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In vitro modely

= Evropska legislativa - smérnice Rady
76/768/EHS (smérnice o kosmetickych
prostredcich)

— zakaz testovani
konecnych kosmetickych pripravki (2004)
a jejich prisad (2009) na zviratech a jejich
uvadeni na trh (2009-2013)

" alternativni zkusebni metody in vitro

EpiDerm insert being dosed with a solid test substance. Pcrm [online]. [cit. 2014-06-05].
Dostupné z: http:// pcrm.org/research/animaltestalt/cosmetics/skin/skin-i-corrosion-tests-resources-company



Tkanove kultury

Organova kultura

7
~

Tkanové kultury

Bunéc¢na kultura (adherentni, suspenzni)

~

Primarni kultura > Bunécna linie
-explantat - s omezenou délkou zivota
(fibroblasty, epithelialni bunky) (W138, MRC5....)
- suspenze - nesmrtelné
(hepatocyty, kardiomyocyty) (Caco-2, HeLa, MCF7...)

European Collection for Animal Cell Cultures, American Type Culture Collection



Modely pro studium hojeni ran

Cytokiny
Napf. IL-6, TNF
all-la

Kmenové bunky

Diferencujici buriky

Fibrin

-

Cytokiny a ristové
faktory

Napr EGF, IL-1, TNF

ifg@)i Neutrofily

Rustove faktory
Napr. FGF2,
VEGF, TGFpB

\

Rustové faktory a

Cytokiny,riistové
faktory a MMP
Napr. FGF2,EGF,
PDGF a IL-1a

B ==

Lymfocyty

rastové faktory

MMP

VEGF, MMP-1, -2

Napr. TGFB, PDGE,

Napr. VEGF,
FGF2
’ Céva
( = Fibroblasty

Cytokiny a rstové faktory
Napr. EGF, TGFB, FGF2, PDGF, IL-4

Schéma hojeni ran (upraveno podle Arwert a kol., 2012)
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Schéma poranéné kize béhem 24 hodin (upraveno podle Xu a kol., 2013)



LIDSKE EPIDERMALNI FIBROBLASTY A KERATINOCYTY

e Jzolace z lidské kuze.

* Vzorky kuze z oddéleni
Plastické a estetické chirurgie
nebo Porodnicko-
gynekologického oddéleni
Fakultni nemocnice Olomouc.

* Vzorky odebirany se souhlasem |
etické komise.

Izolace dle protokolu:

Minner F., Herphelin F., Poumay Y.:Study of epidermal
differentiation in human keratinocytes cultured in autocrine
conditions. In Epidermal Cells, Methods Biology 585,
Springer, 2009, Chapter 6, p. 71-82.

Obr.3 Keratinocyty 1.pasaz (400x zvétSeno)



Lidské epidermalni keratinocyty
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Epidermis

= vrstevnaty dlazdicovy rohovéjici epitel
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Epidermis Structure Labels. In: Pulpbits.com [online]. 2013 [cit. 2014-06-09].
Dostupné z: http://pulpbits.com/7-skin-structure-anatomy-diagrams/epidermis-structure-labels



RHE in vitro model

1.den keratinocyty (5x10° bun,ék./ml), 1,5 ml EPI+, 1,5mM
1,5mM CaCl,, 0,5 ml médium EPI+ Cacl,, 50 pg/ml vit.C,

10 ng/ml KGF)

10-14 dni

2,5 ml EPI+ >
médium Epilife,
suplementy
HKGS,
antibiotika
(penicilin/
streptomycin)

diferenciace keratinocytd,
stratifikace - RHE

insert Millicell (polykarbonatovy filtr 1,2 cm?, prdmér port 0,4 um)



Modely pro studium hojeni ran

Rekonstruovana lidska epidermis (RHE)

6 jamkova deska
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Stratum corneum

Stratum lucidum

Stratum granulosum

Stratum spinosum
Stratum basale

Vytvorena RHE

Frankova J, Pivodova V, Ulrichova J. V. mezindrodni konference Bioimplantologie 2013, Brno.



EXPERIMENTALNI POSTUPY

Studium cytotoxicity (MTT test)

* Stanoveni produkce kolagenu I (nepfima ELISA)

« Stanoveni produkce MMP-1, 3,.. (ELISA kit, R&D
systems)

e Stanoveni produkce IL-6,-8,-10,-12, FGF, GM-CSF,
TNF-a, VEGEF... (Bio-Plex Pro Assays)

Podminky

d koncentrace bunék/1cm?

O inkubac¢ni doba 24h, 48h a 72h

[ koncentrace testovanych latek

U koncentrace latek indukujicich poskozeni, zanét,

Werner S., Grose R.: Regulation of wound healing by growth factors and cytokines. Physiol.Rev. 2003;83: 835-870.
Toriseva M., Kahari V.M.: Proteinases in cutaneous wound healing. Cell.Mol.Life.Sci. 2009; 66: 203-224.



Cytotoxicita-roztok metalického stribra ve vodé
Fotodokumentace

Ctrl 72h

cytotoxicita 72h
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Modely pro studium ho
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Hodnoceni zanétu stanovenim IL-6

Model zanétu: Produkce IL-6 v HaCaT po plisobeni TNF-a.

koncentrace TNF a (ng/ml)

24dna reakce

2



Prozanétlivé markery

Interleukin-6/Interleukin-8

Mproliferace
Jterm. diferenciace
J exprese K1/K10

J exprese lorikrinu

M proliferace
Mreepitelizace
M migrace KC
chemoatraktant



Modely pro studium hojeni ran

Tab. 2 Popis testovanych vzorkd nanocastic stfibra a zlata

Vzorek SloZeni vzorku Koncentrace
NaNo GOLD Voda, nanoprasek Au 1000 ppm
Metalické Ag Voda, metalické Ag 1000 ppm
Iontové Ag Voda, iontove Ag 2 000 ppm

Cytotoxicita nanocastic

Vybrané koncentrace:
Ag (0,13 a2 0,4 ppm)
Au (1,2 ppm)

Experimentalni model zanétu

/ (HaCaT s TNF-a 50 ng/ml) \

IL-6
MMP-1
MMP-3

MMP-10
Kolagen |



Vliv nanocastic stribra a zlata na markery indukované po skrabnuti dna konfluentnich
lidskych epidermalnich keratinocyt{ a lidskych dermalnich fibroblast{

Parametr Metalické stfibro lontové stfibro Nanozlato
koncentrace (ppm) koncentrace (ppm) koncentrace (ppm)
0,25 2,5 25 0,025 0,1 0,25 0,25 2,5 25
IL-6
IL-10
xl,r Wl s xl,r \.J.,r

IL-12 i 1 v
TNF-a | 8 SO T P | vy v

Cox-2

FGF basic 1]} | \J,

GM-CSF \.J_,r | xJ,f xJ_,r 1]}

e A , ! v v Vo
—— Lidské dermdlni fibroblasty —— Lidské epidermalni keratinocyty

l/ T Signifikantni pokles nebo narast v porovnani s kontrolou bunék (bez nanoc¢astic) po 24 hodmach.

Po dosazeni 100% konfluence koZnich fibroblasti a keratinocyti byla pfes dno kultivaéni jamky provedena ryha a k buiikam byly piidany
nanodastice v piislu§nych koncentracich. Po 24 hodinové inkubaci bunék s nanocasticemi byl sesbiran supernatant, ve kterém byly stanoveny
markery uvedené v tabulce.



Vliv nanocastic stribra a zlata na proliferaci a Zivotnost lidskych dermalnich
fibroblastl ozarenych UVA a UVB zarenim

0,25 25

0,025 0,25 0,25 25
Ochrana pred - - + +
UVA zatenim
Ochrana pred + - + + - -

UVB zarenim

(+) protektivni G€inek nanocastic (-) zadny ucinek nanocastic



Vysledky RHE

Hematoxylin-eosin

= histologie — barveni
> jadra modra, cytoplasma rGzova kontrola (bez Ag)
> zvétseni 40x

metalické stribro

25 ppm 2,5 ppm 0,25 ppm




Vysledky RHE

Imunofluorescencni barveni

primarni protilatky
» mysi monoklondlni protilatka ke keratinu 14 (1:1000)
» krali¢i polyklonalni protilatka k lorikrinu (1:1000), Dako

sekundarni protilatky Alexa Fluor®
» kozi anti-mouse IgG (1:3000)
» kozi anti-rabbit 1gG (1:3000)

zvétSeni 40x

metalické stribro

lorikrin
» S.corneum

keratin 14
» S.basale 25 ppm 2,5 ppm

kontrola

0,25 ppm
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