptoru. Mechanizmus ucinku tohto peptidu je docieleny
blokovanim uvol'fiovania i6nov sodika na synaptickej] membrane, ¢im je obmedzena prili§
Casta kontrakcia svalov [1].
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2.5.1.3 Prenasacové (carrier) peptidy

PrenaSacové peptidy ulahcuja transport doélezitych zlacenin. Ich hlavnou ulohou je
dopravenie vyznamnych stopovych prvkov (ako je med a mangan), ktoré su nevyhnutné pre
hojenie ran a enzymatické procesy v bunkach [71].

Prenasacové peptidy su zname aj ako penetrujuce peptidy alebo membranovo transportné
peptidy. Vo svojej Struktare obsahuju zakladnu transdukénu doménu [75]. Na ulahcenie
transportu do zivych buniek st vhodné najma kratke, na arginin bohaté peptidy [76].

Vyznamnymi predstavitelmi tejto kategorie bioaktivnych peptidov st peptidy na
stabilizaciu a dopravenie medi do buniek. Znadmym predstavitel'om tejto skupiny je GHK- Cu
[77]. Med je jednym z elementarnych prvkov, ktory je vyznamny pre procesy hojenia ran,
urychlenie enzymatickych procesov a podporu angiogenézy. Prospesnost’ medi na kozu je
mozné prisudit’ pésobeniu niekol’kych odlisSnych mechanizmov. Jeden z nich je zaloZeny na
skutocnosti, ze med’ je nevyhnutnd pre aktivitu lysyl oxidazy, ktora je esencialnym enzymom
v produkcii kolagénu a elastinu [78]. Rovnako med’ vyZaduji aj tyrozinaza, cytochrom ¢
oxiddza a antioxida¢ne podsobiaca superoxid dizmutdza. Med je taktieZz aj esencidlnym
kofaktorom tvorby kolagénu a elastinu, down- reguluje matrixové metaloproteinazy a
redukuje aktivitu enzymu kolagenazy [72]. Zaujimavym je aj zistenie, ze peptid GHK- Cu
zvySuje expresiu oboch zloZiek integrinu a6p4, ateda pozitivne ovplyviuje proliferaciu
bazalnych keratinocytov [79].

Viditel'nym prejavom pouzivania kozmetickych pripravkov obsahujucich prenaSacové
peptidy je nielen zjednotenie farby koze ale aj zvySenie jej pruznosti a elasticity.

2.5.1.4 Peptidy ako inhibitory enzymov

Niektoré¢ peptidy mézu bud priamo alebo nepriamo inhibovat’ enzymy. Jednym
z komeréne vyrabanych peptidov je Eyeseryl® (acetyl tetrapeptid-5), ktory inhibuje glykaciu
kolagénu a zvySuje cievnu permeabilitu [1]. Pouzivanie kozmetickych pripravkov s obsahom
tejto aktivnej zlozky vedie ku zamedzeniu akumulécie tekutin v o€nych vackoch a zvySeniu
elasticity koze.

Rozsiahlym rastlinnym zdrojom peptidov patriacich do tejto skupiny st s6ja aryZza.
Vplyvom proteinov zo sdje a znich odvodenych peptidov dochddza ku inhibicii tvorby
proteiniz. Zname su aj proteiny/ aminokyseliny z ryze (Colhibin®), ktoré inhibuja aktivitu
matrixovych metaloproteinaz a indukuji  expresiu génu pre hyaluronan syntdzu 2
v keratinocytoch [80].

Do tejto skupiny je mozné zaradit’ aj sericin. Jedna sa o protein ziskavany zo zliaz priadky
morusovej (Bombyx mori). Okrem antioxidaénych vlastnosti sa vyznacuje aj inhibi¢nym
ucinkom na peroxidaciu lipidov, aktivitu tyrozinazy a apoptozu keratinocytov [81].
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2.6  Vyber konkrétnych peptidickych sekvencii

Z pohl'adu anti- ageing starostlivosti 0 kozu je vel'mi perspektivnym smerom podpora jej
struktirnej integrity. V epidermalnej vrstve, na dermo- epidermalnom rozhrani aj v dermalne;j
vrstve sa nachadza obrovské mnozstvo buniek, ktorych adhézia a komunikécia je
sprostredkovana rozmanitymi spojeniami.

Za bunkovu adhéziu st zodpovedné aj receptory integriny. Ako uz bolo spominané, jedna
sa 0 rozsiahlu rodinu bunkovych povrchovych receptorov. Ich spojenie s okolitym prostredim
je zabezpecené interakciou s molekulami extracelularnej matrix cez konzervované motivy.
Jednym z tychto motivov je tripeptidickd sekvencia RGD, ktora je pritomna v molekulach ako
fibronektin, vitronektin aj v niektorych izoformach lamininu. Integrinovych receptorov, ktoré
rozpoznavaju uvedenu sekvenciu je niekolko a nachadzaju sa na réznych typoch buniek.
Velmi zaujimava a lakava z pohladu kozmetickych aplikacii je skuto¢nost, ze jednotlivé
interakcie mozu vyvolavat’ odlisné odozvy vo vnutrobunkovej signalizacii. Délezitym bolo aj
zistenie, ze len RGD sekvencia je schopna interakcie s niektorymi receptormi. U inych je
nutna bud’ pritomnost’ synergicky posobiacich sekvencii ¢i exaktne zoskladany interagujuci

polypeptid.

Z vyssie zmienenych arovnako aj z mnohych d’alsich dovodov bola RGD sekvencia
vybrana ako peptid, ktorého Stadiom z pohl'adu kozmetickych aplikécii by bolo zaujimavé sa
zaoberat’. Nielen samotna sekvencia, ale aj usporiadanie v priestore je nevyhnutné z pohl'adu
spravnej interakcie s receptorom. Boli preto navrhnuté tri modifikované peptidy pridanim
glycinov a Vv jednom pripade aj alaninu do sekvencie. V ¢lanku Beer a kol. [82] a tiez Hersel
akol. [83] st uvedené modifikacie peptidov Studované Vv spojeni so stimulaciou adhézie
buniek.
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3 EXPERIMENTALNA CAST

3.1 Chemikalie

Pouzivané chemikalie pochadzali od firiem:

FlukaChemie AG, Svajéiarsko- chlorid sodny, chlorid draselny;

LachNer s.r.o, Neratovice, Ceskd republika- chlorid draselny, dodekahydrat
hydrogénfosfore¢nanu sodného, dihydrogénfosfore¢nan draselny, D-glukoza, EDTA
Chelaton Il, dimetyl sulfoxid;

Penta, Chrudim, Ceska republika- dihydrogénfosforeénan draselny kyselina
chlorovodikova;

Sigma- Aldrich, Praha, Ceska republika- Trisma base, Triton X-100, D-MEM, L-
glutamin, D-glukéza, trypanova modra, deoxychlat sodny, thiazolyl blue tetrazolium
bromid- MTT, Trypsin/EDTA 10x, dodecyl sulfat sodny, penicilin/ streptomycin,
albumin z bovinneho séra- BSA, etanol, 2- propanol;

Roche s.r.0., Praha, Ceska republika- Complete mini protease inhibitor;

Gibco, Life Technologies Czech Republic s.r.o., Praha - BOFES, gentamicin.

Kity vyuzivané v tejto praci boli zaktapené od firiem:

Bio-Rad spol. s.r.0, Praha, Cesk4 republika- RCDC protein assay Kit;

Thermo Fisher Scientific Inc., Praha, Ceska republika- Detoxi- gel™ Endotoxin
Removing columns;

Associates of Cape Cod incorporated Inc., East Falmouth, Massachusetts- stanovenie
endotoxinov.

Peptidy (Tab. 2) boli nasyntetizované vo firme Contipro Biotech s.r.o. v laboratoriach

oddelenia chemickych syntéz. Syntéza prebiehala pomocou modifikovanej metédy na pevnej
faze [184]. Na oddeleni inStrumentalnej analyzy, rovnako vo firme Contipro Biotech s.r.o.,
bol vykonany ich rozbor pomocou kvapalinovej chromatografie v spojeni s hmotnostnou
spektrometriou (LC-MS metoda) a boli precistené s vyuzitim vysokotlakovej kvapalinovej
chromatografie (HPLC).
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Tab. 2 Testované peptidy. Prvym trom peptidom s konkrétnou sekvenciou vyjadrenou
V jednopismenkovom aminokyselinovom kéde (2. Stipec) bolo pre lahsiu orientdciu pridelend
skratka (1. Stipec). Tdto skratka nemd Ziadnu suvislost s ich aminokyselinovou sekvenciou ani
vlastnostami. Oznacenie peptidu v poslednom riadku zodpoveda jeho sekvencii. V poslednom
stlpci je uvedend molekulovd hmotnost jednotlivych peptidov

Oznacenie peptidu Sekvencia peptidu Molekulova hmotnost’ (M,,)
R2 H-GGGAGGRGD-OH 702,69
R4 H-G6RGD-NH2 687,67
R6 H-G6RGD-OH 688,66
RGD RGD-NH; 345

3.2 Bunkové kultury

Na viabilité testovanie bola pouzitd spontanne imortalizovana bunkova linia NIH/3T3
zarodo¢nych mysich fibroblastov. Tato bola zaktpena od firmy Sigma- Aldrich, spol. s.r.o.,
Praha, Ceska republika.

3.3 Média

Kultiva¢né médium na NIH/3T3 mysie fibroblasty bolo pripravované pri dodrzovani zasad
sterilnej prace zmieSanim 87 % D-MEM (z angl. Dulbecco minimum essential medium,
zakladné médium s obsahom glukézy 1000 pg/ml, bez L- glutaminu a pyruvatu), 10 %
bovinneho fetalneho séra (BOFES), 1 % L- glutaminu, 1 % glukézy a 1 % penicilinu/
streptomycinu. V chladnic¢ke bolo uschovavané po dobu maximalne 3 mesiacov.

Pod zésadami sterilnej pradce sa rozumie praca v laminarnom boxe vycCistenom
s dostupnymi dezinfekénymi prostriedkami a vysvietenom minimalne 15 minat UV svetlom.
UV svetlom je taktieZ potrebné nechat’ vysvietit’ aj vSetok potrebny material.

3.4 Zakladné roztoky

Roztok glukézy: 40 % (w/v) glukdza.
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Roztok Glutaminu: 2mM L-Glutamin.
PBS: 0,800 % NaCl ; 0,020 % KCI; 0,285 % NaoHPO4 x 12 H,0; 0,020 % KH,PO4.
Trypsin/EDTA 1x: 10% trypsin/EDTA 10x, 90% PBS.

Lyza¢ny pufor: 0,088 % NaCl; 0,010 % SDS a 0,061 % Trisma base. Za stalého mieSania
pridat’ I ml TRITON X-100. Zmerat’ pH a upravit’ na hodnotu 8 pridanim 35 % HCI.

Lyza¢ny pufor s inhibitormi protedz: na 10 ml lyza¢ného pufru pouzit’ 1 tabletu Complete
mini protease inhibitor.

Solubiliza¢ny roztok (MTT): 50 % (v/v) 2-propanol (IPA) a 50 % (v/v) DMSO. K tejto zmesi
pridat’ 1/9 objemu Tritonu X-100 a 0,990 % 37% HCI.
Roztok MTT: 5 mg/ml MTT v kultivatnom médiu.

Regeneracny roztok: 1% deoxycholat sodny.
Skladovaci roztok: 25 % (v/v) 96 % etanol.

RCDC protein assay kit: Kit obsahuje hotové roztoky oznacené ako DC reagent A, DC
Reagent B, DC Reagent S, RC Reagent | a RC Reagent II.

Injek¢nd voda bola ziskand z oddelenia farmaceutickej vyroby v sidle firmy Contipro
Pharma s.r.o. a sterilizovana v autoklave za §tandardnych podmienok: 35 minat pri 121°C
(tlak 221 kPa). Z tejto vody boli pripravené roztoky glukozy, glutaminu a rovnako aj roztoky
na odstrafiovanie endotoxinov kolonkami Detoxi- gel™ Endotoxin Removing columns od
firmy Thermo Scientific (t.j. PBS , regenera¢ny a skladovaci roztok).

Ostatné roztoky boli pripravené z demineralizovanej vody a sterilizované bud’ cez 0,2 um
injekeny filter (glukoza, glutamin) alebo v autoklave.

U vicsiny roztokov bolo potrebné vyhnut' sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu
a ich expiracna doba bola Standardne 3 mesiace pri skladovace;j teplote 5- 15°C.

3.5 Spotrebny material

Material na kultivaciu buniek, stanovenie viability a proliferacie (napr. 96- a 24- jamkové
mikrotitracné platnicky, Spicky, ependorfové skimavky, 15 ml aj 50 ml skumavky, atd’.)
pochadzal preferenéne od firiem Schoeller Pharma Praha s.r.o., Ceska republika prip.
Schoeller Instruments, s.r.o., Praha, Ceska republika.

Material na stanovenie endotoxinov (sterilné apyrogénne jednorazové Spicky, sterilné
apyrogénne reakcéné aj riediace skumavky, sterilné apyrogénne 96- jamkové mikrotitracné
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platni¢ky) pochadzal od firmy Associates of Cape Cod incorporated Inc., East Falmouth,
Massachusetts, USA.

3.6 Pristrojové vybavenie

Termostat na bunkové kultary: Jouan 1GO150 CELLIlife CO2 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Praha, Ceska republika).

Laminarny box na pracu s bunkovymi kultirami: Jouan, Nordic A/s (Thermo Fisher Scientific
Inc., Praha, Ceska republika).

Laminarny box na stanovovanie proteinov: Jouan MSC 12 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Praha, Ceska republika).

Centrifugy: Jouan BR4i (Thermo Fisher Scientific Inc., Praha, Ceska republika), IEC CL31R
Multispeed centrifuge (Thermo Fisher Scientific Inc., Praha, Ceska republika).

Microplate Readeru: Versa Max so softwarom SOFT max PRO.
Termoblok: od firmy Falc Instruments s.r.1, Treviglio, Italy.
Mikroskop na rutinné sledovanie bune¢nych kultar: Olympus CX30.
Mikroskop na pocitanie buniek: Olympus CX40.

Fluorescen¢ny mikroskop na ziskavanie obrazovej dokumentacie: Nikon Eclipce Ti (program
NIS-Elements AR 3.1).

Viéha na sterilné navaZovanie peptidov: XP205 (Mettler- Toledo s.r.o., Praha, Ceska
republika).

Doplnkové vybavenie: stolné trepacky, vortex s pridavnym nastavcom, automatické pipetory,
stojany na skiimavky, stopky na meranie ¢asu.

3.7 Metédy

3.7.1 Kultivacia NIH/3T3 mysich fibroblastov

Princip: Spravanie subkultury mysich fibroblastov pocas kultivacie vyjadruje rastova
krivka (Obr. 11). Okamzite po nasadeni buniek do kultivaéného média su bunky v latentnej,
tzv. lag taze, ktord trva najcastejSie od 12 do 24 hodin. Pocas tejto fazy dochadza ku adaptacii
na nov¢ prostredie. Bunky fibroblastov sa obnovuju po zasahu protedzami, dochadza ku
obnove ich cytoskeletu a ku sekrécii matrixovych molektl. Dochadza ku prichyteniu buniek
na dno kultiva¢nej nadoby a Kk ich postupnému $ireniu a hakoniec vstupu do bunkového cyklu.
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Bunky postupne vchadzaju do exponencionalnej, alebo log fazy. Dubling time NIH/3T3
mysSich fibroblastov je priblizne 20 hodin, tzn. ze pocas tejto periody dojde k zdvojnasobeniu
nasadenych buniek. Po obsadeni vicsej Casti dna kultivanej naddoby, prip. vyCerpani Casti
zivin, bunky vstupuju do stacionarnej (platd) fazy [85] [86].

Postup: Bunky boli kultivované v 75 cm? kultivaénych fl'askach v inkubatore s 7,5 % CO»
pri 37 °C a pri zvySenej vlhkosti. Kultivaéné médium bolo vymienané kazdé 2 az 3 dni a
bunky boli pasazované po dosiahnuti stavu konfluencie (interval 4- 6 dni).

Medium
change g——3—=
10%; /./"
E Subculture
— .
0 - | & seeding Mext
T 1 074 subculture
o
Lag ! Log i Plateau
1 04 T ! T T T ‘I T

0 2 4 6 8 10

Obr. 11 Rastovad krivka s vyznacenymi fazami (lag, log a plato) a vkonmi- od nasadenia
buniek, vymeny média az po dalsie pasdzovanie [85].

3.7.2 Pasazovanie NIH/3T3 mySich fibroblastov

Princip: Pri udrziavani bunkovej kultary mysich fibroblastov po dosiahnuti konfluentného
stavu na povrchu kultiva¢nej nadoby je potrebné ich tzv. pasazovat. Pod tymto pojmom sa
rozumie vytvaranie subkultir po uvolneni adherentnych buniek zo dna fl'aSky i od seba
navzajom, ich nariedenie na vhodnu koncentraciu a prenesenie do novej naddoby s Cerstvym
médiom. Na oddelenie buniek od kultivaéného povrchu sa vyuZziva protedza trypsin, ktora
natravuje adhezné molekuly. Nakolko adhézia fibroblastov je modulovand aj pritomnost’
dvoj- mocnych i6nov (predovsetkym Ca®* a Mg?), do roztoku trypsinu sa priddvaju aj
chelatacné c¢inidla, predovSetkym kyselina etyléndiamintetraoctova (EDTA). Po urceni
koncentracie buniek je presny objem bunkovej suspenzie preneseny do Cerstvého
kultivaéného média so sérom, ktoré obsahuje antiproteazy. Z nich je dolezity predovsetkym
antitrypsin, ktory inaktivuje zvysky trypsinu [85] [86] [87].

Postup: Na zaciatku bolo dno nadoby oplachnuté starym médiom, ktoré bolo nasledne
odsaté. Potom bolo preplachnuté asi 5 ml roztoku PBS, ktory bol opdtovne odsaty. Po pridani
1 ml Trypsinu/ EDTA 1x na plochu 75 ¢m? bolo uvolfiovanie buniek priebezne sledované
mikroskopicky (v pripade potreby boli kultivacné flasky umiestnené na chvil'u do termostatu
na 37°C). Zagulatené bunky boli nasledne sklepanim uvolnené zo dna nadoby. PO
naslednom pridani 5 ml kompletného média boli bunky pipetovanim oplachnuté zo dna
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nadoby a suspendované. Adekvatny objem buneCnej suspenzie bol preneseny do 1,5 ml
skimavky na pocitanie a centrifugovany na 1200 rpm (200x g) pri 28 °C po dobu 10 minut na
centrifige Jouan BR4i. Medzitym bol pomocou Biirkerovej komdrky uréeny pocet buniek vo
vzorke (vid’. Kapitola 3.7.3). Po centrifugécii bolo médium v supernatante odsaté a usadené
bunky boli nakoniec suspendované v znamom objeme nového média. Bunky boli na nova
kultivaénti fPasku nasadzované v hustote 300 000 buniek/ 75 cm? flaska.

3.7.3 Pocitanie buniek v Biirkerovej komorke

Princip: Pri pasazovani buniek za ucelom bud’ udrziavania bunkovej linie NIH/3T3
mysSich fibroblastov alebo pri nasadzovani buniek na 96- jamkové (sledovanie viability MTT
testom, podrobnejsie v kapitole 3.7.6), prip. 6- jamkové panely (stanovenie obsahu proteinov,
podrobnejsie v kapitole 3.7.7) je potrebné poznat' presné mnozstvo buniek v bunkovej
suspenzii. Na priame stanovenie poctu buniek sa bezne vyuzivaju dve metoédy- rucné
pocitanie buniek po pridani vhodného farbiva v kalibrovanej komodrke pod svetelnym
mikroskopom alebo poloautomatické pocitanie s vyuzitim prietokového cytometra. V tejto
praci boli bunky pocitané prvym spdsobom, pomocou Biirkerovej komorky. Na rozliSenie
medzi zivymi a mrtvymi bunkami a na ich kvantifikdciu bola pouzita trypanova modra (Obr.
12), ktora sa vo vhodnom pomere pridava do bunkovej suspenzie. Diskriminicia medzi
zivymi a mrtvymi bunkami je zalozena na neschopnosti tohto farbiva penetrovat’ cez mebrany
zivych buniek alebo jeho aktivnym odstrafiovanim pomocou transportnych mechanizmov
metabolicky aktivnych buniek. Zivé bunky st teda pod svetelnym mikroskopom
pozorovatel'né ako bezfarebné, kym miftve bunky s poruSenou membranou a defektnymi
transportnymi mechanizmami ako modré [88].

CH, CH,
NH, OH OH NH,
s
NaO,S SO;Na NaO,;$ SO;Na

Trypanova modi

Obr. 12 Chemicka Struktura trypanovej modrej [89].

Postup: Po dokladnom premiesani bune¢nej suspenzie bol zelany objem preneseny do 1,5
ml skimavky, do ktorej bol nasledne pridany konkrétny objem farbicky trypanova modra.
NajcastejSie vyuzivané objemy spolu so zriedovacimi faktormi su uvedené v Tab. 3.
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Tab. 3 Riedenia bunecnej suspenzie vhodné na pocitanie buniek

Objem suspenzie (ul) Objem trypanovej modrej (pl) Zried’ovaci faktor (ZF)

20 180 10*

20 80 5

* Vhodne;jsi pre hustejSie bunecné suspenzie.

Po premieSani suspenzie buniek s farbickou nasledovalo opatrné nanasanie pipetou na
Biirkerovu komoérku (Obr. 13) prikrytd krycim sklickom. Tekutina sa nanasala na obe
polovice skla rovnakym postupom, pricom nadbyto¢na suspenzia odtiekla postrannymi
kanalikmi. Zivé bunky boli po¢itané pod mikroskopom s fazovym kontrastom pri zvi¢Seni
100x v minimalne piatich S$tvorcoch ohrani¢enych trojitou ¢&iarou pri  dodrziavani
nasledujucich pravidiel: Vybrané §tvorce nesmeli spolu susedit’ stranami. Pocitané boli iba
bunky leziace celym svojim objemom vo vnutri §tvorcov a na ich vrchnej a lavej strane.
Bunky leziace na spodnej a pravej strane sa nezapocitavali.

Obr. 13 Pohlad na pocitacie pole Biirkerovej komorky [89].

Celkovy pocet buniek vo vzorke bol nakonec ziskany vypoctom zo vzorca:
X=ZF.R. V. 10*[b/ ml], kde
R- priemerny pocet buniek v jednom $tvorci,
ZF- zried’'ovaci faktor,

V- celkovy objem bunecnej suspenzie.
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3.7.4 Stanovenie endotoxinov LAL testom

Bakteridlne endotoxiny (BET), v starSej literatire oznacované aj ako lipopolysacharidy
(LPS), st zvySky vonkajSej membrany bunkovej steny gramnegativnych baktérii (Obr. 14).
Ich pritomnost’ v bunkovych kultirach méze ovplyviiovat’ vysledky biologického testovania a
preto je nevyhnutné poznat ich koncentraciu v sledovanych vzorkach peptidov.

Pri stanovovani mnozstva BET vo vzorkach peptidov bol pouzity LAL (Limulus
AmebocytelLysate) test. Existuji rdzne varianty tohoto testu, ktoré sa liSia ucinnostou,
deklarovanou citlivostou lyzatu &i technikou prevedenia skugky. Uginnost’ endotoxinov byva
vyjadrend v medzinarodnych jednotkach IU vyhlasovanych Svetovou zdravotnickou
organizaciou (WHO). Jedna IU vyjadruje u¢innost’ endotoxinu vztiahnut na 1 ml, pripadne 1
g (1 IU= 0,1ng endotoxinu E. coli 0113: H10) a rovna sa jednej endotoxinovej jednotke
(EU). Mnozstvo endotoxinov sa teda vyjadruje Vv jednotkach 1U/ ml alebo EU/ ml.
Deklarovana citlivost A sa najcastejSie vyjadruje v jednotkach EU/ ml (g) alebo
U/ ml (g) [90] [91] [92].

Polysaccharde Lipid
= Quter | Inner .
0-Specific Chain Core | Core Lipid A
L — ] L A J L J
Region 1 no lla 1

Obr. 14 Struktiira lipopolysacharidu [93)].

Na testovanie pritomnosti endotoxinov vo vzorkéach st v sti¢asnosti dostupné nasledujice
techniky:
1. Gélova (limitna skuska alebo semi- kvantitativna metdda)- zaloZena na tvorbe gélovej
zrazeniny,
2. turbidimetricka (kinetickd metdda alebo metoda koncového bodu)- zalozena na rozvoji
turbidity po Stiepeni endogénneho substratu,
3. chromogénna (kineticka metoda alebo metéda koneéného bodu)- zalozena na rozvoji
farebnej reakcie po Stiepeni chromogénneho komplexu [90] [91] [92].
V predkladanej préci bola pritomnost’ hladiny endotoxinov detekovand najskor pomocou
gélove] metody a kvantifikacia prebehla s vyuzitim chromogénnej metody.

A: Gélova metoda

Na tento test bol vyuzity kit s deklarovanou citlivostou 0,06 IU/ ml od firmy Associates
of Cape Cod incorporated Inc., East Falmouth, Massachusetts. Ako kontrolny Standardny
endotoxin (so skratkou CSE) je v uvedenom kite vyuzity purifikovany extrakt z kmena E. coli
0113:H10. Tento kmen je rovnaky ako kmeinl vyuzivany v Americkej a Eurdpskej
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Pharmacopoeia ako referen¢ny Standardny endotoxin [90] [91]. Pritomnost’ endotoxinov
s tymto kitom bola sledované vo vzorke RGD peptidu rozpustenom na koncentraciu 1 mg/ ml
LAL reak¢énou vodou (LRW, z angl. LAL reagent water).

Gélova metdda stanovenia endotoxinov je limitnou skaskou, ktorou je mozné detekovat
pritomnost’ BET vo vzorke v koncentracii rovnakej alebo vyssej ako je deklarovana citlivost
lyzatu A = 0,06 IU/ml. V pripade pritomnosti BET v koncentracii > 0,06 1U/ml dochéadza
v skiimavkach po uplynuti reakénej doby ku vytvoreniu celistvého kompaktného gélu.

Princip metédy: Lyzat amebocytov pacifického kraba Limulus polyphemus obsahuje
proteiny zahrnuté¢ v koagulacnych mechanizmoch. K spusteniu kaskady zrazacich reakcii
dochadza po aktivacii endotoxinmi. Kone¢nym krokom je rozstiepenie proteinu koagulogénu.
Nerozpustny koagulin sa na zaklade i6novych interakcii zlucuje a vytvara tak zrazeninu,
ktorej objavenie sa v teste je dokazom pritomnosti endotoxinov v sledovanej vzorke (Obr. 15)
[94] [95].

Endotoxin
Factor C Factor Ca p-glucan
Factor B Factor B,  Factor G Factor G

a

Clotting enzyme  Clotting enzyme,

7\

Coagulogen Coagulin

Obr. 15 Schématické znazornenie reakcii veducich ku tvorbe zrazeniny v gélovom LAL teste
so zndzornenim alternativnej - glukdanovej drahy (prevzané z [96]).

Postup:

Priprava BET s koncentréciou 4\: Na zaciatku bolo potrebné pripravit’ Standardny roztok
bakterialneho endotoxinu (CSE) s ¢=1000 IU/ml podla prilozeného certifikatu. CSE bol
rekonstituovany sterilnou LRW vodou.

V prilozenych apyrogénnych skiimavkach bol BET nariedeny na 4\ zo zasobného roztoku
CSE (vid'. Tab. 4). Koncentracia standardného roztoku 4A je koncentracia, ktora sa pridava do
pozitivnej produktovej kontroly (PPC) v mnozstve 50 ul, ¢im sa ziska roztok o koncentracii
2\, teda dvojnasobok citlivosti lyzatu. Vysledok po pridavku 4\ musi byt v uvedenych
pripadoch vzdy pozitivny.
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Tab. 4 Riedenie BET na koncentrdaciu 4- nasobku citlivosti (4))

Objem (ul) a koncentracia Objem riediacej Ziskana koncentracia
(1U/ mDriedenych roztokov LRW (ul) roztoku (1U/ ml)
200 (1000) 1800 100
200 (100) 1800 10
200 (10) 1800 1
500 (1) 1500 0,25 (41)

Priprava lyzatu: Z nadobky s lyzatom bola opatrne odstranena zatka abol do nej
napipetovany vyrobcom predpisany objem pufru. Ku vzorkdm a kontrolam bol lyzat

pridavany v mnozstve 100 pl.

Vlastné prevedenie skusky: Na zaciatku boli prichystané dva stojany, do ktorych bol
vlozeny vhodny pocet apyrogénnych skiimaviek. Do prvého boli umiestnené Styri skimavky
ur¢ené na riedenie Standardného roztoku endotoxinu (vid’. priprava BET s koncentraciou 4A).

Do druhého stojanu bolo prichystané dvojnasobné mnozstvo reakénych skiimaviek ako je
poéet vzoriek urenych na analyzu (jedna skumavka na vzorku a jedna pre PPC).
Rovnako aj pre negativnu a pozitivnu kontrolu boli do rovnakého stojanu vlozené dve
reakéné skimavky.

Nasledne bol na zaklade postupného riedenia (Tab. 4) v prislusnych skumavkach
pripraveny roztok endotoxinu CSE s koncentraciou 4 A. Do reakénych skiimaviek radenych
za sebou bolo napipetovanych 100 pl vzorky a do d’alsich reakénych skiimaviek 50 pl roztoku
vzorky. Do reakénych skamaviek uréenych pre PPC bolo naviac pridanych 50 ul
Standardného roztoku BET s koncentraciou 4 A. Do dvoch reakénych skiimaviek uréenych pre
negativhu kontrolu bolo napipetovanych 100 ul LRW ado dalsich dvoch reakénych
skamaviek urcenych pre pozitivnu kontrolu bolo okrem 50 ul LRW pridanych aj 50 ul
Standardného roztoku BETSs koncentraciou 4 A. Do vsetkych skimaviek (t. j. pre vzorky, PPC,
pozitivnu aj negativnu kontrolu) bol rychlo pridany objem 100 pl LAL. Nakoniec sa stojanom
mierne zatriaslo, ¢im sa docielilo premieSanie jednotlivych zloziek. Stojan sa umiestnil do
termobloku vytemperovaného na teplotu 37,0 + 1,0 °C, kde sa skimavky inkubovali po dobu
60 + 2 minuty.

Po uplynuti reakcnej doby bol stojan vybrany =z termobloku a vsetky
skimavky boli opatrne a zarovenl ¢o najrychlejSie otoc¢ené o 180°. Pokial sa
vytvoril pevny gél, ktory po otoceni skimavky zostal na mieste neporuseny, hodnotil sa
vysledok skusky ako pozitivny (plus). Vysledok sa hodnotil ako negativny (minus), pokial’
nevznikol celistvy gél. Vysledky boli zaznamenavané do pripravenej tabulky pomocou
znamienok plus a minus.
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B: Chromogénna metéda

Tento postup bol optimalizovany pre kit s deklarovanou citlivostou 0,01 1U/ml od firmy
Associates of Cape Cod incorporated Inc., East Falmouth, Massachusetts. a pri pouziti pufru
Glucashield. Uvedeny pufor bol $pecialne navrhnuty na blokovanie interferencie (1->3)--D-
glukanov, ktora byva Casto pri¢inou falosne pozitivnych vysledkov v dosledku aktivacie
glukan senzitivneho faktoru (faktoru G) v LAL (Obr. 15) [97]. Chromogénnou metddou bola
stanovovana koncentracia endotoxinov vo vzorkach vsetkych peptidov.

Princip: Mechanizmus umoziujici kvantifikdciu endotoxinov v chromogénnej metode je
zalozeny na aktivacii enzymov v sérii reakcii v LAL, ku ktorym dochadza v pritomnosti BET.
Po aktivécii posledného enzymu v kaskade dochadza ku Stiepeniu chromogénneho substratu
na peptidy a paranitro anilin (pNA) za objavenia sa ZItého zafarbenia. Mnozstvo uvol'neného
PNA a namerand absorbancia pri 405 nm je umerna mnozstvu endotoxinu v systéme. V tomto
systéme je vidiet’ zavislost’ medzi koncentraciou endotoxinu a rychlostou reakcie, t.j. ¢im je
koncentracia endotoxinu vyssia, tym je reakcia rychlejsia [98].

Postup:

Priprava BET: Na zaciatku bolo potrebné pripravit' Standardny roztok bakteridlneho
endotoxinu CSE s ¢=1000 IU/ml podla prilozeného certifikatu. Zakladny roztok bol
uchovavany pri teplote 2- 8°C maximalne po dobu 4 tyzdnov. Pri kazdom d’alSom pouziti bol
kontrolny S$tandardny roztok CSE najskor vytemperovany na laboratérnu teplotu a
vortexovany v $pecialnom nastavci aspon 20 minat pri otackach priblizne 600— 900
ot/min.

Priprava Pyrochrome LAL reagencie: Z nadobky s Pyrochrome LAL reagenciou bola
opatrne odstranena zatka a bolo do nej napipetovanych 3,2 m Glucashied pufru.

Skuska citlivosti kitu: Do prichystanej mikrotitratnej platnicky bola postupne
napipetovana kalibra¢na rada (Tab. 5) v definovanom rozlozeni (Tab. 6). Do kazdej jamky
bolo nasledne pridanych 50 pl Pyrochrome LAL reagencie rozpustenej v pufre Glucashied.
Po inkubacii 1 hodinu pri teplote 37 °C v ELISA readeri bola reakcia zastavena pridanim 25
ul 50% kyseliny octovej. Nakoniec bola zmerana absorbancia pri vinovej dizke 405 nm.

Vlastné prevedenie skusky: Do mikrotitraénej platnicky bola najskdr napipetovana
kalibra¢na rada (Tab. 7). Nasledne boli do jednotlivych jamiek pipetované vzorky v objeme
50 pl a PPC (25 pl vzorky a 25 ul BET). Do vsetkych zaplnenych jamiek bolo potom rychlo
a presne napipetovanych 50 ul Pyrochrome LAL reagencie rozpustenej v pufre Glucashied.
Mikrotitracna platnicka bola umiestnena do ELISA readeru a inkubovana po dobu 1 hodiny
inkubacil bola reakcia zastavena pridanim 25 pl 50 % kyseliny octovej a nasledne bola
okamZite zmerana absorbancia pri vinovej dizke 405 nm.
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Tab. 5 Priprava kalibracnej rady na overenie citlivosti lyzatu pri chromogénnej metode

stanovovania endotoxinov.

Objem (ul) a koncentracie (IU/ml)| Objem riediacej LRW| Ziskané koncentracie
riedenych roztokov vody (ul) roztokov (1U/ml)
20 (1000) 1980 10
200 (10) 1800 1
200 (1) 1800 0,1
200 (0,1) 1800 0,01
200 (0,01) 1800 0,001
200 (0,001) 1800 0,0001

Tab. 6: Rozmiestnenie bodov kalibracnej krivky (vyjadrenych v jednotkach IU/ ml) na
mikrotitracnej platnicke pri overovani citlivosti lyzatu pri chromogénnej metode stanovenia

endotoxinov.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A X X

B 10 10

C 1 1

D 0,1 0,1

E 0,01 0,01

F 0,001 | 0,001

G 0,0001 | 0,0001

H LRW | LRW

Tab. 7 Priprava kalibracnej rady na stanovenie endotoxinov chromogénnou metodou.

Objem (ul ) a koncentracie | Objem riediacej]LRW | Ziskané koncentracie
vody (ul)
(1U/ ml) riedenych roztokov roztokov (1U/ ml)
100 (5) 1900 0,5
200 (1) 1800 0,1
100 (0,5) 1900 0,05
20 (0,1) 1800 0,01
100 (0,05) 1900 0,005
200 (0,01) 1800 0,001
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3.7.5 Odstranovanie endotoxinov kolonkami

Na odstranovanie endotoxinov zo vzorky RGD peptidu rozpustené¢ho v kultivaénom médiu
na koncentraciu 1 mg/ml boli vyuZité kolonky Detoxi- gel™ Endotoxin Removing columns
od firmy Thermo Scinetific, Inc.

Princip: Endotoxiny (lipopolysacharidy) su zvysky vonkajSej membrany bunkovej steny
gramnegativnych  baktérii. Kolénky na odstrafiovanie endotoxinov st naplnené
imobilizovanym polymixinom B, ktory je vhodny na navézovanie a odstraiovanie pyrogénov
z roztoku. Polymixiny st zarad’ované medzi antibiotikd obsahujuce kationicky cyklopeptid
s retazcom mastnej kyseliny. Ku neutralizécii biologickej aktivity endotoxinov dochadza po
naviazani ich lipidickej ¢asti A na polymixinov( napli (Obr. 16 A a B) [99].

Postup: Na zaciatku experimentu boli kolonky zvonku oplachnuté izopropanolom, zo
spodnej Casti boli odstranené uzévery aumiestnené do 15 ml skimavky. Po preteceni
skladovacieho roztoku do skimavky nasledovalo postupné pipetovanie 5 ml regeneracného
roztoku. Pocas celého procesu bol kontrolovany odtok v skimavke a v pripade potreby bol
vylievany do pripraveného odpadu. Nasledovalo preplachnutie 5 ml injekénej vody a5 ml
PBS. Po steceni oboch roztokov bola kolonka premiestnena do novej 15 ml skamavky a
postupne bolo pridavané 5 ml média sterilizovaného za pouzitia 0,22 pm bakteridlneho filtru.
Po odteceni média bola kolonka opétovne premiestnena do povodnej 15 ml skiimavky a
postupne bolo pridavanych najskor 5 ml regenera¢ného roztoku a potom 5 ml injekénej vody.
Nakoniec bola zaliata skladovacim roztokom a na spodnu Cast’ bola umiestnena zatka. Pocas
celého procesu bolo nutné dbat’ o neustale dopliianie roztokov do kolonky. Jej vyschnutie by
mohlo viest’ ku znehodnoteniu, ¢im by sa znemoznilo opakovane ju pouzit'.

HaN

=0 [ 1
(CH2)p )?:3 HSOH gfm NH2
CHs (CHoly  KH2)y
3 CHy
(A) (B)

Obr. 16 (A) Struktira zvysku lipidickej c¢asti A lipopolysacharidu [93], (B) Struktiira
polymixinu B [100].
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3.7.6 Meranie viability buniek MTT metodou

Princip: MTT esej je zalozena na redukcii zltého rozpustného 3-[4,5-dimethylthiazol-2-
yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromidu (MTT) na nerozpustny modry MTT- formazan (Obr. 17
A). Reakcia je lokalizovana na mitochondrialnej membrane zivych buniek a klI'icovymi sa
enzymi mitochondrialne dehydrogenazy. Ku rozpusteniu formazanu dochadza po pridani
silného detergentu. Vysledok tejto reakcie sa detekuje spektrofotometricky pri vinovej dizke
540 nm (Obr. 17 B). Namerana hodnota absorbancie vypoveda o zastupeni zivych buniek vo

vzorke (¢im tmavsia farba a teda vysSia absorbancia, tym vysSie percento zivych buniek)
[101].

MTT MTT formazan

o0)
o
o

Optical density
o
w

MTT formazan

260 340 420 500 580 660
Wavelength (nm)

Obr. 17 (4) Chemicka struktura MTT a MTT- formazanu. (B) Absorpcné spektrum MTT
a MTT- formazanu [102].

Postup: Mikrotitratné platnicky boli vytiahnuté z termostatu a v lamindrnom boxe bol
pridany do jamiek Cerstvo pripraveny roztok MTT v objeme 10 %, tj. v pripade 96 jamkového
panelu k 200 ul média 20 ul roztoku MTT. Po miernom premiesani boli platnicky inkubované
v termostate pri teplote 37 °C po dobu 2,5 hodiny zabalené v alobale. Po vytiahnuti
Z termostatu bolo nad vylevkou opatrne sklepané médium s MTT roztokom (pripadne bolo
odsané pipetou) a osuSené s pripravenymi utierkami. Nasledne bol pridany solubilizacny

43



roztok v objeme 220 ul a panel bol inkubovany po dobu 30 minat na stolnej trepacke opat’
zabaleny v alobale. Nakoniec bol odnaty kryt z panelu, umiestneny do Microplate Readeru
Versa Max so softwarom SOFT max PRO a absorbancia bola zmerana pri vinovych dizkach
570 nm a 690 nm (pozadie) metédou konecného bodu. Vysledna absorbancia je rozdielom
A(570)- A(690). V priebehu celého experimentu je nutné pracovat’ pri vypnutom svetle!

Ovplyvitovanie adherentnych buniek: Adherentné bunky boli ovplyviiované po 24-
hodinovej kultivacii v kompletnom rastovom médiu po nasadeni na 96 jamkové panely
(nasadzovacie hustoty vid. Tab. 8). Viabilita bola merana v Styroch ¢asoch, konkrétne ihned’
po ovplyvneni (Cas tp) a nasledne v 24 hodinovych intervaloch po dobu troch dni (tj. ¢asy tos,
tyg atyp). Nasadené bunky boli V pilotnom experimente ovplyviiované piatimi roéznymi
koncentraciami peptidov (50 pg/ml, 100 pg/ml, 250 pg/ml, 500 pg/ml a 1000 pg/ml), vo
vsetkych ostatnych pripadoch boli ovplyviiované len tromi roznymi koncentraciami peptidov
(50 pg/ml, 100 pg/ml a 250 ug/ml). Peptidy boli vazené v sterilnej vahovni, rozpustené vo
vhodnom objeme kultivaéného média a sterilizované cez 0,2 um filter pri dodrziavani zasad
sterilnej prace v laminarnom boxe. Rovnako boli do vsetkych testovani zahrnuté aj kontroly
(neovplyvnené bunky) a slepé vzorky bez buniek (blank). NajcastejsSie sa jednalo o tri paralely
pre kazdu vzorku.

Pri vyhodnocovani vysledkov boli ziskané hodnoty absorbancie korigované hodnotou
slepych vzoriek. Nasledne bol vypocitany priemer z paralelnych vzoriek a stredna chyba
priemeru (SEM). Nakoniec bol do grafu vynaSany percentudlny prirastok (ibytok) vzhl'adom
ku hodnote neovplyvnenych buniek v ¢ase 0 hodin a zostrojené chybové usecky zo ziskanych
SEM. Na ur¢enie signifikancie vysledkov bol vyuzity on- line Studentov t test pre dve vzorky.

Tab. 8 Nasadzovacia hustota buniek

Pocet Profil Povrch pre Objem Nasadzovacia hustota (pocet
jamiek jamky rast (cm?) jamky (ul) buniek/ jamka)
96 gulaty 0,35 345 3000
6 plochy 9,6 15 000 90 000

3.7.7 Stanovenie obsahu proteinov

Princip metédy: Proteiny boli stanovované s pomocou kitu RCDC od firmy Bio- Rad.
Stanovenie proteinov s tymto kitom je zalozené na protokole od Lowry a kol., 1951 [103]
s modifikadciami smerujucimi ku kompatibilite redukujucich ¢inidiel (RC) a detekujucich
¢inidiel (DC). Principom Lowryho metddy je redukcia tzv. Folin-Ciocalteuova cinidla
proteinmi. Spominané Folin-Ciocalteuova ¢inidlo je zmes fosfowolframovej a
fosfomolybdénovej kyseliny. Vysledkom reakcie Cinidla s proteinmi je vznik komplexov
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molybdénovej modrej, ktorych mnozstvo sa detekuje spektrofotometricky. Reakcia je vo
vSeobecnosti citlivejSia na pritomnost aminokyselin tyrozinu, tryptofanu a v mensej miere
hystidinu a cysteinu v ret’azci proteinu (Obr. 18) [104].
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------- CH— G NH— CH— G— NH---=--=-
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——————— CH— C— NH— CH— C— NH--------
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Cu+ + Mo+5/W+ ——————
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(phosphomalybdic/phosphotungstic acid) Amax=750nm

Obr. 18 Reakcna schéma modifikovanej Lowryho eseje na stanovenie proteinov [104].

Postup:

Priprava roztokov na zostavenie kalibracnej krivky: Na zaciatku bolo navazené do suche;j
1,5 ml skiimavky 1,6 mg BSA a rozpustené v 1 ml lyza¢ného pufru s inhibitormi protedz za
obc¢asného vortexovania (priblizne 30 minit do Gplneho rozpustenia). Z tohto roztoku bol
pipetovany 0,5 ml do suchej 1,5 ml skimavky, do ktorej bol nasledne pridany 0,5 ml
lyzacného pufru s inhibitormi proteaz (tzv. dvojkové riedenie). Tymto sposobom bolo
pokracované v dvojkovom riedeni az do koncentracie 0,1 mg/ml. Takto vznikla radu roztokov
BSA v lyza¢nom pufri s inhibitormi protedz s koncentraciami: 1,6 mg/ ml; 0,8 mg/ ml; 0,4
mg/ ml; 0,2 mg/ ml; 0,1 mg/ ml spolu sblankom (tj. Cisty lyzacny pufor s inhibitormi
protedz). Tieto boli postupne rozpipetované po 25 pl do suchych 2 ml skumaviek.
Nerozpipetované roztoky BSA boli ihned’ zlikvidované.

Ovplyviovanie adherentnych buniek: Adherentné bunky boli ovplyviiované peptidmi
rozpustenymi v kultivaénom médiu na vyslednt koncentraciu 100 pg/ ml dent po nasadeni na
6 jamkové panely (Tab. 7). Peptidy boli vazené v sterilnej vahovni a médium bolo
sterilizované cez 0,2 pm filter. Bunky boli ovplviiované pri dodrziavani zasad sterilnej prace

V laminarnom boxe.

Lyza buniek: V den potreby bolo pripravené pozadované mnozstvo Lyza¢ného pufru
S inhibitormi protedz. Nésledne boli 6- jamkové panely vytiahnuté z termostatu. Najskor bol
odsatych 25 pl média na stanovenie obsahu proteinov a po 1 ml na pripadné d’alSie
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stanovenia. Bunky urcené klyze boli 2- krat preplachnuté 1 ml PBS. Panely medzi
premyvanim boli ukladané na I'ad a po druhom premyti boli vysusené na l'ade po dobu 2
minat. Do jamiek panelu bolo potom napipetovanych 200 pl Lyza¢ného pufru s inhibitormi
proteaz a bunky boli postupne uvoliiované zo dna krazivymi pohybmi na l'ade po dobu
minimalne 10 minut. Na odstranenie buniek z panela bola pouzita sterilna Skrabka a uvol'nené
bunky boli odsaté do pripravenych 1,5 ml skimaviek. Skimavky boli umiestnené do 'adu na
30 minut, a pocas tejto doby 3- krat sonikované (nastavenie ponorné¢ho sonikatoru: cyklus 1,
amplitdda 60, cas 15 s). Bunecna suspenzia bola centrifugovana vo vopred vychladenej
centrifuige IEC CL31R Multispeed centrifuge (Thermo Electron Corporation) 30 minuat pri
teplote 4°C a 12 800 ot./ min. (15 000 g). Supernatanty boli preliate do prichystanych 0,5 ml
skimaviek a znich bol nasledne preneseny objem 25 pl do 2 ml skamaviek, v ktorych
prebiehalo stanovenie proteinov. Nakoniec boli vSetky skimavky zamrazené na -20°C do
d’alsieho spracovania.

Stanovenie obsahu proteinov: Na zafiatku bola rozmrazena jedna kalibra¢na rada spolu
s blankom a tiez lyzaty k analyze a vSetky skimavky boli dokladne zvortexované. Nasledne
bol do skimaviek pridany 125 ul RC Reagent I, opidtovne zvortexovany a nechany minimalne
1 minGtu odstat’. Potom bolo pridanych 125 ul RC Reagent II a po zvortexovani nasledovala
centrifugacia 3 minuty pri 12 800 ot./min. (15 000 g) na centrifige IEC CL31R Multispeed
centrifuge (Thermo Electron Corporation). Po opatrnom zliati supernatantu boli otvorené
skumavky vloZené do véakuovej odparky na 40 minut pri teplote 35 °C. Do skiimaviek bol
nasledne pridany 127 pl RC Reagent A', tieto boli intenzivne vortexované a nechali sa odstat’
po dobu minimalne 5 minut (do rozpustenia peletu). Nakoniec bol do skiimaviek pridany 1 ml
DC Reagent B a opakované vortexovanie. Po 15 minttach boli vSetky lyzaty rozpipetované
Vv tripletoch a kalibracnd rada spolu s blankom po 200 pl do 96 jamkovej mikrotitracnej
platni¢ky a premerana v Microplate Readeru pri 750 nm.
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4 VYSLEDKY

4.1 Charakterizacia peptidov

Na zaciatku bolo potrebné zistit’ zakladné fyzikalno- chemické vlastnosti peptidov. Peptidy
boli dodané lyofilizované v 50 ml skiimavkach (Obr. 19). V zavislosti od aminokyselinového
zlozenia vzoriek mali peptidy rozny charakter, od drobnych vlociek az po sypky biely prasok.

Z fyzikalno- chemickych vlastnosti bola prioritne zistovana rozpustnost. Nakol'’ko mnohé
kozmetické suroviny st vo vode nerozpustné, Casto sa vyuZivaji aj organické rozpustadla
(napr. DMSO, metanol, atd’.). VSetky Styri peptidy boli v§ak vo vode Uplne rozpustné, ¢o
vyrazne zjednodusilo d’alSie biologické testovanie.

Obr. 19 Fotky peptidov v 50 ml zaparafinovanych skiimavkdch. Oznacenie jednotlivych vzoriek je
umiestenené na prilozenom papiery.

4.2 Stanovenie obsahu endotoxinov vo vzorkach peptidov

Pred samotnym biologickym testovanim bolo nevyhnutné vylucit' pritomnost’ vSetkych
neziaducich mediatorov, ktoré by mohli akymkol'vek spdsobom ovplyvnit’ vysledky. Nakol'ko
syntéza peptidov neprebiehala Vv sterilnych podmienkach, do tvahy pripadala kontaminacia
pyrogénmi. Medzi ¢asté kontaminanty patria bakterialne endotoxiny (BET). Ako uz bolo

viackrat spomenuté, BET st zlozky vonkajsich stien gramnegativnych (G°) baktérii. Ku ich
uvolnovaniu do prostredia dochédza po ich rozpade, spdsobenom napr. pouzitim organickych
rozpustadiel pocas syntézy peptidov, pri lyofilizacii vzoriek, prip. inym spdsobom.

Pritomnost’ endotoxinov bola najskor sledované vo vzorke RGD peptidu. S vyuzitim LAL
gélove] metody bola v tomto peptide odhalena pritomnost’ endotoxinov v koncentracii vyssej
ako je deklarovana citlivost’ lyzatu, tj. > 0,06 U/ ml. Schématické znazornenie vysledku
tohto testu je v Tab. 9.
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Tab. 9 Stanovenia endotoxinov vo vzorke RGD peptidu s koncentraciou 1 mg/ml gelovou
metodou (kit s citlivostou 0,06 1U/ml). Vysvetlenie: znamienko plus (+) indikuje vytvorenie
celistvého gélu a prislicha informacii o detekcii pritomnosti endotoxinov vo vzorke
V koncentrdacii > 0,06 1U/ml, znamienko minus (-) mad naopak zndzornit' vytvorenie

necelitvého gélu a nesie opacnu informaciu ako je uvedenda vyssie.

RGD peptid | PPC | Negativna kontrola | Pozitivna kontrola

1. + + - +

2. + + - ¥

Po preukdzani pritomnosti BET v RGD peptide bola stanovena jeho koncentracia LAL
chromogénnou metddou. Touto metddou bol obsah endotoxinov stanovovany aj vo zvySnych
troch peptidoch, menovite R2, R4 a R6. Obsah endotoxinov bol rovnako sledovany aj vo
vzorke RGD peptidu v kultivaénom médiu po pouziti koloniek Detoxi-Gel™ Endotoxin
Removing Gel (od firmy Thermo Scientific, Inc.). Koncentracia endotoxinov v jednotlivych
vzorkach vyjadrena v jednotkach IU/ ml je zhrnuta v Tab. 10.

Tab. 10 Kvantifikacia obsahu endotoxinov vo vzorkach peptidov s vyuzZitim chromogénnej
metody po zohladneni faktoru zriedenia.

peptid- faktor zriedenia mnozstvo endotoxinov (IU/ml)
R2-100x 45,881
R2-10X 3,8493
R4-100X 39,687
R4-10X 4,5806
R6-100X 37,746

R6-10X 4,7

RGD-100X 37,97
RGD-10X 4,2522
RGD- 100X (kolénkovany) 17,597
RGD-10X (kolénkovany) 3,991

4.3 Urcenie optimalnej testovacej koncentracie peptidov

Na sledovanie vplyvu rdznych koncentracii RGD peptidu na viabilitu NIH/3T3
fibroblastov bol prevedeny pilotny experiment na jednej Sarzi buniek pri jednej nasadzovacej
hustote (3 000 b/ 0,35 cm?). Mysie fibroblasty boli ovplyviiované piatimi roznymi
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koncentraciami peptidu (konkrétne 50, 100, 250, 500 a 1000 pg/ ml). Vysledky viabilitnych
MTT testov su znazornené na Obr. 20.

Z Obr. 20 je zrejmé, ze pri koncentraciach 500 a 1000 pg/ ml RGD doslo k vyraznému
poklesu viability mysich fibroblastov. Na zaklade tohto zistenia sa maximalna koncentracia
na testovanie d’al§ich peptidov stanovila na hranicu 250 pg/ ml. Za optiméalnu koncentraciu
peptidov na ovplyviiovanie buniek za ucelom sledovania ich vplyvu na proliferaciu bola
zvolena koncentracia 100 ug/ml pre vSetky Studované peptidy.

MTT, RGD peptid
1400
1200
mOpug/ml
2 1000 mi
w m50 m
N 800 He
X 600 ¥ 100 pg/ml
400 - W 250 ug/ml
200 M 500 pg/ml
0 = 1000 pg/ml
0 hod 24 hod 48 hod 72 hod

Obr. 20 Viabilita NIH/3T3 mysich fibroblastov pri réznych koncentraciach RGD peptidu
V kultivacnom médiu stanovena s vyuzitim MTT testu. Graf bol zostaveny zo Siestich
opakovani (n=6) pre jednu Sarzu buniek a sii v nom zndzornené +/ - SEM.

4.4 Sledovanie viability NIH/3T3 mysSich fibroblastov ovplyvnenych peptidmi

Vysledky zo sledovania vplyvu vybranych koncentracii peptidov (50, 100 a 250 ug/ ml R2,
R4, R6 a RGD) na viabilitu NIH/3T3 mysich fibroblastov st znazornené na Obr. 21. Pre
lepSiu ndzornost’ st rovnako uvedené aj rastové krivky buniek po ovplyvneni peptidmi
s koncentraciou 100 pg/ ml (Obr. 22).

Najvyraznejsi stimulacny efekt na bunky NIH/3T3 mysich fibroblastov po troch dinoch
kultivacie bol zaznamenany pri koncentracii 250 nug/ ml u vSetkych testovanych peptidov. Ani
V jednom pripade neboli ziskané vysledky signifikantné. Najvyssia metabolicka stimulacia
bola zaznamenana u R6 peptidu vo vSetkych ¢asoch v porovnani s neovplyvnenou kontrolou.
U vsetkych Studovanych peptidov bol zrejmy linearny narast viability buniek s rasticou
koncentraciou ovplyviiujucich peptidov.

49



R2 peptid R4 peptid
2000 -+ 2000 -
o 1500 - o 1500 -
(= (=
ﬁ 1000 - ﬁ 1000 -
X X
500 - 500 -
0 A 0 A
Ohod 24hod 48hod 72hod Ohod 24hod 48hod 72hod
R6 peptid RGD peptid
2500 - 2500 -
2000 -+ 2000 -+
2 1500 - 2 1500 -
b b
e 1000 - e 1000 -
500 - 500 -
0 A 0 A
Ohod 24hod 48hod 72hod Ohod 24hod 48hod 72hod
=0 pg/ml Obr. 21 Vplyv peptidov na viabilitu NIH/3T3 mysich fibroblastov. Bunky
50 g/l boli nasadzované v hustote 3000 b/ 0,35 cm?®. Adherentné bunky boli
pg/m

ovplyviiované troma roznymi koncentraciami peptidov R2, R4, R6 a RGD
100 pg/ml (50, 100 a 250 ug/ml) a ich viabilita bola merand pomocou MTT testu.
m 250 pg/ml Grafy su zostavené z troch nezavislych opakovani (n=3) a su v nich
zndzornené +/- SEM. P < 0.05 Statisticka vyznamnost' vs. neovplyvnend
kontrola v.danom case pomocou Studentovho t testu nebola odhalena.

Rastovékrivky, MTT esej
2000
1500
o =100 pg/ml R2
% 1000 —— 100 pg/ml R4
®
500 w100 pug/mlR6
=100 pg/ml RGD
0 T T T 1
0 hod 24hod 48hod 72hod

Obr. 22 Rastové krivky NIHI3T3 mysich fibroblastov ovplyvnenych peptidmi s koncentrdaciou
100 ug/ml (nasadzovanych v hustote 3000 b/ 0,35 cmz). Bunkova viabilita bola stanovena
pomovou MTT testu. Grafy su zostavené z troch nezavislych opakovani (n=3).
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4.5 Sledovanie vplyvu zniZenia nasadzovacej hustoty na rast NIH/3T3 mySsich
fibroblastov ovplyvnenych peptidmi

Vplyv peptidov na viabilitu fibroblastov bol studovany aj v zmenenych podmienkach. Pre
ucely tejto prace bolo zaujimavé sledovat’ viabilitu pri zniZzenej nasadzovacej hustote buniek
pri inak zachovanych kultivaénych podmienkach. Tri odlisné Sarze NIH/3T3 mysich
fibroblastov boli preto nasadené na 96- jamkové miktrotitracné platnicky V poloviénej
hustote, tzn. 1500 b/ 0,35 cm® Po 24- hodinovej kultivicii boli adherentné bunky
ovplyviiované prislusnymi koncentraciami skimanych peptidov.

Vysledky MTT testov pre vSetky peptidy v sledovanej koncentracnej rade (0, 50, 100 a 250
ng/ ml) st uvedené na Obr. 23. Pre lepsiu nadzornost’ st na Obr. 24 uvedené aj rastové krivky
buniek po ovplyvneni peptidmi s koncentraciou 100 pg/ ml.

R2 peptid R4 peptid
800 800
600 - 600 -
= = I
X 400 - X 400 -
=x =x I
200 200 =
0 - 0 -
Ohod 24hod 48hod 72hod Ohod 24hod 48hod 72hod
R6 peptid RGD peptid
800 800
600 - 600 -
= =
X 400 - X 400 -
=x =x
200 - 200 -
0 - 0 A
Ohod 24hod 48hod 72hod Ohod 24hod 48hod 72hod
0 pg/ml Obr. 23 Vplyv peptidov na viabilitu NIH/3T3 mysich fibroblastov. Bunky
B 50 pg/ml boli nasadzované na 96- jamkové mikrotitracné platnicky v hustote 1500
100 pg/ml b/ 0,35 cm? Adherentné bunky boli ovplyviiované troma réznymi
koncentraciami peptidov R2, R4, R6 a RGD (50, 100 a 250 ug/ml) a ich
= 250 pg/ml viabilita bola merand pomocou MTT testu. Grafy su zostavené z troch

nezavislych opakovani (n=3) a su v nich zndazornené +I- SEM. p < 0.05
Statisticka vyznamnost vs. neovplyvnena kontrola v danom case nebola
pomocou Studentovho t testu odhalend. Neosetrend kontrola nebola
odhalena.
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Rastove krivky, MTT esej
600
500
g 400 100 pg/mlR2
< 300 =100 pg/ml| R4
= 200 100 pg/mlR6
100 =100 pg/ml RGD
0
Ohod 24hod 48hod 72hod

Obr. 24 Rastové krivky NIHI3T3 mysich fibroblastov ovplyvnenych peptidmi s koncentrdciou
100 ug/ml. Bunkova viabilita bola stanovend pomovou MTT testu. Grafy su zostavené z troch
nezavislych opakovani (n=3).

Najvyssia metabolicka odozva bola po trojdnovej kultivacii sledovana u neovplyvnenych
buniek. Pri bunkach ovplyvnenych peptidmi bol naopak zaznamenany pokles viability, ktory
ani vjednom pripade nebol signifikantny. Vyraznej$ia stimulacia metabolizmu NIH/3T3
mysich fibroblastov bola odhalend len v ¢ase 48 hodin u peptidu R4 pri testovanych
zanedbatel'ny pokles viability v ¢ase 72 hodin po ovplyvneni V porovnani s neovplyvnenu
kontrolou. V ziskanych vysledkoch nebola odhalend Ziadna zavislost medzi rasticou
koncentraciou peptidov a zvySenou metabolickou odozvou v sledovanom intervale troch dni.
ZreteI'né je skor spomalenie bunkového metabolizmu u ovplyvnenych vzoriek v porovnani
s neovplyvnenou kontrolou.

4.6 Zhodnotenie morfologie buniek ovplyvnenych peptidmi

Nielen sledovanie viability buniek ale aj zhodnotenie morfologickych zmien po ovplyvneni
peptidmi je sucast'ou zakladnych bezpecnostnych in vitro testov. V predkladanej praci bola
morfologia buniek sledovana pod svetelnym mikroskopom Nikon Ti Eclipse pri 100-
nasobnom zvicseni pre obe Studované koncentracie buniek.

V oboch Studovanych systémoch, tzn. s vy$Sou aj nizSou pociato¢nou nasadzovacou
hustotou mysich fibroblastov (90 000 buniek/ 9,6 cm?, resp. 45 000 buniek/ 9,6 cm?), boli
bunky sledované v 24- hodinovych intervaloch po ovplyvneni (v ¢asoch 0, 24, 48 a 72 hodin).

V prvom S$tudovanom pripade (t.j. s po€iato¢nou nasadzovacou hustotou 90 000 buniek/
9,6 cm?®) bolo zaujimavé pozorovat morfologiu fibroblastov v dase 48 a72 hodin bez
ovplyvnenia, resp. po ovplyvneni peptidom R4 v koncentracii 100 pg/ml. V case 48 hodin po
ovplyvneni R4 peptidom (Obr. 25 B) bolo vidiet, ze bunky maju menej pretiahnuty tvar
v porovnani s neovplyvnenou kontrolou (Obr. 25 A). V ¢ase 72 hodin od ovplyvnenia
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peptidmi aj Vv neoSetrenej kontrole bunky dosahovali stav konfluencie (pre ilustraciu st
uvedené fotky vid’. Obr. 25 B a D).

(€) (D)

Obr. 25 Bunkové kultury NIHI3T3 mysich fibroblastov (A) 48 hodin bez ovplyvnenia, (B) 48
hodin po ovplyvneni peptidom R4 s koncentraciou 100 ug/ml, (C) 72 hodin bez ovplyvnenia,
(D) 72 hodin po ovplyvneni peptidom R4 s koncentraciou 100 ug/ml. Fotky boli ziskané pri
100- ndsobnom zvicSeni a pri pociatocnej nasadzovacej hustote 90 000 buniek/ 9,6 cm?.

Nakol’ko v prvom Studovanom pripade sa dalo len vel'mi obtiazne sledovat zmeny
v morfologii individualnych mysich fibroblastov, druhy sytém (bunky nasadzované na 6-
jamkové panely v hustote 45000 buniek/ 9,6 cm?) tato moZnost poskytoval. Adhézia
fibroblastov na dno kultivacnej jamky a ich postupné Sirenie je dokumentované na Obr. 26 A-
E. Na Obr. 26 AaB je mozné vidiet viacSie mnozstvo zagulatenych buniek, ktoré
neadherovali na povrch plastu. Naopak, Obr. 26 D demonstruje Siriace sa bunky fibroblastov
S pocetnymi vybezkami.
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(A) (B) (©)

(D) (E)

Obr. 26 Bunkové kultury NIH/3T3 mysich fibroblastov (4) 24 hodin po ovplyvneni peptidom
R2, (B) 24 hodin po ovplyvneni peptidom R4, (C) 24 hodin po ovplyvneni peptidom R6, (D) 24
hodin po ovplyvneni peptidom RGD, (E) 24 hodin bez ovplyvnenia. Fotky boli ziskané pri
100- ndsobnom zvicseni pri pociatocnej nasadzovacej hustote 45000 buniek/ 9,6 cm? a
koncentrdcii ovplyviujucich peptidov 100 ug/ml.

Narast mnozstva buniek po ovplyvneni jednotlivymi peptidmi a rovnako aj neovplyvnenej
kontroly bol zaznamenany aj pri 40- ndsobnom zvécSeni. Tieto fotky su uvedené v Prilohe ¢.
2, resp. v Prilohe €. 3.

4.7 Sledovanie vplyvu jednotlivych peptidov na akumulaciu proteinov v bunkovej
kultare NIH/3T3 mysich fibroblastov

Paralelne s MTT testom bolo pri dvoch nasadzovacich hustotach (90 000 b/ 9,6 cm?, resp.
45 900 b/ 9,6 cm?) kvantifikované mnoZstvo proteinov v bunkovych kultrach NIH/3T3
mySich fibroblastov ovplyviiovanych peptidmi s koncentraciou 100 pg/ml. Ziskané vysledky
su sumarizované na Obr. 27.
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Obr. 27 Stanovenie obsahu proteinov v NIH/3T3 mysich fibroblastoch nasadenych na 6-
Jjamkové kultivacné panely v hustote (A) 95 000 b/ 9,6 cm?, resp. (B) 45000 b/ 9,6 cm® po
ovplyvneni peptidmi R2, R4, R6 a RGD s koncentraciou 100 ug/ml pomocou RCDC kitu.
Grafy su zostavené z troch nezavislych opakovani (n=3) a si v nich zndzornené +/- SEM. P <
0.05 Statisticka vyznamnost vs. neovplyvnend kontrola v danom case urcend zo Studentovho t
testu je zndzornend hviezdickou.
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5 DISKUSIA

5.1 Vplyv koncentracie endotoxinov na viabilitu fibroblastov

Pred samotnymi viabilitnymi testami bol sledovany vo vzorkach peptidov obsah
endotoxinov chromogénnou metodou. Vo vSetkych vzorkach bola namerana ich koncentracia
radovo v jednotkach az desiatkach IU/ ml (podrobnejSie vid. kapitola 4.2). Vys$si obsah
endotoxinov bol zaznamenany aj po pouziti koloniek s polymixinovou napliou. Nizku
ucinnost’ tychto koloniek, na ktorych je vyrobcom deklarované odstranenie > 9995 EU z 5 ml
vzorky obsahujucej 10,000 EU na 1 ml naplne (vid. Navod ku kolénkam Detoxi-Gel™
Endotoxin Removing Gel od Thermo Scientific Inc.), je mozné vysvetlit' pritomnost
proteinov v médiu. RGD peptid bol totiz rozpustany v rastovom médiu s obsahom BOFES. Je
teda mozné, ze tesné naviazanie proteinov zabranilo interakcii a vdzbe endotoxinov na
polymixinovu ndplii a zamedzilo ich odstraneniu z média.

Vo vzorkdch peptidov bola teda odhalena pritomnost’ endotoxinov, ktora je umerna
mnozstvu radovo 0,1 ng/ ml az 10 ng/ ml lipopolysacharidu E. coli 0113:H10. Pred
samotnymi testami viability bolo teda potrebné zistit’, ¢i takéto mnoZzstvo moze ovplyvnit ich
vysledok. Yang a kol. (2006) testovali vplyv réznych koncentracii LPS (konkrétne 5, 10, 50,
100, 500 a1000 ng/ml LPS E. coli 055:B5) na l'udské kozné fibroblasty pomocou MTT testu
a po€itanim mnoZstva buniek pod invertovanym mikroskopom s fazovym kontrastom
v intervale deviatich dni od ovplyvnenia. Narast absorbancie zaznamenali v koncentracnej
rade 5- 500 ng/ ml, priCom najsilnejsi efekt zaznamenali u buniek ovplyviiovanych LPS s
koncentraciou 100 ng/ ml. Tieto rozdiely sledovali od piateho po deviaty den od ovplyvnenia
LPS. Pokles vnameranej absorbancii zaznamenali pri ovplyviiovani buniek LPS
s koncentraciou 1 000 ng/ ml od tretiecho az po deviaty den [108].

Podobné vysledky Yang akol. ziskali aj pri $tadiu extraktov z listov Chromo-laena
odorata, u ktorych chceli dokazat ich mitogénny ucinok na Tudské kozné fibroblasty
a keratinocyty. U tychto extraktov totiz uvazovali o potencionalnej pritomnosti LPS a
zaujimalo ich teda, aky vplyv mdézu mat na proliferdciu uvedenych buniek. Ako uZ bolo
viackrat spomenuté, endotoxiny mozu zohravat’ ulohu v raste buniek a bud’ prispievat’ alebo
byt plne zodpovedné za mitogénnu aktivitu. Bunky preto nasadili na 96- jamkové
mikrotitracné platnicky a ovplyviovali ich LPS rozpustenymi v rastovom alebo zakladnom
médiu na vyslednt koncentraciu 0,0 ng/ ml (0 1U/ ml) az 5000 ng/ ml (50 000 1U/ ml). MTT
testom potom sledovali rast buniek v priebehu desiatich dni. Zistili, Ze LPS v koncentracii
medzi 50 ng/ ml (500 1U/ ml) a500ng/ ml (5000 1U/ ml) v rastovom médiu vyznamne
stimuluje proliferaciu fibroblastov po inkubécii dlhSej ako Sest’ dni. Na stimulaciu rastu
fibroblastov v zakladnom médiu bol v§ak potrebny dlhsi interval a to viac ako osem dni [109].

Vplyv LPS na proliferaciu buniek a syntézu kolagénu bol sledovany aj na normalnych
Tudskych fibroblastoch (NHDF, z angl. normal human dermal fibroblast). NHDF bunky boli
Vv tejto praci stimulované definovanou koncentraciou LPS a kontinudlne pasazované.
Pomocou MTT metody bola sledovana viabilita buniek v tretej pasazi po stimulacii odliSnymi
koncentraciami LPS (konkrétne 0 ng/ ml, 5 ng/ ml, 10 ng/ ml, 50 ng/ ml, 100 ng/ ml, 500 ng/

56



ml a 1000 ng/ ml). Zistili, ze 100 ng/ml LPS (1000 IU/ml) ma vyznamny G¢inok na viabilitu
NHDF buniek. Zaujimavym bolo aj zistenie, ze po stimulacii 100 ng/ ml LPS a pasaZovani
dochadza ku znanym zmendm v profiloch génovej expresie. Jednd sa predovSetkym
0 zvySenie expresie prokolagénu I a Il a naopak znizenie expresie kolagendzy. Pravdepobny
mechanizmus je zalozeny na zvySeni sekrécie TGF-B1 (TGF-B1 inhibuje proliferaciu
a stimuluje apoptézu B buniek, kontroluje expresiu protilatok, transferinu a MHC 1I) a
inhibicie sekrécie IFN-y (alebo typ II interferonu je cytokin s immunostimulacnymi
a immunomodula¢nymi ucinkami, ktory je kriticky pre vnutorni a adaptivnu imunitu proti
viralnej a vnatrobunkovej bakterialnej infekcii) [110].

Zuvedenych s§tadii sa da usudzovat, Ze pritomnost endotoxinov v nameranych
koncentraciach by nemala mat’ vyrazny vplyv na viabilitné testovanie. Nasyntetizované
peptidy neboli preto Cistené cez polymixinové kolonky a boli po prefiltrovani cez 0,22 um
filter rozpustané v kultivatnom médiu. Tymto boli nasledne 24 hodin od nasadenia
ovplyviiované adherované mysie fibroblasty a ich viabilita bola sledovand MTT testom a
stanovenim mnozstva proteinov pomocou RCDC kitu.

5.2 Stanovenie bezpe¢nej koncentracie peptidov

V predkladanej praci boli Studované Styri peptidy so zakladnym motivom RGD. Nakol'ko
uz od Cias Paracelsusa je zname, Ze toxicita latok zavisi na ich koncentracii, boli rézne
koncentracie peptidov podrobené viabilitnym testom. Viabilitné testy si zalozené na merani
aktivity pripadajucej k udrzaniu metabolizmu a prezivania buniek. NajCastejSie st spojené
s metabolickymi markermi ako ATP alebo aktivitou “housekeeping” enzymov, napr.
mitochondrialnymi dehydrogenazami [105]. Medzi roz§irené patria testy zalozené na pouziti
tetrazoliovych soli ako MTT ¢i jeho derivatoch XTT, WST-1. Na sledovanie viability buniek
ovplyvnenych r6znymi koncentraciami peptidov bola Vv tejto praci vyuzitd MTT esej, ktord
odraza metabolicku aktivitu buniek [106]. Princip tejto metddy lezi v spektrofotometrickom
sledovani konverzie zltétho MTT na fialovy MTT- formazan mitochondridlnymi
dehydrogenazami. MTT test vychadza z predpokladu, Ze aktivita mitochondrialnych enzymov
jednej bunky z populacie je konsStantna ateda rychlost premeny MTT odraza mnoZstvo
buniek v kultare. Z uvedeného vyplyva, Ze nevyhnutnym predpokladom st funkcné
mitochondrie a tato metoda nie je vhodna na testovanie latok vplyvajucich na ich aktivitu
[107]. MTT esej je preto vhodné prevadzat paralelne aj inymi nezavislymi testami. Pre ucely
tejto prace boli zvolené sledovanie morfoldgie buniek a kvantifikdcia mnozstva proteinov
v bunkach ziskanych po odsati kultivaéného média pomocou RCDC Kkitu.

Na zistenie bezpecnej koncentracie Studovanych peptidov bol zvoleny RGD peptid.
Z vysledkov MTT eseje je zrejmé, Ze pri koncentracii peptidu 500 pg/ ml dochddza uz po 24
hodinach od ovplyvnenia k prudkému poklesu viability buniek. V pripade koncentracie 1000
pg/ ml bola v ¢ase 24 hodin namerand len minimélna absorbancia. V Case 48 a 72 hodin vsak
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nebola namerana ziadna absorbancia. Zo ziskanych vysledkov je evidentné, Ze RGD peptid
vykazuje uz pri koncentracii 500 pg/ ml cytotoxicky efekt. Tento je spésobeny nenavratnym
poskodenim integrity membrany. V pripade buniek ovplyviiovanych peptidom
s koncentraciou 250 pg/ ml bol sledovany v ¢ase 72 hodin len mierny nesignifikantny pokles
viability. Tento mohol byt spdsobeny napr. tym, ze pritomnost RGD peptidu v médiu branila
spravnej adhézii buniek, nepriaznivo ovplyviiovala rychlost’ replikacie alebo normalneho
delenia buniek alebo dokonca spdésobovala az ich smrt’ apoptéozou [105]. U sledovanych
koncentracii 50 pg/ ml a 100 pg/ ml bol naopak zaznamenany mierny narast viability
V porovnani s neovplyvnenou kontrolou (diskutovany Obr. 26, kapitola 4.3).

Na zaklade tohto experimentu bola stanovena najvyssia testovanad koncentracia peptidov na
250 pg/ ml. Bunky boli ovplyviiované jednotlivymi peptidmi v koncentra¢nej rade 50 pg/ ml,
100 pg/ ml, 250 pg/ ml a ich vplyv na viabilitu bol sledovany v dvoch systémoch liSiacich sa
pociato¢nou nasadzovacou hustotou buniek. Zaujimavé je zistenie, Zze vysledky MTT testov
navzajom nekoreSpondujt (ani v jednom pripade vSak nebola dosiahnuta signifikantnd zmena
VvV porovnani s neovplyvnenou kontrolou). V pripade buniek nasadzovanych vo vyssej
pociato¢nej hustote (3 000 buniek NIH/3T3 mysich fibroblastov/ 0,35 cm?) bol zaznamenany
narast viability pri koncentracii 250 pg/ ml v ¢ase 72 hodin od ovplyvnenia u vsetkych
testovanych peptidov (vid. Obr. 27, kapitola 4.4). V rovnakom case bol vSak u buniek
nasadenych v polovi¢nej hustote a ovplyvnenych tiez peptidmi s koncentraciou 250 pg/ ml
sledovany pokles viability v porovnani s neovplyvnenou kontrolou (vid. Obr. 29, kapitola
4.5). Rozdiely v nameranych vysledkoch je mozné vysvetlit' rozne. Jednym z dovodov moze
byt prave prili§ nizka pociatona nasadzovacia hustota buniek. Nevyhnutnou prolifera¢nou
podmienkou adhéznych buniek je totiZ vzajomna komunikacia a vymena signalov. Prave tato
zakladna poZiadavka nemusela byt’ splnena.

5.4 RGD peptidy a kozmetika

Peptidy s RGD motivom st vel'mi frekventované vo velkom mnozstve aplikacii, kde je
potrebné zabezpec€it' adhéziu buniek k povrchu. V zavislosti od modifikacie zakladnej RGD
sekvencie je mozné vel'mi selektivne docielit’ interakciu so Zelanym integrinovym receptorom
[111]. Cyklicky pentapeptid s RGD motivom (presna sekvencia cyklo(Arg-Gly-Asp-DPhe-
Aminocyklohexdnova karboxylova kyselina)) bol uvedeny aj na kozmeticky trh ako aktivna
latka s anti- ageing uc¢inkom. Bol navrhnuty za uc¢elom vysokej selektivity ku avp5 a avp6
integrinovym receptorom. Jeho deklarovanym ucinkom je “down-reQuldcia” enzymov
degradujiicich ECM (kolagenazy 3 a elastdzy A2) a naopak stimuldcia produkcie proteinov
bazalnej membrany, predovsetkym lamininu A4 a kolagénu 4 [112].

Peptidy sledované v tejto praci boli modifikované pridavanim linkeru zlozeného zo Siestich
glycinov v pripade peptidu R4 a R6. U peptidu R2 bol medzi druhym a §tvrtym glycinom
vloZeny alanin. Peptidy R4 a aj samotny RGD boli naviac modifikované aj zdmenou
hydroxylovej skupiny karboxylu amidickou skupinou. Ako uz bolo spominané, pridavanie
glycinovych linkerov ku RGD peptidom bolo navrhnuté Beerom a kol. Zmyslom tejto
modifikécie malo byt’ dosiahnutie vizobného miesta vo vnutri globularnej domény integrinu

al1BpB3 [82] [83].
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Na zéklade vysledkov MTT eseje a stanovenia proteinov nebol dokdzany signifikantny
stimula¢ny u¢inok na proliferaciu NIH/3T3 mysich fibroblastov ani u jedného zo Studovanych
peptidov. Naopak, stanovenie proteinov u buniek ovplyvnenych peptidmi s koncentraciou 100
png/ ml odhalilo inhibi¢ny uc¢inok na ich proliferaciu. V ¢ase 72 hodin od ovplyvnenia bol totiz
v oboch sledovanych systémoch (po¢iatoéné nasadzovacie hustoty 90 000/ 9,6 cm?, resp.
45 000 buniek/ 9,6 cm?) u vietkych peptidov zaznamenany pokles v mnoZstve proteinov.
Signifikantné znizenie bolo zaznamenané u peptidov R2 a R4, pri¢om u peptidov R6 a RGD
bol tento pokles niz§i. Ku slabSej stimulacii proliferacie doslo snad’ len u buniek
nasadzovanych v nizsej hustote ovplyvnenych RGD peptidom. V uvedenom pripade bol
rovnako pozorovany linearny nérast obsahu proteinov v bunkach so stipajicou koncentraciou
RGD peptidu (diskutovany Obr. 27, kapitola 4.7).

V pripade, ze by boli bunky kultivované na matrici s imobilizovanymi RGD peptidmi a
nasledne adherované bunky ovplyviiované rozpustenymi RGD peptidmi, bol by tento pokles
lahko vysvetlitelny. Je totiz zname, ze bunky su zavislé na prichyteni a strata tohoto
prichytenia vedie ku ich apoptdéze oznacovanej terminom ,anoikis“ (z gréckeho slova
bezdomovectvo). Vol'né peptidy vystupuji teda ako antagonisti, nakol’ko brania vizbe buniek
na matricu veducej ku ich adhézii cez integrinové receptory a prezivaniu. Namiesto toho
obsadzuju tieto receptory a bunky sa oddeluju od povrchu, zagulacuji sa a zomieraju
apoptdzou. Tato inhibicia prichytenia je koncentra¢ne zavisla, pri koncentracii 50 uM RGD
dochadza ku redukcii prichytenia o 50 % a pri 500 uM RGD bola dokézana kompletna
redukcia prichytenia k matrici s imobilizovanymi ligandami [83]. V tomto pripade by sa dali
interpretovat’ aj rozdiely v mnozstve proteinov po ovplyvneni jednotlivymi peptidmi. Z
porovndvania mnozstva proteinov u buniek ovplyvnenych R4 a R6 peptidmi bol pozorovany
vacsi pokles u peptidu R2. Nakolko tieto peptidy maji rovnaku sekvenciu a liSia sa len
koncovou skupinou (amidova skupina u R4, karboxylova skupina u R6) je pravdepodobné, Ze
amidickd skupina wudeluje peptidom vysSiu schopnost’ interagovat’ s integrinovym
receptorom. U peptidov R2 a R4 bol zaznamenany najvyraznej$i pokles v mnoZstve proteinov
V porovnani s neovplyvnenou kontrolou. Nakol'ko R2 peptid neobsahuje amidickt skupinu
ako R4 peptid, je mozZné jeho lepsiu interakciu s integrinovym receptorom pripisat’ zavedeniu
alaninu do glycinového linkeru (pri tvorbe tejto hypotézy sa vychadzalo z Obr. 27, kapitola
4.7).

Vplyv koncentracie cyklického RGD na afinitu integrinovych receptorov ku extracelularnej
matrix bol sledovany aj Leglerom a kol. Ako testovaci systém pouzivali izolovany a Cisteny
mysi integrin avB3 zcicavCieho klonovacieho vektoru. Zistili, Ze v mikromolarnych
koncentraciach cRGD kompetitivne inhibuje rozpoznavanie RGD vidzobnych motivov
ligandov, ale pri nizkych koncentraciach (640 pM) zvySuje interakciu avp3 k jeho ligandom.
Tieto vysledky boli ziskané na tGrovni in vitro, pricom by bolo zaujimavé tento agonisticky
ucinok potvrdit’ aj na urovni in vivo [113].

Zaujimavé bolo aj zistenie, Ze v pripade neovplyvnenych buniek nasadenych v nizsej hustote
bol v ¢ase 72 hodin od vymeny média pozorovany vyrazny narast obsahu proteinov (vid'. Obr.
27 B, kapitola 4.7). Tento jav je pravdepodobne spojeny s tym, Ze bunky najskor z dovodu
nedostate¢ného kontaktu vacsinu energie venovali syntéze extracelularnej matrix a nedelili sa.
Az niekedy v Case 48 hodin po ovplyvneni sa im podarilo dosiahnut’ optimalnu hustotu a
zacali proliferovat’. V ¢ase 72 hodin bol preto pozorovany prudky narast v mnozstve bunkovej

59



hmoty. Je totiz zndme, ze regulaciou konfluencie buniek je mozné ovplyvilovat mnozstvo
proteinov. Po zoskriabani buniek z povrchu jamiek kultivaéného 6- jamkového panelu a po
ich lyze s v bunkovom lyzate z vel'kej Casti zastiipené intracelularne proteiny a len v mensej
miere proteiny extracelularnej matrix. Pokial’ su teda bunky nasadené v nizkej hustote, su
natené syntetizovat’ sekrétované proteiny a menej energie vkladaji do proliferacie.
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6 ZAVER

Na zaklade MTT testu bola stanovena bezpecna testovacia koncentracia RGD peptidu
na 250 pg/ ml. Vyssia koncentracia RGD peptidu, konkrétne 500 pg/ ml a 1000 pg/ ml,
mala cytotoxicky G¢inok na kulturu NIH/3T3 mysich fibroblastov uz od prvého dna po
ovplyvneni.

Z MTT testovania nebol odhaleny signifikantny vplyv na viabilitu NIH/3T3 mysich
fibroblastov ani u jedného zo studovanych peptidov R2, R4, R6 a RGD v koncentraciach
50, 100 a 250 pg/ ml. Tento zaver bol potvrdeny pri dvoch rozdielnych nasadzovacich
hustotach buniek, konkrétne 3000 a 1500 b. mysich fibroblastov/ 0,35 cm?, kultivovanych
po dobu troch dni od ovplyvnenia.

Vysledky stanovenia mnozstva proteinov  NIH/3T3 mysich fibroblastov
ovplyvilovanych peptidmi s koncentraciou 100 pg/ ml nekorespondovali s tymi, ktoré boli
ziskané z MTT testov. U peptidov R2 a R4 bol pri nasadzovacej hustote 90 000 buniek/
9,6 cm? po troch ditoch od ovplyvnenia zaznamenany signifikantny pokles v mnozstve
proteinov. Tento bol pri zniZenej nasadzovacej hustote 45 000 buniek/ 9,6 cm? potvrdeny
len u peptidu R2.

Zo ziskanych vysledkov je zrejmé, ze pri maximalnej koncentracii 250 pg/ ml
Studované peptidy nevykazuju vyrazny vplyv na viabilitu NIH/3T3 mysich fibroblastov.
Ci viak dochadza ku zmene na trovni individualnich buniek by bolo potrebné potvrdit’
d’alsimi in vitro metodami.
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8 ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK A SYMBOLOV

A alanin

APl aktivacny protein 1

ATP e, adenozintrifosfat

BET oo bakteridlny endotoxin

Cdcd2 ... z angl. cell division cycle 42

CSE ..o kontrolny Standardny endotoxin
Do kyselina asparagova

DMSO....ccooiiiiiiiiieie dimetylsulfoxid

E o kyselina glutdimova

ECM.. extracelularna matrix

EDTA ..o, kyselina etyléndiamintetraoctova

EGF oo epidermalny rastovy faktor, z angl. epidermal growth factor
ESF rozpustny rastovy faktor, z angl. soluble epidermal factor
Foeee e fenylalanin

FAK .o, fokalna adhézna kinaza, z angl. focal adhesion kinase
FDA ..o, z angl. Food and drug administration
G glycin

IEN e interferon vy

U o z angl. international unit

Lo, leucin

LAL oo, Limulus amebocyt lysate

LPS lipopolysacharid

MAPK ..o mitogénom aktivovana protein kinaza, z angl. mitogen activated

MHCIL....coovoiieeee hlavny  histokompatibilitny komplex, z angl. major
histocompatibility complex Il
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MIDAS.......c.o o z angl. metal- ion- dependent adhesion site

MTT e 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-difenyl tetrazolium bromid
NF-KB..ooviorieeeeeeeeeeee, jadrovy faktor kB, z angl. nuclear factor kB
NHDF ..o normalne l'udské dermalne fibroblasty, z angl. normal human

O e hydroxyprolin

PCR e polymerazova retazova reakcia, z angl. polymerase chain
reaction

PKC oo, protein kinaza C, z angl. protein kinase C
PPC....oveeeeeee, pozitivna produktova kontrola

PSL. z angl. plexin- sempahorin- integrin
R arginin

RGD ..o tripeptid alebo sekvencny motiv zlozeny z aminokyselin arginin-

glycin- kyselina asparagova
ROS ..o reaktivne kyslikové radikaly, z angl. reactive oxygen species

SNAP-25 ..o, synaptozomalny asociovany protein 25, z angl. synaptosomal
associated protein 25

SNARE......ccooiiieiieecien soluble N- ethylmaleimide-sensitive factor attachment protein
receptors

TGF oo transformacny rastovy faktor, z angl. transforming growth factor
UV e ultraviolet

Vo valin

VAMP ..o, z angl. vesicle-associated membrane protein

WST-1 i, 4- [3- (4- Idofenyl)-2 -(4- nitrofenyl)- 2H- 5- tetrazolio]- 1, 3-
benzén disulfonat

XPF i xeroderma pigmentosum faktor, z angl. xeroderma pigmentosum
factor

XTT e sodny hydrat kyseliny 3, 3- [(fenylamino) karbonyl]-3, 4-
Tetrazolium- Bis (4- methoxy- 6- nitro) benzénsulfonove;j

ZO it zonulae occludentes
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9 ZOZNAM PRILOH

Priloha A: Fotodokumentacia k pouZitym metédam

(A) MTT test

(B) Stanovenie proteinov RCDC kitom
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Priloha B: Fotky bunkovych kultar NIH/3T3 mySich fibroblastov nasadzovanych
v hustote 90 000 buniek/ 9,6 cm?.

Fotky bukovych kultar NIH/3T3 mysich fibroblastov ovplyviiovanych peptidmi
s koncentraciou 100 pg/ml spolu s neovplyvnenymi kontrolami ziskané v casovych
intervaloch 24 hodin po dobu troch dni (jedna Sarza buniek, nasadzovacia hustota 90 000
buniek/ 9,6 cm?) fotené pri 40- nasobnom zvadSeni. Oznaenie riadkov zodpoveda
jednotlivym peptidom, ktorymi boli bunky ovplyviiované: A) bunky neosSetrené (kontrola),
bunky oSetrené- B) peptidom R2, C) peptidom R4, D) peptidom R6, E) RGD peptidom.
Stipce vyjadruji ¢asovy interval od ovplyvnenia adherentnych buniek prislusnymi peptidmi:
1. 24 hodin, 2. 48 hodin, 3. 72 hodin. V najvrchnejSom neoznac¢enom riadku st uvedené fotky
kontrol v ¢ase t0 pri 40- a 100- nasobnom zvacseni.

Priloha C: Fotky bunkovych kultir NIH/3T3 mySich fibroblastov nasadzovanych
v hustote 45 000 buniek/ 9,6 cm?.

Fotky bunkovych kultar NIH/3T3 mysich fibroblastov ovplyviiovanych peptidmi
S koncentraciou 100 pg/ml spolu s neovplyvnenymi kontrolami ziskané V Casovych
intervaloch 24 hodin po dobu troch dni (jedna Sarza buniek, nasadzovacia hustota 45 000
buniek/ 9,6 cm?) fotené pii 40- nasobnom zvi&Seni. OznaGenie riadkov zodpoveda
jednotlivym peptidom, ktorymi boli bunky ovplyviiované: A) bunky neoSetrené (kontrola),
bunky oSetrené- B) peptidom R2, C) peptidom R4, D) peptidom R6, E) RGD peptidom.
Stipce vyjadrujii ¢asovy interval od ovplyvnenia adherentnych buniek prislusnymi peptidmi:
1. 24 hodin, 2. 48 hodin, 3. 72 hodin.
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Priloha B

Kontrola v ¢ase t0 (40-

a 100- nasobné zvicsenie
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Priloha C
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