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KOPSAVILKUMS

Darba meérkis ir izstradat adas audu modeli in vitro, balstitu uz adas Stnu kokultiru
kultivéSanu trisdimensionala fibrina matriksa, ka ar1 noteikt izveidotajos audos ekstracelulara
matriksa (ECM) komponentu sinté€zi un degradaciju. Papildus tika ievakti arT hronisku briicu
eksudatu paraugi, kuriem tika veikta dazadu — ar briicu dziSanu saistitu markieru analize. Merka
sasniegS$anai tika izmantotas $tinu, molekularas biologijas un imunologijas metodes.

Darba iegiitie rezultati parada ECM komponentu, to degrad€joSo enzimu un augSanas
faktoru produkcijas izmainas audu kultivéSanas laika un lauj izv@léties optimalu adas audu
modelsistémas veidoSanas un kultivésanas metodiku.

Darbs tika izstradats Paula Stradina Kliniskas universitates slimnicas Stinu transplantacijas
centra laboratorija, Latvijas Universitates Mikrobiologijas un biotehnologijas katedra un Latvijas
Universitates Bioanalitisko un biodozimetrijas metozu laboratorija no 2013. gada septembra lidz

2015. gada maijam.

Atslégas vardi: 3D adas audu modelis, ekstracelularais matrikss, kokultiiras, eksudati, briicu

dziSana, augSanas faktori



SUMMARY

The aim of this study is the generation of a skin tissue model in vitro, based on co-
cultivation of fibroblasts and keratinocytes in a three-dimensional (3D) fibrin scaffold.
Additionally, the synthesis and degradation of extracellular matrix (ECM) components were
determined in these models. Chronic wound (ulcer) exudates were also analysed. Methods of
immunology, molecular and cell biology were used.

Results in this study show the changes in the production of ECM components, its
degrading enzymes and growth factors during the tissue cultivation period and also allow
selecting an optimal method for the development and cultivation of skin tissue model-systems.

This study was done in Cell Transplantation Centre of Pauls Stradin’s Clinical University
Hospital, Chair of Microbiology and Biotechnology and Laboratory of Byoanalytical and
Biodosimetry methods of University of Latvia from September 2013 to May 2015.

Key words: 3D skin tissue model, extracellular matrix, co-cultures, exudates, wound healing,

growth factors
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IEVADS

Lielakais cilvéka organs ir ada, kuras svarigakas funkcijas ir aizsardziba pret argjas vides
faktoriem un homeostazes nodroSinaSana. Ta biezi tiek trauméta un normalu funkciju
nodro§inasanai ir svarigi izprast tas atjaunosanas mehanismus. Izpratne par Siem mehanismiem
sniedz iesp€jas pilnveidot briicu apriipes un arst€Sanas metodes. Biitiska loma ir adas dermala
slana ekstracelularajam matriksam. Kliniskajos pielietojumos ir biitiski, lai biotehnologiski veidoti
audi saturétu Stinu migracijai un proliferacijai atbilstoSas struktiiras un kompozicijas matriksu.
Savukart, in vitro test€Sanas gadijuma nereti pastav nepiecieSamiba novertét parbaudamo vielu
ietekmi uz ekstracelulara matriksa komponentiem.

Biotehnologiski veidoti adas audi tiek izmantoti gan audu transplantacijas péc
apdegumiem vai nedzistoSu brii¢u un ¢tlu gadijuma, gan ari biologiski aktivu vielu in vitro
testeSana. Abu So izmantoSanas veidu vajadzibam ir nepiecieSams, lai kultivétie adas audi biitu
funkcionali un morfologiski Iidzigaki cilvéka adai.

Lidz S$im zinatniskaja literatiira reti ir aprakstitas ekstracelulara matriksa izmainas
biotehnologiski veidotu audu kultivéSanas laika, ka arl trikst informacijas par matriksu
degrad€josSo enzimu un to inhibitoru ekspresijas un sekrécijas izmainam dermalo fibroblastu
kultivésanas monokultiira laika. Ekstracelulara matriksa sekret€to markieru analize dermas
fibroblastu kulturas, pirmkart, laus noteikt optimalas primaro Stnu kulttru pasazas, kas efektivi
izmantojamas adas audu veidoSanai un kultivéSanai. Otrkart, nemot véra ekstracelulara matriksa
butisko lomu adas audos, ta komponentu (elastina, kolagéna), metalloproteinazu un to inhibitoru
izmainu novert€Sana laus izveértét uz fibrina matriksu balstitu adas audu kultiiru izmanoSanas

potencialu dazadiem pielietojumiem klinika vai testeéSana.

Darba mérkis — noteikt ekstracelulara matriksa komponentu sintézi un degradaciju
adas audos, kas veidoti, izmantojot fibrina matriksu.

Lai sasniegtu darba mérki tika izvirziti $adi uzdevumi:
1. Izmantojot fibrina matriksu, veidot gan dermalo, gan dermo-epidermalo adas audu kultiiras.
2. Noveértét matriksa metalloproteinazu (MMP) un to audu inhibitoru (TIMP) sekrécijas un
ekspresijas izmainas audu veidoSanai izmantojamo dermalo fibroblastu Iinijas kultivéSanas
monoslani un fibrina matriksa laika.
3. Analizét kolaggna, elastina un citokeratina saturu biotehnologiski veidotots adas audos ar

imunohistokimijas metodi.



4. Noteikt un analiz&t kolagéna un laminina saturu biotehnologiski veidotos adas audos ar
imunoblotéSanas metodi.

5. Noteikt génu ekspresijas limenus biotehnologiski veidotos audos un adas biopsiju paraugos
ar laika noveérojamo polimerazes kédes reakcijas metodi.

6. Noteikt MMP, TIMP, citokinu un ar angiogengzi saistito augSanas faktoru koncentracijas
un ekspresijas [imeni adas hronisku brii¢u eksudatu paraugos, kas sanemti no pacientiem.

7. Analiz€t bricu eksudatu izraisitas izmainas in vitro kultivétos audos.



SAISINAJUMI

BSA - liellopu seruma albumins (Bovine Serum Albumin)

c¢DNS - komplementara DNS

Col1A1 - tipa kolagéns

CTGF - saistaudu augganas faktors (Connective Tissue Growth Factor)
DMEM - Dulbeko modificéta Igla vide (Dulbecco’s Mofified Eagles Medium)
DTT - ditiotreitols

ECM - ekstracellularais matrikss

EDGS - EpiLife kultivésanas vides papildus piedevas

EDTA - ctilendiamintetra etikskabe

EGF - epidermalais augSanas faktors (Epidermal Growth Factor)

FBS - fetalais tela serums (Fetal Bovine Serum)

FGF - fibroblastu augsanas faktors (Fibroblast Growth Factor)

FKYV - fibroblastu kultivésanas vide

GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaze

GF - augsanas faktors (Growth Factor)

HAS?2 — hialuronskabes sintaze 2 (Hyaluronan Synthase 2)

HGF - hepatocitu augsanas faktors (Hepatocyte Growth Factor)

IGF - insulinam Iidzigais augSanas faktors (Insulin-like Growth Factor)
IL - interleikins

IVL - involukrins

KKYV - keratinocTtu kultivéSanas vide

MMP - matriksa metalloproteinazes

PA - plazminogéna aktivators

PBS - fosfatu salu skidums (Phosphate Buffered Saline)

PCR - polimerazes k&des reakcija (Polymerase Chain Reaction)

PDGF - no trombocitiem iegiitais augSanas faktors (Platelet Derived Growth Factor)
PIC - proteazu inhibitoru maisijums (Protease Inhibitor Cocktail)
PVDF - polivinilidina diflourids

SDS — anjonu degenergjoss detergents — natrija dodecilsulfats

TBST - Tris bufera un Tween 20 skidums

TGF - transform&josais augSanas faktors (7ransforming Growth Factor)
TIMP — matriksa metalloproteinazu audu inhibitori

TNF — tumora nekrozes faktors (Tumor Necrosis Factor)

Tris — trishidroksimetilaminometans

VEGF - vaskulara endotélija augSanas faktors (Vascular Endothelial Growth Factor)



1. LITERATURAS APSKATS

1.1. Adas uzbiive un fiziologija

Ada ir kompleksa organu sistéma, kurai piemit daudz svarigu funkciju. Ta darbojas ka
aizsargbarjera pret argjiem faktoriem vai bojajumiem, veicot specifiskas un nespecifiskas
organisma aizsargreakcijas, ka ar1 uztur vienmérigu kermena temperatiiru jeb termoregulacijas
funkciju. Ada veic receptoro un sazinas ar apkartéjo vidi funkciju, atbrivojas no
atkritumproduktiem, pieméram, sviSanas procesa un sintez€ D vitaminu, Jaujot kermenim uzgemt
fosforu un kalciju (Fuchs 2009, Stephen et al. 2010). Argjais audu slanis lauj kermenim saglabat
savu formu, bet traumu gadijuma to ir gritak atgit iepriek3gja stavokli. Ada uzgalbajas gan
tauki, gan tidens. Adai ir svariga loma imunitates nodro$inaana pret slimibam (Walsh 2011).
Darbojoties endokrinai funkcijai, kopa ar sviedriem izdalas ne tikai @idens, bet arT dazadi sali un
atseviskas organiskas vielas. V&l viena svariga adas funkcija ir organisma aizsargasana no
ultravioleta starojuma (Markovs 2005).

Tiek uzskatits, ka ada ir lielakais cilvéka kermena organs, un sastada ap 16 % no kopgja
kermena svara. Picaugu$am individam kop@jais adas laukums aiznem aptuveni 1,5 — 2 m®. Ipasi
svarigi zinat adas anatomiju un izprast tas fiziologiju ir medicinas personalam, kas nodarbojas ar
adas transplantatiem, traumam vai apdegumiem, lai atbilstoSi varétu to apripét vai sadziedet
(Stephen et al. 2010, Venus et al. 2011). Piem&ram, hronisku briicu apriipe ipasi japievers
uzmaniba ir briices raksturoSanai, kas talak art nosaka pargjo arste€Sanas gaitu — sakot ar bracu
attiriSanu un beidzot ar materialu izveli briices pilnigai aizverSanai un izarsté€Sanai (Kapickis et
al. 2010).

Adu veido divi galvenie audu slani — epiderma un derma. Epiderma ir terminali
diferencgjies plakansiinu epitélijs, kura pamata Stnu tips ir keratinociti (Venus ef al. 2011). Zem
epidermas atrodas saistaudi jeb dermas slanis, kurs it atdalits ar I um biezu bazalo membranu,
kuras sastavu veido tiklains IV tipa kolagéns, glikoproteini — laminins, fibronektins, entaktins, ka
ar1 heparans un dazadi proteoglikani. Bazalajai membranai svariga loma ir Stinu adh€zija, to
daliSanas, migracijas, ka ar1 diferenciacijas procesos (Hasegawa et al. 2007).

Epidermu veido pieci, morfologiski atskirigi epitélija slani — bazalais (sastav no
melanocitiem un keratina, dodot $iinam pigmentaciju un izturibu), dzelonainais, graudainais,
spidoSais un raga slanis (ar¢jais slanis). Keratinociti epiderma ir 1idz 95%, savukart pargjos Stnu

tipus epiderma sastada T-limfociti, melanociti, Langerhansa un Merkela §tinas (Jarvis 2007).



Epidermas $tinas regulari atjaunojas, §1 regeneracija savukart ir atkariga no dermala $tnu
slana, kas apgada keratinocitus ar asinTm un svarigam uzturvielam. Bridi, kad bazalaja slani sak
veidoties jauna keratinocita $iina, ta tiek virzita augSup cauri visiem pargjiem epidermas slaniem,
tadejadi izejot pakapenisku diferenciaciju jeb keratinizaciju. Svarigi minét, ka keratinocitu
proliferaciju stimulé makrofagi (Jarvis 2007, Rodero and Khosrotehrani 2010). Ada epidermalais
slanis tiek pilniba nomainits ik pa ¢etram ned€lam, keratinocitiem migr&jot un transformeéjoties
aptuveni 28 dienu laika. Apkartgjas vides faktoru ietekmé keratinocita citoplazma aktivizgjas
fermenti, kuru darbibas rezultata graudaina slana keratinociti transforméjas par korneocitiem jeb
ragStunam. Keratinizacijas beigu posma tie saplacinas un ragStnas pakapeniski nolobas no adas
virsmas (Beck and Blanpain 2012, Kanitakis 2002).

Dermas augsgjais slanis ir savienots ar epidermu, bet iek$€jais — zemadas saistaudu
taukiem. Dermas biezums vari€ atkariba no kermena zonas, kuru ta parklaj. Fibroblasti, leikociti,
melanociti, tuklas Siinas, makrofagi, Langerhansa Stnas un ekstracelularais jeb arpussSunas
matrikss (ECM) veido dermas slani. ECM sastav lielakoties no kolagéna skiedram, ka arT citam
Stunu sekretétam molekulam, kas pasarga kermeni no mehaniskiem bojajumiem (Venus et al.
2011). Papilara derma ir Saurais virs€jais dermas slanis, kur$ integréjas ar epidermas slani,
veidojot karpveida izliekumus. Sim slanim raksturigas daudz fibroblastu §iinas un kapilari, ka ari
elastina un kolagéna matrikss. Dzilak ada atrodas tiklainais dermas slanis, kas sastada 80%
dermas. Saja slani atrodas tauku, sviedru dziedzeri un matu folikuli (Kanitakis 2002). Jebkads
dzilaks bojajums, kas skar So tiklainas dermas slani, parasti nenovérSami radis rétu veidosanos.
Lielas traumas gadijumos, lai varétu atbilsto$i nodroSinat pienacigu dziSanu, biitu nepiecieSami
pilna biezuma transplantati vai loksnes (Gantwerker and Hom 2012).

Mezenhimalas izcelsmes fibroblasti sintezé kolagéna, elastina Skiedras un ECM
glikoproteinus un proteoglikanus, kas piedalas adas atjaunoSanas un brii€u dziSanas procesos, ka
ar1 visparigi nodroSina adas audu strukttru, mehanisko izturibu un elastibu. Kolagéns ada sastada
75% sausas masas. Pirma (I) un tresa (III) tipa kolagéns ir visbiezak sastopamie kolagéna tipi,
kas nodroSina adas audu mehanisko izturibu (Markovs 2005, Venus et al. 2011). Bazalaja
membrana vairak ir ceturta (IV) un septita (VII) tipa kolagéni, nodroSinot epidermas
piestiprinasanos pie dermas. Savukart adas elastibu nodroSina elastina skiedras (Kanitakis 2002).

ECM ir kompleksa strukttira, kas satur kopa un balsta organisma §iinas. Tas sastav no tris
noteicosam biomolekulu klasém, kas ir strukturalie proteini (kolagens, elastins), specializétie

proteini (fibronektins, laminins, hialuronskabe) un proteoglikani. Stinu savstarpgja un §inu-ECM
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mijiedarbiba dikt€ to sp&ju veidot audus un saglabat tiem raksturigas funkcijas (Tuan et al. 1994,
Voinchet et al. 2006). ECM galvena sastavdala ir proteins kolagéns, kas ir atrodams visos
saistaudu veidos. Kolagénam ir laba bioietilpiba, zema mehaniska izturiba un antigenitate, ka ar1
liels potencials tikt apvienotam ar citam vielam, kas sp&j to padarit izturigaku vai mainit ta
degradacijas laiku (Mohamed and Xing 2012). Hialuronskabe ir ECM komponents —
mukopolisaharids, kuru sintezé fibroblasti un keratinociti, kas veicina jeb stimulé akiitu brucu
dzisanu, ka arf ir iesaistits adas homeostazes regulésana (Voinchet et al. 2006). ECM ir novérojams
ar1 fibrins, kas ir adas proteina fibrinogéna polimérs (Weijers et al. 2010).

Ka treSo adas slani me&dz pieskaitit zemadu jeb hipodermu. Zemadas saistaudi nodro$ina
adas kustigumu. Hipoderma ir loti daudz taukS$tnu, kas veido taukaudus, kuri savukart noslape
parmérigus mehaniskus kairinajumus, tadejadi arT pasargajot iekS€jos organus no nevélamam
traumam. Galvenas hipodermas Siinas ir adipociti. Hipoderma pilda ari endokrinas funkcijas,
sekretgjot dazadus citokinus un proteinus, papildus nodroSinot ari hormonu metabolismu
(Kershaw et al. 2004).

Svarigi pieminét, ka ada vél ir novérojamas audu parveides, kas ir nagi un mati. Nagi
kalpo, lai pasargatu pirkstu galus un uzlabotu taktilo sajiitu, savukart matu funkcijas tiek
asociétas ar termoregulaciju. Abas parveides sastav no keratina. (Stephen ef al. 2010, Venus et
al. 2011).

1.2. Adas bojajumi, to dzi¥ana un ar tiem saistitie iekaisuma markieri
1.2.1. Briicu iedalijjums

Brice ir ievainojums, kur§ rodas relativi atri bridi, kad ada tiek plésta, sagriezta vai citadi
ievainota. Lai zinatu, ka pareizi arstét briici ir nepiecieSams macét noteikt, ar kada tipa briici ir
saskarsme. To iedalfjums ir salidzinoSi plass. Briices var iedalit atvertas, kuras savukart attiecigi
iedala péc veida, kada briice ir iegiita (durtas, kostas, Sautas, grieztas, utt.) un slégtas bruces —
uzsitumu gadijuma, kad trauméts ir dermas slanis (pieméram, hematomas). Atkariba no ta, kads ir
briicu infic€Sanas limenis, tas var klasificeét ka tiras, potenciali kontamin&tas, kontamingtas un
kolonizétas briices (Thomas and Wysocki 1990).

Kopuma briicém piemit sarezgita struktiira, un tas satur dazadus audu tipus — atmiru$os
briicu audus, kreveles, granulacijas un epitelizacijas audus, ka ar1 cipslas un asinsvadus. Katrai

struktiirai ir specifisks raksturojums un 1pasibas (Fauzi ef al. 2015).
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Pie adas briicém pieskaita art Ciilas, kas ir adas trauma jeb defekts bez manamam dziSanas
pazimém. Sada brii¢u tipa dzi$ana norisinas loti ilgstosi. Ciilas var iedalit péc dazadam pazimém —
atraSanas vietas vai citas specifikas, bet visplaSak izmantotais iedalijums ir akiitas un hroniskas
culas. Akitas briices parsvara ir acimredzamas pec to izcelsmes — ka tas ir iegttas, bet hronisku
briicu izraisoSie faktori var but mazak skaidri. Biezi vien ¢ulas lokacijas vieta ir indikators par tas
celoni. Hroniskas briices médz deveét ar1 par trofiskam culam — tam raksturigs pal@ninats vai
iztriikstoS$s dziSanas process. Pie akiitam bricem ir pieskaitamas tiras jeb operaciju briices, kas ir
primari dzistoSas, ka arT potenciali kontaminétas un kontaminétas briices. Salidzinajuma ar
hroniskam briicém, akiitas briices tiek ekspreseti vairaki augsanas faktori (GF), kas butiski palidz

dziSanas procesa (Greaves et al. 2013, Stephen et al. 2010).

1.2.2. Brii¢u dziSanas process

Brucu dziSana ir komplekss process, kas sastav no vairakiem etapiem: iekaisums, dermala
rekonstrukcija un rétu remodeléSana, kas sakas tilit péc traumas rasanas un var noritét pat
méneSiem un gadiem ilgi (Romana-Souza et al. 2015).

Faktori, kas aktivi ietekmé briicu dziSanu ir mitrums, skabeklis un siltums. Ja briices malas
esosas Sunas, sviedru dziedzeri vai matu folikuli izzust, tad jaunam Stnam ir gritak migrét brice,
tade] briicei ir nepieciesams mitrums. Siinu mitozes optimala temperatira ir 37°C, lidz ar to arl
attiecigs siltums ir svarigs dziSanas procesa (Kapickis et al. 2010). Skabeklim ir multifunkcionala
loma briicu dziSana, ieskaitot ietekmi uz Stnu proliferaciju, kolagéna sint€zi, angiogen&zi un
baktériju iznicinasanu. Skabekla triikums ir svarigs faktors hronisku bricu patogenéze, jo kave
normalu $iinu proliferaciju. Ja briices virsma ir sausa, tad asinsapgade ir ierobeZota, kas savukart
kave skabekla un baribas vielu piekluvi bruces (Kapickis et al. 2010, Xie et al. 2014).

Audu dzisanu iedala vairakas stadijas — primara dziSana (tiras, kirurgiskas briices) notiek,
kad tiras briices malas tiek primari satuvinatas. Sekundara (spontana) dziSana notiek, kad brice
dzist spontani, netiekot satuvinata. ST dzisana balstas uz briices kontrakciju un epitelizaciju, ta ir
atkariga no iekaisuma fazes. Jo ilgaka ir iekaisuma faze, jo vairak briice kontrah&jas, lidz ar to
radusies réta ir neglitaka un kroplojosaka. Terciara dziSana ir briices novélota dziSana, kad brice
tiek slégta tikai pec vairakam dienam, un sekundara dziSana tiek partraukta. DziSanas process var
notikt bridi, kad brice ir izveidojusies veseligi granulacijas audi un mikroorganismu skaits nav
lielaks par 10°. Virspusgju adas bojajumu gadijuma galvenais audu atjauno$ands mehanisms ir

epitelijSinu daliSanas un migracija (Kapickis et al. 2010).
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Tradicionali akiitas briices dziSana tiek iedalita Cetras savstarp€ji saistitas faz€s —

hemostazg, iekaisuma, proliferativa un remodeléSanas fazés (Greaves et al. 2013). Bricu dzisanas

fazu klasifikacija palidz identificét dziSanas stadiju:

Hemostaze sakas tiilit péc ievainojuma, un taja esosie procesi ilgst dazas miniites Iidz pat
vairakam stundam. Hemostaze tiek stimuléta asinsvadu noslégSanas un fibrina recésana.
Traumas neskartie asinsvadi ir noteicoSie asins rec€Sanas kontrol€Sana. Primaraja
hemostazé traumétas asinsvadu endot€lija Stnas izdala adenozin difosfatu (ADP), kas
piesaista trombocttus un liek tiem, veidojot kunkulus, pielipt pie traumétas vietas, tadgjadi
noslédzot asinsvadus. Sekundaraja hemostazé audu faktoru kaskades atbild par kalcija
atkarigo plazmas recé$anu un asinsvadu sa$aurina$anos. Siinas izdala heparinam lidzigu
molekulu un trombomodulinu, kas kopigi piedalas recekla izveid€, kura struktiira savukart
veido tiklu, kur§ sastav no ECM komponentiem — fibrina un vitronektina. Principa
hemostazeé veidojas trombi un notiek asins rec€Sana. Hemostazes beigas tiek izdaliti divi
svarigi augSanas faktori — PDGF un TGF-B, kuri talak ierosina nakamo dziSanas
(iekaisuma) fazi (Marieb and Hoehn 2009, Stocum 2012).

Iekaisums ir adaptiva imiinas sisteémas atbilde uz ievainojumu §iinu stresa rezultata (Stocum
2012). Iekaisuma faze ilgst 2 — 7 dienas. Tas laika makrofagi iznicina bakterijas. Faze
turpinas lidz pati brice ir epitelizéta (sekundari vai terciali dzistoSas briices). Neitrofili un
monociti migré uz recekli, kur tie ieklust caur fibrina matriksu un piesaista dazadus
iekaisuma citokinus, kas primari tiek producéti trombocitos un endotélija Stinas (Kapickis ef
al. 2010, Rodero and Khosrotehrani 2010). Recekli monociti diferenc€jas par makrofagiem.
P&c piektas dienas makrofagi briicé ir noteicosas Stnas, tie sekreteé PDGF un TGF-f3 un
citus hemoatraktantus. Neitrofiliem un makrofagiem ir arl liela nozime kolagéna
noardiSana, jo tie izdala matriksa metalloproteinazes — kolagenazes (MMP-1 un MMP-8).
Viens no neitrofilu un makrofagu galvenajiem uzdevumiem ir atbrivoties no brice
iekluvuSajam bakterijam. Abiem Stnu tipiem ir limitéts dzivoSanas laiks briices zona, ko
nodroSina apoptoze. Makrofagu apoptozi inducé VEGF. Nepartraukta $tinu vairoSanas, kas
ir iespgjama konkrétos patalogiju gadijumos, noved pie hronisku audu ievainojumiem,
nekrozes un parlieku izteiktas rétosanas (Stocum 2012). Iekaisuma faze uzsak strukturalo

adas atjaunosSanos, ierosinot epidermalo regeneraciju. Fazes beigas uz briices vietu
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parvietojas T-limfociti un sakas parklasanas ar nakamo — proliferativo fazi (Marieb and
Hoehn 2009, Stocum 2012).

Proliferativa faze sakas no otras dienas un ilgst [idz pat seSam ned€lam, Sis fazes laika
norisinas granulacijas audu forméSanas, epitelizacija, fibroblasti sak producét kolagénu un
veidojas jauni kapilari. Fibroblastu $tinas ir noteicosas $aja faze, atbildot par angiogenézes
sakSanos. Augsanas faktori, it ipasi PDGF un TGF-f, kopa ar ECM molekulam stimulé
fibroblastu proliferaciju briices zona, aktiv€jot attiecigos integrina receptorus. Samazinoties
bojajuma izmériem, brices malas satuvinds, un tas pamatni nosedz epitelij$iinas
(Gantwerker and Hom 2012, Singer and Clark 1999). Stinu virzibai fibrina-asins recekl jeb
cieSi saausta ECM nepiecieSama aktiva proteolitiska sisteéma, kas ir sp&jiga atbrivot celu
§inu migracijai. So darbibu nodro§ina vairaki fibroblastiem atvasinati enzimi kopa ar
seruma esosSo plazminu, plazminog€na aktivatoru, kolagenazém, zelatinazi A un
stromelizinu. P& migracijas briuce fibrobalsti uzsak ECM sintézi. Pagaidu ECM tiek
aizvietots ar kolagéna matriksu. Kad bagatigais kolagéna matrikss depon&jas briices vieta,
tad fibroblasti partrauc producét kolagénu, un ar fibroblastiem bagatie granulacijas audi tiek
aizvietoti ar relativi acellularu rétu (Singer and Clark 1999).

Remodelesanas faze ilgst, sakot ar sesam nedélam, lidz diviem gadiem. Ta sakas, kad
kolagéna sintéze ir lidzsvara ar noardito kolagénu. Kolagéna Skiedru sasaistiSanas rezultata
réta tiek izgludinata. Fibroblasti diferenc€jas par miofibroblastiem, un fazes beigas
normalos audus aizstaj rétaudi. Siinas, kas vairak nav nepiecieSamas, tiek iznicinatas

apoptozes procesa (Gantwerker and Hom 2012, Kapickis ez al. 2010).
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Figure 1.2.2. Acute and chronic wound healing (Clark et al. 2007).

Jebkuras audu traumas rezultata notiek akiita bricu dziSanas atbilde, savukart infekciju vai
citu patalogiju gadijuma §T atbilde var nenotik un veidosies hroniska briice. Bri¢u dziSanas laika
epidermas Stinam raksturiga pastiprinata iekaisuma citokinu produkcija — nelielos daudzumos tiek
producéti interleikini un koloniju stimul€joSie faktori, kas nodroSina imiino $tnu piesaisti brices
vietai. Sintezeti tiek gan augSanas faktori (GF), gan matriksa metalloproteinazes un to inhibitori.
Patalogiju gadijuma pastiprinati izdalas $kidrums un sarec€ fibrins. Augstais glikozes limenis
asinis, kas ir raksturigs diab&ta pacientiem, veicina ECM disfunkciju, izraisot audu hipoksiju,
izmainitu Stnu funkcionalitati vai to navi. Bakteriju infekcijas gadijuma — veidojas biopléve, kas
trauc€ dziSanas procesus, bakteriju izdalitie toksini iznicina Stinas, ECM un GF, kas atbild par Stinu

proliferaciju (attels 1.2.2.). Tadel sadu hronisku briicu gadijuma ir trauceta epidermala migracija
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un tiek kaveta iek§€jo granulacijas audu veidosSanas (Clark et al. 2007).
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1.2.2. tabula Galvenas molekulas, kas piedalas briicu dzisana (Greaves et al. 2013, Valluru ef al. 2011).

Table 1.2.2. The main molecules of wound repair (Greaves et al. 2013, Valluru et al. 2011).

Molekula Siinu avots
1L neitrofili, monociti, IL-1 piedalas ECM noardisana
makrofagi, keratinociti, IL-6 raksturigs ickaisuma faze
endotlija Stinas IL-8 ekspresgjas iekaisuma un proliferativaja fazes
TNF-a neitrofili,, monoctti, GF ekspresijas stimulésana
makrofagi keratinocitu migrésanas veicinasana
raksturigs iekaisuma fazge
ECM noardisana
EGF makrofagi, keratinociti, epitelizacijas nodro§inasana
fibroblasti, trombociti raksturigs proliferativaja un remodeléanas fazes
ECM noardisana
TGF-a. monociti, makrofagi, leikocttu rekrutésana
TGF-B keratinociti, fibroblasti, TGF-a raksturigs hemostazg, iekaisuma un proliferativaja fazés
trombociti, endotelija $inas | TGF.B raksturigs visas bricu dzisanas fazes
HGF fibroblasti raksturigs remodeléSanas faze
FGF makrofagi, keratinociti, endotélija Stinu proliferacija
fibroblasti, trombociti, ECM regulésana
fibrociti, endotelija Sunas bFGF raksturigs hemostazg, proliferativaja un remodeléSanas fazes
FGF-2 raksturigs fibroplazijas un angiogenézes fazes
PDGF makrofagi, trombociti, leikocTtu rekrutéSana
fibrociti raksturigs visas brii¢u dziSanas fazes
CTGF neitrofili, monociti, rétosanas
fibroblasti, trombociti, proliferativa faze
T-Siinas
IGF keratinociti, fibroblasti, IGF-1 raksturigs hemostazg, iekaisuma un proliferativaja fazes
dendrtiski epiermalas keratinocitu izdzivo$ana
T-$unas, kaula smadzenu
mezinhimalas cilmes $iinas
VEGF makrofagi, keratinociti, endotglija Sinu migré$ana un proliferacija
fibroblasti, trombociti, vaskulara caurlaidiba
fibrociti, miofibroblasti,
endotélija $tinas
Angiopoetins | fibroblasti, miofibroblasti Ang-1 asinsvadu stabilizé$ana un endotélija Stinu proliferacija
(Ang) Ang-2 ir Ang-1 antagonists
MMP neitrofili, monociti, ECM un kolagéna noardisana
makrofagi, keratinociti, endotélija $linu migracijas ievirzisana
fibroblasti, endotelija Sinas | raksturigas sakot ar iekaisuma fazi
TIMP fibroblasti TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3, TIMP-4 raksturigi proliferativaja faze
PA monociti, makrofagi, urokinazes PA - ECM noardiSana, MMP un GF aktivéS§ana
keratinociti, fibroblasti, audu PA - fibrina $kidinaSana
endotelija Sunas PA inhibitors-1 - PA aktivitates regulators, keratinocitu migrésana
Integrini monociti, keratinociti, raksturigi sakot ar iekaisuma fazi.
fibroblasti, endotélija Stinas

Stinu migracijai ir svariga loma epidermas slana atjaunoanas procesa, kas kopuma atbild
par adas inegritates rekonstrugSanu péc traumam. Sinu migracijas stimulé$anai un audu
atjaunoSanai arpusStinas matriksa, Stnas sekreteé matriksa metalloproteinazes (MMP) —
proteolitisku enzimu grupu, kas sp&j Skelt ECM proteinus. ECM tiek deponéti ari fibroblastu
sintez€ti GF (Kivisaari 2011, Lorenz and Longaken 2008). Nozimigaka fibroblastu funkcija adas
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regeneracija ir ECM sintéze un rekonstrukcija. Tradicionalos apstaklos ada MMP veic matriksa
molekulu noardiSanu, tadgjadi veicinot ECM remoduléSanu. Paraleli MMP ekspresijai dermas
fibroblasti sekreté matriksa metalloproteinazu audu inhibitorus (TIMP) (Chen et al. 2007).
Savukart keratinocttu sekretéti GF stimul@ fibroblastu un keratinocitu proliferaciju, ECM sintézi,
fibroblastu diferencéSanos un citokinu ekspresiju. Raksturigie keratinocitu sekretétie GF ir
transform€josais augSanas faktors-a (TGF-a) un epidermalas augSanas faktors (EGF) (Pastore et
al. 2008).

Citokini ir svarigas polipeptidu signalmolekulas, kam ir biitiska nozime dziSanas procesa.
Tos var iedalit vairakas grupas. Pirma grupa ir interleikini (IL), kuri galvenokart stimulé
imiinsistémas $iinas un piedalas to augSanas un diferenciacijas norisé. Adas novecoSanas ietekmé
un maina monocitu izdalito IL-1 un IL-6 sekrécijas aktivitati. Pargjas citokinu grupas ir tumora
nekrozes faktori (TNF), hemokini, koloniju stimul&joSajie faktori (CSF), interferoni (IFN) un GF.
Makrofagu producéta vaskulara endotélija augSanas faktora (VEGF) sekréciju ar1 butiski ietekme
adas novecoSanas. Citokinu produc€$ana aktivi norisinas, lai ierobeZotu vai nomaktu (principa
kontrolétu) dazadu strukturalo proteinu génu ekspresiju un regultu Stnu proliferaciju. Konkréti
briicu dziSanas laika norisinas pastiprinata citokinu produkcija epidermas Stnas (Grone 2002,
Singer and Clark 1999, Stephens 2011). Vairak ka 30 citokini, kurus ekspresé makrofagi,
fibroblasti, keratinociti un neitrofili, piedalas adas atjaunos$anas procesa briicu gadijuma. P&tijumos
par adas rétam liela nozime tiek pievérsta transform&josam augSanas faktoram-f (TGF-B) un
dazadam ta izoformam, kas var vai nu pasliktinat vai paatrinat dziSanu (Gantwerker and Hom
2012).

Tadu GF ka fibroblastu augSanas faktora-2 (FGF-2) un TGF-f sasaistiS$anos nodro$ina
fibrins. Tam piemit TpaSiba stimulét regenerativas atbildes reakcijas dazados $unu tipos. GF
ekspresija tiek diez gan izteikti izmainita briicu dziSanas laika. Ir pieradits, ka kolagéna sintéze
palielinas, kad Stinas tiek kultivétas uz fibrina veidném. Fibroblasti, atbildot uz TGF-f signaliem,
razo kolagénu (Weijers et al. 2010).

Kopuma briicu dziSanas procesa aktivi darbojas loti daudz un dazadas adas Stinu sekretetas
signalmolekulas (tabula 1.2.2.)

Briicem dzistot, iekaisuma gaita audos vai kermena dobumos uzkrajas Skidrums, ko sauc

par eksudatu. Taja atrodas sekret€tie proteini, kuri ietekmé briicu dziSanas procesus. Eksudatu
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bioktmiskas analizes ir noderigas, lai objektivi izverteétu hronisko brii¢u ipatnibas (Minematsu et

al.2013).

1.2.3. Hroniskas briices

Hronisku adas briicu molekulara patogenéze ir kompleksa un lidz galam neizprasta sféra.
Pastav vairakas teorijas, kas skaidro to, kade] sadas briices veidojas un galu gala pastav. Hroniska
tipa Ciilas biezi raksturo ka pastaviga iekaisuma esoSas, tad€l nepiecieSams plasak pétit imiinas
atbildes ietekmi uz $adu nepartrauktu iekaismu saglabasanas stavokli (Pukstad ef al. 2010).

Hroniskas culas iedala arterialas (iSémiskas), venozas, jauktas (arterio-venozas) un
diabetiskas (neiropatiskas), kuru c€lonis ir konkréta saslimsana. Pie hroniskam briicém pieskaitami
ir ar1 izgul&jumi un ilgstosi dzistosi apdegumi (Kapickis ez al. 2010).

Fizisko bojajumu laboSana Iidzas ar citam audu funkcijam ir butsika adas ikdienas funkcija,
pieméram, imiinas reakcijas stiprinaSana pret infekcioziem agentiem sevi ieklauj gan Stnu
proliferaciju, gan diferenciaciju. Hronisku briicu dziSana parasti tiek asociéta ar adas novecoSanos,
bet raksturota ar loti ilgstoSu iekaisuma fazi, ECM bojajumiem un nesp&ju epitelizéties (Stephens
2011). Visbiezak hroniskas briices lokaliz&jas kermena apakseja dala. Kaju hroniskas ciilas definé
ka zemak par cela locitavu esosu defektu ada, kas nezud lidz pat seSam ned€lam un neuzrada
nekadu tendenci dzit ar1 p&c tris vai vairak meéneSiem. PieauguSo cilvéku vidi hroniska ¢tiloSana ir
plasi zinams un nepatikami sapigs stavoklis. NovecoSanas un paaugstinatu aterosklerotisko
okliiziju riska faktoru (smé&kesSana, aptaukosSanas, diab&ts) rezultatd culu veidoSanas biezums
cilveku populacija pieaug. Hroniskas briices raksturigas tieSi vecakiem cilvékiem, jo adas
novecoSanas ietekmé tas struktiru un funkcijas. Ar gadiem epiderma palénam zaud@ savu
aizsargbarjeras funkciju, bet derma — mehanisko izturibu un biezumu. Adas ¢las var pilniba
izraisit epidermas, ka arT neretos gadijumos dermas un hipodermas regionalo zudumu (Agale 2013,
Stephens 2011).

Liela nozime ir atpazit atSkiribu starp venozam un arterialam cilam, lai sekmétu precizu
diagnozi un briicu apkopi:

* Arterialas Culas parasti lokaliz&jas tipiskas atspiediena vietas — pirkstgalos, papédi, starp
pirkstiem vai arpusé uz potites. Aréja ada ap Cilu ir plana un ar hroniskas i€mijas
pazimém. Interesanti, ka arterialas briices novérojamas biezak virieSiem neka sievietém

(Kapickis et al. 2010, Stephen et al. 2010).
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* Venozas Ciilas parasti ir visbiezak sastopamakais ¢iilu veids. Tas ir noveérojamas cilvékiem
ar venozo nepietiekamibu, kas parsvara rodas novecoSanas, dzilo vénu trombozes, sirds
mazspéjas, aptaukosanas, neirologisku traucgjumu u.c. dél (Bert van Gent et al. 2010).
Augsts asinsspiediens apaks$€jo ekstremitasu dzilajas un virspusgjas veénas izraisa
palielinatu vaskularo pretestibu. IlgstoSs augsta asinsspiediena stress periferajas vénas liek
tam saspiesties, ka rezultata asins pliisma mazajiem kapilariem nepienak pietickama
daudzuma un iestajas nekroze (Stephen et al. 2010). Galvena etiologsika venozu culu
izcelsme ir hroniska venoza nepietickamiba jeb mazsp&ja (HVM), kas ir sastopama 72%
trofisku ¢iillu gadijumos. Venozas ciilas savukart biezak ir noverojamas tieSi sievietém
(Kapickis et al. 2010).

* Jebkura gadijuma ir jaapzinas, ka vairaki slimibu faktori var vienlaicigi pastavét ikviena
individuala pacienta ar hronisku briici gadijuma, kas var sarezgit arst€Sanu un kavét
dziSanu. Jedzienu “jauktas c¢iilas” izmanto gadijumos, kuros vienlaicigi norit gan arterialas,
gan venozas patalogijas. Vairums gadijumu tas ir venozas Ciilas ar tisku vai adas izmainas
ar reducétu arterialo pieplismu (Marston 2011, Partsch 2010).

* Diabétiskas culas parasti tiek raksturotas ar diab&tisko pedu, kas ir attieciga pédas vai
apaksstilba audu infekcija apvienojuma ar periféro asinsvadu un neirologiskiem
bojajumiem (Kapickis et al. 2010). Cukura diabéts ir visizplatitaka hroniska slimiba
pasaulé. Traucéta brii¢u dziSana ir viena no diab&ta komplikacijam, kas noved pie nespgjas
sadzit hroniskam diabétiskam kaju ¢iilam. Biezi vien $ada veida ¢iilu esamiba noved pie
apaks$gjo ekstremitaSu amputacijas (Moura et al. 2014). Pasaule aptuveni 400 miljoni
cilveki cie§ no diab&ta, bet Eiropa tie ir ap 60 miljonu pacientu. Neiropatija ir plasi
pazistama neirologiska komplikacija, kas tiek acosiéta ar I un II tipa diabétu. Sadas
komplikacijas noved pie relativi liela diab&tiskas peédas culas riska. Diab&tiska neiropatija
parasti ir sastopama 50% pacientu ar hroniskam briiceém (Futrega ef al. 2014).

Veicot hronisku briidu apriipi svarigi ir nemt véra to izcelsmes etiologiju. Sada tipa &ilas
butiski ietekm@ pacienta dzives kvalitati, jo arstéSana ir ilgstoSa un loti apgriitino$a. Hroniskas
Culas var izraisit invaliditati, to apriipe ir tie$i atkariga no brices dziSanas stadijas, ka arl
pamatslimibas. Korekta diagonoze ir loti butiska, lai izvairitos no nepiemérotas arstéSanas, kas var
novest pie briices pasliktinaSanas, kavét dziSanu vai ka citadi kaitet pacientam. Svarigi ir jau laicigi
sakt izveidojusas briices arstéSanu, uzlabojot arstgjama dzives kvalitati un, protams, samazinot

arst€Sanas izmaksas (Agale 2013, Kapickis et al. 2010).
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1.3. Adas audu inZenierija

Bojajumi uz adas var veidoties neskaitamos gadijumos. Genétiska iedzimtiba, akiitas un
hroniskas briices, apdegumi, izgul&jumi, ka arT kirurgiska iejaukSanas ir tikai dazi pieméri no
Sadiem gadijjumiem. Briicu un traumu raSanas sekas parasti ir nepievilcigas rétas vai plankumi,
hroniskas sapes un liela diskomforta sajita. Adas audu transplantatu izmantoSana ir plasak
zinamais panemiens lielu adas traumu apriipéSana. Transplantati ir paredz€ti pacientiem ar
nedzisto$am un 1pasi smagam bricém (Walsh 2011).

Adas audu inZenierija ir |oti nozimiga zinatnes nozare, kas nodarbojas ar metozu izstradi,
kuru merkis ir izveidot materialus adas traumu arst€Sanai, ar kuru palidzibu varétu atjaunot bojatos
audus, pieméram, apdegumus un citas paliekoSas rétas (Groeber er al. 2011). Nozares izaugsme
nodros$ina alternativus risinajumus audu arstéSana, veidojot biologiskus aizvietotajus, kuri ir sp&jigi
atjaunot, saglabat vai uzlabot audu funkcijas (Liu 2015). Biotehnologiski veidoti adas audi
paradijas galvenokart reag€jot uz arkartas nepiecieSamibu pilniba parklat plasus apdegumus. Vélak
sada tehnologija tika izmantota hronisku briicu arstésana (Santamaria et al. 2012).

Sakuma posms audu inZenierijai ir adas $tnu izdaliSana no attiecigo audu biopsijas un to
kultivéSana monoslani, lai Siinas pavairotu pietickama daudzuma. Paraleli tiek testéti dazadi
biomateriali un izveidots specials matrikss, kura $is adas Stnas tiek talak kultivétas. Peéc konkréta
kultivésanas laika $adu izveidotu adas audu modeli var izmantot attiecigi brii¢u dziSanas
mehanismu pétijumiem vai kadu vielu testéSanai (Walsh 2011). Sados audu modelos matrikss
kalpo ka ECM, tadel svarigakais ta izveidei ir atrast piem&rotu pamatni, kura nodro§inatu $tnu
adhéziju, ka arT Stinas biitu sp€jigas noslanoties, veidojot audu struktiru (Negri et al. 2009).
Piem@ram, jau vairakus gadus aktuali ir transplantati jeb briicu parséji, kuri satur ECM molekulas
un $iinas, tadgjadi veicinot dziSanas procesus (Papini 2004).

Audu transplantatu prasibas ir, lai tie butu droSi pacientiem, ka ari kliniski efektivi.
Modelsisteémas pamata veido ta, lai tas péc iesp&jas vairak imitetu Istu adu (Shevchenko et al.
2010). Audus vai organus, kas tiek transplantéti iek§ pasa pacienta kermena sauc par autologiem,
bet tadus, kur ir iesaistiti divi individi (cilvéki) — donors un recipents — par allogéniem
transplantatiem. Savukart, gadijuma, ja donors ir dzivnieks un transplantatu sanem cilvéks, to sauc
par ksenologu (Liu 2015, Zhang and Michniak-Kohn 2012). Miusdienas autologas izcelsmes
materiali tiek izmantoti un ir pieprasiti ievérojami vairak neka allogeni, tomér allogéno audu

tulit§ja pieejamiba ir bitisks aspekts, kas veicina allogé€no audu transplantacijas nozares attistibu
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(Martin ef al. 2014). Vairums adas aizvietotaju nepastav muzigi. To galvenais mérkis ir veicinat
pacienta briices dziSanu, stimulgjot dazadu citokinu izdali$anos. Sie citokini sekmé dziSanas
procesus, stimul&jot bazalas membranas komponentu producéSanu, kas noveér§ dehidraciju un
paaugstinatu iekaisumu, ka ar1 palielina granulacijas audu veidoSanos (Singer and Clark 1999).

Materiali, kas ir iegiiti audu inZenierijas rezultata, ir novedusi pie in vitro modelsistemu
attistibas, ka alternativa dzivnieku izmantoSanai testéSana kliniskiem mérkiem (Canton et al.
2010). InZeniereti adas audi samazina arT donoru skaitu un palielina izredzes veiksmigak dziedet
akiitas vai hroniskas briices (Zavan et al. 2010).

Biotehnologiski veidotu audu attistiba balstas uz trisdimensionali (3D) veidotiem audu
transplantatiem, tadejadi prezcizak atdarinot procesus, kadi tie ir istaja ada, kas notiek Stinam
noslanojoties (Huh 2011). Adas audu transplantatu biologiskais materials ir 3D matrikss, kura ir
izs€tas Sunu kultiiras. Matrikss ir viena no svarigakajam audu inZenierijas sastavdalam. Tas galu
gala kalpo ka fizisks struktiiras balsts, kas ietekm& S$iinu migréSanas, proliferacijas un
diferenciacijas procesus. Bitiska ir labi noteikta un kontroléta struktiira, kas var atvieglot Siinu
infiltraciju jeb iestikSanos, baribas vielu transportu un atkritumu produktu izvadiSanu (Liu 2015).
Matriksu izveidei var izmantot gan sintétiskus materialus, gan ECM komponentus, kas ir iegiiti no
dzivnieku vai cilvéku audiem. Modelsisteémas ir iesp&jams veidot arT no augu valsts polim&riem, ka
ar1 rekombinanti sintez&tiem ECM komponentiem (Jones et al. 2002). Lai nenotiktu transplantatu
atgriSana vai kads cits ar imtno atbildi saistits risks, matriksu veidoSanai izmanto tieSi
rekombinanti produc@tus materialus, kuru sastdva ir arl1 normala ada sastopamas molekulas
(Metcalfe and Fergusson 2007). Matriksu izveidei visbiezak (in vivo un in vitro) izmanto dzivnieku
izcelsmes kolagénu, kas ir sasaistits ar citam ECM molekulam (Shevchenko et al. 2010).

Galvenie noteicoSie faktori, izv€loties biomaterialu audu modelsistémas veidoSanai no
inZenierijas puses, ir materiala mehaniskas pamatipasibas, degradacijas atrums, porainiba, virsmas
ipasibas un formas uzturé$ana. Savukart biologiskie un kliniski nozimigie faktori ir bioaktivitate,
GF nepieciesamiba, imiinas un sveskermenu reakcijas inhib&$ana, baribas vielu piegade, Stinu tipu
skaits, kuras materials atbalsta un visbeidzot, ka savienot jaunos audus ar esosajiem (Seal et al.
2001).

Saprotams, ka adas audu inzenierija visvairak izmantotie Stinu tipi ir fibrobalsti un
keratinociti. Atsevikos gadijumos ar endotélija $tnas. Sobrid inZenierijas nozare ir vérsta uz
autologu Stinu izmantoSanu (Zavan et al. 2010). Transplantatu modeliem, kuros nav dzivu §iinu,

tiek polimerizéts ECM komponents. Pieméram, biotehnologiski veidotos audos, kuru pamata ir
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kolagéna matrikss, ir iesp&jams sakotngji kultivét pacienta Stinas matriksa pirms transplant€sanas,
vai ar1 transplant€t So matriksu bez uzs€tam Sunam, tadéjadi laujot paSa pacienta Sinam migret
kolagéna matriksa, atjaunojot bojato audu slani. Papildinot modelsistemu, ir iesp&jams taja ieklaut
ari atseviSkas bioaktivas molekulas, ka GF vai citus farmakologiskus preparatus (attéls 1.3.) (Macri
and Clark 2009). Fibrina matriksu veidoSana ir vél viens modelsisteémas veids, kuras gadijuma tiek
polimerizeta asins plazma, veiodojoties hidrogélam, kam savukart piemit strukturala lidziba ar
ECM (Negri et al. 2009, Zhang and Michniak-Kohn 2012). Ped€jo gadu laika, lai izveidotu
matriksu adas audu inzenierija, izmanto ari tadus biomaterialus ka zelatinu (kolagéna
atvasinajums), kombin&jot to ar hitozinu, kam ir antibakterialas ipaSibas, ka ari tas ir
biodegrad&jams un nav toksisks (Han et al. 2014, Tu et al. 2015). Zinama ir ar1 hialuronskabes
izmantoSana, kas sastopama ekstracelularajos audos. Tas fiziskas un biokimiskas 1pasibas ir loti

saistosas attieciba uz kermena atjaunosanas tehnologijam (Collins and Birkinshaw 2013).

o — j Insens‘/— T\ Inserts——
Sanas Il : p— . >. '- = /
>Ye e Sunu vide Il \? = = = g\_/
- Membrana < Membrana
Sanu vide Sinu vide | Matrikss

Sanas
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1.3. attels Stinu kultivésanas pamatshéma. A — $inas kultivétas monoslani. B — §inu kokultiira ar insertu. C — §inu kokultiira
matriksa ar insertu.

Figure 1.3. Framework for cell cultivation. A — cells cultivated in a monolayer. B — cells co-culture with an insert. C — cell co-
culture in a scaffold with an insert.

Adas aizvietotaju modelu veidoSana ir arT atkariga no bojato audu dziJuma. Bricém, kuram
ir trauméts virs€jais adas slanis, nepiecieSams atrs epidermala slana aizstaj€js, kas ir svarigi, lai
varétu kontrolét Skidruma zudumu, kermena temperatiru un aizsargat briici no nevélamiem
mikroorganismiem. Dermas bojajumu gadijjuma ar epidermas aizvietotaju vien nepietiek. Tas
arst€Sanai ir vajadzigs veidot matriksu, kur§ nodroSina Siinu migraciju un palidz sekretét GF.
Sobrid tirgi ir dazadi komerciali pieejami epidermas un dermas aizvietotaji no dazadiem
biomaterialiem un §tinu avotiem (Zavan et al. 2010). Visa pasaulé Sobrid apgroziba ir salidzinosi
daudz inZenierijas produktu un nakotn€ noteikti ir gaidami krietni vairak izstradajumu, kuri varétu
attiecigi aizstat jau novecojusos modelus (Husing 2003). Adas audu inZenierijas nozaré tiek vértéta

ka daudzsolosa, pateicoties regenerativo IpaSibu potencialu izmanto$anai, kas piemit gan
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embrionalajam, gan pieauguSo cilmes Stnam, minot arl inducétas pluripotentas cilmes Stnas

(Santamaria et al. 2012).

1.3.1 Adas audu izmantoSana in vitro testeésana

Rekonstruéti adas audu ekvivalenti, ka alternativa dzivnieku eksperimentiem, piedava ne
tikai veidu, ka nodroSinat jaunu aktivo vielu noveértéSanu atbilstosi likumdoSanai, dzivnieku
labturibas oranizaciju un patérétaju prasibam un vadlinijam, bet arl nodroSina lidzeklus, lai
uzlabotu un paplasinatu zinasanas par adas biologiskajiem procesiem. Biotehnologiski veidotu
adas audu modelsisteémas pastavigi tiek uzlabotas ar mérki tas izmantot adas toksicitates testos.
Lidzas sadiem testiem un drosibas standartu jomam, adas ekvivalenti piedava labi raksturojamu
modeli, lai varétu veikt petjjumus ar1 tadas pétniecibas nozar€s ka pamata adas biologija, bricu
atjaunoSanas mehanismu raksturo$ana, melanogenézes regulacija, adas slimibu patogen&ze un adas
véza pétnieciba (Ponec 2002).

Adas audu modeli var tikt izmantoti ne tikai kliniskiem, bet arT atseviskiem S$inu
funkcionalitates pétijjumiem. Farmakologisku pétijumu gadijuma modelsistemas ir iesp&jams
izmantot, pieméram, biologiski aktivo vielu iedarbibas novért€Sanai uz adas $tnam un ECM
komponentiem, ka ari veicot toksicitates testus (Groeber et al. 2011). Farmakologijas lidzeklu
izstrades laucina sadi audu modeli varétu biit 1pasi noderigi zalu razoSana, kas ir ar sistematisku
iedarbibu, adu parklajot ar produktu, un zalu izstrade, kas iedarbojas konkréti aplikacijas vieta,
adas slimibu vai citu traucgjumu gadijuma (Mathes ef al. 2014).

In vitro teste€Sanu var piemérot dazadu kosmétikas un higiénas produktu aktivo vielu un
gatavo kompoziciju dro§ibas novértéSanai un efektivitates prasibu pamatoSanai. Sobrid
efektivitates novertéSanai tiek izmantota in vivo test€Sana ar brivpratigajiem dalibniekiem, savukart
in vitro teste€Sanu lielakoties pieméro drosSibas novértésanai. Kosmétisko vielu efektivitates in vitro
testeSana dod lielakas priekSrocibas, jo ta ir droSa agrinas stadijas laika jaunu produktu attistiba,
rezultati tiek iegiiti krietni atrak un eksperimentalie uzstadijumi ir rentablaki, ka ar1 test€Sana lauj
veikt sastavdalu raksturoSanas un formul€Sanas parbaudi diapazona, kas nebiitu iesp€jams,
izmanotjot brivpratigos eksperimenta dalibniekus. Dabiskas sastavdalas, kuras tiek izmantotas
kosmétiskajos Iidzeklos var saturét vairumu preparatu vai izolétu aktivo vielu, un So vielu fizikali
kimiskas 1pasibas var ierobeZot testéSanas metodes izveli (Ramata-Stunda et al. 2013).

PaSsaprotami, ka in vivo-in vitro korelacijas petijumi javeic ta, lai iegiitie rezultati noraditu

uz to, kadi ir ierobezojumi, novertgjot cilvéka apdraud&jumu attieciba uz $adu adas ekvivalentu
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pielietojumu. Ta ka rezultati, kuri ir iegliti no cilvéku petijumiem, ir nepiecieSami ka atsauces
vertibas in vitro parbaudém, uzmanibu ir nepiecieSams ari pieverst in vivo datu generalizacijai un
in vivo testu protokolu standartizé$anai (Ponec 2002).

Lai gan daudzas in vitro adas modelsisteémas ir izveidotas un attistitas tiesi zinatniskiem
pielietojumiem, tas visa pausaulé (komerciali pieejamas) ir salidzino§i maza skaita. Sim trilkumam
nepiecieSams izstradat jaunus tirgojamus modelus. Adas ekvivalentam ir jaizpilda vairdkas
prasibas, kad tiek testéta ta korozivitate — tam ir jabit uzticamam gan attieciba uz test€jamo
materialu klasifikaciju, gan rezultatu atkartojamibu. Lai izvairitos no logistikas problémam, ir
janodrosina produkta tulit€ja pieejamiba liela méroga razoSanas gadijuma, un tam ir jabut diez gan

ekonomiskam, ja tas tiek izmantots regularai testéSanai (Hoffmann ez al. 2005).
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2. MATERIALI UN METODES
2.1. Siinu Iinijas
Cilveka adas audu biopsijas (pecoperacijas materials) epidermalo un dermalo §iinu liniju
izdaliSanai tika iegutas saskana ar Latvijas Republikas normativajiem aktiem. Darba tika izmantotas
vairakas fibroblastu linijas — 16D, 18D, 19D, 20D, 60D, D1 un D2 ar pasazu numuriem p; — py un

divas primaro keratinocitu Iinijas E un 20E ar pasazas numuru p;.

2.2. Biomateriali
Plazma (0 tips, Rh pozitiva) eksperimentala darba vajadzibam tika sanemta no P. Stradina
Kliniskas universitates slimnicas (PSKUS) Asins sagatavoSanas nodalas, saskana ar Latvijas

Republikas normativajiem aktiem.

2.3. Hronisku briicu eksudatu iegiiSana

Eksudatu paraugi tika ievakti no pacientiem sadarbiba ar PSKUS Asinsvadu kirurgijas
nodalu, saskana ar Latvijas Republikas normativajiem aktiem.

Nosver eksudatus, kas ir piesticinati filtrapapira un noslégti 15 ml stobrigos, pievieno tiem
attiecigu tilpumu CAB ekstragésanas bufera (25 mM Tris-HCI1 pH 7.5, 200 mM NaCl, 3 mM
CaCly, 0,03% Brij-35) un liek inkubgties uz diennakti +4°C. Centrifugé pie 3000 apgr./min 15
mindites. Savac buferi un sagatavo eksudatu alikvotas, kuras péc ekstragésanas uzglaba -150°C
(Moor et al. 2009).

Ievakto paraugu proteinu koncentracija tika noteikta ar Bredforda proteinu parbaudes

metodi, izmantojot Bradforda Skidumu (AppliChem, Vacija) un BSA standartu veidoSanai.

2.4. Siinu izdali¥ana un kultivé$ana monoslani

Adas audu paraugu no transportéSanas Skiduma — 0,25% amfotericins-B/0,5%
penicilina/streptomicina maisijums/1xPBS (Life Technologies, ASV) laminara parnes uz 92 x 16
mm audu kultivéSanas plates (Starstedt, Vacija) un sadala apméram 0.5 cm” gabalinos, izmantojot
sterilu vienreizlietojamu skalpeli. Lai atdalitu epidermu no dermas, audu gabalinus ievieto
dispazes Skiduma (Sigma-Aldrich, Vacija) 1 u/ml PBS un inkubéti pa nakti +4 °C. Epidermu
parnes stobrina ar tripsina Skidumu — 0,25% tripsins/EDTA (Life Technologies, ASV) un inkubg
piecas minttes pie 37°C 5% CO,. Reakciju apstadina pievienojot 1V 20% FBS (Life
Technologies, ASV) saturosu PBS skidumu un centrifugé (LMC-3000 Biosan, Latvija) pie 1200
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apgr./min 5 minites. Stinu nogulsnes suspendé keratinocitu kultivésanas vidé 1 ml EDGS uz 100
ml EpiLife (Life Technologies, ASV) un inokulg jau ar 0,5V ieprieks sasilditu vidi piepildita
audu kultivéSanas flakona T-75 (Starstedt, Vacija). Stnas inkubé 37°C 5% CO, atmosfera,
regulari mainot vidi.

Dermas paraugu sasmalcina sikak un mazga ar 1xPBS, centrifugé pie 1000 apgr./min 5
mintites. Atmazgatos paraugus inkubé kolagenazes skiduma kolagenaze IV — 50 u/ml (Sigma-
Aldrich, Vacija) fibroblastu kultivésanas vide — 10% FBS saturo§s DMEM Skidums (Life
technologies, ASV) vismaz 2 h 37°C 5% CO, atmosfera. Kolagenazes reakciju inhibé ar FKV un
centrifugé pie 2000 apgr./min Smin. Paraugus atmazga ar vidi bez seruma un suspensiju filtré
caur $tnu filtru (Falcon, ASV), p&c tam centrifugé pie 1000 apgr./min 10 min. Stinu nogulsnes
suspendé vidé un inokulé audu kultivéSanas flakona, kura ieprieks ienests 0,5V jau sasilditas
FKV. Siinas inkubg 37°C 5% CO, atmosféra, mainot vidi ik pa tris dienam.

Pars¢jot Stnas, aprékina un ar mikropipeti parnes nepiecieSamo tilpumu ar izvéléto $iinu
skaitu, ko nepiecieSams uzsét uz flakona vai plates. Siinu skaitu nosaka, izmantojot Neubauera
hemocitometru (Marienfeldt, Vacija). Stnam pievieno kultivé$anas vidi un turpina inkub&t 37°C

5% CO; atmosfera, mainot regulari vidi.

2.5. Siinu parsédana

Kad $tinu monoslanis sasniedzis 90% konfluenci, $iinas parsgj jauna flakona. Izmantojot
sterilu pipeti (Starstedt, Vacija), no flakona atstic §tinu kultivésanas vidi. Flakona virsmu skalo ar
1 x PBS. Pievieno 0,25% tripsina/EDTA Skiduma. Inkub& 10 miniites 37°C 5% CO, atmosfera.
Pievieno 20% FBS saturosu PBS skidumu, lai apstadinatu reakciju. Suspensiju parnes 15 ml
stobrina (Starstedt, Vacija) un centrifugé pie 1000 apgr./min 5 minites. Siinas suspendé 1 ml
Stunu kultiveéSanas vide. Skaita Stinas un nepiecieSamo daudzumu S§tnu izs€j audu kultivéSanas
flakona vai platés. S@inu monitorésanai tika izmantots invertmikroskops Observer Al (Zeiss,

Vacija) ar Axio Vision 4.8 programmatiiru.

2.6. Kokultuiru kultiveSana 3D fibrina matriksa un ta sagatavoSana
Matriksu veido polimeriz€jot plazma esoSo fibrinu, ieglstot gé€lveida struktiiru, kura
iesp&jama fibroblastu augsana vairakos slanos. Traneksamskabe, kas pievienota plazmai, darbojas

ka katalizators un plazminogéna inhibitors, kavgjot fibrina noardisanu. Kalcija joni (Ca*") tapat
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ka fiziologiska Skiduma maisijums (0,9% NaCl) un trancksamskabe darbojas ka katalizators
(Negri et al. 2009).

Stobrina (50 ml) (Starstedt, Vacija) iepilda plazmu, sajauc ar 0,9% NaCl (B.Braun,
Vacija) un nepieciesamo fibroblastu daudzumu, kartigi samaisa. Maisijumam pievieno attiecigo
tilpumu kalcija glukonata — 8,94 mg/ml (Sopharma, Bulgarija). Péc tam pievieno traneksamskabi
(WZF Polfa, Polija) — 0,8 mg/ml matriksa. Matriksu sapilda 6-laucinu $tinu kultivéSanas plate.
Plati ievieto inkubatora 37°C 5% CO; atmosféra un inkub& 10 — 30 miniites p&c tam pievieno
FKV. Kokultiiru paraugi tika kultivéti 6-laucigu plates insertos, ar poru izméru 0,4 um (PAA
Laboratories, Austrija). Kad dermalais matriksa slanis sapolimerizgjies, tad vienmérigi uzpilina
attiecigo skaitu iepriek§ sagatavotu keratinocitu Siinu. Matriksa katra laucina pievieno attiecigo
kultivesanas vidi — KKV (kokultiiram) un FKV (tikai dermalajam slanim). Sanas kultivé 37°C
5% CO; atmosfera, mainot kultivéSanas vidi ik péc 2 — 3 dienam. Sagatavoto fibrinu matriksu

shéma attélota 2.6. attéla.

A Kultivésanas laiks: B Kultivésanas laiks:

7 dienas 14 dienas 7 dienas 7 dienas 14 dienas 17 dienas
2.6. attéls. Biotehnologiski veidotu adas audu, izmantojot fibrina matriksu, planojuma shéma 6-laucinu platés. A — primarie
fibroblasti kultivéti fibrina matriksa ar divam dazadam $tnu linjam, tris dazados kultivéSanas laikos. B — primaro fibroblastu un
keratinocTtu kokultiira fibrina matriksa uz insertiem kultivéta 7, 14 un 17 dienas.

Figure 2.6. Experiment design for bioengineered skin tissue using fibrin scaffold in 6-well plates. A — two different primary

fibroblast cell lines cultivated in a fibrin scaffold for 7, 14 and 17 days. B — primary fibroblast and keratinocyte co-culture in a
fibrin scaffold on inserts cultivated for 7, 14 and 17 days.

Sanu linijas

0Q

Siinu linijas

QO

2.7. 3D fibrina matriksa fikséSana
Matriksa paraugiem, kad nepiecieSamais kultivéSanas laiks ir beidzies, atsiic vidi, un
matriksu uzmanigi ar vienreizlietojama skalpela palidzibu atgriez no plates sanu malam. Ar
sterilu pinceti matriksa paraugus parnes uz fiks€Sanas trauciniem (Starstedt, Vacija). Paraugu

fikse 10% formaldehida Skiduma (Enola, Latvija), kura tas tiek turts un uzglabats istabas
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temperattira. 3D fibrina matriksa ieguldiSana un ieslégSana parafina tika veikta P. Stradina KUS

Patalogijas Institata.

2.8. 3D fibrina parafinéto matriksa paraugu grieSana
Iestata mikrotomam (Leica, Vacija) matriksu paraugu grieSanai nepiecieSamos
parametrus. lestiprina un nofiksé kaseti mikrotoma un griez paraugus (parauga biezums — 5 um).
Sagrieztas paraugu strémeles iemérc fidens vannina (40 °C). Gabalinus uznes uz priekSmetstiklina
(Marienfeldt, Vacija), iem@rcot tos @idens vannina (uz viena priekSmetstiklina uzliek vidgji 4
griezumus). PriekSmetstiklinus tur uz mikrotoma sildvirsmas ~15 min griezumu izlidzinasanai.
P&c tam gatavos priekSmetstiklinus ar griezumu paraugiem inkub€ termostata ~ 40 °C, Iidz tie ir

nozuvusi.

2.9. DeparafinizéSana
DeparafinizéSana tika veikta péc razotaja (AbCam) rekomendacijam:
Pirms deparafiniz€Sanas priekSmetstiklinus ar sagrieztajiem matriksa paraugiem inkubg
37°C 5% CO, atmosfera 30 miniites.
Secigi veic paraugu skaloSanu sekojoSos ksilola un etanola (Enola, Latvija) Skidumos,
istabas temperatiira:

Laiks (min)

1. Ksilols (100%) 10
2. Ksilols (100%):Etanols (100%) [1:1] 10
3. Etanols (96%) 8
4. Etanols (75%) 7
5. Etanols (50%) 5

Paraugus l1dz krasoSanai uzglaba parasta tident.

2.10. Imunofluorokimija
Ieliek priekSmetstiklinus ar paraudzigiem Tris-EDTA buferi un silda 30 minites tidens
vannina (~ 90 °C). Paraugus vispirms skalo blok&sanas bufert (1% BSA/PBS) 5 miniites, péc tam
— blokésanas Skiduma (PBS/5%BSA/0,1%TritonX-100) ~ 45 miniites istabas temperatiira.
Noskalo paraugus ar tdeni un apvelk griezuma vietas ar PAP pildspalvu. Uz katra griezuma
uznes 3% udenraza peroksidu (H>O;) un inkub& 5 miniites tumsa, istabas temperatiira. Noskalo

3% H,0, un uz griezuma vietam uznes iepriek§ pagatavotu antivielu maistjumu, ka ari
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negativajai kontrolei uznes blok&Sanas buferi. Paraugus inkubé divas stundas tumsa, istabas
temperatiira. P& primaras antivielas noskaloSanas liek inkubét sekundaro antivielu uz stundu.
Noskalo paraugus ar tideni un nosusina. Vispirms lieck DAPI uz 10 min, paraugus tur tumsa.
Noskalo DAPI un uznes mounting vidi (AbCam, Lielbritanija) uz paraugiem, nosedz ar
priekSmetstiklinu. Paraugi tika skatiti zem mikroskopa (Leica, Vacija) un bildéti ar ImagePro 5.0.

programmaturu.

2.11. Sekretéto proteinu noteikSana ar ELISA/xXMAP metodi

Lai noteiktu sekretétos proteinus vidé un eksudatos, mikromégenés tika ievaktas un
analiz€tas Stinu kultiveéSanas vides. Stobrini ar paraugiem tika uzglabati -150°C.

ELISA/xMAP tika veikta péc razotaja rekomendacijam ar komerciali pieejamu reagentu
komplektu Milliplex MAP Kit (Millipore, Vacija).

Vipirms sagatavo metodei nepiecieSamos standartus un kvalitates kontroles, ka ari
centrifugé méramos paraugus pie 12000 apgr./min 15 minttes. Sagatavo 96 — laucinu plati, kuru
mazga 10 minites istabas temperattira uz kratitaja ar mazgaSanas buferi. Izlej buferi un nosusina
plati, attiecigi sapilina standartus, kvalitates kontroles un paraugus. Fonam pilina reakcijas buferi.
Pievieno sonificétu un vorteksétu magnétisko lodiSu — analitu maisijumu, nosedz plati ar
aizsargplévi un inkub@ to uz kratitaja 2 h istabas temperatiira vai uz nakti +4°C. Uzliek un tur
plati uz speciala magnéta, to mazgajot divas reizes. Nogem plati no magnéta. Pievieno detekcijas
antivielas katram laucinam un inkub€ plati uz kratitdja 1 h istabas temperatira. Nenolejot
detekcijas antivielas, pievieno streptavidinia-fikoeritrina maisjjumu. Inkubg plati uz kratitaja 30
minttes istabas temperatira. Uzliek plati uz magnéta, kamér to mazga divas reizes. Pievieno
lodi8u nesgjbuferi visiem laucigiem un tur 5 mintites uz kratitaja. PEc tam plati nolasa ar Luminex
200™ programmu.

Datus analizé izveidojot standartlikni no standartSkidumu mérfjumiem un attiecigi

aprékinot katra parauga markieru koncentraciju (pg/ml) péc iegiitajiem magnétisko lodiSu datiem.

2.12. Western Blotting
Western Blotting metode tika veikta péc razotaja (AbCam, Lielbritanija) rekomendacijam.
Izmanto liz&joSo buferi — NP40 (150 nM NacCal, 1%NP40, 50mM TRIS pH 8), kuram ir

pievienots proteazu inhibitoru kokteilis (Sigma-Aldrich, Vacija). Dalamos audu paraugus ievieto

28



mikrom&gené ar attiecigu tilpumu NP40 bufera un PIC. Audus buferi homogeniz€ ar mini
miksera palidzibu.

Proteinu koncentracijas noteikSanai tika izmantots komerciali pieejams reagentu
komplekts — BCA Protein Assay KIT (Thermo Scientific, ASV)

Paraugus sagatavo uzpildei g€los tos vispirms denatur&jot — sajauc liz€tos paraugus ar
SDSxSTOP (10%SDS,100 mM EGTA pH 8, 100 mM pH 8, 25 mM DTT, glicerols, 0,5 M Tris-
HCI ph 6.8) buferi tos visu laiku turot uz ledus. Liek denaturéties uz 5 minateém 95 — 100°C
termostata. P&c denaturSanas paraugus liek uz ledus. Sagatavo elektrodus (Cliever Scientific,
Lielbritanija), kuros ievieto 10% SDS-poliakrilamida g€lus (AbCam, Lielbritanija) elektroforézei.
G¢la bedrites sapilda 10 pl paraugus un gelu nosedz ar elektrodu buferi (Tris, glicins, tdens, pH
8.3). Iesleédz un iestata elektribas padevi. Elektroforéze ilgst 1,5 — 2 stundas.

Transferam nepiecieSams sagriezt g€la izmeéram attiecigus Vatmana papirus (filtrpapirus),
ka ar1 PVDF membranu (Millipore, Vacija). Sagatavo Bjerrum parneses buferi (48 mM Tris pH
9.2, 39 mM glicins, 20% metanols), kura Vatmana papirus iemérc uz 10 min@itém pirms parneses,
bet membranu 15 sekundes tur metanola un tad divas mintites skalo destiléta tideni, tikai pec tam
liekot membranu 5 miniites parneses buferi. Péc elektroforézes turpina géla proteinu transféru uz
PVDF membranas. Saliek samitrinatos Vatmana papirus uz transfera aparata (Cleaver Scientific,
Lielbritanija) vienu zem otra (6 apaksa), tad membranu. Iznem g€lu no stikliniem, ko uzmanigi
novieto uz membranas, uzliek atlikuSos 6 Vatmana papirus tieSi uz géla. Pieslédz pie stravas, kas
ir attiecigi tik liela, cik ir membranas laukums — iestata transféru uz stundu.

P&c parneses PVDF membranu liek inkubgties 1x blokéSanas bufert iek§ TBS-T (AbCam,
Lielbritanija) uz kratitaja 30 mindites istabas temperatiird. Sagatavo un pievieno primaras
antivielas maisfjumu, kura membrana inkub€jas pa nakti +4°C uz kratitaja. Péc inkub&Sanas
membranu skalo tris reizes 15 miniites ar TBS-T (Tris, NaCl, Tween 20, tdens, pH 7.6).
Membranu inkubé sekundaraja antiviela vienu stundu istabas temperatura. Skalo tris reizes 15
minttes ar TBS-T.

Uzjauc detekteSanas reagentu — darba Skidumu, izmantojot Pierce Western blot substratu
(Thermo Scientific, ASV). Sagatavo UVP BioSpectrum aparatu (UVP, Vacija) un programmu.
Inkub& membranu darba skiduma vienu minti istabas temperatira. Liek membranu UVP aparata

un veic membranas att€lu uznemsanu. Att€lus saglaba un analiz€ ar ImageJ programmu.
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2.13. Laika noveérojamais PCR (real-time PCR)

RNS tika izdalita no 3D kokultiiru fibrina matriksa paraugiem un Tstas adas parauga ar
QIAzol reagenta palidzibu péc razotaja (Life Technologies, ASV) ieteiktas metodes. Paraugi tika
apstradati ar 1U DNazi I (Thermo Scientific, ASV), bet péc tam tika sintezéts cDNS, izmantojot
komerciali pieejamu reagentu komplektu #K1632 (Thermo Scientific, ASV). legiitas cDNS
kvalitate tika novertéta, parbaudot polimerazes k&des reakcija (PCR) stinu ekspreséto GAPDH
génu mRNS klatbuitni. Darba izmantotas sintetiskas oligonukleotidu sekvences ir att€lotas 2.15.

tabula.

2.15. tabula. Darba izmantotas sint&tisko oligonukleotidu sekvences.

Table 2.15. Synthetic oligonucleotide sequences used in this study.

Nosaukums Sekvence 5°- 3’

GAPDH_fwd TCCCTGAGCTGAACGGGAAG
GAPDH_rev GGAGGAGTGGGTGTCGCTGT
CollAl fwd ACAGCCGCTTCACCTACAGC
CollAl rev TCAATCACTGTCTTGCCCCA
FGF-2 fwd GTGTGTGCTAACCGTTACCT
FGF-2 rev GCTCTTAGCAGACATTGGAAG
EGF_fwd GCCAACTGGGGGAGCACAGC
EGF rev AGCACCACCACGCAGACAGC
VEGF fwd AGGCCAGCACATAGGAGAGA
VEGF rev TTTCTTGCGCTTTCGTTTTT
HAS2 fwd TTGGAAACTGCCCGCCACCG
HAS2 rev AGGCAGCGATGCAAAGGGCA
IVL fwd GGAGCAGCAGAAGGGGCAGC
IVL rev GAGACGGGACACCTAGCGGA
Koéa fwd GGCTGAGGAGCGGCGTGAACAG
Kéa rev AAGGAGGCAAACTTGTTGTTGAG
K10 fwd AGTAACCATGCAGAATCTG

K10 rev CACGAGGCTCCCCCTGAT

K17 fwd AGGAGATGACCTTGCCATCCT
K17 rev GGCTGATTGGCAGCGTGGAGGA
CK19 fwd CCGCGACTACAGCCACTACT
CK19 rev GAGCCTGTTCCGTCTCAAAC
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Elastins fwd GTATATACCCAGGTGGAGTG

Elastins_rev CGAACTTTGCTGCTGCTTAG
MMP-1 fwd GGTCTCTGAGGGTCAAGCAG
MMP-1_rev AGTTCATGAGCTGCAACACG

Laika noveérojamas PCR eksperimentos tika izmantota ABI Pirsm 7300 (Applied
Biosystems, ASV) iekarta. Reakcijas produktu uzkrasanas tika konstatéta, izmantojot Syber
Green krasvielas maisijumus (Fermentas, Lietuva). Paraugi tika analizéti divos atkartojumos.
Geénu ekspresijas relativas izmainas tika noteiktas, izmanotojot AACt metodi. GAPDH tika

izmantots, ka analizes ieksgja kontrole.

2.14. Siinu dzivotspéjas noveértesana ar MTT testu
MTT tests tika veikts ar komerciali pieejamu reagentu komplektu MTT-100 (MatTek,
USA). Uzjauc MTT koncentratu ar MTT skidinataju attieciba 1:4. Pievieno iepriek$ sasilditu
MTT astskaidijumu paraugiem nepiecieSamaja tilpuma un inkub€ tris stundas 37°C. Péc
inkubacijas paraugus lick ekstragéties MTT ekstrakcijas $kiduma uz nakti istabas temperatira.
Nakamaja diena savac ekstrakcijas Skidumu un sapilda 96-laucinu platé. Optisko blivumu (OD)

paraugiem platé nolasa ar mikroplasu lasitaju (Asys, Austrija) pie A = 620 nm.

2.15. Datu apstrade un statistiska analize
legiitie dati tika apstradati un statistiski analiz€ti ar GraphPadPrism V6.0 programmu.
Statistiskai analizei tika izmantots variacijas analizu tests (ANOVA), ka ari t-tests, salidzinot

divas paraugu kopas, lai noteiktu statistiski butiskas atSkiribas, kur p <0,05.
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3. REZULTATI

3.1. Sekreteto MMP un TIMP analize

ELISA/XMAP metode tika izmantota matriksa metalloproteinazu — MMP-1, MMP-2,
MMP-7, MMP-9, MMP-10 un to audu inhibitoru — TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 un TIMP-4
noteikSanai kultivéSanas vid@s izvéletajos adas audu kultivéSanas laika posmos.

Tika salidzinata MMP sekrécijas atSkiriba vidé starp Stnu kultivéSanu monoslani un
fibrina matriksa tris dazadam fibroblastu linijam (16Dps, 18Dp;, 60Dpy). Visu MMP sekrécijas
Itmenis ir ievérojami mazaks fibrina matriksa paraugos, salidzinajuma ar monoslani (attéls 3.1.).
Kopuma MMP-2 koncentracija ir visaugstaka (12295 — 147037 pg/ml), bet MMP-9 viszemaka
(28 — 191 pg/ml). Art MMP-1 sintéze ir salidzinosi augsta (6946 — 33495 pg/ml), aiz ka seko
MMP-7 (727 — 10128 pg/ml) un MMP-10 (211 — 2352 pg/ml). Visam fibroblastu Iinijam tika

noverota vienada tendence MMP sekrécija. Detalizétaki grafiki ar Stinu linijam ir apkopoti 1.

pielikuma.
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3.1. attels. Matriksa metalloproteinazu sekrécijas salidzinajums tris dazadas fibroblastu linijas kultivéjot monoslani un fibrina
matriksa vienu nedg€lu. P vértiba: *p < 0,05, ***p < 0,001 un ****p < 0,0001.

Figure 3.1. Comparison of the secretion of matrix metalloproteinases. Three different fibroblast cell lines were cultivated in a
monolayer and in a fibrin scaffold for one week. P value: *p < 0,05, ***p < 0,001 un ****p < 0,0001.

Matriksa metalloproteinazu sekrécija Stinu vidé tika parbaudita arl starp divam dazadi

veidotam kokultiiram. Fibroblastu $tinu Iinijas 19Dp; un 20Dp; tika kultivétas fibrina matriksa
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kopa ar keratinocitu Iiniju 20Ep; 6-laucinu platés uz virsmas, ka ar1 6-laucigu platés ar insertu.
Kokultras tika kultivétas divas ned€las. Lai izvertétu sekrécijas atskiribas, kokultiiru paraugiem,
kas kultivéti uz insertiem, tika ievaktas Stinu vides gan no inserta virspuses (KKV), gan no
apakspuses (FKV). Starp abam fibroblastu $iinu Iinijam tika novérota lidziga MMP produkcija.
Salidzinajums starp Stnu linijam ir apkopots 2. Pielikuma. MMP-2 un MMP-10 sekrécija
kokultiiru paraugos, kas kultivéti uz 6-laucinu plates virsmas (D+E) ir krietni zemaka neka
kokultiiru insertu paraugiem (D+E_KKV un D+E FKV) (attéls 3.2.). Savukart tiesi pretgji ir ar
MMP-7 un MMP-9. MMP-1 tiek sekrertéts abas kokultiru modelsistémas lidzigd daudzuma.
Interesanti, ka salidzinot koncentracijas vidé insertu kokultiiras starp inserta virspuses KKV un
inserta apakSpuses FKV, ir novérojamas bitiskas atSkirilbas MMP-1, MMP-9 un MMP-10
sekrécija. Ar1 kokultiru paraugiem MMP-2 ir visaugstakaja koncentracija, bet MMP-9 —

viszemakaja.
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3.2. attels. Matriksa metalloproteinazu sekrécijas salidzinajums fibroblastus un keratinocttus kultivéjot kokultiira uz 6-laucinu
plates virsmas (D+E) un kokultiira uz inserta (D+E_KKV un D+E_FKYV) divas nedglas. P vértiba: *p < 0,05, ***p < 0,001 un
****p < 0,0001.

Figure 3.2. Comparison of the secretion of matrix metalloproteinases. Fibroblasts and keratinocytes were cultivated in a co-

culture on a 6-well plate surface (D+E) and on a 6-well plate inserts (D+E_KKV and D+E_FKV) for two weeks. P value: *p <
0,05, ***p < 0,001 un ****p < 0,0001.

Turpmakajiem eksperimentiem kokultiiras tika kultivétas uz insertiem, savukart pargjas
MMP, ka art TIMP analizes tika veiktas gan fibrina matriksa paraugiem, kuros kultiveti tikai

dermalie fibroblasti (uz 6-laucinu plates virsmas), gan kokultiiram (insertos).
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MMP-1, MMP-2 un TIMP-1 sekrécija Stinu kultivéSanas vide fibrina matriksa paraugiem
uzradija vertibas, kas augstakas par detekcijas slieksni, proti — 20000 pg/ml (MMP-1, TIMP-1) un
50000 pg/ml (MMP-2), tadeé] Siem analitiem nebija iesp&jams analizét sekrécijas Itmenu
atSkiribas starp dazadiem paraugiem.

Lai noverteétu in vitro veidoto dermalo audu un kokultiiru funkcionalitates izmainas
kultivéSanas laika, tika analiz€éta MMP un TIMP sekrécija dazados kultivéSanas laika punktos.
Dermalajiem matriksa paraugiem (D1&D2) MMP-7 sekrécija lidz ar kultivéSanas laiku
samazinajas, tapat ka kokultiru paraugiem (attéls 3.3. A). Svarigi minét, ka kopuma dermalie
paraugi uzrada zemakas koncentracijas (< 1000 pg/ml) neka kokultiiras. Statistiski butiskas
atSkiribas ir novérojamas ar1 salidzinot MMP-7 produkciju starp vienas kokulttiras divam vidém
(KKV un FKV), pieméram, kultivéjot kokultiiru uz inserta 7 un 14 dienas KKV vide uzrada
augstaku MMP-7 sekréciju neka FKV. Sekretétas MMP-7 koncentraciju salidzinajums starp
abam peétjjuma izmantotajam fibroblastu S$inu linijam D1 un D2 pievienots 3. pielikuma.
Visizteiktakas atskiribas starp Stnu Iinijam ir nov@rojamas kultivéSanas 14. diena, bet kopuma

MMP-7 sintéze abam fibroblastu Itnijam ir lidziga [iment.
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3.3. attels. MMP-7 un MMP-9 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos. A — MMP-7 sekrécija dermas audu modelim
(D1&D2) un kokultiiru paraugiem, kas kultiveti 7, 14 un 17 dienas. B — MMP-9 sekrécija dermas audu modelim (D1&D2) un
kokultiiru paraugiem, kas kultivéti 7, 14 un 17 dienas. P vértiba: *p < 0,05 un **p <0,01.

Figure 3.3. Secretion of MMP-7 and MMP-9 in bioengineered skin tissue. A — secretion of MMP-7 in dermal (D1&D?2) and co-
culture tissue models cultivated in a fibrin scaffold for 7, 14 and 17 days. B — secretion of MMP-9 in dermal (D1&D2) and co-
culture tissue models cultivated in a fibrin scaffold for 7, 14 and 17 days. P value: *p < 0,05 and **p < 0,01.
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Par MMP-9 sintézi dermalajiem un kokultiiru paraugiem var spriest lidzigi ka par MMP-7
— kultivésanas laikam pieaugot, samazinas MMP-9 produkcija, ka art atSkiras metalloproteinazes
koncentracijas starp kokultiiru vidém kultivéSanas 7. un 14. diena (attéls 3.3. B). MMP-9 §tnu
vidé ir viszemakaja (< 250 pg/ml) koncentracija, salidzinajuma ar pargjam MMP. Statistiski
bitiskas atSkirtbas MMP-9 sekrécija starp Stinu Iinijam ir novérojamas kultivéSanas 7. un 14.

diena dermalajiem paraugiem, ka ar1 kokultiru gadijuma KKV (4. pielikums).
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3.4. attels. MMP-10 un TIMP-2 sekr&cija biotehnologiski veidotos adas audos. A — MMP-10 sekrécija dermas audu modelim
(D1&D2) un kokultiiru paraugiem, kas kultivéti 7, 14 un 17 dienas. B — TIMP-2 sekrécija dermas audu modelim (D1&D2) un
kokultiiru paraugiem, kas kultivéti 7, 14 un 17 dienas. P vértiba: *p < 0,05 un **p <0,01.

Figure 3.4. Secretion of MMP-10 and TIMP-2 in bioengineered skin tissue. A — secretion of MMP-10 in dermal (D1&D2) and
co-culture tissue models cultivated in a fibrin scaffold for 7, 14 and 17 days. B — secretion of TIMP-2 in dermal (D1&D2) and
co-culture tissue models cultivated in a fibrin scaffold for 7, 14 and 17 days. P value: *p < 0,05 and **p < 0,01.

MMP-10 sekrécija noverojamas atSkirigakas tendences neka MMP-7 un MMP-9.
Dermalo paraugu vidé Iidz ar kultivéSanas laiku pieaug MMP-10 koncentracija, savukart abas
kokultiiru vidés ta mazinas (att€ls 3.4. A). Septitaja kultivéSanas diena MMP-10 dermalajos
paraugos ir ieverojami mazak neka kokulturas, bet jau pec 17 dienam metalloproteinazes
produkcija D1&D2 modelsisteémas ir lielaka neka kokultiram. Saméra biutiskas atSkiribas starp
D1 un D2 $tnu Iinijam ir saskatamas dermalajos matriksa paraugos un kokultiiras ar KKV (5.
pielikums).

TIMP-2 koncentracija samazinas D1&D2 fibrina matriksa paraugos kultivéSanas laikam

piecaugot. Kokultiiru vidés 14. kultivésanas diena TIMP-2 sekrécija ir visaugstaka, bet jau péc
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nepilnam tris ned€lam ta ir atkal samazinajusies, turklat, salidzinot ar 7. dienu, TIMP-2 sintéze ir
nedaudz augstaka (att€ls 3.4. B). Seviski butiskas atSkiribas starp Stnu Iinijam modelsisteémas
netika noveérotas (6. pielikums).

Metalloproteinazes audu inhibitora-3 (TIMP-3) produkcija gan dermalajos paraugos, gan
kokulturas 14. kultivéSanas diena pieauga vismaz divas reizes, salidzinajuma ar 7. dienu, savukart
pec 14. dienas skerécija sak samazinaties (att€ls 3.5. A). Statistiski biitiskas atSkiribas starp
TIMP-3 sintézi kokultiiru vid€s ir novérojamas kultivéSanas 14. un 17. diena. Izteiktas atSkiribas
starp D1 un D2 Stnu Iiniju ir iesp&jams noveérot kokultiras FKV paraugiem — D1 linijai TIMP-3
sekrécija ir lidziga tencence ka dermalajiem paraugiem un kokultiram KKV, bet D2 linijai ta ir
tieSi pretéja — 14. kultivéSanas diena TIMP-3 koncentracija ir viszemaka, tad ta atkal pieaug 17.

diena, kas ir apkopots 7. pielikuma.
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3.5. attéls. TIMP-3 un TIMP-4 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos. A — TIMP-3 sekrécija dermas audu modelim
(D1&D2) un kokultiiru paraugiem, kas kultivéti 7, 14 un 17 dienas. B — TIMP-4 sekrécija dermas audu modelim (D1&D2) un
kokultiiru paraugiem, kas kultivéti 7, 14 un 17 dienas. P vértiba: **p < 0,01 un ***p < 0,001.

Figure 3.5. Secretion of TIMP-3 and TIMP-4 in bioengineered skin tissue. A — secretion of TIMP-3 in dermal (D1&D?2) and co-
culture tissue models cultivated in a fibrin scaffold for 7, 14 and 17 days. B — secretion of TIMP-4 in dermal (D1&D2) and co-
culture tissue models cultivated in a fibrin scaffold for 7, 14 and 17 days. P value: **p < 0,01 and ***p < 0,001.

TIMP-4 sinteéze D1&D2 modelsisteémas izteikti samazinas, pieaugot kultivéSanas laikam
(attels 3.5. B). Kokultiiras inhibitora sekrécija minimali palielinas 14. kultivéSanas diena, bet 17.

atkal samazinas. Statistiski biitiskas atSkiribas starp kokultiiru vidém netika noverotas, bet tas tika
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konstatetas starp D1 un D2 fibroblastu linijam — dermalajos paraugos 7. un 14., bet kokultiiras 14.

un 17. kultivéSanas diena (8. pielikums).

3.2. Strukturalo proteinu un augsanas faktoru génu ekspresijas analize

Strukturalo adas proteinu — elastina, kolgéna, involukrina, keratinu (K6a, K10, K17, K19),
ka ar atsevisku augSanas faktoru (FGF-2, EGF, VEGF), MMP-1 un HAS2 génu ekspresijas
noteikSanai biotehnologiski veidotos audos dazados kultivésanas laikos tika izmantota reala laika
polimerazes k&des reakcijas metode. legtitie rezultati tika izteikti ka génu ekspresijas reizu
izmainas, kas attiecinatas pret istas adas audu paraugu.

Nemot veéra dermas paraugus kopuma, ir noveérojama mazaka pirma tipa kolagéna
(CollAl) ekspresija neka 1sta ada, tomer ar kultivéSanas laiku ta minimali palielinas. Kolagéns
septitas kultivéSanas dienas dermalajam fibrina matriksa paraugam ar D2 fibroblastu liniju netika
vispar detektets (attéls 3.6. A). Kokulttru paraugos kolagéns tika ekspreséts 7. kultivésanas diena
vairak neka ada, tomér janem véra salidzinoSi lielas atSkiribas starp abiem analiz@tajiem
paraugiem. Cetrpadsmitaja kultivésanas diena ekspresija ir krietni samazinajusies tai pavisam

nedaudz palielinoties atkal 17. diena.
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3.6. attéls. CollAl un elastina génu ekspresijas reizu izmainas biotehnologiski veidotos adas audos attieciba pret istas adas
paraugu. A — CollA1l ekspresijas reizu izmainas paraugiem, kas kultivéti 7, 14 un 17 dienas. B — elastina ekspresijas reizu
izmainas paraugiem, kas kultivéti 7, 14 un 17 dienas.

Figure 3.6. Fold change of Coll Al and elastin gene expression for bioengineered skin tissue samples in comparison with real
skin. A — fold change of CollA1 expression for samples that were cultivated for 7, 14 and 17 days. B — fold change of elastin
expression for samples that were cultivated for 7, 14 and 17 days.
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Lidzigi ka kolagéna gadijuma, elastina ekspresija starp dermalajiem un kokultiru
paraugiem atSkiras. Kokultiiras elastins tiek ekspreséts vairak pirmajas divas kultivéSanas
nedélas, turklat peéc 7. dienas elastina ekspresija strauji pieaug, bet pec 15. dienas sartk.
Dermalajos fibrina matriksos elastins lidz ar kultiveéSanas laiku tiek eskpreséts arvien mazak
(attels 3.6. B).

Involukrins (IVL) netika detektés vairuma paraugu, tadeél ari par ekspresijas tendenci
nebija iesp&jams objektivi spriest un dati netika apkopoti grafika. AugSanas faktoru (FGF-2, EGF
un VEGF), ka ar1 HAS2 un MMP-1 ekspresijas kultivéSanas laika perioda ir apkopotas 9.
pielikuma.

Epidermalais augSanas faktors dermalajos fibroblastos (D1&D2) tiek ekspreséts vairak
neka kokulturas, ekspresijai pieaugot ar kultivéSanas laiku. Kokultiiras EGF ekspresija ir Iidziga
Itmen1 ar adas audiem. Pret&ji EGF, fibroblastu augSanas faktors-2 (FGF-2) dermalajos matriksa
paraugos ir krietni zemaka ekspresijas [iment attieciba pret 1stu adu. Otraja matriksu kultivéSanas
nedéla loti izteikta ir pazeminata FGF-2 ekspresija. Toties kokultiiras FGF-2 detekcija atkal ir
pietuvinata adas paraugam. VEGF kokultiiras tiek ekspreséts 7. kultivéSanas diena visvairak, bet
17. diena ta ekspresija ir kluvusi jau zemaka par ada ekspreseéto VEGF. AugSanas faktors
dermalajos paraugos 7. un 17. kultivéSanas diena ir Iidziga ekspresijas Iimeni, savukart 14. diena
tas ir viszemakais.

Hialuronskabes sintaze 2 (HAS2) abas modelsistemas tiek ekspreséta viszemak 7.
kultivéSanas diena, savukart 14. tas ekspresija pieaug, tad atkal samazinas 17. diena.

MMP-1 modelsistémas, attieciba pret adas audiem, tiek ekspreséta ieveérojami mazak.
Dermalajos paraugos MMP-1 ekspresija palielinas, piaugot kultivéSanas laikam (7. un 14. diena),
savukart kokultiiras tas ievérojami pazeminas.

Keratinu ekspresijas izmainas tika noteiktas tikai kokulttiru paraugiem (attéls 3.7.). Visu

keratinu (K6a, K17 un K19) ekspresija palielinas, kultivéSanas laikam pieaugot.
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3.7. attels. Ko6a, K17 un K19 génu ekspresijas reizu izmainas biotehnologiski veidotas adas audu kokultiras (D1&D2+E)
attieciba pret Istas adas paraugu. Paraugi tika kultivéti 7, 14 un 17 dienas.

Figure 3.7. Fold change of K6a, K17 and K19 gene expression for bioengineered skin tissue co-cultures (D1&D2+E) in
comparison with real skin. Samples were cultivated 7, 14 and 17 days.

No detektétajiem keratiniem K17 tiek ekspreséts visvairak, pec tam Ké6a, tad attiecigi —
K19. Attiecinot keratinu génu ekspresijas izmainas pret istas adas audiem var izteikti novérot, ka
K17, K6a un K19 (salidzino$i gan mazak) tiek ekspreséti ieveérojami vairak modelsistémas neka
ada — jau 7. kultivéSanas diena to ekspresijas Itmenis vairakkart parsniedz ekspresiju ada. Darba

gaita K10 ekspresija netika detekteta lielakaja vairuma paraugu.

3.3. Strukturalo proteinu sintézes analize
Lai raksturotu biotehnologiski veidotu adas audu modelsistému strukturalo proteinu
sintézi, papildus génu ekspresijas analizém, tika veiktas imunohistokimijas un imunoblotéSanas
analizes. Ar SIm metodém tika parbauditi gan dermalo fibroblastu paraugi (D1 un D2 fibrina
matriksa), gan fibroblastu-keratinocitu kokultiiras (D1+E un D2+E fibrina matriksa uz inserta).

Kontrolei tika izmantoti istas adas audi.
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3.8. attels. K13 detekcija kokultliru paraugos. A — D1+E kokultiira kultivéta divas nedélas fibrina matriksa. B — D2+E kokultiira
kultivet fibrina matriksa 17 dienas. Mérogs atbilst 50 pm.

Figure 3.8. Detection of K13 in co-culture samples. A — co-culture D1+E cultivated for two weeks in a fibrin scaffold. B — co-
culture D2+E cultivated in a fibrin scaffold for 17 days. Scale corresponds to 50 pm.

Ar imunofluorokimijas krasoSanas metodi tika noteikta pirma tipa kolagéna (Coll) un
elastina klatbtitne abas modelsistémas, bet kokulttras papildus arT tika detektets citokeratins 13
(K13). Dermalajos paraugos (D1&D2) neizdevas veikt neviena markiera detekciju. Kokultiiras
savukart detekt€jams bija tikai K13 kultivésanas 14. un 17. diena (att€ls 3.8.). Fibrina matriksu
modelsistémas, ka arT istas adas audos bija izteikti novérojama autofluorescence FITC kanala
(10.pielikums).

Ar imunoblotésanu jeb western blot metodi tika veikta Coll un laminina-5 (Lam-5)
analize abas modelsistémas. Papildus Tstas adas (A) audu lizatam, kas iegiits no pécoperaciju
materiala, ka pozitiva kontrole tika izmantots jau gatavs, komerciali pieejams cilvéka adas audu
lizats (L) #ab30166 (AbCam, Lielbritanija).

Coll tika detektets visos modelsistemas paraugos (attéls 3.9.). Visizteiktak kolagéns tika
ekspreséts paraugos, kas kultivéti tiesi septinas dienas. Lidz ar kultivéSanas laiku kolagéna

ekspresija mazinas.
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3.9. attels. Coll detekcija biotehnologiski veidotos adas audo (L — komerciali pieejams adas audu lizats, A — Tstas adas audu
lizats). A — Coll detekcija D1&D2 dermalajos matriksa paraugos. B — Coll detekcija D1&D2+E kokultiiras.

Figure 3.9. Detection of Coll in bioengineered skin tissue (L — commercially available real skin tissue lysate, A — real skin tissue
lysate). A — detection of Coll in D1&D2 dermal fibroblast samples. B — detection of Coll in D1&D2+E co-cultures.
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Lam-5 ar imunoblotéSanas metodi modelsistémas detektets netika. ArT darba gatavotajos

adas audu lizatos tika konstatéta zema laminina klatbutne.

3.4. Hronisku brii¢u iekaisuma modelé$ana
3.4.1. TesteSana izmantotie eksudati

Sadarbiba ar PSKUS Asinsvadu kirurgijas nodalu pavisam kopa tika ievakti 70 hronisku
briicu eksudati, no kuriem 33 paraugi pieder pie venozo Ciilu tipa, bet pargjie — arterialam,
diab&tiskam un jauktam culam. Katrs ievaktais briices Skidrums tika sikak raksturots (péc Culas
attistibas fazes, vecuma, izméra, pacienta dzimuma un vecuma, briices lokalizacijas), ka ar1 Sajos
eksudatos tika noteiktas MMP, TIMP un ar angiogenézi saistito augSanas faktoru (TNF-a, IL-1p,
IL-6, IL-8) koncentracijas. Ta ka venozais Ciilu tips ir viens no izplatitakajiem hronisku brticu
veidiem, tad darba tika apskatita tiesi $1 paraugu grupa.

Lielakaja dala eksudatu paraugu MMP-7, TIMP-3 un TIMP-4 sekrécija bija zem

detekcijas sliek$na, savukart MMP-10 produkcija Cetros paraugos netika detektéta.

MMP un TIMP sekrécija
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3.10. attels. MMP un TIMP sekrécija hronisku venozo ¢tilu eksudatu paraugos.
Figure 3.10. Secretion of MMP and TIMP in exudates from chronic venous ulcers.

Visaugstakais sekrécijas limenis venozo brucu eksudatos bija MMP-9 (attels 3.10.),
savukart MMP-10 vismazakais. Mazliet vairak par MMP-1 tika sintezéta MMP-2. TIMP

produkcija eksudatos ir novérojama mazaka daudzuma neka MMP, iznemot MMP-10. TIMP-2
tika sekret@ts vairak neka TIMP-1.
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IL un TNF-a sekrécija
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3.11. attels. IL-1p, IL-6, IL-8 un TNF-a sekrécija hronisku venozo ¢iilu eksudatu paraugos.
Figure 3.11. Secretion of IL-1f, IL-6, IL-8 and TNF-a in exudates from chronic venous ulcers.

No interleikiniem, kas tika sekretéti eksudatos, IL-8 uzradija visaugstako produkciju, bet
IL-1B un IL-6 nedaudz zemaku, bet savstarp&ji Iidzigu sekréciju (attels 3.11.). Desmit eksudatu
paraugos no 33 IL-8 sintéze bija virs detekcijas sliekSna, talaka datu analizé tika ieklauti 23
paraugi. TNF-a tika sekretéts vismazak salidzinajuma ar interleikinu, MMP un TIMP produkciju

eksudatos.

3.4.2. Audu dzivotspéjas ietekme

Lai novertétu Stinu dzivotsp&ju briices videé un izvertetu iesp&jas izmantot in vitro fibrina
matriksa veidotus dermalos audus ka testsistému, tika veikts izméginajuma eksperiments.
Vispirms fibrina matriksa tika kultivéti fibroblasti (D2 Stnu Iinija), kuriem pec nedglas tika
pievienoti divi izveleti venozo ¢ulu eksudatu paraugi Ex1 un Ex2 (tabula 3.4.2.). Ka kontrole tika
izmantots CAB eksudatu ekstragésanas buferis. Dermas audi tika inkubéti ar abiem eksudatu
paraugiem un kontroli — 4 un 24 stundas. P&c inkub&Sanas laika beigam tika novértétas audu
dzivotspgjas izmainas izmantojot MTT testu. Ar angiogenézi saistito augSanas faktoru, MMP un

TIMP koncentracijas izvéletajos eksudatos ir pievienotas 3.4.3. tabula.

42



Table 3.4.2. Chronic wound exudates from venous ulcers used in MTT cell viability assay.

3.4.2. tabula. Venozo ¢ilu eksudati, kas izmantoti §tinu dzivotsp&jas novertesanai.

Ex1 Ex 2
Pacienta dzimums Sieviete Sieviete
Pacienta vecums 1973.g (42 gadi) 1937.g (78 gadi)
Ciilas attistibas faze Eksudativa Eksudativa
Ciilas vecums 2 — 4 nedélas 4 — 8 nedelas
Ciilas izmérs 2-5cm’ 2-5cm’
Cilas lokalizacija | Kreisas kajas apaksstilbs Labas kajas apaksstilbs
(arpuse) (iekSpuse)
Proteinu koncentracija 0,394 mg/ml 0,039 mg/ml

3.4.3. tabula MMP, TIMP, IL un TNF-a koncentracijas venozo ¢iilu eksudatos Ex1 un Ex2.
Table 3.4.3. Concentrations of MMP, TIMP, IL and TNF-a in venous chronic wound exudates Ex1 and Ex2 .

Ex1 Ex 2
(pg/mg) (pg/mg)
MMP-1 15261,66 28229,67
MMP-2 21580,21 107369,87
MMP-7 ND ND
MMP-9 19013,73 1522321,72
MMP-10 445,16 2822,49
TIMP-1 4628,64 11205,08
TIMP-2 2640,77 6548,21
TIMP-3 ND ND
TIMP-4 ND ND
IL-1p8 428,20 356,03
IL-6 771,03 10071,12
IL-8 ND ND
TNF-o 24,37 941,97

*ND — netika detektéts
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3.12. attels. Stinu dzivotsp&jas novértésana biotehnologiski veidotos dermalajos adas audos péc divu venozo &iilu eksudatu
inkubé&sanas 4 un 24 stundas.

Figure 3.12. Evaluation of cell viability in bioengineered dermal skin tissue after 4 and 24-hour incubation of two venous
chronic wound exudates.

MTT tests uzradija, ka Siinu dzivotspéja, attieciba pret kontroles paraugu (pienpemts par
100%), dermalo fibroblastu modelsistémas atskiras, inkubgjot uz tam eksudatus divos dazados
laikos (att€ls 3.12.). P&c 4 h inkubacijas audu paraugs, kam pievienots Ex1 uzradija dzivotspgju,
kas ir lidzvertiga kontrolei — aprékinata veértiba parada, ka ta ir pat 6% augstaka (106%), savukart
Ex2 gdijuma audu dzivotspéja ir par 27% zemaka (73%) neka kontrolei. Péc 24 h inkubacijas abu
eksudatu klatbuitne dermalajos paraugos Siinu dzivotsp&ju samazinaja par 4%. Ex1 gadijuma péc
24 h inkubacijas audu paraugs uzradija 102% dzivotsp&ju, bet Ex2 — 69%, kas ir par 31% mazak

neka kontrolei.
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4. DISKUSIJA

4.1. Adas struktiirproteinu un ar bri¢u dziSanu saistito iekaisuma markieru detekcijas
izmainu novertésana biotehnologiski veidotos adas audos

Sakotngji tika uzskatits, ka MMP ir endopeptidazes, kuru galvena funkcija aprobezojas
tikai ar ECM katabolismu. Tomer Sobrid ir zinams, ka MMP domingjosa nozime in vivo ir plasa
spektra ekstracelularu un biologiski aktivu substratu SkelSana, ka arT $adu proteinu aktivitates
regulacija (Gill and Parks 2008).

Augsta MMP produkcija liecina par aktivu ECM komponentu noardiSanu, matriksa
remodeléSanas gaita. No visam MMP, MMP-1 visvairak ir nepiecieSama epit€lija Stnu,
fibroblastu un vaskulara endotélija Siinu migracijas nodroSinasanai caur ECM. MMP-1 jeb
intersticiala kolagenaze kel I tipa kolagénu un novajina $iinu membranas piekerSanos matriksam,
laujot Stnam kust&ties cauri kolagéna matriksam (Gibson ef al. 2009). Darba novérojams, ka tiesi
MMP-1 sekrécija lidz ar MMP-2 jeb IV tipa kolagenazes (Zelatinazes-A) ir viena no
izteiktakajam starp visam noteiktajam metalloproteinazém, kas norada uz aktivu ECM
komponentu noardisanu un remodel&sanu in vitro veidotu audu kultivésanas laika.

MMP produkcija monoslana kulttras ir biutiski augstaka neka fibrina mode]sisteémas.
legtitie dati ir pret&ji gaiditajam, jo fibrina matriksa ir salidzino$i vairak substrata, kas varétu
stimuleét MMP aktivitati. Sekreteéta MMP daudzuma atSkiribas starp monoslani un matriksa
kultiram varétu but skaidrojamas ar to, ka fibrina matrikss veido salidzino$i blivu strukttru un
noteikta dala no §tinu producétam MMP nenoklust Stinu kultivéSanas vide, bet gan paliek pasa
matriksa.

Lai novertétu, vai pastav butiskas atSkirtbas MMP sekrécija starp dazadam kokulturu
modelsisttmam, tika izveidotas divas atSkirigas kokultiras ar vienadam S$iinu linijjam. Abas
fibroblastu un kertinocitu kokulttras tika kultivétas fibrina matriksa, bet uz atskirigam virsmam —
6-laucinu plates un inserta divas ned€las. Kokultiiram uz inserta tika ievaktas divas atSkirigas
Sunu vides — apaks€jam slanim FKV, bet augsejam KKV (3.2. attéls). Augstakas MMP
koncentracijas modelsistémas bija MMP-1 un MMP-2, bet zemakas — MMP-9 un MMP-10. Sada
sekrécijas tendence ari tika novérota, salidzinot MMP produkciju, starp Siinu kultivéSanu
monoslant un fibrina matriksa. legiitie rezultati noradija, ka MMP sintézi ietekmé tas, ka tiek
veidota modelsistema. Biotehnologiski veidotu kokultiru paraugu salidzinasana tika veikta, lai
izveletos modeli, kurs ir pilnigaks un dotu korektakos rezultatus turpmakiem pétijjumiem. MMP-
1, MMP-2 un MMP-10 sekrécija ir augstaka kokulturas kultiv§jot uz insertiem neka uz plates
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virsmas, savukart MMP-7 un MMP-9 tas ir tiei pretgji. Sadu gadijumu bitu iesp&jams skaidrot
ar to, ka uz plates virsmas kultivétajam kokulttiram bija par vienu mililitru vairak fibrina substrata
neka insertu modelsistémam, un $tinu skaits tika attiecinats uz atskirigo virsmas laukuma izmé&ru
nevis matriksa tilpumu. Paaugstinata MMP-7 un MMP-9 sekrécija kokultiru D+E gadijuma
varétu liecinat par to, ka tas aktivak piedalas fibrina noardiSana neka pargjas metalloproteinazes.
D+E kokultiiras dzilak esosas Siinas sanem arT mazak baribas vielas, tad€l pastav §is atSkiribas
starp abam modelsisttmam. Nemot veéra, ka inserta gadijuma ($tinam sanemot baribas vielas ari
no apakspuses) §1s biotehnologiski veidotu adas audu kokultiiras precizak imité istu adu, ka ari
biologiskos procesus taja, turpmakiem pétjjumiem tika izmantota tieSi insertu kokultiru
veidoSanas metode. Interesanti, ka statistiski biitiskas atSkiritbas MMP sintéz€ tika detekt&tas starp
abam insertu kokulttiru kultivéSanas videm — KKV un FKV. To var skaidrot ar to, ka inserta
matriksa virspusi parklaj keratinociti, bet apakSu — fibroblasti. Katram $tinu tipam arT ir atSkirigas
ipaSibas un funkcijas, kas vartu ietekmét MMP sekréciju, lidz ar to tika izmantotas divas
kultivéSanas vides, kas pielagotas konkrétajam $tinu tipam.

Nemot véra, ka starp D1 un D2 $tinu Iinijam MMP un TIMP sekrécija bija relativi maz
butisku atskiribu (3.-8. pielikumi), grafikos (3.3.-3.5. attels) tika apkopotas abu Iiniju vidgjas
vertibas. Salidzinot MMP sint€zes izmainas dermalajas modelsistémas un insertu kokultiiras tris
dazados kultivésanas laikos (3.3. attéls), var secinat, ka biotehnologiski veidotos adas audos,
pateicoties augstajai MMP-1 un MMP-2 produkcijai, notiek aktiva kolagéna remodeléSana. Lai
gan MMP-1 sekrécija netika detektéta ar ELISA/XMAP metodi, tomér génu ekspresija uzrada, ka
dermalajos paraugos kultiveéSanas laika MMP-1 ekspresija palielinas (9. pielikums), savukart
kokultiras — samazinas, ja modelsistémas tiek salidzinatas ar istas adas audiem. MMP-7 un
MMP-9 uzradija lidzigu tendenci — pieaugot modelsisttmu kultivéSanas laikam, abu
metalloproteinazu koncentracijas samazinajas. Dermalajas modelsisttmas MMP koncentracija 7.
un 14. diena bija ievérojami zemaka neka kokulturas, toties 17. kultivéSanas diena abas
modelsistémas sekrécijas Itmenis bija lidzvertigs. Var teikt, ka So abu metalloproteinazu zemais
sekrécijas Itmenis ir pozitivs raditajs, jo paaugstinata MMP-7 produkcija tiek saistita ar $tinu
hiperproliferaciju, neoplastiskiem un iekaisuma procesiem (Edman ef al. 2011). Ar palielinata
MMP-9 sintéze liecina par keratinocitu hiperproliferaciju, kas var novest pie tadu audu struktiiru
veidoSanas, kas neatbilst in vivo adas optimalai imiteSanai (Coussens et al. 2000). MMP-10 jeb
stromelizins-2 atbild par fibronektina un proteoglikanu degradaciju (Dong et al. 2002). Lidzigi ka
MMP-7 un MMP-9 art MMP-10 sekrécija kokultiras modelsisttmam samazinajas (3.4. attéls),
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kultivéSanas laikam pieaugot. Interesanti, ka dermalajiem fibrina matriksa paraugiem $1 sekrécija
bija gluzi pret§ja — 17. kultivéSanas diena MMP-10 koncentracija dermas bija pat lielaka neka
kokulturas pirmaja kultivésanas nedéla. Ka iemeslu $adam kontrastam varétu minét keratinocitu
klatbiitni — to esamiba modelsistéma kopa ar fibroblastiem mazina MMP-10 sekréciju. lesp&jams,
lai sekr&ciju analize biitu optimalaka, tad arT dermas paraugus butu vélams kultivét uz insertiem.
Svarigi arT minét, ka pirmaja kultivéSanas ned€la fibrins ir visvairak pieejamais substrats, tatad ar
fibrina noardiSanu saistitajam MMP (MMP-2, MMP-7, MMP-10) pirmaja kultivéSanas nedela
vajadzetu tikt producétam visaugstakaja koncentracija.

Visu MMP daudzumu regulé Cetri matriksa metalloproteinazu audu inhibitori TIMP-1,
TIMP-2, TIMP-3 un TIMP-4. Tie inhibé attiecigas MMP attieciba 1:1. MMP inhibitoriem ir
svariga loma adas audu atjaunoSanas procesos (Gill and Parks 2008). TIMP-1 augsta sekrécija
biotehnologiski veidotajos adas audos, kas bija virs detekcijas sieks$na (20000 pg/ml) liecina, ka
tas aktivi iesiastas MMP inhibéSana. Parmériga TIMP-1 sintéze izraisa biitisku inhibiciju UVB-
inducéta ECM noardiSana, ka arT samazinatas adas elastibas un raupjuma supresija (Yokose et al.
2012). TIMP-2 koncentracija dermalajos paraugos lidz ar kultivéSanas laiku minimali samazinas,
toties kokulturas 14. diena TIMP-2 limenis abas vides ir palielindjies. Ar kultivéSanas 17. dienu
inhibitora sintéze izlidzinas abas modelsistemas. TIMP-2 sevi ieklauj visplasako MMP
inhib&Sanas spektru, tade|] ar1 audos tas ir pietickama daudzuma (Dong et al. 2002). Ir veikti
pétijumi, kas pierada, ka adas briicu apstradasana ar TIMP-2 pasliktina briices epitelizaciju un
sarauSanos, ka ar1 tas samazina Stnu diferenciaciju granulacijas audos (Tabandeh et al. 2014).
TIMP-3 ar1 sevi ieklauj plaSu MMP inhib&Sanas spektru, tade] ta izteikta sekrécija kokultiiras ir
saprotama. Ir noveérojama ar1 koelacija starp TIMP-3 un MMP-10, it 1pasi kultivéSanas 17. diena.
Keratinociti sekreté ievérojami vairak TIMP-3 neka fibroblasti, 1idz ar to biitu skaidrojams MMP-
10 koncentracijas pieaugums dermalajos paraugos, jo netiek sintez€ts $is proteinazes inhibitors
(TIMP-3) (Sawicki et al. 2005). TIMP-4 savukart no darba apskatitajam MMP inhibé tikai MMP-
1, MMP-2, MMP-7 un MMP-9 (Dong et al. 2002). TIMP-4 sintéze 17. kultivéSanas diena abas
modelsisteémas ar1 uzradija viszemakas koncentracijas starp visiem TIMP. Ja runa par MMP un
TIMP savstarp&ju korelaciju, tad svarigi minét, ka TIMP-1 un TIMP-2 inhibé visas darba
detekt€jamas MMP (Dong et al. 2002). Novérojama tendence, kur, samazinoties MMP-7 un
MMP-9 sekrécijai ar kultivéSanas laiku, samazinas ar1 TIMP-4 koncentracija, kas ir diez gan
negaiditi, jo inhibitors piedalas abu So MMP regulacija. Citas savstarpgji ievérojamas sakritibas

starp MMP un TIMP sekréciju mode]sistémas kultivéSanas laika netika noverotas.
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Papildus jau noteiktajam MMP biitu nepiecieSamas art MMP-3 analizes, kas $aja darba
veél netika veiktas. Tas biitu nepiecieSams, jo ST proteinaze veicina fibrina noardiSanos, Skelot
specifiskas ta sekvences, ka art MMP-3 piedalas briicu dziSanas un adas atjaunoS$anas procesos
(Farage et al. 2010).

Stinas. Adai piemit ievérojama elastiba un kompresijas sp&ja, ko nodrosina divas galvenas ECM
molekulu klases, kuras sekrete fibroblasti un epidermalas Siinas — Skiedrveida strukturalie proteini
(kolagens, elastins, laminins) un proteoglikani (hialuronans) (Schultz et al. 2005).

Geénu ekspresijas rezultati uzradija salidzinosi lidzigu I tipa kolagéna (Col1Al) ekspresiju
1sta ada, salidzinajuma ar audu modelsistémam. Vairak at$kiras ekspresija pirmajas divas fibrina
matriksu kultivéSanas ned€las (7. un 14. diena), bet 17. diena Coll A1 daudzumus jau izlidzinajas,
lidziga tendence bija novérojama ar1 attieciba uz elstina géna ekspresiju, lai gan tas tika detektets
ieverojami lielaka daudzuma biotehnologiski veidotos audos neka ada. Tas nozimé, ka jau pec 17.
dienam audu modelsist€mas ir sp&jigas ekspresét adai raksturigos strukttrproteinus lidzvertiga
Iimeni, ka tas ir 1sta ada. Optimalakiem rezultatiem, protams, biitu ieteicams veikt vairakus
atkartojumus no plasakas paraugu kopas. Interesanti gan minét, ka pret&ji génu ekspresijai, ar
imunohistokimijas metodi neizdevas detektet ne kolagénu ne elastinu adas audos. To iesp&jams
varétu skaidrot ar izteikto autofluorescenci, kas bija novérojama gan modelsisttmam, gan adas
audiem FITC un TRITC kanalos, ar kuriem tika detekt&ti abi proteini, tadel ir nepiecieSams
optimizet fluoresc&josas imunohistokimijas metodi adas audiem. Principa janem ari véra, ka, ja
notiek attiecigo génu ekspresija, tas nenozimé, ka proteins tiek producets. Pret€ji génu ekspresijas
rezultatiem, imunoblotéSana uzradija, ka kolagéns biotehnologiski veidotajos adas audos ir
vienmerigaka daudzuma ka ada tiesi kultivéSanas 7. nevis 17. diena.

Nemot véra to, ka Lam-5 un involukrina (IVL), kas ir adas struktiirproteini, génu
ekspresija netika detektéta, iesp€jams ir nepiecieSams ilgaks audu kultivéSanas laiks to
ekspresijas stimul&Sanai.

Kokultiiras keratinu ekspresija pieauga Iidz ar kultivéSanas laiku, ka arT ta ir ievérojami
augstaka neka Tstas adas audos. Tiek uzskatits, ka abi keratini — K6a un K17 piedalas iekaisuma
procesos un tiek asoci€ti ar Stinu proliferaciju, ar ko ar1 varétu skaidrot paaugstinato ekspresiju,
piecaugot kultivésanas laikam (Hattori et al. 2002). Fibrina matrikss ar laiku sak degrad@ties,
Sunam radot nelabvéligakus augSanas apstaklus 6-laucinu platé, lidz ar to paaugstinata K6a un

K17 ekspresija norada uz to, ka keratinocitiem rodas nepiecieSamiba pret jaunu substratu, uz kura
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balstities, ko nevar nodroSinat apaksgjais fibroblastu slanis. Galvena keratinu funkcija ir
mehaniskas stabilitates pieskirSana epitélijam un to aizsargasana pret cita veida stresu (Reichelt et
al. 2004). K10 ir proteins, kas veido keratinocitu strukturalo pamatu epidermas, matu un nagu
stiprinaSanai (Reichelt and Magin 2002). Iesp&jams tade], ka keratins raksturigs vairak
keratinocitiem, kuri attista adas audu parveidnes, tad arm modelsistemas K10 ekspresija netika
detekteta. Papildus génu ekspresija noteiktajiem keratiniem ar imunofluorokimijas metodi tika
detektets arT citokeratins 13 biotehnologiski veidotos adas audos, kur$ raksturigs bazalajam
keratinocTitu slanim un (3.8 attéls). Lai gan K13 raksturigs vairak tiesi glotadai, ta detekcija adas
un mode]sisttmu audos liecina par keratinocitu funkcionalitati. Vizuali bija skatams, ka
epidermas slanis ilgaka kultivéSanas laika izteiktak form€jas virs dermala fibroblastu slana.

Par epidermalo keratinocitu proliferaciju un diferenciaciju atbild vairaki augSanas faktori,
ka EGF un FGF (Reichelt and Magin 2002). EGF ekspresija dermalajas modelsistémas bija
ievérojami augstaka neka FGF-2, toties kokultiiras uzradija abu GF ekspresijas l1dziga lIiment, ka
tas ir 1sta ada. Lidzigi var spriest arm par HAS2 un VEGF eskpresiju, kas savukart liecina, ka
kokulttiru veidotas modelsistémas ir precizaks in vivo apstaklus imit&joSs modelis neka dermalie
paraugi. Kokulttras pietiekami kvalitativi atdarina un sintez€ adas audiem raksturigos markierus,

kas dod iesp@ju attistit dazadu vielu vai komponentu test€Sanu in vitro kultivétos adas audos.

4.2. Hronisku venozo ¢iilu eksudatu sekretéto markieru analize

Briicu dzisana ir dianmisks process, kas sevi ieklauj koordin€tu dazadu $tinu tipu atbildes
reakcijas. Starp daudziem génu produktiem, kas ir biitiski normalu audu restauracijai, atseviskas
MMP darbojas, ka labveligi un reizém ar1 nelabvéligi atjaunoSanas procesu regulatori (Gill and
Parks 2008). Lai gan MMP ir nozimiga loma proteinu noardiSana, ar mérki atbrivot vietu jaunu
audu veidoSanai, tomér, kad MMP briicé ir parak augsta Itmeni vai parak ilgu laiku, tas sak
degrad@t tadus proteinus, kas nav to ierastie substrati. Tadejadi tiek saskelti citi, briicu dziSanas
procesam svarigi, proteini (GF, receptori un citi ECM proteini), kav&jot audu atjaunosanas
procesus (Gibson et al. 2009).

Hronisku brtu¢u eksudatos tika novérota paaugstinata MMP-9 sekrécija, savukart MMP-7
Sajos kliniskajos paraugos bija zemaka, salidzinot ar normalos jeb veselos audos esoSo sekréciju.
legiitajos paraugos MMP-9 limenis ir augsts, savukart TIMP koncentracijas bija loti zemas, kas
varétu liecinar par traucétu MMP regulaciju — to dabigie inhibitori ir nepietickama daudzuma.. Ir

veikti pétijumi, kas uzrada, ka augsta MMP-9 sekrécija korelé ar zemaku briicu dziSanas atrumu.
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Paaugstinata MMP produkcija netieSi var novest pie enzimu elastazes un plazmina dadzuma
palielinaSanas, deaktivéjot par tam atbildigos inhibitorus. Abi enzimu aktivi noarda adas
struktiirproteinus — elastinu un fibrinu (Gibson ef al. 2009). Gritak spriest par MMP-1 un MMP-
2 izmainam, bet, salidzinot rezultatus starp dermalajiem paraugiem, S$inam monoslani un
eksudatos var secinat, ka abas metalloproteinazes ir sekretétas lidziga daudzuma. Kopuma sadi
sekrécijas Itmeni eksudatos norada uz trauc€jumiem briicu dzisana. Pieméram, MMP-7 atbild par
reepitelizacijas procesu briicu dziSana un ta neesamiba briicg liecina par procesa pilnigu atcelSanu
(Gill and Parks 2008). MMP ekspresiju un aktivitati regulé augSanas faktori, ka ar1 specifiski
citokini. Vieni no biezak minétajiem iekaisuma mediatoriem ir TNF-a, IL-1f8, IL-6 un IL-8
(McLennan et al. 2008). Parbaudot eksudatos citokinu un MMP sekréciju (3.10. un 3.11. attels)
var patieSam noveérot, ka atbildigie citokini ir krietni zemaka koncentracija neka MMP, kas

liecina par hronisku briicu apgriitinatu sp&ju pienacigi sadzit.

4.3. Eksudatu ietekme uz biotehnologiski veidotu adas audu dzivotspéju

Kopuma péc hronisku brii¢u iekaisuma modeleSanas testa var secinat, ka, palielinoties
kultivésanas laikam, kura esoSie audi atrodas briices vid€, adas $tinu dzivotsp€ja mazinas, kas
nozimé, ka eksudatos esosie iekaisuma faktori un proteinazes negativi ietekmé $tinu dzivotsp&ju
un proliferaciju. Protams, optimalak tomér biitu vértet vairaku eksudatu ietekmi uz
biotehnologiski veidotiem adas audiem. Interesanti, ka dermas paraugs ar Ex1 uzradija augstaku
stinu dzivotsp&ju par kontroles paraugu, p€c ta var spriest, ka audu dzivotspgja korele ar to, cik
augstas ir dazadu citokinu vai MMP koncentracijas eksudatos. Kop€ja proteinu koncentracija ari
Ex1 bija izteikti lielaka neka Ex2, attiecigi arT visas MMP iev@rojami vairak tika sekretétas tiesi
Ex1 parauga (3.4.3.tabula). Darba iegiitie rezultati varétu noradit uz to, ka nelielas iekaisuma
citokinu un proteinazu koncentracijas sp€j pat neliela méra stimulét dermas Stinas, tau sasniedzot
noteiktu Itmeni eksudatiem raksturigajiem citokiniem un proteinazeém ir izteikti negativa ietekme
uz audu dzivotsp&ju. Var secinat, ka normalam briices dziSanas procesam ir nepiecieSama
sabalanséta MMP-TIMP, ka ar1 citokinu mijiedarbiba. Dazadu bricu vides paraugu novertejums
audu kultiiras palidz ar1 potenciali prognozet konkrétas briices dziSanu.

Sadi in vitro testi palidz spriest par bri¢u dziSanas mehanismiem un ta raksturigajiem
iekaisuma markieriem. Attistoties adas audu inZenierijai, nepiecieSams izstradat kompaktakus,
pacientiem pieejamakus, ka ari bricu videi labvéligus transplantatus vai materialus

(modelsisteémas), kas palidzétu $adu nedzied€jamu hronisku briicu arstéSana un/vai arst€Sanas
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metozu izstrade, test€Sana un dazadu briicu apstaklu modeléSana, kas miisdienas ir loti plasa
paradiba. Darba iegiitie rezultati lauj uzskatit, ka fibrina matriksa veidotie adas audi sniedz labu

pamatu gan test€Sanai izmantojamu modelsistému, gan $adu arstiecisku iericu izstrade.
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5. SECINAJUMI

Adas audu modelsistémas veidoSanas metodika ietekmé audu funkcionalitati — kultivé$anas

veids ietekm& gan MMP, to audu inhibitoru sekréciju, gan strukturalo proteinu ekspresiju.

Izveloties adas audu modelsistému, janem véra biitiskas atSkiribas dermas audu un dermas-
keratinocttu kokultiiru starpa, ka ar1 keratinocitu lomu in vitro veidotu audu funkcionalitates

nodro$inasana.

MMP, to inhibitoru un strukturalo proteinu produkcija in vitro kultivétos audos varié

kultivésanas laika.

In vitro veidotie audi ir izmantojami ka testsisteéma, taja skaita, ar1 lai noveértétu hronisko

brucu eksudatu ietekmi.
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1. pielikums
MMP sekréciju salidzinajums, kultivéjot fibroblastus monoslant un fibrina matriksa vienu nedelu.

MMP-1 MMP-2
400001 * ok il 200000+
r 1 I | I 1 vk
| pm—— |
300004 150000 4
e I;|
= -
EZOOOO- £ 1000004 LI
E=) =)
a a
10000+ 500004
0~ 0+
) & N S [2) S 5> O N N S N
O B R = < o g & S QT &
\bo Q “3,(\'0 ’3,0 . '8;0 @0 é(\‘o & &3& L Q’S& @0 Qc§§°
& & S & S R
MMP-7 MMP-9
15000+ 2501
200+
10000+ — 1504
E e o E
k=) . ! ' ’ =]
a 2 100+
50001
50+
0- 0F
) & & o &
< & < N ? 2o )
\bo ﬂ§<§° ,\‘bo '3‘\0 @0 C)Q\o N
o R o
R K S
MMP-10
3000+
*
2000+
E
E-)
a
1000+
0-
% Q> N Q& [~ Q&
™ & R R
& F S
QQ oQ QQ
K D S

1. attéls. Matriksa metalloproteinazu sekrécijas salidzinajums tris dazadas fibroblastu linijas (16D, 18D un 60D) kultivgjot
monoslant un fibrina matriksa vienu nedé€lu. P vértiba: *p < 0,05, **p<0,01 un ***p < 0,001

Figure 1. Comparison of the secretion of matrix metalloproteinases. Three different fibroblast cell lines (16D, 18D un 60D) were
cultivated in a monolayer and in a fibrin scaffold for one week. P value: *p < 0,05, **p < 0,01 and ***p < 0,001.
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2. pielikums
MMP sekréciju salidzinajums, kultivéjot kokultiiras uz virsmas un uz inserta.
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2. attéls. Matriksa metalloproteinazu sekrécijas salidzinajums fibroblastus un keratinocitus kultivéjot kokultiira uz 6-laucigu
plates virsmas (19Dp, / 20Dp, + 20Ep;) un kokultiira uz inserta (KKV un FKV) divas nedglas.

Figure 2. Comparison of the secretion of matrix metalloproteinases. Fibroblasts and keratinocytes were cultivated in a co-culture
on a 6-well plate surface (19Dp, / 20Dp, + 20Ep;) and on 6-well plate inserts (KKV and FKV) for two weeks.
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3. pielikums
MMP-7 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos.
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3. attéls. MMP-7 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos. A — divas fibroblastu linijas (D1 un D2) kultivétas fibrina
matriksa 7, 14 un 17 nedélas. B — fibroblastu un keratinocitu kokultiira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un 17 ned¢las
(vide nemta no inserta virspuses — KKV). C — fibroblastu un keratinocitu kokultiira kultivéta fibrina matriksa uz inserta vienu,
divas un divarpus nedglas (vide nemta no inserta apaksSpuses — FKV). P vértiba: *p < 0,05 un **p < 0,01.

Figure 3. Secretion of MMP-7 in bioengineered skin tissue. A — two dermal cell lines (D1 un D2) cultivated in a fibrin scaffold
for 7, 14 and 17 days. B — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin scaffold on an insert for 7, 14 and 17
days (cell medium — from the top of the insert (KKV)). C — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin

scaffold on an insert for 7, 14 and a 17 days (cell medium — from the bottom of the insert (FKV)). P value: *p < 0,05 and **p <
0,01.
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4. pielikums

MMP-9 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos.
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4. attels. MMP-9 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos. A — divas fibroblastu linijas (D1 un D2) kultivétas fibrina
matriksa 7, 14 un 17 dienas. B — fibroblastu un keratinocitu kokulttira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un 17 dienas
(vide nemta no inserta virspuses — KKV). C — fibroblastu un keratinocitu kokulttira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un
17 dienas (vide nemta no inserta apakspuses — FKV). P vértiba: *p < 0,05 un **p <0,01.

Figure 4. Secretion of MMP-9 in bioengineered skin tissue. A — two dermal cell lines (D1 un D2) cultivated in a fibrin scaffold
for 7, 14 and 17 days. B — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin scaffold on an insert for 7, 14 and a 17
days (cell medium — from the top of the insert (KKV)). C — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin

scaffold on an insert for 7, 14 and a 17 days (cell medium — from the bottom of the insert (FKV)). P value: *p < 0,05 and **p <
0,01.
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5. pielikums

MMP-10 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos.
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5. attels. MMP-10 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos. A — divas fibroblastu linijas (D1 un D2) kultivétas fibrina
matriksa 7, 14 un 17 dienas. B — fibroblastu un keratinocitu kokulttira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un 17 dienas

(vide nemta no inserta virspuses — KKV). C — fibroblastu un keratinocitu kokulttira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un
17 dienas (vide nemta no inserta apakspuses — FKV). P vértiba: *p < 0,05.

Figure 5. Secretion of MMP-10 in bioengineered skin tissue. A — two dermal cell lines (D1 un D2) cultivated in a fibrin scaffold
for 7, 14 and a 17 days. B — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin scaffold on an insert for 7, 14 and a
17 days (cell medium — from the top of the insert (KKV)). C — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin
scaffold on an insert for 7, 14 and a 17 days (cell medium — from the bottom of the insert (FKV)). P value: *p < 0,05.
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6. pielikums
TIMP-2 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos.
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6. attéls. TIMP-2 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos. A — divas fibroblastu linijas (D1 un D2) kultivétas fibrina
matriksa 7, 14 un 17 dienas. B — fibroblastu un keratinocitu kokulttira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un 17 dienas
(vide nemta no inserta virspuses — KKV). C — fibroblastu un keratinocitu kokultiira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un
17 dienas (vide nemta no inserta apakspuses — FKV). P vértiba: *p < 0,05.

Figure 6. Secretion of TIMP-2 in bioengineered skin tissue. A — two dermal cell lines (D1 un D2) cultivated in a fibrin scaffold
for 7, 14 and a 17 days. B — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin scaffold on an insert for 7, 14 and a
17 days (cell medium — from the top of the insert (KKV)). C — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin
scaffold on an insert for 7, 14 and a 17 days (cell medium — from the bottom of the insert (FK'V)). P value: *p < 0,05.
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7. pielikums

TIMP-3 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos.
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7. attéls. TIMP-3 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos. A — divas fibroblastu linijas (D1 un D2) kultivétas fibrina
matriksa 7, 14 un 17 dienas. B — fibroblastu un keratinocitu kokulttira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un 17 dienas
(vide nemta no inserta virspuses — KKV). C — fibroblastu un keratinocitu kokultiira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un
17 dienas (vide nemta no inserta apakspuses — FKV). P vértiba: *p < 0,05 un **p <0,01.

Figure 7. Secretion of TIMP-3 in bioengineered skin tissue. A — two dermal cell lines (D1 un D2) cultivated in a fibrin scaffold
for 7, 14 and a 17 days. B — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin scaffold on an insert for 7, 14 and a
17 days (cell medium — from the top of the insert (KKV)). C — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin
scaffold on an insert for 7, 14 and a 17 days (cell medium — from the bottom of the insert (FKV)). P value: *p < 0,05 and **p <
0,01.
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8. pielikums
TIMP-4 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos.
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8. attels. TIMP-4 sekrécija biotehnologiski veidotos adas audos. A — divas fibroblastu linijas (D1 un D2) kultivétas fibrina
matriksa 7, 14 un 17 dienas. B — fibroblastu un keratinocitu kokulttira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un 17 dienas
(vide nemta no inserta virspuses — KKV). C — fibroblastu un keratinocitu kokulttira kultivéta fibrina matriksa uz inserta 7, 14 un
17 dienas (vide nemta no inserta apakspuses — FKV). P vértiba: *p < 0,05.

Figure 8. Secretion of TIMP-4 in bioengineered skin tissue. A — two dermal cell lines (D1 un D2) cultivated in a fibrin scaffold
for 7, 14 and a 17 days. B — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin scaffold on an insert for 7, 14 and a
17 days (cell medium — from the top of the insert (KKV)). C — co-culture of fibroblasts and keratinocytes cultivated in a fibrin
scaffold on an insert for 7, 14 and a 17 days (cell medium — from the bottom of the insert (FK'V)). P value: *p < 0,05.
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9. pielikums

Génu ekspresijas reizu izmainas biotehnologiski veidotos adas audos.
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EGF-2, HAS2, FGF-2, MMP-1 un VEGF génu ekspresijas reizu izmainas biotehnologiski veidotas adas audos

(D1&D2 un D1&D2+E) attieciba pret istas adas paraugu. Paraugi tika kultivéti 7, 14 un 17 dienas.
Figure 9. EGF-2, HAS2, FGF-2, MMP-1 and VEGF gene expression for bioengineered skin tissue samples (D1&D2 and
D1&D2+E) in comparison with real skin. Samples were cultivated for 7, 14 and 17 days.

70



10. pielikums

Adas audu paraugs apstradats ar fluorescentas imunohistokimijas metodi.

A

10. attels. Adas audu paraugs — negativa kontrole. A — DAPI filtrs. B — FITC filtrs, izteikta autofluorescence. Mérogs atbilst 50

pm.
Figure 10. Skin tissue sample — negative control. A — DAPI filter. B — FITC filter, strong autofluorescence. Scale corresponds to

50 um.
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