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ABSTRAKT 

Studium mechanismů, které kontrolují hojení, je velice atraktivní oblastí biologie a 

medicíny. Hojení ran se obvykle dělí na dva základní typy. Prvním je hojení dospělých 

jedinců, které je pomalé a končí jizvou. Druhým je hojení embryí, které je velmi rychlé a 

bez vzniku jizvy. Hojení je složitý proces, který zahrnuje mnoho kroků a je regulován 

velikým množstvím různých druhů molekul. Jednou z důležitých molekul je oxid dusnatý 

(NO), jehož funkce je často spojována s regulací zánětu a angiogeneze v průběhu hojení u 

dospělých jedinců. Tato práce se zabývá popisem úlohy NO v průběhu hojení časných 

embryí, která ještě nemají vyvinutý imunitní a cévní systém. 

Bylo pozorováno, že vysoká koncentrace NO je produkována v průběhu prvních 

30 minut po poranění od stádia blastuly po plovoucího pulce. Úlohou NO je hlavně regulace 

exprese genů, které jsou spojené s odpovědí na stres a souvisejí s buněčným metabolismem. 

Dopady produkce NO během hojení jsou však pozorovatelné i několik hodin po uzavření 

rány v námi nově popsané třetí fázi embryonálního hojení. Ve třetí fázi probíhá remodelace 

poraněné tkáně a NO reguluje expresi a aktivitu matrix metaloproteináz a migraci naivních 

buněk imunitního systému do místa poranění. 

Předkládaná práce ukazuje na nový mechanismus působení NO v procesu 

embryonálního hojení a poskytuje vodítko pro potenciální novou účinnou léčbu v případech 

problematicky se nehojících ran. 

Klíčová slova: drápatka vodní, oxid dusnatý, hojení, genová exprese, matrix 

metaloproteinázy, AP-1, leptin 

  



 
 

ABSTRACT 

The study of the mechanisms that control wound healing is an attention-drawing area 

within the fields of biology and medicine. Wound healing can be usually defined as two 

basic types. The first type is adult wound healing, which is slow and results in the scar 

formation. The second type is referred to as embryonic wound healing, which is in contrast 

fast and scarless. Wound healing is a complicated process that includes many steps, which 

are regulated by various types of molecules. One of these important molecules is nitric oxide 

(NO). Its function is usually connected with the regulation of inflammation and angiogenesis 

during adult wound healing. However, there is currently no information on its role during 

embryonic wound healing, where the immune and vascular systems are not yet developed. 

In this work, we explore and describe the role of the NO during the healing of the early 

embryos. 

The highest concentration of the NO post wounding is produced during the first 

30 minutes after injury. This applies to all developmental stages, from the blastula stage all 

the way to the swimming tadpole stage. The main role of the NO during embryonic wound 

healing is the regulation of the gene expression that is connected with the stress response 

and the regulation of cellular metabolism. Additionally, we observed that the effects of NO 

production are also observable even few hours after the post wound closure, in what we 

describe as a third phase of the embryonic wound healing. The third phase deals with the 

specific remodelling of the tissue around the closed wound area. Lastly, we also discovered 

that NO regulates the expression and activity of the matrix metalloproteinases and 

the migration of naïve immune cells to the wound site during this phase. 

This research describes a previously undescribed mechanism for the role of NO 

during the process of embryonic wound healing and potentially opens new strategies for the 

treatment of the problematic non-healing wounds. 

Keywords: Xenopus laevis, nitric oxide, wound healing, gene expression, matrix 

metalloproteinases, AP-1, leptin 
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Zoznam skratiek 

AP aktivačný proteín 

ATP adenozín 5′-trifosfát 

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl fosfát 

BSA bovinný sérový albumín 

cGMP cyklický guanozín 5′-trifosfát 

CO oxid uhoľnatý 

COX cyklooxygenáza 

CTF korigovaná celková fluorescencia 

CXCL chemotaktický ligand zo skupiny chemokínov s motívom C-X-C 

DAF-2DA 4,5-diaminofluorescín diacetát 

DAP so smrťou spojený proteín 

DEG diferenciálne exprimovaný gén 

DIG digoxigenín 

DMSO dimetylsulfooxid 

DNA deoxyribonukleová kyselina 

dpa dní po amputácii 

dpi dní po injekcii 

DUOX duálna oxidáza 

ECM extracelulárna matrix 

EGF epidermový rastový faktor 

EMT epiteliálno-mezenchymálna tranzícia 

eNOS endoteliálna NO syntáza 

FDR „False discovery rate“ 

FGF fibroblastový rastový faktor 

GO génová ontológia 

GSH redukovaný glutatión 

GTP guanozín 5′-trifosfát 

H2S sulfán 

hpa hodín po amputácii 

hpp hodín po poranení 

IL interleukín 

iNOS induktívna NO syntáza 

IP3 inositol-3-fosfát 

IP4 inositol-4-fosfát 

Itpkb inositol-3-fosfát 3-kináza B 

JNK c-Jun N-terminálna proteínkináza 

KGF rastový faktor keratinocytov 

Lep-R leptínový receptor 

MAPK mitogénom aktivovaná proteínkináza 

MCP monocytový chemotaktický proteín 

MMP matrix metaloproteináza 

MO morfolíno-oligonukleotid 

mpa minút po amputácii 
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n.s. nesignifikantný 

NADPH redukovaný nikotínamidadeníndinukleotidfosfát 

NAPD+ nikotínamidadeníndinukleotidfosfát 



 
 

NBT nitroblue tetrazolium 

NF-κB nekrotický faktor κB 

NK „natural killer“ 

nNOS neuronálna NO syntáza 

NO oxid dusnatý 

NOD-SCID „non-obese diabetic/severe combined immunodeficient” 

NOS NO syntáza 

ODQ 1H-[1,2,4]Oxadiazolo[4,3-a]chinoxalin-1-ón 

pa po amputácii 

par. parentálny 

PBS fosfátový tlmivý roztok 

PBS -/- fosfátový tlmivý roztok bez obsahu iónov Ca2+ a Mg2+ 

PDE fosfodiesteráza 

PDGF od krvných doštičiek odvodený rastový faktor 

PFA paraformaldehyd 

PI3K fosfatidylinozitol 3-kináza 

PKA proteínkináza A 

PKG cGMP-závislá proteínkináza 
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qPCR kvantiatívna polymerázová reťazová reakcia 

RFU relatívna fluorescenčná jednotka 

RNA ribonukleová kyselina 

RNA-Seq sekvenovanie RNA 

ROS reaktívne formy kyslíka 

RT-qPCR kvantitatívna PCR s reverznou transkripciou 

scRNA-Seq RNA-Seq na úrovni jednej bunky 

SD štandardná odchýkla 
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TGF transformujúci rastový faktor 
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TIMP tkanivový inhibítor matrix metaloproteináz 
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Úvod 

Otázka hojenia fascinuje ľudí už od nepamäti. V minulosti viedlo i jednoduché 

poranenie k mnohým komplikáciám, kedy sa do rany dostali nečistoty a to v najhorších 

prípadoch viedlo až k smrti. Od vtedy sa medicína posunula ďalej a dnes je jej cieľom 

dosiahnuť ako úplnú regeneráciu poškodených orgánov a stratených končatín, tak aj 

zabezpečiť hojenie rán bez vzniku nevkusnej jazvy. 

Mechanizmus hojenia je viac-menej univerzálny medzi rôznymi modelovými 

organizmami a výsledky získané zo štúdie hojenia u živočíchov sa úspešne aplikujú 

v humánnej medicíne. Jednou z dôležitých molekúl, ktorá sa objavuje v priebehu hojenia je 

oxid dusnatý (NO). U cicavcov, aplikácia donorov NO na miesto rany viedla nie len ku 

naštartovaniu hojenia chronických nehojacich sa diabetických rán, ale dokonca aj ku 

zrýchleniu hojenia normálnych rán. Úloha NO v hojení sa spája s reguláciou rastu ciev 

v rane (angiogenéza) a lákaním (chemoatrakcia) buniek imunitného systému do rany. 

Prekvapivé je, že NO je produkovaný aj v embryách, ktoré ešte nemajú vyvinutý ani cievny 

ani imunitný systém. To naznačuje, že NO má viac funkcií v priebehu hojenia a reguluje aj 

ďalšie procesy, ktoré zatiaľ neboli popísané. 

V tejto práci sme študovali úlohu NO v priebehu hojenia embryí pazúrnatky vodnej 

(Xenopus laevis), ktorá patrí medzi ideálny model podobných štúdií. Hojenie bolo študované 

ako na molekulárnej, tak aj na bunkovej úrovni. Práca je zameraná na popis časovej regulácie 

NO v priebehu hojenia a popis procesov, ktoré sú ovplyvnené NO. Navyše, prinášajú nový 

náhľad na prepojenie medzi úlohou NO a chronickými ranami. 

Pre ďalšie porozumenie molekulárnych mechanizmov regulácie hojenia je dôležité 

porozumieť funkcii a spolupráci jednotlivých buniek. Momentálne najefektívnejším 

nástrojom je sekvenovanie RNA na úrovní jednej bunky. Avšak, príprava bunkovej 

suspenzie prináša so sebou technické komplikácie a táto práca sa zameriava aj na 

optimalizáciu tohto procesu. 
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1. Súčasný stav riešenej problematiky 

1.1. Všeobecný popis hojenia 

Prežitie akéhokoľvek živého jedinca je kriticky závislé na schopnosti opraviť 

poškodenie (zahojiť ho) vznikajúce rôznymi spôsobmi. Schopnosť hojenia je študovaná 

u mnohých modelov od jednoduchých organizmov, ako sú baktérie (Hambleton, 1971), 

kvasinky (Levin, 2005) a prvoky (Szubinska, 1971), cez zložitejšie organizmy ako sú 

rastliny (Volkmann & Baluska, 1999) a nižšie živočíchy (Belacortu & Paricio, 2011), až po 

najzložitejšie organizmy, ako sú vyššie živočíchy a človek (Zomer & Trentin, 2018). 

Rovnako sú tieto procesy študované na úrovni poškodenia jednej bunky, kde model 

predstavuje zárodočná bunka/vajíčko (Simon, et al., 2013), cez viacbunkové systémy (Li, et 

al., 2013), až po komplexný proces regenerácie tkaniva (Love, et al., 2013). Nezávisí to od 

toho, aký jednoduchý, alebo zložitý systém je, hojenie je vždy výsledok postupnosti krokov, 

kedy každý krok posúva poškodenie bližšie k oprave a obnoveniu pôvodnej štruktúry 

a funkcie (Sonnemann & Bement, 2011). Mechanizmy hojenia môžeme rozdeliť do dvoch 

hlavných kategórii: hojenie dospelých jedincov, ktoré zvyčajne končí vznikom jazvy; 

a embryonálne hojenie, ktoré je omnoho jednoduchšie a rýchlejšie ako hojenie dospelých 

a  na jeho konci nevzniká jazva (Larson, et al., 2010). 

1.1.1. Hojenie dospelých 

Hojenie dospelých jedincov sa zvyčajne delí na 4 základné fázy: hemostáza, zápal, 

proliferácia a remodelácia (Obr. 1). Tieto štyri procesy nie sú od seba striktne oddelené 

a prelínajú sa (Sonnemann & Bement, 2011). Sú regulované veľkým množstvom molekúl, 

vrátane transkripčných faktorov (Schafer & Werner, 2007), proteáz (McCarty & Percival, 

2013), rastových faktorov (Yamakawa & Hayashida, 2019) a signálnych peptidov 

(Barrientos, et al., 2008; Ridiandries, et al., 2018). Prerušenie, alebo predĺženie niektorej 

z fáz hojenia môže viesť k spomaleniu alebo až zastaveniu hojenia a vzniku chronickej 

nehojacej sa rany (Qing, 2017). Hojenie ľudí býva častokrát ovplyvnené mnohými 

exogénnymi faktormi, ako je napr. fajčenie, alebo chorobami, ako je cukrovka, podvýživa, 

alebo obezita. 
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Obr. 1: Prehľad procesov hojenia u dospelých jedincov (Greaves, et al., 2013). 

Hemostáza 

Hemostáza začína ihneď po poranení a trvá desiatky minút. Cieľom je obmedziť 

stratu krvi a zabrániť vniknutiu cudzorodých patogénov do prostredia rany. To sa dosahuje 

troma procesmi: kontrakcia/zúženie ciev v mieste poranenia (vazokonstrikcia), vytvorenie 

dočasnej zátky z krvných doštičiek a zrážanie krvi v mieste poškodenia (Obr. 2A) (Greaves, 

et al., 2013). Vazokonstrikcia je zabezpečená bunkami hladkej svaloviny ciev pôsobením 

tromboxánu a prostaglandínov (Biaggioni, et al., 1989). Krvné doštičky sa viažu na kolagén 

a vytvára sa primárna zátka (Savage, et al., 1996). Zrážanie krvi je dosiahnuté kaskádou 

enzymatických reakcií, ktoré zahŕňajú niekoľko faktorov. Tie sa premieňajú hydrolýzou na 

aktívne proteázy. Zrážanie krvi môže byť aktivované dvomi cestami (Obr. 2B). Vnútorná 

dráha sa spúšťa v momente, keď krv prichádza do kontaktu s cudzorodým povrchom, zatiaľ 

čo vonkajšia dráha sa spúšťa v momente, keď krv prichádza do kontaktu s poškodeným 

tkanivom. Obe cesty končia aktivovaním faktoru X na Xa. Následne faktor Xa premieňa 

protrombín na trombín. Táto premena je urýchlená faktorom Va. Trombín potom premieňa 

fibrinogén na fibrín. Na záver, fibrín polymerizuje a vytvára vlákna, ktoré zachytávajú 

ďalšie krvné bunky (Chu, 2011; Blanco & Blanco, 2017). V momente, keď je zátka 

vytvorená a krvácanie je zastavené, tak zátka a okolité tkanivo rany začína produkovať 

cytokíny podporujúce zápal, ako sú napr. CXCL8, CXCL1 a CXCL2 (Ridiandries, et al., 

2018) a rastové faktory ako sú TGF-β, PDGF, FGF a EGF. To vedie k naštartovaniu 

migrácie buniek imunitného systému a začatiu fázy zápalu (Ridiandries, et al., 2018). 
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Obr. 2: Kroky hemostázy (Lakna, 2018). 

(A) Všeobecné kroky vytvárania zátky. (B) Kroky syntézy fibrínu. 

Zápal 

Pre fázu zápalu je charakteristické hromadenie sa buniek zápalu v rane a zvýšené 

množstvo molekúl podporujúcich angiogenézu. Fáza zápalu trvá niekoľko hodín až niekoľko 

dní. Počas  tejto fázy, bunky zápalu odstraňujú mŕtve bunky, nečistoty a iné cudzorodé 

častice z rany. Bunky zápalu tiež aktivujú uvoľňovanie molekúl zabezpečujúcich migráciu, 

proliferáciu a diferenciáciu endotelových buniek, endotelových progenitorových buniek 

a keratinocytov (Greaves, et al., 2013). 
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Medzi prvými bunkami, ktoré sa objavujú v rane sú polymorfonukleárne biele 

krvinky (neutrofily) (Briggaman, et al., 1984). Neutrofily bránia infekcii v rane pomocou 

fagocytózy cudzorodých patogénov, alebo ich odstránením pomocou produkcie reaktívnych 

foriem kyslíka („reactive oxygen species“, ROS) a proteáz (Dovi, et al., 2004). Neutrofily, 

okrem čistenia rany, regulujú aj zápal a produkujú rastové faktory a cytokíny ako sú 

TNF-α, IL-1β, IL-6, CXCL8, CXCL2 a MCP-1 (Gillitzer & Goebeler, 2001). Taktiež 

exprimujú gény pre reguláciu angiogenézy (VEGF, CXCL3 a MCP-1), proliferáciu 

fibroblastov a keratinocytov (IL-8, IL-1β a MCP-1), adhéziu keratinocytov na pokožku 

(laminín) a remodeláciu tkaniva (uPA) (Wilgus, et al., 2013). V ďalšej fáze klesá počet 

neutrofilov a zvyšuje sa množstvo makrofágov. Tie fagocytózou odstraňujú okrem 

bunkových pozostatkov a baktérii aj ostávajúce neutrofily (Koh & DiPietro, 2011). Táto 

činnosť je špecifická pre M1 formu makrofágov (Krzyszczyk, et al., 2018). M1 makrofágy 

môžu diferencovať na M2 makrofágy vplyvom mikroprostredia rany (Martinez & Gordon, 

2014). Táto premena je indukovaná glukokortikoidmi, IL-10, prostaglandínmi, IL-4/IL-13 

a špecifickými toll-like receptormi (Stout, et al., 2005). M2 forma makrofágov je 

zodpovedná za reparačné a regeneračné mechanizmy (Hesketh, et al., 2017). M2 makrofágy 

produkujú protizápalové cytokíny, ako je antagonista IL-1 receptora a IL-10, rastové faktory 

na podporenie syntézy extracelulárnej matrix (ECM), angiogenézy a proliferácie 

fibroblastov, ako sú TGF-β a VEGF (Brancato & Albina, 2011). Aktivita M2 makrofágov je 

nevyhnutná pre začiatok fázy proliferácie (Hesketh, et al., 2017). 

Proliferácia 

Táto fáza sa vyznačuje zvýšeným delením buniek, ktoré sú dôležité pre úplné 

uzavretie rany. Fáza proliferácie sa prekrýva s predchádzajúcou fázou a trvá niekoľko dní až 

týždňov. V priebehu tejto fázy, delenie buniek a štruktúrnych komponentov je riadené 

faktormi produkovanými vo fáze zápalu. V priebehu fázy proliferácie dochádza 

k bunkovému deleniu fibroblastov a endotelových buniek, ich migrácii a aj k zmene ich 

fenotypu. Súčasne nastáva zmena štruktúry ECM a vytváranie granulačného tkaniva 

(Greaves, et al., 2013). 

Fibroblasty zohrávajú hlavnú úlohu v priebehu proliferácie. Deliace sa fibrolasty 

produkujú matrixové proteíny ako sú fibronektín, kyselina hyalurónová, kolagén 

a proteoglykány. Ich produkcia pomáha vytvárať novú ECM, ktorá je dôležitá pre migráciu 

keratinocytov. Pôvodná fibrínová štruktúra je nahradená novým granulačným tkanivom. 
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V priebehu formovania granulačného tkaniva prebieha angiogenéza, ktorá je regulovaná 

faktormi produkovanými fibroblastami a makrofágmi (napr. VEGF, FGF, angiopoetín1 

a trombospondín), keratinocytmi (napr. CXCL8 a VEGF) a samotnými endolovými 

bunkami (napr. CXCL8 a VEGF). Fibrínové vlákna sú nahradené kolagénom III, ktorý je 

syntetizovanými fibroblastami a keratinocytmi (Thiruvoth, et al., 2015). V ďalšej fáze sa 

v rane objavujú myofibroblasty, ktoré vznikajú diferenciáciou fibroblastov, ktorá je spustená 

pomocou TGF-β a CXCL8. Myofibroblasty zabezpečujú kontrakciu rany. V priebehu 

vytvárania granulačného tkaniva, keratinocyty migrujú na okraj rany a začínajú 

reepitelizáciu. Reepitelizácia je spustená pomocou EGF, KGF a TGF-α, ktoré sú 

produkované krvnými doštičkami, keratinocytmi a M2 makrofágmi (Baltzis, et al., 2014). 

Po obnovení vrstvy epitelu, keratinocyty a fibroblasty produkujú kolagén IV na vytvorenie 

bazálnej membrány (Thiruvoth, et al., 2015). Keratinocyty sa delia a obnovujú epidermálnu 

vrstvu na vytvorenie bariéry proti infekcii. 

Remodelácia 

Fáza remodelácie je posledná fáza hojenia a môže trvať mesiace až roky (Greaves, 

et al., 2013). Dôležitým krokom v tejto fáze je remodelácia kolagénu, kedy sa kolagén III 

nahrádza za kolagén I. Kyselina hyalurónová a glykosaminoglykány sú nahradené za 

proteoglykány a odstraňuje sa fibronektín. Remodelácia je kontrolovaná ako aktivitou 

MMP, tak aj aktivitou tkanivových inhibítorov metaloproteináz (TIMP) (Thiruvoth, et al., 

2015). Výsledkom remodelácie je vznik jazvy. 

1.1.2. Embryonálne hojenie 

Porovnanie hojenia dospelých a embryonálneho hojenia vykazuje niekoľko 

podobnosti, ako aj odlišností (Tab. 1). Najdôležitejším rozdielom medzi hojením embryí 

a hojením dospelých jedincov je schopnosť embryí hojiť sa bez vzniku jazvy (Larson, et al., 

2010). Tento fenomén bol popísaný u rôznych organizmov vrátané embryí cicavcov. 

U ľudských plodov bola pozorovaná strata schopnosti hojiť tkanivo bez vzniku jazvy až po 

24 týždni tehotenstva (Lane, 1986). 

  



20 

Tab. 1: Porovnanie rozdielnych faktorov medzi hojením dospelých jedincov a embryonálnym 

hojením (Larson, et al., 2010). 

 Hojenie dospelých jedincov Embryonálne hojenie 

Kolagén Dominantný kolagén I Dominantný kolagén III 

Kyselina hyalurónová Nízka hladina  Vysoká hladina 

Modulátory ECM 
Nízky pomer MMP k TIMP vedie 

k akumulácii kolagénu 
Vysoký pomer MMP k TIMP 

Krvné doštičky 
Produkujú PDGF, TGF-β1 a 

TGF-β2 
Znížená degranulácia a agregácia 

Bunky zápalu Mnoho Málo 

Interleukíny IL-6 a IL-8 podporujúce zápal Protizápalový IL-10 

TGF-β 
Vysoká hladina TGF-β1 a TGF-

β2 

Nízka hladina TGF-β1 a TGF-β2, 

vysoká hladina TGF-β1 a TGF-β3 

Génová expresia 

Oneskorená expresia génov 

podporujúcich rast a delenie 

buniek 

Okamžitá expresia génov 

podporujúcich rast a delenie 

buniek 

V prípade embryonálneho hojenia, po poranení sú spustené signály o poškodení. To 

spúšťa akumuláciu aktínu a myozínu na okraji rany a formovanie aktíno-myozínového 

prstenca. Po vytvorení aktíno-myozínovej štruktúry, fagocytujúce bunky ako napr. 

makrofágy, migrujú do rany na odstránenie apoptotických buniek a  nečistôt. Následne, 

aktínové štruktúry zabezpečujú kontrakciu rany a zmenšenie veľkosti rany. Na záver, 

lameliopodie a filopodie na aktíno-myozínovom prstenci zabezpečia uzavretie rany 

spôsobom podobným zipsu (Cordeiro & Jacinto, 2013), čo vedie k reepitelizácii rany. 

Najčastejšie diskutovaným rozdielom medzi embryonálnym hojením bez vzniku 

jazvy a hojením dospelých so vznikom jazvy býva imunitná odpoveď. Embryá ešte nemajú 

plne vyvinutý imunitný systém a majú celkovo menší počet buniek zápalu, ako sú neutrofily 

a makrofágy (Cowin, et al., 1998). Navyše, produkujú vyššie hladiny protizápalových 

cytokínov, predovšetkým IL-10, čo blokuje migráciu makrofágov a neutrofilov do rany 

(King, et al., 2014). Úloha buniek zápalu pri vzniku jazvy bola pozorovaná u myši so 

zablokovanou expresiou hematopoetického transkripčného faktoru PU.1. To viedlo 

k zníženiu množstva neutrofilov a makrofágov a k hojeniu kože dospelých myší bez vzniku 

jazvy (Martin, et al., 2003). Podobne, štúdie kde bola umelo stimulovaná imunitná odpoveď 

u embryí myší viedla k vzniku jazvy (Rolfe & Grobbelaar, 2012). Na druhej strane, aktivita 

imunitného systému je súčasne dôležitá pre správne hojenie. Napr. zablokovanie 

makrofágov, viedlo k nedostatočnému hojeniu u králikov (Leibovich & Ross, 1975), alebo 

k zastaveniu regenerácie u salamandry (Godwin, et al., 2013), alebo dania (Petrie, et al., 

2014). 

Štruktúra ECM v priebehu hojenia zohráva tiež dôležitý rozdiel v hojení bez vzniku 

jazvy. Embryonálna rana vykazuje vysokú hladinu kyseliny hyalurónovej (Sawai, et al., 
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1997), čo môže byť dôsledkom nízkej aktivity hyaluronidázy v embryách (West, et al., 1997) 

a vyššou expresiou receptoru kyseliny hyalurónovej (CD44) vo fibroblastoch embryí 

(Alaish, et al., 1994). U embryí bola pozorovaná odlišná syntéza kolagénu, rozdiely boli 

pozorované v rýchlosti depozície, zmene pomerov kolagénov a množstve kolagénu 

samotného (Lovvorn, et al., 1999). Štúdie ukázali, že fibroblasty nie len, že produkujú 

kolagén III, ale nový kolagén sa ukladá v podobnej štruktúre ako v prípade neporanenej 

pokožky (Carter, et al., 2009). Taktiež pomer MMP k  TIMP je u embryí v prospech MMP, 

čo znamená, že komponenty ECM sú aktívne degradované a prebieha predovšetkým 

remodelácia, namiesto akumulácie ECM v mieste rany (Dang, et al., 2003). 

Hojenie je regulované rôznymi transkripčnými faktormi, ako je napr. AP-1 (Martin 

& Nobes, 1992). Zvýšená aktivita AP-1 je spájaná s aktiváciou Rho GTPázy, ktorá je 

zodpovedná za vytváranie aktínového prstenca na okraji embryonálnej rany (Brock, et al., 

1996). Síce aktivita AP-1 bola pozorovaná v oboch typoch hojenia, tak zatiaľ čo u dospelých 

expresia AP-1 pretrvávala dlhšiu dobu, tak v prípade embryonálneho hojenia sa objavuje len 

krátky čas (Gangnuss, et al., 2004). Taktiež bol pozorovaný rozdiel v expresii rastových 

faktorov z rodiny TGF-β, ktoré sa objavujú v každom kroku hojenia, ako je proliferácia, 

diferenciácia, produkcia ECM a modulácia imunitnej odpovede (Gilbert, et al., 2016). Rôzne 

izoformy (TGF-β1, 2 a 3) sa viažu na rovnaké receptory (TGFβRI a II) a spúšťajú 

signalizáciu cez kanonickú, alebo nekanonickú signálnu dráhu. Je jasné, že rôzne izoformy 

majú rôzne biologické funkcie, vrátane regulácie transkripcie, avšak mechanizmy ich akcie 

sú zatiaľ stále neznáme. Rozdiel v zastúpení izoforiem TGF-β medzi hojením dospelých 

a embryonálnym hojením je presne opačné. V embryách je vysoká hladina TGF-β3 a nízka 

hladina TGF-β1 a 2 (Gilbert, et al., 2016). V embryonálnej rane, TGF-β3 signalizácia 

znižuje počet makrofágov a neutrofilov v rane a expresiu kolagénu a fibronektínu (Larson, 

et al., 2010). Klinické štúdie ukázali, že injekcia TGF-β3 do rany dospelých jedincov viedla 

ku zníženiu formovania rany (Ferguson, et al., 2009). Navyše, zablokovanie funkcie 

TGF-β1 a TGF-β2 tiež znížilo formovanie jazvy. Avšak, pokusy zabrániť formovaniu jazvy 

s cielením na izoformy TGF-β, ktoré boli úspešné v preklinických testoch skončili 

neúspešne pri klinickom testovaní (Ferguson, et al., 2009; Khansa, et al., 2016). 

Embryonálne hojenie je unikátne, avšak stále nie je detailne pochopené. Ďalšie štúdie 

sú dôležité pre úspešné aplikovanie v humánnej medicíne pre podporu hojenia bez vzniku 

jazvy. 
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1.2. Signalizácia regulujúca hojenie, nezávislá na transkripcii 

Hojenie začína okamžite, ako sa objaví poranenie. Preto bezprostredná správa 

o poškodení je nevyhnutná pre správne fungovanie procesu hojenia a pochopenie jej 

regulácie môže prispieť k ďalšiemu pokroku v regeneratívnej medicíne. Často študovanou 

reguláciou sú signálne kaskády zahrňujúce transkripciu. Avšak, génová expresia trvá nejakú 

dobu a preto sa začali študovať okamžité signály poškodenia, ktoré sú nezávislé na 

transkripcii. Medzi najčastejšie študované signály regulujúce proces hojenia patria ióny 

Ca2+, ROS a ATP (Tab. 2). Ich dôležitosť pre proces hojenia bola ukázaná mnohokrát 

(Cordeiro & Jacinto, 2013). V poslednej dobe sa začína venovať pozornosť aj ďalším malým 

molekulám, ktoré sa nazývajú plynné transmitery („gasotransmitters“) a ktoré môžu 

regulovať hojenie (Ahanger, et al., 2011; Takagi, et al., 2016; Liu, et al., 2014; Zhao, et al., 

2017). 

Tab. 2: Niektoré na transkripcii nezávislé signály poškodenia (Cordeiro & Jacinto, 2013). 

Signál Efekt Efektor Typ poškodenia Modelový 

systém 

Ca2+ Polymerizácia aktínu, 

vytváranie aktínových 

vlákien 

Neznámy Mechanické Monovrstva 

bovinných 

endotelových 

buniek rohovky 

Ca2+ Neznámy Neznámy Mechanické Bunky epitelu 

rohovky králika 

Ca2+ Neznámy ATP Mechanické Kochlea potkana 

Ca2+ Polymerizácia aktínu, 

vytváranie aktínového 

prstenca 

Gαq-PLCβ 

dráha, CDC42, 

DAP kináza 

Spôsobené 

laserom, 

mechanické 

Dospelý 

C.elegans 

Ca2+ Pravdepodobne zápal Pravdepodobne 

DUOX - H2O2 

Spôsobené 

laserom, 

mechanické 

Dospelý 

C.elegans 

Ca2+ Regenerácia Neznámy Mechanické 

prerezanie 

Chvostová 

plutva dospelého 

a larválneho 

dania 

pruhovaného 

Ca2+ Polymerizácia aktínu, 

kontrakcia aktíno-myozínu 

RhoA, CDC42 Spôsobené 

laserom 

Vajíčka 

pazúrnatky 

vodnej 

H2O2 Chemoatrakcia bielych 

krviniek, zápal 

NADPH 

oxidáza, DUOX 

Spôsobené 

laserom 

Embryá vínnej 

mušky 

H2O2 Regenerácia Rodina SRC 

kináz (Fynb, 

Lyn) 

Mechanické 

prerezanie 

Chvostová 

plutva dospelého 

a larválneho 

dania 

pruhovaného 
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H2O2 Regenerácia WNT, β-katenín, 

FGF20 

Mechanická 

amputácia 

Chvostík 

žubrienok 

pazúrnatky 

vodnej 

ATP Chemoatrakcia mikroglií Receptor P2Y Spôsobené 

laserom 

Mozog 

dospelých myší 

ATP Migrácia a delenie buniek Ca2+, SRC, 

PI3K, EGF 

Mechanické Ľudské bunky 

epitelu rohovky a 

priedušiek 

1.2.1. Vápnik 

Ióny vápniku Ca2+ sú druhý posol, ktorý sa nachádza všade a sú esenciálne pre 

reguláciu ako bunkového poškodenia (Benink & Bement, 2005), tak aj viacbunkového 

poranenia (Soto, et al., 2013). Vlna zvýšenia hladiny iónov Ca2+ v cytoplazme postupuje 

v tkanive stovky mikrometrov ihneď po poranení (Soto, et al., 2013; Yoo, et al., 2012). 

Vďaka tomu umožňujú ióny Ca2+ šírenie informácie o poškodení do miest vzdialenejších od 

poškodenia, čo vo finále umožňuje aktiváciu buniek imunitného systému a kontrakciu 

okrajov poranenia (Razzell, et al., 2013; Antunes, et al., 2013). 

Poranením aktivované zvýšenie hladiny iónov Ca2+ v cytoplazme môže byť 

aktivované poškodením cytoplazmovej membrány, mechanickou/chemickou/elektrickou 

aktiváciou iónových Ca2+ kanálov, alebo ligandom aktivovaným receptorom (napr. 

receptory rastových faktorov, alebo receptory spriahnuté s G-proteínmi). Napríklad, ATP, 

ktoré sa uvoľnilo do medzibunkového priestoru po poškodení bunky aktivuje receptor 

spriahnutý s G-proteínmi na susedných bunkách (Berridge, 1997; Herrgen, et al., 2014). To 

vedie k produkcii IP3 a zvýšenie hladiny iónov Ca2+ v cytoplazme po aktivácii Ca2+-púmp 

v endoplazmovom retikule. Navyše, otvorenie iónových Ca2+ kanálov je aktivované aj 

pomocou produktu aktivity Itpkb, IP4 (Soto, et al., 2013). Ióny Ca2+ ďalej stimulujú sekréciu 

ATP, čim sa uzatvára cyklus (Praetorius & Leipziger, 2009). Okrem toho, IP3 môže prenikať 

cez štrbinové spojenia („gap junction“), čím tiež podporuje tento „domino efekt“ a ďalšie 

šírenie vlny signálu iónov Ca2+ (Boitano, et al., 1992; Handly & Wollman, 2017). Ióny Ca2+ 

ďalej regulujú aktivitu RhoA a CDC42 v oblasti poranenia, čím regulujú polarizáciu aktínu 

a vytváranie aktíno-myozínového prstenca v okolí rany (Li, et al., 2013), ktorý slúži na 

kontrakciu rany. Okrem toho, signál iónov Ca2+ sa viaže na „EF-hand“ doménu NADPH-

oxidázy DUOX, čím spúšťa produkciu ROS (Razzell, et al., 2013). 
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1.2.2. Reaktívne formy kyslíka (ROS) 

Kyslík (O2) je esenciálny substrát vyžadovaný pre vysoké výťažky ATP 

produkovaného v mitochondriách, ktorý v kontexte hojenia, je dôležitý ako zdroj energie 

potrebnej pre obnovu tkaniva (Dunnill, et al., 2017). Radikálové deriváty O2 sa spoločne 

nazývajú reaktívne formy kyslíka. Najznámejší zástupcovia ROS sú: superoxidový anión 

∙ O2
−, peroxidový anión ∙ O2

2−, peroxid vodíka H2O2, hydroxylový radikál ∙ OH a hydrxylový 

ión OH− (Dunnill, et al., 2017). Zatiaľčo nízka koncentrácia ROS (100-250 μM) slúži ako 

druhý posol vo vnútrobunkovej signalizácii, tak vysoká hladina ROS vedie k oxidačnému 

stresu, ktorý pokiaľ pretrváva dlhšiu dobu, tak môže dôjsť k narušeniu procesu hojenia 

(Andre-Levigne, et al., 2017). ROS regulujú hojenie v každej fáze. Na začiatku regulujú 

vazokonstrikciu a agregáciu krvných doštičiek a následnú chemotaxiu buniek zápalu (Yoo, 

et al., 2011; Klyubin, et al., 1996; Kuiper, et al., 2011). Ďalej, ROS stimulujú diapedézu 

bielych krviniek, čo slúži na usmrtenie mikroorganizmov v mieste rany. Vysoké hladiny 

ROS majú v priebehu hojenia aj antimikrobiálny efekt (Hoffmann & Griffiths, 2018), kedy 

makrofágy a neutrofily produkujú vysoké hladiny ROS, ktoré sú letálne pre kontaminujúce 

patogény (Hoffmann & Griffiths, 2018). V tomto čase sú dočasne zablokované mechanizmy 

znižujúce oxidačný stres ako sú superoxid dismutázy (Cu/ZnSOD, MnSOD, SOD3), 

peroxidázy (kataláza, fosfolipid hydroperoxid glutatión peroxidáza), peroredoxíny a malé 

antioxidačné molekuly (vitamín E, glutatión) (Fitzmaurice, et al., 2011; Kunkemoeller & 

Kyriakides, 2017). ROS taktiež podporujú opravu poranenia cez aktiváciu uvoľnenia 

TNF-α a PDGF. V priebehu fázy proliferácie ROS aktivujú proliferáciu a migráciu 

fibroblastov a regulujú TGF-β1 signalizáciu, čo vedie ku produkcii kolagénu a fibronektínu 

a expresii FGF (Hoffmann & Griffiths, 2018; Levigne, et al., 2016). V priebehu remodelácie, 

ROS regulujú formovanie ECM a v rovnakom čase proliferáciu a migráciu keratinocytov 

(Fitzmaurice, et al., 2011; Kunkemoeller & Kyriakides, 2017). Ako vidno, každý krok 

procesu hojenia je závislý na kontrole redoxného stavu a jemná regulácia produkcie ROS je 

kritická pre správny a efektívny proces opravy poškodenia. 

1.2.3. ATP 

Nukleotidy môžu fungovať ako v rámci vnútrobunkovej signalizácie, tak aj v rámci 

medzibunkovej signalizácie (Cordeiro & Jacinto, 2013). ATP je rozpoznávané 

predovšetkým purínovými receptormi, ako sú P2 receptory. Tie majú následne rôzne efekty 
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na proces hojenia. P2 receptory sa delia na ionotropné (P2X), ktoré sú ligand-viažúce iónové 

kanály a metabotropné (P2Y), ktoré sú receptory spriahnuté s G-proteínmi (Khakh, et al., 

2001). Za fyziologických podmienok, hladina vnútrobunkového ATP je veľmi vysoká 

(okolo 100 mM) a oproti tomu, je hladina mimobunkového ATP veľmi nízka (okolo 10 nM). 

Poškodenie bunky vedie k zvýšenie hladiny mimobunkového ATP a aktivácii P2Y 

receptora, ktorý ďalej reguluje uvoľnenie iónov Ca2+ (Handly & Wollman, 2017), ako aj 

aktiváciu MMP (Han, et al., 2008; Gu & Wiley, 2006; Zhang, et al., 2010). Vnútrobunkový 

ATP je taktiež dôležitý pre aktiváciu DUOX a produkciu H2O2 (van der Vliet & Janssen-

Heininger, 2014).  

1.2.4. Plynné transmitery 

Plynné transmitery sú definované ako malé molekuly plynu, ktoré sú endogénne; sú 

enzymaticky produkované, pričom ich produkcia je regulovaná; majú špecifické bunkové 

a molekulové ciele; sú voľne priepustné cez membrány; a majú definovanú fyziologickú 

funkciu (Wang, 2002). Medzi plynné transmitery patria aktuálne tri molekuly: oxid dusnatý 

(NO), oxid uhoľnatý (CO) a sulfán (H2S). Úloha NO bola študovaná dlhšie ako úloha 

zvyšných dvoch molekúl a venujeme mu samostatnú kapitolu. 

CO vzniká po degradácii hému katalyzovanej pomocou hém oxygenáz typu 1 alebo 

2 (Rodgers, et al., 1994). CO moduluje cytokíny a aktivuje MAPK (Abraham & Kappas, 

2008). Niektoré štúdie ukázali, že donory CO môžu zrýchliť proces hojenia žalúdočných 

vredov, tým že pomáhajú migrácii buniek cez aktiváciu proteín kinázy C (PKC) (Takagi, et 

al., 2016). Rovnako, CO-uvoľňujúce molekuly („CO-releasing molecules“) boli použité na 

moduláciu rezného poranenia u myší (Ahanger, et al., 2011). 

H2S môže byť produkovaný enzymatickou aj neenzymatickou cestou. Cystationin β-

syntáza je najlepšie popísaným enzýmom, ktorý produkuje H2S, kedy cysteín a homocysteín 

tvoria cystationín za vzniku H2S. Ďalšie enzýmy, ktoré môžu produkovať sulfán sú 

cystationín γ-lyáza, 3-merkaptopyruvát sulfur transferáza a cysteín aminotransferáza. H2S 

fyziologický modifikuje cysteín na proteínoch pomocou S-sulfhydratácie, čo je fyziologická 

posttranslačná modifikácia proteínov (Lin, et al., 2018). Súčasne H2S môže mať 

antioxidačné vlastnosti, pretože môže reagovať s ROS (Whiteman, et al., 2004). Podobne 

ako u CO, tak bolo pozorované, že exogénny zdroj H2S urýchľuje hojenie. Hydrogén sulfid 

sodný (donor H2S) urýchlil hojenie kože cez zvýšenú expresiu VEGF a zníženie produkcie 
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ROS (Xu, et al., 2019). Podobne, donory H2S boli použité na aktiváciu hojenia diabetickej 

rany (Liu, et al., 2014; Zhao, et al., 2017). 

1.2.5. Oxid dusnatý (NO) 

NO je krátko-žijúci radikál. Za objav signalizačných vlastností NO bola v roku 1998 

udelená Nobelova cena za fyziológiu alebo medicínu Robertovi F. Furchgottovi, Louisovi J. 

Ignarrovi a Feridovi Muradimu. Produkcia a dôležitosť NO v priebehu hojenia bola ukázaná 

už v 90-tych rokoch 20. storočia (Schaffer, et al., 1996). NO je produkovaný predovšetkým 

troma základnými NO syntázami (NOS): neuronálna NOS (nNOS, NOS1), induktívna NOS 

(iNOS, NOS2) a endoteliálna NOS (eNOS, NOS3). Aktivita nNOS a eNOS je regulovaná 

hladinou iónov Ca2+ cez aktiváciu kalmodulínom (Knowles & Moncada, 1994). Na druhej 

strane, iNOS je trvalo viazaná s kalmodulínom a nezávislá na hladine iónov Ca2+. Jej aktivita 

je regulovaná na transkripčnej úrovni, kedy jej expresia je regulovaná transkripčnými 

faktormi, predovšetkým IRF1, NF-κB a AP-1 (Green, et al., 1994). Aktivované NOS 

premieňajú L-argninín na L-citrulín. Pri tejto premene vzniká NO ako vedľajší produkt 

(Forstermann & Sessa, 2012; Alderton, et al., 2001). Vznikajúci NO sa následne môže 

zúčastniť dvoch signálnych dráh (Obr. 3). Nízka hladina NO je spájaná predovšetkým 

s reguláciou cez „kanonickú“ dráhu, kedy produkovaný NO reaguje s aktívnym miestom 

solubilnej guanylátcyklázy (sGC). Aktivovaná sGC premieňa GTP na cyklické GMP 

(cGMP). Vznikajúce cGMP následne aktivuje proteín kinázu G (PKG, cGMP-závislá 

proteín kináza), ktorá fosforyluje rôzne ciele, ako je fosfatáza ľahkého reťazca myozínu, 

ktorá ďalej reguluje ďalšie procesy, akým je napríklad relaxácia hladkých svalov (Surks, et 

al., 1999). 

Na druhej strane, vysoká hladina NO je spájaná s reguláciou cez cGMP-nezávislú 

dráhu, kedy môže mať antimikrobiálnu funkciu a stimulovať zápal (Guzik, et al., 2003). Pri 

vysokých hladinách, NO reaguje s ROS a vytvára peroxonitrit, ktorý následne nitrozyluje, 

nitruje a nitrituje rôzne proteíny (Bartesaghi & Radi, 2018; Hess, et al., 2005). Napríklad, 

nitritácia IκBα viedla k aktivácii NF-κB, ktoré nezahrňovali fosforyláciu a degradáciu IκBα 

(Yakovlev, et al., 2007). Ine práce ukázali, že NO naopak inhibuje aktivitu NF-κB (Mohan, 

et al., 2003). Ďalej, nitrozylácia JNK, viedla k zablokovaniu interakcie JNK s c-Jun (Park, 

et al., 2006). 
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Obr. 3: Základná signálna dráha pôsobenia NO. 

Úloha NO v regulácii hojenia 

Produkcia NO v priebehu hojenia býva najčastejšie spájaná s aktivitou iNOS 

(Isenberg, et al., 2005), avšak niektoré práce ukázali dôležitosť aj eNOS (Stallmeyer, et al., 

2002) a nNOS (Boissel, et al., 2004) pre správne hojenie. Koncentrácia NO produkovaná 

iNOS sa pohybuje v rozmedzí nM-μM, je exprimovaná a aktívna v priebehu fázy zápalu 

a má úlohu predovšetkým pre reguláciu odstránenia patogénov. Koncentrácia NO 

produkovaná eNOS a nNOS sa pohybuje medzi pM-nM a NO produkované pomocou eNOS 

je dôležité vo fázach proliferácie a remodelácie (Malone-Povolny, et al., 2019).  

Úloha NO v priebehu hojenia býva spájaná s reguláciou zápalu, angiogenézy a 

depozície kolagénu. Hlavným zdrojom NO v priebehu hojenia sú predovšetkým makrofágy 

(Lee, et al., 2001), avšak môže byť produkovaný aj ďalšími typmi buniek, ako sú fibroblasty 

a keratinocyty (Frank, et al., 2002). V priebehu fázy zápalu sa monocyty premieňajú na 

makrofágy, práve ktoré sú zdrojom vysokých hladín NO v priebehu prvých dní hojenia. 

V tejto fáze NO reaguje cez vznikajúci toxický peroxonitrit (Krausz & Friedman, 2015). 

Avšak, NO má ako pozitívnu, tak aj negatívnu úlohu v rámci regulácie zápalu. Napríklad, 

NO aktivuje promotór IL-8 génu, ale IL-8 znižuje expresiu iNOS v neutrofiloch (McCall, et 
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al., 1992). Ďalším príkladom je TGF-β, kedy NO vedie k aktivácii TGF-β1 a v rovnakom 

čase TGF-β potláča produkciu NO (Vodovotz, et al., 1999). NO má aj úlohu 

chemoatraktantu, kedy reguluje migráciu monocytov a neutrofilov do poranenia. Tie 

následne produkujú TNF-α. Táto produkcia je regulovaná prostredníctvom cGMP-nezávislej 

dráhy (Lander, et al., 1993). Ďalej, NO produkovaný makrofágmi je dôležitý aj pre začatie 

fázy proliferácie. Keratinocyty sú stimulované na proliferáciu a migráciu na okraj rany 

pomocou makrofágov produkujúcich IL-6 a NO (Gallucci, et al., 2004; Zhan, et al., 2015). 

Následne, expresia MCP-1, produkovaného pomocou hyperproliferatívnych keratinocytov 

na okraji rany, je zablokovaná pomocou NO (Zeiher, et al., 1995). Ďalej, keratinocyty 

sprostredkovávajú angiogenézu, kedy NO produkované pomocou iNOS zvyšuje produkciu 

VEGF (Frank, et al., 1999). Regulácia depozície kolagénu pomocou NO je sprostredkovaná 

cez fibroblasty (Witte, et al., 2000), kedy vzniká kolagén III dôležitý pre formovanie 

dočasnej matrix. V priebehu remodelácie je kolagén III nahradzovaný za kolagén I, čo 

zvyšuje mechanickú pevnosť uzatvorenia reznej rany. Remodelácia je sprostredkovaná 

predovšetkým aktivitou MMP, ktoré sú produkované makrofágmi, epidermalnými bunkami, 

endotelovými bunkami a fibroblastami (Page-McCaw, et al., 2007). Jeden z efektorov 

regulujúcich expresiu a aktivitu MMP je aj NO. NO reguluje migráciu endotelových buniek 

v priebehu angiogenézy cez reguláciu expresie MMP13 (Lopez-Rivera, et al., 2005), ako aj 

expresiu a aktivitu MMP9 (Bove, et al., 2007). Burrow et al. (2007) pozorovali aj opačný 

efekt, kedy NO donory znížili expresiu MMP8 a MMP9 v normálnych ako aj diabetických 

fibroblastoch. Ďalej, Filippin et al. (2009) pozorovali, že NO aktivuje MMP2, ktoré je 

dôležité pre uvoľnenie rastového faktoru hepatocytov v priebehu regenerácie poškodených 

svalov. 

1.3. Chronické (nehojace sa) rany 

Mnoho faktorov vedie k neúplnému hojeniu, alebo k predĺženiu procesu hojenia. Vo 

všeobecnosti, faktory ovplyvňujúce proces hojenia môžu byť rozdelené do dvoch 

základných skupín (Tab. 3). Lokálne faktory sú faktory, ktoré priamo ovplyvňujú vlastnosti 

samotnej rany, zatiaľ čo systémové faktory sú celkovým stavom jedinca. Tieto faktory 

častokrát spolu súvisia a sú prepojené (Guo & Dipietro, 2010). Pre túto komplexnosť býva 

náročné študovať patogenézu chronických rán (Cano Sanchez, et al., 2018). 
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Tab. 3: Faktory ovplyvňujúce hojenie (Guo & Dipietro, 2010). 

Lokálne faktory Systémové faktory 

Oxygenácia Vek a pohlavie 

Infekcia Pohlavné hormóny 

Cudzorodá častica Stres 

 Ischémia 

 Ochorenia: napr. cukrovka, fibróza, dedičné poruchy hojenia, žltačka, ... 

 Obezita 

 Lieky: glukokortikoidné steroidy, nesteroidné protizápalové lieky, 

chemoterapia, ... 

 Alkoholizmus a fajčenie 

 Podmienky poškodzujúce imunitný systém: rakovina, ožarovanie, AIDS 

 Výživá 

Mikroprostredie nehojacich sa rán sa najčastejšie charakterizuje chronickým stavom 

zápalovej odpovede, kedy makrofágy pretrvávajú v rane. To vedie k zastaveniu, alebo 

oneskoreniu fázy proliferácie, alebo ku senescencii buniek (Kasuya & Tokura, 2014). Ďalej, 

pre prostredie chronickej rany je špecifická zvýšená aktivita MMP (napr. MMP8) 

(Gajendrareddy, et al., 2013), znížená aktivita TIMP a zvýšené zastúpenie buniek 

produkujúcich zápalové cytokíny, proteolytické enzýmy a ROS (Smith, et al., 2017). 

Kombinácia týchto faktorov vedie k zrýchlenej degradácii ECM a rastových faktorov, 

zablokovaniu bunkového delenia a akumulácii nekrotického tkaniva v dôsledku ischémie. 

To všetko vedie k finálnemu narušeniu správneho hojenia rany (Cano Sanchez, et al., 2018). 

Najčastejšie diskutovaným typom chronickej rany býva tzv. diabetická rana. 

V diabetickej rane sa objavujú problémy s nedostatočnou chemoatrakciou pre neutrofily 

a fagocyty, čo vedie k zvýšenej náchylnosti na infekciu (Alba-Loureiro, et al., 2006; Mastej 

& Adamiec, 2008). Nedostatočná aktivita makrofágov vedie k zníženiu uvoľňovania TNFα, 

IL-1β a VEGF (Zykova, et al., 2000). Zhoršená funkcia bielych krviniek vedie 

k nedostatočnému procesu hojenia u diabetikov (Bagdade, et al., 1974). Ďalej, fibroblasty 

majú zníženú senzitivitu na odpoveď na rastové faktory a následnú zníženú schopnosť 

proliferácie  a to vedie k zníženej tvorbe granulačného tkaniva (Loot, et al., 2002; Werner, 

et al., 1994). Taktiež sa objavuje zvýšená aktivita MMP2 a MMP9, čo vedie k nestabilite 

ECM (Signorelli, et al., 2005; Haines, et al., 2013). V diabetickej rane je pozorovaná 

oneskorená reepitelizácia (Loots, et al., 1998) a znížená senzitivita na VEGF, čo vedie 

k nedostatočnej angiogenéze (Tchaikovski, et al., 2009). Mnoho z týchto procesov je 

regulovaných aj NO a preto sa donory NO používajú pri liečbe diabetickej rany (Witte, et 

al., 2002; Spitler, et al., 2013; Edmonds, et al., 2018). 
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1.4. Podobnosť hojenia s nádorom 

Hojenie rany a vznik a rast nádoru sú procesy, ktoré sú závislé na podobných 

molekulárnych mechanizmoch. Avšak, zatiaľ čo hojenie je proces, ktorý je samoregulovaný, 

tak vznik a rast nádoru je charakterizovaný nepretržitou aktiváciou dráh zúčastňujúcich sa 

tohto procesu (Arwert, et al., 2012). Zmeny v mikroprostredí v poškodenom tkanive môžu 

viesť k vzniku nádoru (Arwert, et al., 2012). Pre podobnosť hojenia a rastu nádoru býva 

nádor nazývaný ako „super hojaca sa rana“ (Haddow, 1972), alebo „rana, ktorá sa nehojí“ 

(Dvorak, 1986; Dvorak, 2015; Schafer & Werner, 2008). Všetky hlavné procesy pozorované 

v priebehu hojenia sú aktívne aj v nádore. Zápal, ktorý je nevyhnutný pre hojenie je aktívny 

aj v nádore (Antonio, et al., 2015; Balkwill & Mantovani, 2001). Zvýšená migrácia 

a proliferácia nádorových buniek je podobná s chovaním sa epitelových buniek v rane 

(Schafer & Werner, 2008). Remodelácia extracelulárnej matrix v priebehu neskorej fázy 

hojenia má tiež podobný proces v nádore, kedy nádorové tkanivo modifikuje okolitú ECM 

na podporenie vlastného rastu (Lu, et al., 2012). Signálne dráhy spojené s hojením sa 

objavujú aj v rakovine (Tab. 4) (Arnold, et al., 2015). Aj keď hojenie a rast nádoru sú zložité 

procesy, obidve sú výsledkom dvoch relatívne jednoduchých správaní sa buniek – migrácia 

a delenie. 

Tab. 4: Porovnanie signálnych dráh v priebehu hojenia a v rakovine (Arnold, et al., 2015) 

Dráha Funkcia v hojení Funkcia v rakovine 

Hedgehog 

Regulácia delenia kmeňových buniek 
Regulácia delenia rakovinných 

kmeňových buniek 

Indukcia EMT na podporu migrácie 

epitelových buniek 
Indukcia EMT rakovinných buniek 

Angiogenéza Angiogenéza 

Reepitelizácia a uzavretie rany Chemorezistencia 

Notch 

Delenie a migrácia endotelových buniek, 

keratinocytov a fibrolastov na mieste 

rany 

Prežitie a delenie rakovinných 

kmeňových buniek 

Migrácia buniek zápalu na miesto rany  

Wnt 

Migrácia epitelových buniek 
Podieľa sa na rezistencii nádorových 

kmeňových buniek na ožarovanie 

Samoobnovenie kmeňových buniek 
Samoobnovenie rakovinných 

kmeňových buniek 

Plastickosť progenitorových buniek 
Plastickosť rakovinných kmeňových 

buniek 

Angiogenéza Angiogenéza 

TGF-β 

Infiltrácia buniek zápalu 
Rast populácie rakovinných kmeňových 

buniek 

Delenie fibroblastov Delenie fibroblastov 

Reepitelizácia a kontrakcia rany Regulácia EMT rakovinných buniek 

Indukcia EMT  
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IL-1β/IL-

6/STAT3 

Migrácia buniek zápalu na miesto rany 
Samoobnovenie rakovinných 

kmeňových buniek 

Delenie progenitorových buniek 
Plastickosť rakovinných kmeňových 

buniek 

Spustenie reepitelizácie a uzatvárania 

rany 
Rast nádoru a metastázovanie 

 
Regulácia expresie génov v progresii 

rakoviny 

IL-8 

Chemoatrakcia pre migráciu buniek 

zápalu na miesto rany 

Chemoatrakcia pre migráciu buniek 

zápalu do mikroprostredia nádoru 

 Delenie rakovinných kmeňových buniek 

Analýzy génovej expresie, ktoré využili microarray technológiu, porovnali 

podobnosti a rozdiely v génovej expresii medzi opravou tkaniva a rakovinou. Gény, ako sú 

napr. c-FOS, JUN B, COX2, MCP-1, IL-8, alebo VEGF, ktorých expresia je zmenená vo 

fibroblastoch v prítomnosti séra kódujú proteíny, ktoré sú potrebné pre hojenie rany (Iyer, 

et al., 1999). Nádory s podobnou génovou expresiou ako fibroblasty v prítomnosti séra 

väčšinou vedú k metastázam a smrti. To znamená, že podobnosť génovej expresie medzi 

nádorom a hojením umožňuje predikciu zlej prognózy (Chang, et al., 2004). Gény, ktorých 

expresia bola opačne regulovaná v modeloch regenerácie obličiek a rakoviny obličiek 

kóduju proteíny zodpovedné za morfogenézu a metabolizmus glukózy. To je znakom, že 

väčšina nádorov produkuje ATP prostredníctvom anaeróbnej glykolýzy (Riss, J., et al., 

2006). Porovnanie diferenciálne exprimovaných génov medzi vysokodeliacim sa epitelom 

hojacej sa rany a normálnou epidermis ukázalo, že väčšina z nich je pozorovaná aj 

u rakoviny kože. Gény, ktorých expresia je opačne regulovaná medzi hojením a nádorom sú 

spájané s ireverzibilnou stratou schopnosti kontrolovať diferenciáciu a rast s invazivitou 

zhubných epidermálnych rakovinových buniek (Pedersen, et al., 2003). Ďalšie porovnanie 

hojenia a nádoru môže poskytnúť informáciu o mechanizmoch, ktoré sa podieľajú na 

vypnutí mechanizmu opravy a vedú k vzniku rakoviny. Tie môžu predstavovať ďalšie ciele 

pri liečbe rakoviny (Schafer & Werner, 2008). 

1.4.1. Úloha oxidu dusnatého v nádoroch 

Podobne ako v priebehu hojenia, tak aj v nádoroch je produkovaný NO. NO 

v mikroprostredí nádoru zohráva ako pozitívnu tak aj negatívnu úlohu pre rast nádoru 

(Salimian Rizi, et al., 2017). Funkcia NO pre potlačenie rastu nádoru sa spája hlavne 

s aktivitou makrofágov, kedy je bunková smrť nádorových buniek spojená s produkciou NO 

a jeho derivátov (Hibbs, et al., 1987; Stuehr & Nathan, 1989; Cui, et al., 1994). NO-

sprostredkované odstránenie nádoru bolo potlačené predovšetkým zablokovaním aktivity 
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iNOS (Wang, et al., 2001; Wei, et al., 2003; Kawakami, et al., 2004). V niektorých prípadoch 

makrofágmi-sprostredkovaná bunková smrť v nádore bola potlačená neznámymi faktormi, 

ktoré potlačili NO-sprostredkovanú protinádorovú aktivitu tým, že zabránili premene M2 

makrofágov na M1 makrofágy, ktoré produkujú vyššiu hladinu NO (Dinapoli, et al., 1996; 

Weigert & Brune, 2008). Ďalším spôsobom akým NO vedie k potlačeniu rastu nádoru je 

prostredníctvom S-nitrozylácie vo vysoko glykolytických a hypoxických rakovinových 

bunkách. Nefunkčná mitochondriálna oxidácia vedie k akumulácii ROS. Glutatión (GSH), 

ktorý je zodpovedný za prevenciu pred akumuláciou ROS je S-nitrozylovaný a to zabraňuje 

tomu, aby GSH ochránil bunku pred oxidačným stresom spôsobeným akumuláciou ROS. To 

nakoniec vedie k apoptóze (Salimian Rizi, et al., 2017). Na druhej strane NO môže mať aj 

pronádorové vlastnosti. Niektoré nádory exprimujú vysokú hladinu iNOS, kedy NO 

napomáha predovšetkým angiogenéze (Jenkins, et al., 1995). Podobne, NO produkované 

pomocou eNOS a nNOS v stromálnych bunkách, ako sú napr. fibroblasty tiež vedie 

k podpore angiogenézy a výživy nádoru (Wood, et al., 1993; Wood, et al., 1994; Gallo, et 

al., 1998; Jadeski & Lala, 1999; Lampson, et al., 2012). 

1.5. Pazúrnatka vodná ako model pre štúdium hojenia a regenerácie 

Aj keď cieľom štúdii hojenia a regenerácie je zlepšenie opravného procesu u ľudí, 

tak výskum na zvieracích modeloch poskytuje dôležité informácie na molekulárnej 

a bunkovej úrovni. Procesy embryonálneho hojenia sa študujú na organizmoch ako sú 

Drosophila, Caenorhabditis, alebo Danio (Cordeiro & Jacinto, 2013). Ďalej, embryá 

pazúrnatky vodnej (Xenopus leavis) sú veľmi populárne pre štúdium hojenia epiteliálnej 

rany. 

Tento modelový organizmus je dlhodobo používaný na štúdium embryonálneho 

vývoja (Li, et al., 2016). Navyše, mnoho výsledkov popisujúcich embryonálne hojenie bolo 

získaných práve štúdiom hojenia embryí pazúrnatky vodnej (Li, et al., 2016; Cordeiro & 

Jacinto, 2013). Medzi ich výhody patrí vývoj ex utero (mimo telo matky), čo umožňuje ľahké 

sledovanie a manipuláciu embryí v ľubovoľnom vývojom štádiu. Ďalšou výhodou je ľahko 

indukovateľná ovulácia v ktoromkoľvek ročnom období, pričom každá vedie k veľkej 

produkcii vajíčok. Ďalej, pazúrnatka vodná má publikovaný genóm a transkritpóm (Karimi, 

et al., 2018). Sú dostupné protokoly pre prácu s týmto modelom, vrátane pokročilých 

protokolov na editáciu genómu (Karimi, et al., 2018). 
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Pre štúdium embryonálneho hojenia je veľkou výhodou tohto modelu, že má veľké 

a ľahko kultivovateľné vajíčka, ktoré sa používajú na štúdium hojenia na úrovni jednej 

bunky (Sonnemann & Bement, 2011). Embryá v štádiách blastuly a gastruly boli použité na 

štúdium embryonálneho hojenia bez vzniku jazvy (Davidson, et al., 2002; Li, et al., 2013; 

Soto, et al., 2013). Schopnosť hojenia pokožky bez vzniku jazvy si zachovávajú žaby 

pazúrnatky až do dospelosti, aj keď táto schopnosť je časom a vývojom obmedzená 

(Yokoyama, et al., 2011; Bertolotti, et al., 2013; Otsuka-Yamaguchi, et al., 2017). Preto sú, 

na rozdiel od iných modelov, dobrým modelom na štúdium straty schopnosti hojenia bez 

jazvy v priebehu vývoja. 

Ďalej, vývojové štádia žubrienky sú používané na štúdium regenerácie, kedy 

žubrienky sú schopné perfektne regenerovať chvostík po amputácii, avšak túto schopnosť 

strácajú na krátku dobu v priebehu tzv. refraktérnej periódy (štádium 47-49) (Fukazawa, et 

al., 2009; Naora, et al., 2013; Aztekin, et al., 2019). Tieto modely sa používajú aj na štúdium 

omnoho zložitejších mechanizmov počas regenerácie končatín a rohovky (Beck, et al., 

2009).  
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2. Ciele práce 

Cieľom tejto práce bolo štúdium úlohy NO v priebehu hojenia embryí, ktoré ešte 

nemajú úplne vyvinutý cievny a imunitný systém. Ako modelový organizmus boli použité 

embryá pazúrnatky vodnej (Xenopus laevis). 

 

Hlavné ciele: 

 

1. Popis produkcie NO v priebehu embryonálneho hojenia a regenerácie 

2. Popis génovej expresie v priebehu hojenia a regenerácie u embryí so zablokovanou 

produkciou NO 

3. Popis fenotypu procesov závislých na produkcii NO v priebehu embryonálneho 

hojenia a regenerácie 

 

Vedľajšie ciele: 

 

1. Sledovanie zmien génovej expresie v priebehu embryonálneho vývoja po 

zablokovaní produkcie NO 

2. Porovnanie podobností a rozdielov medzi embryonálnym hojením, regeneráciou 

a rastom nádoru na úrovni transkripcie 

3. Optimalizácia procesu prípravy suspenzie buniek pre RNA sekvenovanie na úrovni 

jednej bunky vzoriek pochádzajúcich z regenerujúceho sa tkaniva a nádoru 
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3. Materiál a metódy 

3.1. Chemikálie a prístroje 

3.1.1. Chemikálie 

Sigma-Aldrich: L-cysteín hydrochlorid (C7880), ľudský choriový gonadotropín (C1063), 

RPMI-1640 (R8758), FBS (R9665), penicilín (P3032), streptomycín (S9137), DMSO 

(D8418), paraformaldehyd (PFA) (P6148), PBS (P5368), Tween-20 (P1379), TRIM 

(T7313), ODQ (O3636), TRI Reagent (T9424), DNáza I (AMPD1), 8M chlorid lítny 

(L7026), ampicilín (A9518), gentamycín (G1397), trietanolamín (T1502), 20x SSC (S6639), 

poly(vinylalkohol) (363138), glutaraldehyd (3802), PBS -/- (D8537), Sudan Black B 

(380B), proteáza z Bacillus licheniformis (C7657), priméry, Tricaine/MS-222 (E10521) 

Roche: NBT (11383213001), BCIP (11383221001), DIG RNA labelling mix 

(11277073910), BMB blokovacia zlúčenina (11096176001), levamisol hydrochlorid 

(31742), DNáza I (11284932001), Akínomycín D (A1410) 

Invitrogen: 1xTE (12090-015), RNaseOUT (10777019), voda (10977-035) 

Qiagene – Plasmid Midi Kit (12143), kovová gulička (G9989) 

Penta chemicals: etanol (71250-11000), metanol (21190-11000), chloroform (17110-

11000), izopropanol (17500-11000), acetanhydrid 

TATAA Biocenter: GrandScript cDNA Supermix (AS103), SYBR Grand Master Mix 

(TA01), RNA Spike I (RS25SI) 

Cayman chemicals: DAF-2DA (85165) 

Gene-tools: morfolíno-oligonukleotidy 

Agilent: 5x Transcription buffer, T7 a SP6 RNA polymeráza 

New England Biolabs: restrikčné endonukleázy, poly-A selekčný kit (E7490), NEBNext 

Ultra Directional RNA Library Prep Kit for Illumina (E7420) 

Carl Roth: Triton X-100 

Advanced Analytical: Standard Sensitivity RNA analysis kit (DNF-471), High Sensitivity 

NGS Fragment Analysis kit (DNF-474) 

Miltenyi Biotec: Debris Removal Kit (130-109-398), Dead Cell Removal Kit (130-090-101) 

Illumina: SureCell WTA 3’ Library Prep Kit for the ddSEQ System (20014279) 

Lexogen: poly-A selekčný kit (039.100), SENSE Total RNA-Seq Library Prep Kit (009.96), 

QuantSeq 3′ mRNA-Seq Library Prep Kit FWD for Illumina (015.96) 
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3.1.2. Protilátky 

Sigma-Aldrich: Proti laminínu (T9393) 

Roche: proti DIG-AP (11093274910) 

Thermofischer Scientific: proti β-katenínu (71-2700), Alexa Fluor 488 phalloidin (A12379), 

Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (A11008) 

3.1.3. Prístroje 

Mikroinjektor – IM300, Narishige 

Homogenizátor – Tissue Lyser LT, Qiagene 

Spektrofotometer – NanoDrop 2000, ThermoFisher 

Kapilárna elektroforéza – Fragment Analyzer, Advanced Analytical 

Vibratóm – VT1000 S, Leica 

Stereomikroskop – SMZ 1500, Nikon 

Fluorescenčný stereomikroskop – MZ FLIII, Leica 

Konfokálny mikroskop – LSM 880 NLO, Carl Zeiss 

Disociátor – gentleMACS Octo Dissociator a gentleMACS Dissociator, Miltenyi Biotec 

Automatické počítadlo buniek - TC20, Bio-Rad 

Malá centrifúga na centrifugačné mikroskúmavky – 5415R, Eppendorf 

Rotor pre centrifugačné mikroskúmavky pre malú centrifúgu – F45-24-11, Eppendorf 

Veľká centrifúga na 15 ml skúmavky – 5804R, Eppendorf 

Výkyvný rotor pre 15 ml skúmavky pre veľkú centrifúgu – A-4-44, Eppendorf 

Termocykler bez kamery – C1000, Bio-Rad 

Termocykler s kamerou – C1000 s CFX384, Bio-Rad 

3.1.4. Roztoky 

10x MBS: 880 mM NaCl, 10 mM KCl, 10 mM MgSO4, 30 mM HEPES, 25 mM NaHCO3, 

pH = 7,7-7,8 

1x MBS: 100 ml 10x MBS, 4 ml 5 M NaCl, 0,7 ml 1M CaCl2, voda do 1 l 

High Salt Solution (HSS): 100 ml 10x MBS, 4 ml 5 M NaCl, voda do 1 l 

4 % PFA: 4 % PFA v PBS 

PBT: 0,1 % Tween 20 v PBS 

100x Denhartov roztok: 2 % BSA, 2 % polyvinyl pyrolidín, 2 % Ficoll 
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hybridizačný roztok: 50 % formamid, 5x SSC, 100 μg/ml heparín, 1x Denhartov roztok, 

0,1 % Tween 20, 0,1 % CHAPS, 10 mM EDTA 

bieliaci roztok: 1,5 % H2O2, 5 obj. % formamid, 2x SSC 

MAB: 100 mM kyselina maleínová, 150 mM NaCl, 0,2 mM NaOH, pH = 7,5 

BMB zásobný roztok: 10 % v MAB 

blokovací roztok: 1 BMB zásobný roztok : 1 lamb sérum : 8 MAB 

AP: 100 mM tris, 50 mM MgCl2, 100 mM NaCl, 0,1 % Tween 20, 2 mM levamisol, pH = 

9,5 

disociačný roztok: 5 mg/ml proteáza z Bacillus licheniformis, 10 mM CaCl2, 50 μg/ml 

DNáza, RPMI-1640 médium 

ACK roztok: 150 mM NH4Cl, 10 mM KHCO3, 0,1 mM EDTA, pH = 7,3 

3.2. Biologický materiál 

3.2.1. Etické prehlásenie 

Starostlivosť o experimentálne zvieratá a všetky experimenty s nimi boli vykonávané 

v súhlase so schválenými protokolmi výboru na ochranu vied Akadémie vied Českej 

Republiky a v súhlase s legislatívou Európskej únie. 

3.2.2. Pazúrnatka vodná (Xenopus laevis) 

Chov pazúrnatky vodnej (Xenopus laevis) je zavedený v rámci Biotechnologického 

ústavu, pričom jedinci pre chov boli zakúpení v European Xenopus Resource Centre 

(EXRC) Veľká Británia. K experimentom štúdia hojenia a regenerácie boli využívané 

embryá tohto modelového organizmu získané oplodnením in vitro. Samice boli stimulované 

500 U ľudského choriového gonadotropínu a vajíčka boli pozbierané nasledujúci deň. 

Vajíčka boli oplodnené použitím zmesi získanej zo semenníkov a rôsolovitý obal vajíčok 

bol odstránený využitím 2 % cysteínu. Po oplodnení, embryá boli inkubované v 0,1x MBS 

s prídavkom gentamycínu (20 µg/ml) pri 15 °C. Vývojové štádia boli určené na základe 

práce Nieuwkoop & Faber (1994). 

3.2.3. Bunková línia 4T1 

Bunková línia myšacieho prsného karcinómu 4T1 bola dodaná firmou ATCC, USA 

a kultivovaná v RPMI médiu s 10 % FBS, 100 U/ml penicilínu, 100 μg/ml streptomycínu v 
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termostate pri 37 °C a 5 % CO2. Po injekcii do Balb/c myší, 4T1 bunky spontánne produkujú 

vysoko metastázujúci nádor. 

3.2.4. Myš domáca (Mus musculus) 

Chov Balb/c myši je zavedený na Ústave molekulárnej genetiky. Pre získanie nádoru, 

1x106 4T1 buniek bolo subkutánne injektovaných do Balb/c myši. Po stanovenom čase (5-

25 dní) boli myši usmrtené a nádor bol odobraný pre ďalšiu analýzu. 

3.3. Metódy 

3.3.1. Farbenie NO 

Embryá v rôznych vývojových štádiách boli poranené v prostrednej časti použitím 

ihly. Podobne, embryá v štádiu 41 boli uspané 5 minút v 0,025 % Tricaine a približne 50 % 

dĺžky chvostíka bolo amputovaných. Na detekciu produkcie NO boli embryá inkubované 

v médiu s obsahom DAF-2DA. Zásobný roztok DAF-2DA (5 mM v DMSO) bol nariedený 

1:150 v 0,1x MBS s gentamycínom a embryá boli presunuté do tohto média 15 minút pred 

určeným časom analýzy. Následne boli embryá zafixované v 4 % PFA po dobu 30 minút pri 

izbovej teplote (napr. pre analýzu času 0, embryá boli prenesené do v média s obsahom 

DAF-2DA, po 15 minútach poranené a ihneď po poranení zafixované). Po fixácii, embryá 

boli premyté 2x 5 minút v PBT a snímané pod fluorescenčným stereomikroskopom. 

Intenzita fluorescencie okolo oblasti poranenia alebo amputácie bola analyzovaná 

v programe FiJI (NIH, v1.52n). Na výpočet korigovanej celkovej fluorecsencie („Corrected 

Total Fluorescence“, CTF) bol použitý vzorec: 

CTF = Integrovaná hustota fluorescencie − (Plocha okolo poranenia

∗ Priemerná fluorescencia pozadia) 

Vypočítané hodnoty boli vztiahnuté na čas 0 minút a štatistická významnosť bola vypočítaná 

použitím GraphPad Prism 7, jednofaktorovej ANOVA s Dunnettovým testom. 

3.3.2. Injekcia morfolíno-oligonukleotidov 

Všetky morfolíno-oligonukleotidy (MO) boli nariedené na finálnu koncentráciu 

17 ng/nl. Množstvá injektovaných MO boli: 2 nl štandardného kontrolného MO, 

2 nl nos3-MO, 1 nl nos1-MO, 3 nl zmesi nos1+nos3-MO v pomere 1:2, 2 nl prkg1-MO, 
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0,3 nl lep-MO. Všetky injekcie boli vykonané do oplodnených vajíčok. Sekvencie MO sú 

v Tab. 5. 

Tab. 5: Sekvencie MO použitých v analýzach. 

kontrolné MO 5’-CCT CTT ACC TCA GTT ACA ATT TAT A-3’ 

nos1-MO 5’-TGG CTA AAA GAA CAC AGG ACA TCA A-3’ 

nos2-MO 5’-AGA TAA CCC TGT TTC TGT TAC CTG T-3’ 

nos3-MO 5’-AAA AGC CAA GCA CTA CTC ACC GTT T-3’ 

prkg1-MO 5’-TTC AGC TTC AAT GCT CAT ACC TGC C-3’ 

lep-MO 5’-TTG CAG TGT CCA TGT TTC TCA CCT G-3’ 

3.3.3. Chemická inhibícia 

Produkcia NO bola zablokovaná použitím TRIM. TRIM je reverzibilný inhibítor 

aktivity NOS2 a NOS1 a čiastočne môže zablokovať aj aktivitu NOS3 (Obr. 4). Zásobný 

roztok TRIMu (1 M v DMSO) bol nariedený na finálnu koncentráciu 2 mM v kultivačnom 

médiu. Aktivita sGC bola zablokovaná použitím ODQ (Obr. 4). ODQ je ireverzibilný 

a kompetetívny inhibítor sGC. Zásobný roztok ODQ (100 mM v DMSO) bol nariadený 

a použitý vo finálnej koncentrácií 0,2 mM v kultivačnom médiu. 

Pred poranením embryí, vitelínna membrána bola manuálne odstránená z embryí 

v štádiu 26. Embryá pred poranením alebo amputáciou boli hodinu inkubované v médiu 

s inhibítorom a po celú dobu sledovania procesu hojenia a regenerácie. Na zabránenie 

inhibície hojenia spôsobenej materiálom uvoľňujúcim sa z embryí, médium bolo vymenené 

za čerstvé – ihneď, 30, 90 180 minút po poranení/amputácií a 6 hodín, 24 hodín a každý 

ďalší deň po amputácií. 

 
Obr. 4: Základná signálna dráha pôsobenia NO s vyznačenými inhibítormi/gén špecifickým 

MO, ktoré boli použité v rámci experimentov. 

3.3.4. Monitorovanie hojenia 

Embryá vo vývojom štádiu 26 boli poranené povrchovým bodnutím ihlou na získanie 

poranenia podobnej veľkosti. Následne, embryá boli fotené v jednotlivých časových bodoch 

pod stereomikroskopom. Veľkosť poranenia bola meraná v pixeloch s využitím programu 
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FiJI, pričom pre zredukovanie technickej chyby bola každá veľkosť zmeraná 3 krát. Miera 

uzavretia poranenia bola vypočítaná podľa vzorca: 

𝑞𝑖 = 1 −
𝑎𝑖̅

𝑎0̅̅ ̅
 

𝑞𝑖 – miera uzavretia poranenia v čase i 

𝑎𝑖̅ – priemerná veľkosť poranenia v čase i 

𝑎0̅̅ ̅ – priemerná veľkosť poranenia v čase 0 minút 

Štatistická významnosť rozdielov rýchlosti zatvárania medzi podmienkami bola 

analyzovaná porovnaním lineárnych mixovaných modelov použitím balička pre R lme4 

(v1.1-21) (Douglas, et al., 2015). Podmienka a čas boli použité ako fixné premenné a typ 

vzorky bol použitý ako náhodná premenná. 

3.3.5. Izolácia RNA 

Odobrané tkanivo (oblasť poranenia, oblasť chvostíka vedľa miesta amputácie, 

nádor) bolo pozbierané do 2 ml mikrocentrifugačných skúmaviek obsahujúcich 

predvychladenú kovovú guličku (pre vzorky z nádoru 2 guličky), zamrazené na suchom ľade 

a uskladnené v -80 °C. K vzorkám bol pridaný 1 ml TRI Reagent a vzorky boli následne 

homogenizované na prístroji TissueLyser LT po dobu 5 minút na 50 Hz. Tkanivo z nádoru 

bolo homogenizované 10 minút. Pre izoláciu RNA zo vzoriek z bunkovej kultúry (čas 0 dní 

rastu nádoru) bolo z kultúr odobrané kultivačné médium, následne boli premyté 2x 

v sterilnom PBS a zhomogenizované pridaním 1 ml TRI Reagent. Pre izoláciu RNA 

z bunkovej suspenzie po disociácii bol k suspenzii pridaný 1 ml TRI Reagent a vzorky boli 

zhomogenizované rýchlym premiešaním na vortexe. 

Po homogenizácii, všetky vzorky boli vytemperované na izbovú teplotu inkubáciou 

15 minút. Následne k vzorkám bolo pridané 200 μl chloroformu. Všetky vzorky boli 

premiešané na vortexe 30 sekúnd. Po nasledujúcej 5 minútovej inkubácií boli vzorky znova 

premiešané na vortexe 10 sekúnd a inkubované pri izbovej teplote ďalších 10 minút. 

Nasledovala centrifugácia (10 minút, 12000 g, 2 °C), po ktorej bola vrchná vodná fáza 

(približne 500-600 μl) prenesená do nových 1,5 ml mikrocentrifugačných skúmaviek 

s predpripravenými 700 μl izopropanolu. Vzorky boli následne premiešané na vortexe 

a inkubované 30 minút pri -20 °C. Po inkubácií prebehla centrifugácia (30 minút, 16100 g, 

2 °C), supernatant bol vyliaty a RNA pelet premytý v 80 % etanole. Nasledovala opätovná 

centrifugácia (30 minút, 16100 g, 2 °C) po ktorej bol všetok etanol odobraný a RNA pelet 
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bol rozpustený v 20 μl 1xTE. K vzorkám bolo pridaných 20 μl roztoku DNázy (12 μl vody, 

4 μl 10x reakčného roztoku, 4 μl DNázy I), následne boli jemne premiešané a inkubované 

30 minút pri izbovej teplote. Potom bolo ku všetkým vzorkám pridaných 40 μl 8 M LiCl na 

opakovanú precipitáciu RNA. Táto zmes bola inkubovaná cez noc na -20 °C. Ďalší deň boli 

vzorky scentrifugované (30 minút, 16100 g, 2 °C), supernatant bol odstránený a RNA pelet 

bol premytý 2x v 1 ml etanolu s následnou centrifugáciou (30 minút, 16100 g, 2 °C). 

Po opätovnom odstránení etanolu, RNA pelet bol rozpustený v 20 μl 1xTE. Koncentrácia 

RNA bola zmeraná na Nanodrop 2000 a kvalita RNA bola skontrolovaná použitím 

kapilárnej elektroforézy a Standard Sensitivity RNA analysis kit (príloha 8.1). 

3.3.6. Sekvenovanie RNA 

Príprava sekvenačných knižníc 

Sekvenačné knižnice boli pripravené pre každý experiment zvlášť. Na analýzu zmien 

génovej expresie v priebehu hojenia a regenerácie bolo pozbierané tkanivo z oblasti 

poranenia, alebo amputácie. Tkanivo z piatich embryí bolo spojené do jednej vzorky 

a tvorilo jeden biologický replikát. 

Sekvenačné knižnice na analýzu génovej expresie v priebehu hojenia po zablokovaní 

produkcie NO boli pripravené v časoch 0, 30, 60 a 90 minút po poranení. Na prípravu bolo 

použitých 500 ng celkovej RNA. V prvom kroku bol použitý poly-A selekčný kit (New 

England Biolabs, príloha 8.2) a následne boli knižnice pripravené pomocou NEBNext Ultra 

Directional RNA Library Prep Kit for Illumina, podľa návodu od výrobcu (príloha 8.3). 

Výsledné knižnice boli ekvimolárne spojené a sekvenované na platforme NextSeq 500 

v režime získania 2x 75 bázi dlhé čítania. 

Sekvenačné knižnice študujúce priebeh hojenia u kontrolných embryí v časoch 0, 30, 

60, 90, 180 a 360 minút po poranení boli pripravené z 500 ng celkovej RNA. Sekevenačné 

knižnice študujúce priebeh regenerácie v časoch 0, 30, 60, 90 minút, 3, 6, 24 hodín, 3 a 7 dní 

po amputácii boli pripravené z 200 ng celkovej RNA. Sekvenačné knižnice boli pripravené 

použitím poly-A selekčného kitu (Lexogen, príloha 8.4) a Lexogen SENSE Total RNA-Seq 

Library Prep Kit podľa návodu od výrobcu (príloha 8.5). Výsledné knižnice boli 

ekvimolárne spojené a sekvenované na platforme NextSeq 500 v režime získania 2x 80 báz 

dlhých čítaní. 
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Sekvenačné knižnice na analýzu rastu nádoru boli pripravené v časoch 0 (pôvodná 

bunečná kultúra), 5, 10, 15, 20 a 25 dní po injekcii nádoru do myší. Sekvenačné knižnice 

boli pripravené z 1 μg celkovej RNA použitím Lexogen QuantSeq 3’ mRNA-Seq Library 

Prep Kit FWD for Illumina podľa návodu od výrobcu (príloha 8.6). Výsledné knižnice boli 

ekvimolárne spojené a sekvenované na platforme NextSeq 500 v režime získania 1x 84 báz 

dlhého čítania. 

Analýza dát 

Sekvenačné dáta boli analyzované pre každý experiment zvlášť. Zo sekvenačných 

čítaní z analýzy hojenia a regenerácie boli v prvom kroku odstránené nízkokvalitné čítania 

a sekvencie adaptérov za použitia programu TrimmomaticPE (v. 0.36) (Bolger, et al., 2014) 

s parametrami „CROP:70 HEADCROP:15 ILLUMINACLIP:Adapters.fa:2:30:10 

LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36”. Čítania pochádzajúce 

z ribozomálnej a mitochondriálnej RNA boli odfiltrované použitím programu Sortmerna 

(v. 2.1b) (Kopylova, et al., 2012). Očistené čítania boli zarovnané voči genómu Xenopus 

laevis verzie 9.1 použitím programu STAR (v. 2.5.2b) (Dobin, et al., 2013). Finálna tabuľka 

počtu čítaní jednotlivých transkriptov bola vytvorená s využitím skriptu pre python 

htseq-count (v. 0.6.1p1) (Anders, et al., 2013) použitím anotácie verzie 1.8.3.2 a parametrov 

„-m union –s yes“. Použitý genóm a jeho anotácia boli získané z www.xenbase.org (Karimi, 

et al., 2018). 

Sekvenačné dáta z nádoru boli spracované podobným spôsobom. V prvom kroku 

boli odstránené nízkokvalitné čítania použitím programu TrimmomaticSE (v. 0.36) 

a parametrami „CROP:84 HEADCROP:10 ILLUMINACLIP:Adapters.fa:2:30:10 

LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36”, mitochondriálne 

a ribozomálne čítania boli odstránené použitím sortmerna. Finálne očistené čítania boli 

zarovnané voči genómu Mus musculus GRCm38. Finálna tabuľka počtu čítaní jednotlivých 

transkriptov bola vytvorená s využitím skriptu pre python htseq-count použitím anotácie 

genecode.vM8 a parametrov „-m union –s yes“. Použitý genóm a jeho anotácia boli získané 

z www.gencodegenes.org/mouse/ (Frankish, A., et al., 2019). 

Diferenciálne exprimované gény (DEG) boli identifikované s použítím balíčka pre R 

DESeq2 (v. 1.15.51) (Love, et al., 2014) a príkazu z tohto balíčka - DESeq. V experimentoch 

zahŕňajúcich len jednu podmienku (hojenie v časoch 0-6 hodín, regenerácia v časoch 0-

7 dní, tumor) boli DEG identifikované použitím parametrov „design = ~ time, test = ‘LRT’, 

http://www.xenbase.org/
http://www.gencodegenes.org/mouse/
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reduced = ~ 1, fitType = ‘local’”. V experimente s viacerými podmienkami (porovnanie 

kontrola vs. TRIM, kontrola vs. nos1+nos3-MO) boli DEG identifikované použitím 

parametrov „design = ~ time, test = ‘LRT’, reduced = ~ condition, fitType = ‘local’”. 

Finálny zoznam génov bol skontrolovaný manuálne. 

Vytvorenie skupín génov 

Na základe regularizovane log transformovaného normalizovaného počtu čítaní boli 

DEG zoskupené použitím funkcie degPattern z balička pre R DEGreport (v. 1.13.8) 

(Pantano, 2017). Funkcia bola použitá so základnými parametrami, s výnimkou, že bolo 

umožnené zobraziť zoskupenia, ktoré obsahovali aspoň jeden gén (minc = 1). Podobné 

zoskupenia boli spojené na základe korelácie profilu (cutoff = 0,7) a gény s extrémne sa 

líšiacom profilom boli zo zoskupení odstránené (reduce = TRUE). Celkový počet zoskupení 

(n = 36) bol skontrolovaný manuálne a zoskupenia, ktoré mali podobný profil expresie boli 

spojené do jednej skupiny. 

Analýza génovej ontológie 

Analýza nabohatených termínov génovej ontológie (GO) bola spravená pre každú 

skupinu génov zvlášť použitím internetovej databázy Gorilla (Eden, et al., 2007; Eden, et 

al., 2009). Biologické procesy boli analyzované použitím databázy o procesoch u ľudí. 

Symboly génov z pazúrnatky vodnej boli prevedené na formát značenia génov u ľudí. 

Pretože pazúrnatka vodná je alotetraplodiný organizmus, tak viac ako polovica génov je 

zastúpená na dvoch chromozómoch. Tieto zdvojené chromozómy sú označené ako 

L („long“) a S („short“) a rovnaké označenie majú gény nachádzajúce sa na týchto 

chromozómoch. V prípade, že skupina génov obsahovala aj L aj S formu daného génu, tak 

takýto gén bol použitý v analýze len raz. Ako pozadie na porovnanie nabohatených termínov 

génovej ontológie bol použitý zoznam všetkých známych génov v pazúrnatke vodnej. Zo 

zoznamu boli odfiltrované procesy s p-hodnotou väčšou ako 0,001. 

3.3.7. Kvantitatívna PCR s reverznou transkripciou (RT-qPCR) 

Reverzná transkripcia bola spravená z 50 ng celkovej RNA pripravenej z nezávislých 

vzoriek (vzorky získané z iného oplodnenia/samíc ako vzorky pre RNA sekvenovanie). 

Na kontrolu inhibície počas reverznej transkripcie bolo ku všetkým vzorkám pridaných 

0,5 μl RNA Spike I. Reverzná transkripcia bola vykonaná s využitím TATAA GrandScript 
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cDNA supermix v celkovom objeme 10 μl. Pripravená cDNA bola nariedená 10 krát v 1xTE 

a 2 μl z nej bolo použitých pre qPCR reakciu (3,5 μl TATAA SYBR Grand Master Mix, 

0,22 μl 10 mM mixu primérov, 1,28 μl vody). Sekvencie všetkých primérov použitých na 

experimenty sú v Tab. 6. Protokol qPCR reakcie bol: 1 minúta 95 °C; 50 opakovaní: 95 °C 

3 sekundy, 60 °C 30 sekúnd, 72 °C 10 sekúnd; a nasledovala analýza krivky topenia. 

Tab. 6: Zoznam primérov použitých na RT-qPCR analýzu vzoriek z pazúrnatky vodnej. 

lep.L TAAGAAACACTTGCAGAGGTCAA 

  CTCGTCCTTGGATCATTGGTAG 

fos.S CAAGTGCCGCAACCGC 

  GTTTGTGAGCTGCAAGGATCA 

mmp7.L GTGGAGTTTTAGCTCACGCC 

  TCAAGTCCCAGAGAATGACCAA 

mmp9.S GTCACACCTCTGTCCTTCACTC 

  AGCCAAGAGACCATCCTTCCT 

mmp1.S CCCCAGCAACAAAGGAAGAA 

  TCCCCCATCAGTTCCAAGAC 

mmp8.S CCAGGTGTTCCAAACAAGGT 

  CGCAAGACTCTCTTCTTCGTT 

socs3.L TCAGTAGCTGCGGGAATTGT 

  GGAGTGTGAGCGAGTCCTTT 

3.3.8. In situ hybridizácia 

Príprava sondy pre in situ hybridizáciu 

E.coli kompetentné baktérie obsahujúce plazmid s génom záujmu boli inkubované 

cez noc pri 37 °C a trepaní 250 rpm v 50 ml LB média s prídavkom ampicilínu (50 μg/ml). 

Plazmidová DNA bola následne vyizolovaná použitím QIAGEN plasmid midi kit a manuálu 

od výrobcu tohto kit (príloha 8.7). 

Plazmid bol linearizovaný v roztoku obsahujúcom restrikčný enzým podľa Tab. 7 

pri 37 °C cez noc. Následne 1,5 μg linearizovaného plazmidu bolo prepísané do RNA podľa 

reakcie: 2 μl DIG RNA značeného mixu, 2 μl RNA polymerázy (Tab. 7), 4 μl 

5x transkripčného roztoku, 2 μl RNaseOUT a celá reakcia doplnená do 20 μl s následnou 

inkubáciou 3 hodiny pri 37 °C. Následne bola RNA sonda prečistená pomocou LiCl 

precipitácie (objem doplnený do 50 μl + 50 μl 8 M LiCl a prečistenie podľa protokolu 

v kapitole 3.3.5). 
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Tab. 7: Zoznam plazmidov a enzýmov, ktoré boli použité na prípravu prób na in situ 

hybridizáciu 

Gén Zdroj Antisense próba Sense próba 

fos.S Dharmacon 

#MXL1736-202773077 

SalI, T7 NotI, SP6 

mmp7.L Dharmacon 

#MXL1736-202774696 

KpnI, T7 XhoI, SP6 

mmp9.S EXRC Number 851 

XB-CLONE-2041688 

XmaI, T7 XhoI, SP6 

In situ hybridizácia 

Poranené embryá, alebo embryá s amputovaným chvostíkom boli zafixované 

v 4 % PFA cez noc a následne dehydratované premytím v metanolovej rade (25 %, 50 %, 

75 %, 100 %, 5 minút v každej) a uskladnené v -20 °C. V deň experimentu, embryá boli 

spätne rehydratované v opačnej metanolovej rade a následne premyté 3x 10 minút v PBT. 

Nasledovalo premytie 2x 5 minút v 0,1 M trietanolamíne, 2x 5 minút 0,1 M trietanolamín + 

0,3 obj. % acetanhydrid a 3x 15 minút v PBT. Po premytí boli embryá inkubované 

v bieliacom roztoku (približne 2 hodiny). Po vybielení boli premyté 15 minút v roztoku 

2xSSC, 2x 15 minút v PBT a presunuté do 1,5 ml mikroskúmaviek. Následne boli 

inkubované v 1 ml hybridizačného roztoku pri 60 °C cez noc. Ďalší deň bol hybridizačný 

roztok vymenený za čerstvý predhriaty hybridizačný roztok s pridanou sondou (1 μg) 

a vzorky boli inkubované v hybridizačnej peci pri 60 °C cez noc. 

Ďalší deň boli vzorky premyté pri teplote 60 °C 4x 30 minút v predhriatom 2xSSC a 

4x 30 minút v predhriatom 0,2x SSC. Následne boli vzorky presunuté do 12 jamkovej 

kultivačnej doštičky a premyté pri izbovej teplote 1x 15 minút v 0,2x SSC izbovej teploty. 

Následne boli vzorky premyté 3x 15 minút v MAB, inkubované 3 hodiny v blokovacom 

roztoku a následne inkubované v blokovacom roztoku s protilátkou (0,63 μl DIG-AP/1 ml 

blokovacieho roztoku) 2 dni pri 4 °C. 

Potom boli vzorky premyté 6x 30 minút v MAB a 2x 30 minút v AP. Následne boli 

inkubované v tme vo farbiacom roztoku (36 μl NBT a 28 μl BCIP na 10 ml AP + 1 % PVA) 

približne 2-3 hodiny. Následne boli vzorky premyté 3x 10 minút v AP. Na zníženie pozadia 

boli vzorky premyté 5x 2 minúty v 100 % metanole a rýchlo rehydratované v metanolovej 

rade (75 %, 50 %, 25 %, 2 minúty v každej) a na záver premyté 3x 10 minút v PBT. Na záver 

boli embryá zafixované v 4 % PFA a snímané pod stereomikroskopom. 
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3.3.9. Imunohistochémia 

Poranené embryá boli zafixované v 4 % PFA cez noc, premyté 3x 15 minút v PBT 

a zaliate do 4 % agarózy. V ďalšom kroku boli vzorky nakrájané na vibratóme na 150 μm 

rezy. Tie boli potom inkubované 2 hodiny v blokovacom roztoku pri izbovej teplote. 

Následne bola k vzorkám pridaná primárna protilátka proti β-katenínu (1:1000), proti 

laminínu (1:150) alebo Alexa Fluor 488 phalloidín (1:1000) na označenie aktínu. Vzorky 

boli inkubované cez noc pri 4 °C. Následne boli vzorky premyté 3x 15 minút v PBT. Ďalej, 

vzorky pre značenie β-katenínu, alebo laminínu boli inkubované cez noc pri 4 °C so 

sekundárnou protilátkou Alexa 488 goat anti-rabbit (1:500) v blokovacom roztoku. Vzorky 

boli opäť premyté 3x 15 minút v PBT, následne boli inkubované 1 minútu v roztoku DAPI 

(1:1000 zriedený v PBT) a opäť premyté 3x 15 minút v PBT. Na záver boli vzorky 

namontované na podložné sklíčka v montovacom médiu a snímané pod konfokálnym 

mikroskopom. 

3.3.10. Značenie neutrofilov pomocou Sudan Black B 

Embryá s amputovaným chvostíkom boli zafixované 1 hodinu v roztoku 

glutaraldehydu pri 4 °C. Následne boli opláchnuté 3x v destilovanej vode. Potom boli 

inkubované 30 minút pri 4 °C v roztoku Sudan Black B. Následne boli 5-7x premyté 

v 100 % etanole a rehydratované v etanolovej rade (75 %, 50 %, 25 %, PBT, 5 minút 

v každej). Následne boli embryá inkubované v bieliacom roztoku cez noc. V poslednom 

kroku boli embryá premyté v PBT a snímané pod stereomikroskopom. 

3.3.11. RNA-Seq na úrovni jednej bunky (scRNA-Seq) 

Príprava bunkovej suspenzie 

Nádory boli získané podľa protokolu v kapitole 3.2.4. Po 10 dňoch boli nádory 

zvážené a pozbierané do 1,5 ml mikroskúmaviek obsahujúcich 300 μl disociačného roztoku, 

rozbité použitím polypropylénovej homogenizačnej paličky. Následne boli presunuté do 

gentleMACS C skúmaviek obsahujúcich 5 ml disociačného média. K niektorým vzorkám 

(podľa experimentálnych podmienok) bol v disociačnom roztoku pridaný ActD nariedený 

na finálnu koncentráciu 2 nM (zásobný roztok 4 mM v DMSO) a vo všetkých ďalších 

roztokoch nariedený na finálnu koncentráciu 0,2 nM. Vzorky určené na disociáciu pri 37 °C 

boli inkubované na gentleMACS Octo Dissociator podľa programu uvedeného v Tab. 8. 
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Vzorky určené na disociáciu pri 4 °C boli miešané použitím gentleMACS Dissociator 2x na 

programe m_impTumor_02.01 a otáčané na rotujúcej platforme 20 minút pri otáčkach 

20 rpm. Tento postup bol zopakovaný 3x pre celkovú dobu disociácie 1 hodina a celý proces 

prebiehal v chladovej miestnosti pri 4 °C. V ďalších krokoch, pokiaľ nie je uvedené inak, 

boli všetky používané média, filtre a aj kolónky predvychladené na 4 °C a so suspenziou 

buniek bolo manipulované výhradne na ľade. 

Tab. 8: Program disociácie nádoru na gentleMACS Octo Dissociator. 

1. ramp 200 rpm, 10''  

2. loop 3x 

3. spin -200 rpm, 1'' 

4. spin 200 rpm, 10'' 

5. end loop 

6. temp ON 

7. loop 2x 

8. spin -30 rpm, 30' 

9. spin 200 rpm, 10'' 

10. end loop 

11. temp OFF 

12. end 

Okamžite po disociácií boli všetky vzorky umiestnené na ľad. Bunková suspenzia 

bola prefiltrovaná cez 30 μm filter do 15 ml centrifugačných skúmaviek. Suspenzia buniek 

bola centrifugovaná (5 minút, 800 g, 2 °C, minimálna akcelerácia a brzdenie), supernatant 

bol vyliaty a k bunkám, na odstránenie erytrocytov, bolo pridaných 15 ml studeného ACK 

roztoku. Suspenzia buniek bola okamžite centrifugovaná (5 minút, 800 g, 2 °C, minimálna 

akcelerácia a brzdenie), rozsuspendovaná v 3,1 ml studeného PBS -/-. K tejto suspenzii bolo 

pridaných 900 μl studeného Debris Removal Solution. Na vrch bolo opatrne navrstvených 

4 ml PBS -/- a suspenzia bola centrifugovaná (10 minút, 3000 g, 2 °C, maximálna 

akcelerácia a brzdenie). Bolo odobraných 5 ml z vrchnej fázy, skúmavka bola doplnená 

s PBS -/- a premiešaná jemným otočením 3x a centrifugovaná (5 minút, 800 g, 2 °C, 

minimálna akcelerácia a brzdenie). Supernatant bol odobraný a na odstránenie mŕtvych 

buniek bolo k roztoku pridaných 200 μl Dead Cell Removal roztoku izbovej teploty 

a suspenzia bola inkubovaná 15 minút pri izbovej teplote. Počas inkubácie boli pripravené 

premývacie kolónky, ktoré boli umiestnené na magnet a premyté s 500 μl vychladeného 

1x Binding Solution. Následne bolo k suspenzii buniek pridaných 800 μl 1x Binding 

Solution a suspenzia bola nanesená na premývacie kolónky a filtrát bol zbieraný do nových 

15 ml centrifugačných skúmaviek. Po takmer úplnom pretečení roztoku boli kolónky 
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premyté 4x 500 μl 1x Binding Solution a filtrát bol zbieraný do rovnakých skúmaviek. 

Pozbieraný filtrát bol centrifugovaný (5 minút, 800 g, 2 °C, minimálna akcelerácia 

a brzdenie) a bunky boli rozsuspendované v 100 μl PBS-/- s 0,4 % BSA. Bunky boli 

spočítané na automatickom počítadle buniek, opätovne centrifugované a nariedené v PBS-/- 

s 0,4 % BSA na finálnu koncentráciu 2500 buniek/μl. Bunky, ktoré neboli použité na 

prípravu sekvenačnej knižnice boli zamrazené na suchom ľade a uchované v -80 °C. Tieto 

vzorky boli potom použité na analýzu génovej expresie pomocou RT-qPCR. Zoznam 

primérov použitých na RT-qPCR je v Tab. 9. 

Tab. 9: Zoznam primérov použitých na RT-qPCR analýzu vzoriek z nádoru. 

Fos GGTGAAGACCGTGTCAGGAG 

NM_010234.3 AGCCATCTTATTCCGTTCCCTT 

Wfdc2 TTACGGACTGTGTGTTGGAGT 

NM_026323.2 CTGAGAGTTTAGTATCTGTCCCTGA 

Fcgr3 AGTGGGGACTACTACTGCAAA 

NM_010188.5 CAGACTAGAGAGATGGAGGATGT 

Ccl5 TCAAGGAGTATTTCTACACCAGCA 

NM_013653.3 CCCTCTATCCTAGCTCATCTCCA 

Thy1 TCCAAGTCGGAACTCTTGGC 

NM_009382.3 AGGCGAAGGTTTTGGTTCAC 

Actb GCTCCTAGCACCATGAAGAT 

NM_007393.5  TAAAACGCAGCTCAGTAACAG 

Príprava sekvenačných knižníc 

Pripravené boli celkovo dva technické replikáty na podmienku (celkovo 8 vzoriek). 

Knižnice na sekvenáciu RNA z jednotlivých buniek boli pripravené použitím SureCell WTA 

3` Library Prep Kit for ddSEQ System podľa protokolu od výrobcu (príloha 8.8). Kvalita 

pripravených knižníc bola otestovaná použitím Fragment Analyzer NGS High Sensitivity 

Kit (príloha 8.9). Ekvimolárne spojené knižnice boli sekvenované na prístroji NextSeq 500 

v režme – čítanie 1: 70 cyklov, index 1: 8 cyklov, čítanie 2: 88 cyklov. 

Analýza dát 

Dáta boli analyzované použitím balíčka programov umi-tools (v. 1.0.0) (Smith, et 

al., 2017) podľa doporučeného návodu s menšími modifikáciami. Príkaz umi_tools whitelist 

bol použitý na identifikáciu značiek prislúchajúcich pre jednotlivé bunky s fixne 

zadefinovaným počtom buniek ako 2000. 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=930945786
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umi_tools whitelist --bc-pattern=\ 
"(?P<discard_1>.{0,5})(?P<cell_1>.{6})(?P<discard_2>TAGCCATCGCATTGC){e<=1}(?P<c
ell_2>.{6})(?P<discard_3>TACCTCTGAGCTGAA){e<=1}(?P<cell_3>.{6})(?P<discard_4>AC
G)(?P<umi_1>.{8})(?P<discard_5>GAC).*" \ 
--extract-method=regex --stdin raw/1A_1.fastq.gz \ 
--plot-prefix=whitelist/1A_whitelist --set-cell-number=20000 \ 
--log2stderr > whitelist/1A_whitelist.txt; 

Príkaz umi_tools extract bol použitý na skopírovanie značky bunky z čítania 1 do 

názvu čítania 2. List značiek vygenerovaný v predchádzajúcom kroku bol použitý na určenie 

správnych značiek. 

umi_tools extract --bc-pattern=\ 
"(?P<discard_1>.{0,5})(?P<cell_1>.{6})(?P<discard_2>TAGCCATCGCATTGC){e<=1}(?P<c
ell_2>.{6})(?P<discard_3>TACCTCTGAGCTGAA){e<=1}(?P<cell_3>.{6})(?P<discard_4>AC
G)(?P<umi_1>.{8})(?P<discard_5>GAC).*" \ 
--extract-method=regex --stdin raw/1A_1.fastq.gz \ 
--stdout umitools/umi_1A_1.fastq.gz --read2-in raw/1A_2.fastq.gz \ 
--read2-out=umitools/umi_1A_2.fastq.gz --error-correct-cell \ 
--filter-cell-barcode --whitelist=whitelist/1A_whitelist.txt; 

Od ďalšieho kroku boli analyzované už len čítania 2. Podobne ako v kap. 3.3.6, boli 

odstránené nízkokvalitné čítania a sekvencie adaptérov použitím TrimmomaticSE 

a prečistené čítania boli zarovnané voči genómu myší použitím programu STAR. 

TrimmomaticSE -threads 10 -phred33 umitools/umi_1A_2.fastq.gz trimmomatic/TRIM_1A_2.fastq \ 
ILLUMINACLIP:~/Adapters/ddSeq_SureCell.fa:2:30:10 \ 
LEADING:3 TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15 MINLEN:36 2> log/1A_trim.log; 
 
~/STAR-2.7.1a/bin/Linux_x86_64/STAR \ 
--genomeDir ~/Genomes/GRCm38 \ 
--readFilesIn trimmomatic/TRIM_1A_2.fastq \ 
--runThreadN 10 --outFileNamePrefix STAR/1A/1A --outFilterMultimapNmax 1 \ 
--outSAMtype BAM SortedByCoordinate; 

V ďalšom kroku, boli čítania priradené ku génom použitím balíčku featureCounts (v. 

1.6.0) (Liao, et al., 2014). 

featureCounts -a /mnt/f/Genomes/GRCm38/gencode.vM8.annotation_with_Luc.gtf \ 
-o featureCounts/1A -R BAM STAR/1A/1AAligned.sortedByCoord.out.bam -T 10 -s 1; 

Na záver, čítania v získaných BAM súboroch boli usporiadané použitím balíčku 

samtools (v. 1.7) (Li, et al., 2009; Li, 2011) a príkazu samtools sort. Príkaz samtools index 

bol použitý na vytvorenie indexu usporiadaných BAM súborov. 

samtools sort featureCounts/1AAligned.sortedByCoord.out.bam.featureCounts.bam \ 
-o featureCounts/1A_sorted.bam; 
 
samtools index featureCounts/1A_sorted.bam; 
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Konečná tabuľka obsahujúca počet čítaní pre konkrétny gén a konkrétnu bunku bola 

vytvorená použitím príkazu umi_tools count. 

umi_tools count \ 
--per-gene --gene-tag=XT --assigned-status-tag=XS --per-cell \ 
-I featureCounts/1A_sorted.bam -S count/1A.tsv --wide-format-cell-counts; 

Získané tabuľky boli analyzované v programe R. V prvom kroku bol použitý balíček 

DropletUtils (v 1.2.2) (Lun, et al., 2019) na identifikáciu prázdnych kvapiek v datasete a len 

kvapky, ktoré mali viac ako 200 alebo menej ako 5000 čítaní a FDR menší ako 0,05 boli 

považované za kvapky obsahujúce bunky a boli použité v ďalšej analýze. Balíček Scater (v. 

1.10.1) (McCarthy, et al., 2017) bol použitý na normalizáciu dát medzi bunkami a vzorkami. 

Po normalizáciu boli identifikované zoskupenia buniek pomocou funkcie UMAP (v 0.3.9) 

(Becht, et al., 2018; McInnes, et al., 2018). Dve zoskupenia boli identifikované ako kvapky 

obsahujúce aj nečistoty a boli vylúčené z ďalšej analýzy. Na záver ostalo celkovo 654 

buniek. Tie boli zoskupené pomocou opätovného použitia funkcie UMAP do 4 skupín. Typ 

populácie buniek v každej skupine bol určený podľa markerových génov identifikovaných 

použitím príkazu FindConservedMarkers z balíčku Scater. 
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4. Výsledky 

4.1. Produkcia NO počas embryonálneho hojenia a regenerácie 

4.1.1. Produkcia NO po poranení embryí v ranných štádiách vývoja 

Najznámejšou úlohou NO počas hojenia je regulácia odpovede imunitného 

a cievneho systému (Witte & Barbul, 2002). V našich experimentoch sme sa zamerali na 

sledovanie produkcie NO u embryí pazúrnatky vodnej v ranných štádiách vývoja, kedy 

imunitný ani cievny systém ešte nie je plne vyvinutý, alebo ich vývoj je v ranných fázach. 

Na detekciu sme použili indikátor NO – DAF-2DA a sledovali sme produkciu NO 15 minút 

po poranení u štádií: 1 (oplodnené vajíčko), 5 (morula), 8 (blastula), 11 (gastrula), 14 (skorá 

neurula), 20 (neskorá neurula, prvé náznaky začiatku vývoja primitívnych buniek 

imunitného systému) (Obr. 5). Aj napriek tomu, že sme neboli schopní detegovať produkciu 

NO po poranení v štádiách 1 a 5 (Obr. 5A,B), už v štádiu blastuly sme pozorovali výraznú 

produkciu NO (Obr. 5C). Pri detailnej analýze miesta poranenia sme sledovali výraznú 

produkciu NO len v prvých dvoch vrstvách buniek v okolí poranenia (Obr. 6). 

 
Obr. 5: Produkcia NO po poranení ranných štádii embryí pazúrnatky vodnej. 

Embryá boli poranené použitím ihly a následne inkubované 15 minút v médiu obsahujúcom DAF-

2DA (indikátor produkcie NO). Následne boli embryá zafixované v PFA a produkcia NO bola 

zdokumentovaná fluorescenčným stereomikroskopom. Produkcia NO bola študovaná v štádiách 

(A) oplodneného vajíčka, (B) moruly, (C) blastuly, (D) gastruly, (E) skorej neuruly a (F) neskorej 

neuruly. (Zväčšenie = 3x, Mierka = 500 μm) 
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Obr. 6 Detailná analýza produkcie NO po poranení embrya pazúrnatky vodnej vo 

vývojovom štádiu 26. 

Embryá vo vývojovom štádiu 26 (štádium skorého chvostnatého zárodku) boli poranené 

v prostrednej časti použitím ihly a následne inkubované 15 minút v médiu obsahujúcom DAF-

2DA. Následne boli zafixované v PFA a zdokumentované použitím konfokálneho mikroskopu 

Leica SPE (Mierka = 20 μm). 

4.1.2. Časová produkcia NO po poranení embryí 

Pre lepšie porozumenie mechanizmu regulácie hojenia vplyvom NO sme sledovali 

produkciu NO v priebehu času po poranení embryí pazúrnatky vodnej. Pre podporu 

pozorovaní získaných pri štúdiu procesu embryonálneho hojenia sme výsledky porovnávali 

s výsledkami získanými pri pozorovaní regenerácie chvostíka. Produkciu NO sme študovali 

v priebehu hojenia v štádiu 26 (Obr. 7A) a regenerácie po amputácii chvostíka v štádiu 41 

(Obr. 7B). V obidvoch prípadoch sme pozorovali maximálnu produkciu NO už 15 minút po 

poranení/amputácii. Následne hladina NO rýchlo klesala. 60 minút po poranení (Obr. 7C, 

E) a 180 minút po amputácií (Obr. 7D, F) sa hladina NO vrátila na fyziologické hodnoty. 

Pre potvrdenie špecificity DAF-2DA voči NO sme testovali produkciu NO po 

poranení a amputácii u embryí so zablokovanou produkciou NO pomocou NO inhibítoru 

TRIM. Ako negatívna kontrola bol použitý inhibítor ODQ, ktorý je inhibítorom sGC (Obr. 

4). Pozorovali sme, že použitie TRIM viedlo k signifikantnému zníženiu intenzity 

fluorescencie po poranení embryí v štádiu 26 (Obr. 8A, B). Avšak, kvôli autofluorescencii 

tukovej oblasti embryí v tomto vývojovom štádiu bola pozorovaná zvýšená fluorescencia 

rany. Použitie TRIM po amputácii chvostíka embryí v štádiu 41 viedlo k takmer úplnému 

zablokovaniu fluorescenčného signálu, zatiaľ čo použitie ODQ viedlo len k miernemu 

zníženiu intenzity fluorescencie (Obr. 8C, D). 
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Obr. 7: Produkcia NO počas embryonálneho hojenia a regenerácie. 

(A) Embryá vo vývojovom štádiu 26 (štádium skorého chvostnatého zárodku) boli poranené 

v prostrednej časti použitím ihly, alebo (B) embryám v štádiu 41 (štádium neskorého chvostnatého 

zárodku) bolo amputovaná časť chvostíka. Následne, 15 minút pred cieleným časom, boli 

inkubované v médiu obsahujúcom DAF-2DA. Produkcia NO bola zdokumentovaná 

fluorescenčným stereomikroskopom. (C) Poranené embryá v štádiu 26 (Zväčšenie = 5x, Mierka = 

100 μm). (D) Chvostíky po amputácii v štádiu 41 (Zväčšenie = 3x, Mierka = 200 μm). (E, F) 

Časová produkcia NO v priebehu embryonálneho hojenia a regenerácie. (Minimálne 3 replikáty 

na podmienku, priemer ± SD, jednofaktorová ANOVA s Dunnett testom) 

pp – po poranení; pa – po amputácii; CTF – „Corrected total fluorescence“, korigovaná celková 

fluorescencia; RFU – „Relative fluorescent unit“, relatívna jednotka fluorescencie 

**** - p < 0,0001, * - p < 0,05, n.s. – p > 0,05; 
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Obr. 8: Test efektivity TRIM inhibítoru na zablokovanie produkcie NO a špecificity DAF-

2DA próby na detekciu NO. 

Embryá vo vývojovom štádiu 26 a embryá v štádiu 41 boli inkubované 1 hodinu pred 

poranením/amputáciou v TRIM (6 mM/1 mM) alebo ODQ (100 μM). Ihneď po poranení, alebo 

amputácii boli inkubované 15 minút v médiu obsahujúcom DAF-2DA. Následne boli zafixované 

v PFA a produkcia NO bola zdokumentovaná fluorescenčným stereomikroskopom. (A) Poranené 

embryá v štádiu 26 (Mierka = 100 μm). (B) Intenzita fluorescenčného signálu (3 replikáty, priemer 

± SD, t-test). (C) Chvostíky po amputácii v štádiu 41 (Mierka = 500 μm). (D) Intenzita 

fluorescenčného signálu (3 replikáty, priemer ± SD, t-test). 

**** - p < 0,0001, ** - p < 0,01; * - p < 0,05;  
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4.2. Vplyv produkcie NO na efektivitu embryonálneho hojenia a regenerácie 

4.2.1. Zmena rýchlosti embryonálneho hojenia po zablokovaní produkcie NO 

V ďalšom kroku sme sa zamerali na potvrdenie dôležitosti produkcie NO počas 

hojenia u embryí bez vyvinutého cievneho a imunitného systému. V tejto práci sme 

porovnávali dva efekty inhibície produkcie NO (Obr. 9A). Sledovali sme akútne/okamžité 

zablokovanie NOS použitím chemického inhibítora TRIM krátko pred poranením 

a chronickú/dlhodobú stratu funkcie NOS nainjektovaním nos1 a nos3 MO do vajíčka po 

oplodnení. 

Embryá v štádiu 26 sme poranili a sledovali rýchlosť uzatvárania poranenia (Obr. 

9A,B). Zatiaľ čo kontrolné embryá uzavreli 75 % veľkosti rany už 30 minút po poranení, tak 

nos1 + nos3-MO embryá uzavreli len necelých 50 % veľkosti rany a TRIM embryá dokonca 

len 15 % (Obr. 9C). Navyše, zatiaľ čo v ďalšom časovom intervale pokračovalo uzatváranie 

rany u kontrolných embryí a 90 minút po poranení bola rana úplne uzavretá, tak u embryí so 

zablokovanou produkciou NO došlo k zastaveniu uzatvárania 30 minút po poranení (Obr. 

9D). 

4.2.2. Vplyv zablokovania produkcie NO na efektivitu regenerácie 

Dôležitosť NO sme študovali aj v priebehu regenerácie. Sledovali sme efektivitu 

regenerácie u embryí s nainjektovaným nos1-MO alebo nos3-MO a u embryí inkubovaných 

v TRIM. Pre potvrdenie dôležitosti NO produkcie na začiatku regenerácie sme embryá 

inkubovali v TRIM len počas prvých 2 hodín po amputácii, prvých 24 hodín po amputácii, 

alebo v priebehu celej doby (Obr. 10A). Efektivitu regenerácie sme vyhodnotili 5 dní po 

amputácii. 70 % kontrolných embryí sa regenerovalo úplne a len 6 % sa neregenerovalo 

vôbec (Obr. 10B). U všetkých ostatných podmienok došlo k výraznému poklesu počtu 

embryí, ktoré sa regenerovali úplne. Zablokovanie NO produkcie len počas prvých dvoch 

hodín regenerácie viedlo k poklesu úplne regenerovaných embryí na 27 %, čo potvrdilo 

dôležitosť produkcie NO bezprostredne po amputácii. 
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Obr. 9: Monitorovanie rýchlosti embryonálneho hojenia po zablokovaní produkcie NO. 

(A) Kontrolné embryá, embryá inkubované v TRIM 1 hodinu pred poranením a embryá 

s nainjektovanou kombináciou nos1 + nos3-MO (51 ng, v pomere 1:2) boli poranené v stredovej 

časti vo vývojovom štádiu 26 použitím ihly. (B) Uzatváranie rany bolo zdokumentované 

stereomikroskopom. (C) Relatívne uzavretie rany bolo vypočítané pomerom voči veľkosti plochy 

poranenia v čase 0 minút po poranení a (D) 30 minút po poranení. (Minimálne 3 replikáty na 

podmienku, priemer ± SD, štatistický rozdiel medzi skupinami odvodený z dvoch lineárnych 

zmiešaných modelov) 

pp – po poranení 

**** - p < 0,0001; *** - p < 0,001; ** - p < 0,01; n.s. – p > 0,05; 
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Obr. 10: Monitorovanie efektivity regenerácie po zablokovaní produkcie NO. 

(A) Kontrolným embryám, embryám s nainjektovaným nos1-MO alebo nos3-MO a embryám 

inkubovaným v TRIM 1 hodinu pred amputáciou bola amputovaná vo vývojovom štádiu 41 časť 

chvostíka. 5 dní po amputácii bola vyhodnotená efektivita regenerácie. (B) U každého embrya 

bola efektivita regenerácie chvostíka určená manuálne a taktiež bolo vyhodnotené zastúpenie 

jednotlivých typov (najmenej 12 embryí na podmienku). 
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4.3. Regulácia génovej expresie vplyvom NO v priebehu embryonálneho hojenia 

a regenerácie 

4.3.1. Zmeny v génovej expresii v priebehu embryonálneho hojenia po zablokovaní 

produkcie NO 

V ďalšom kroku sme sa zamerali na porovnanie zmien v génovej expresii počas 

hojenia a regenerácie u embryí so zablokovanou produkciou NO. Podobne ako v kap. 4.2.1 

sme zablokovali produkciu NO a následne sme sledovali zmeny v génovej expresii počas 

prvých 90 minút embryonálneho hojenia pomocou metódy RNA-Seq (Obr. 11A). 

Identifikovali sme celkovo 269 génov s odlišným profilom expresie medzi kontrolnými 

embryami a embryami so zablokovanou produkciou NO. Tieto gény sme rozdelili do troch 

skupín: 

Skupina 1 obsahuje 102 génov (86 z nich, ktoré mali anotáciu a homológa u ľudí, 

bolo použitých pre GO analýzu). Expresia týchto génov rástla u kontrolných embryí, ale 

u embryí so zablokovanou produkciou NO bola ich expresia nezmenená, alebo neboli vôbec 

exprimované (Obr. 11B). Na základe GO analýzy sme zistili, že tieto gény sú zodpovedné 

predovšetkým za reguláciu imunitnej odpovede a reguláciu metabolických procesov (Obr. 

11C). Skupina 2 obsahuje 31 génov (25 použitých pre GO analýzu) a ich expresia bola 

podobná počas 60 minút po poranení medzi kontrolami a inhibovanými embryami. Po tomto 

čase začala u kontrolných embryí expresia týchto génov klesať. U embryí so zablokovanou 

produkciou NO ostala expresia týchto génov zvýšená, alebo naďalej rástla aj po 60 minúte 

po poranení (Obr. 11D). Táto skupina zdieľala GO termíny, ktoré súviseli s reguláciou 

transkripcie dôležitej pre delenie buniek, ich diferenciáciu a smrť (Obr. 11E). Posledná 

Skupina 3 obsahovala 136 génov (111 použitých pre GO analýzu), ktorých expresia bola 

znížená u kontrolných embryí, ale nebola zmenená po inhibícii produkcie NO (Obr. 11F). 

GO analýza ukázala, že tieto gény sú zodpovedné hlavne za reguláciu vývoja a reguláciu 

metabolických procesov (Obr. 11G). 
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Obr. 11: Zmeny v génovej expresii počas embryonálneho hojenia po zablokovaní produkcie 

NO analyzované pomocou RNA-Seq. 

(A) Kontrolné embryá, embryá inkubované v TRIM 1 hodinu pred poranením a embryá 

s nainjektovanou kombináciou nos1 + nos3-MO (51 ng, v pomere 1:2) boli poranené v prostrednej 

časti vo vývojom štádiu 26 použitím pinzety. Následne v čase 0, 30, 60 a 90 minút po poranení 

bola poranená oblasť z piatich embryí spojená a analyzovaná ako jeden biologický replikát. 

Génová expresia bola analyzovaná s využitím RNA-Seq. (B-G) Diferenciálne exprimované gény, 

ktoré boli identifikované s využitím RNA-Seq boli zoskupené na základe časového profilu zmeny 

ich expresie. Pre každú skupiny bola spravená GO analýza. (B, D, F) Časový profil expresie génov 

je vyjadrený ako z-skóre z regularizovane log transformovaného normalizovaného počtu čítaní. 

(C, E, G) Gény, ktoré mali anotáciu a homológa u ľudí boli použité pre GO analýzu. Počet génov 

použitých pre GO analýzu je vyjadrený u každej skupiny spolu s reprezentatívnymi názvami 

nabohatených GO termínov pre danú skupinu. 
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Pre verifikáciu výsledkov získaných na základe RNA-Seq sme vybrali dva gény zo 

Skupiny 1 a Skupiny 2 pre detailnejšiu analýzu: fos a lep. Tieto gény mali minimálnu 

expresiu v neporanenom tkanive a rýchlu aktiváciu expresie po poranení (Obr. 12A, B). 

Výsledky sme verifikovali s využitím RT-qPCR (Obr. 12C, D) a in situ hybridizácie (Obr. 

12E, F). Expresia fos bola zvýšená po poranení s maximom 30 minút po poranení 

u kontrolných embryí. Na druhej strane, embryá so zablokovanou produkciou NO mali 

zvýšenú expresiu fos aj v čase 30 až 90 minút po poranení (Obr. 12B, D). Pomocou in situ 

hybridizácie sme pozorovali minimálny signál pre fos u kontrolných embryí 60 minút po 

poranení a zvýšenú produkciu u embryí so zablokovanou produkciou NO (Obr. 12E, F). 

mRNA pre lep nebola detegovateľná pomocou RT-qPCR v neporanenom tkanive a nebola 

exprimovaná ani počas prvých 30 minút po poranení. lep mRNA bola detegovateľná až 

v 60 minúte a jej hladina expresie sa v čase zvyšovala. Naopak, u TRIM a MO embryí sme 

pozorovali signifikantne nižšiu expresiu lep (Obr. 12A, C). 
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Obr. 12: Sledovanie zmien v expresii lep a fos počas embryonálneho hojenia po zablokovaní 

produkcie NO. 

Výsledky z RNA-Seq pre (A) lep.L a (B) fos.L boli verifikované (C, D) zvlášť pre nos1 a nos3-

MO použitím RT-qPCR (Relatívna expresia vztiahnutá voči kontrole v čase 0 minút po poranení, 

tri replikáty, geometrický priemer s geometrickou SD, t-test z log2 hodnôt relatívnej expresie 

medzi kontrolou v čase 120 minút po poranení a vzorkami so zablokovanou produkciou NO). (E) 

Priestorová analýza expresie fos 60 minút po poranení s využitím in-situ hybridizácie. Miesto 

poranenia je vyznačené hviezdičkou (*) a priestor, kde je exprimovaný fos je ohraničený bielou 

čiarkovanou čiarou. (Mierka = 100 μm) (F) Intenzita modrého signálu okolo miesta poranenia. 

(8 replikátov na podmienku, jednofaktorová ANOVA s Dunnett testom) 

pp –po poranení; RIU – „Relative intensity unit“, relatívna jednotka intenzity 

**** - p < 0,0001; ** - p < 0,01; * - p < 0,05; n.s. – p > 0,05; 

4.3.2. Zmeny v génovej expresii v priebehu regenerácie po zablokovaní produkcie NO 

Výsledky z génovej expresie v priebehu hojenia sme porovnali s profilom génovej 

expresie v priebehu regenerácie. Génovú expresiu sme analyzovali u dvoch rovnakých 

génov: lep a fos. Podobne ako v priebehu hojenia, expresia lep začala u kontrolných embryí 

rásť 30 minút po amputácii a lep dosiahol maximálnu hladinu expresie lep 6 hodín po 

amputácii, kedy začala postupne klesať (Obr. 13A). Zablokovanie NO produkcie viedlo 

k signifikantnému zníženiu expresie lep v priebehu regenerácie. 

Expresia fos v priebehu regenerácie kontrolných embryí mala podobný priebeh ako 

v prípade hojenia. Bezprostredne po amputácii začala expresia fos rásť, s maximom 

30 minút po amputácii. K obnoveniu na fyziologické hodnoty došlo už 3 hodiny po 

amputácii (Obr. 13B). Zablokovanie produkcie NO viedlo k 10-násobne vyššej hladine 

expresie fos 30 minút po amputácii pri porovnaní s kontrolou. Po dosiahnutí maxima začala 

expresia fos klesať, avšak na rozdiel od kontrol, k obnoveniu na fyziologickú hladinu došlo 

až po viac ako 24 hodinách po amputácii. Pomocou in situ hybridizácie sme pozorovali, že 

zatiaľ čo expresia fos 3 hodiny po amputácii u kontrolných embryí je špecifická len pre 

niekoľko buniek v špičke regenerujúceho sa chvostíka (Obr. 13C), tak pôsobenie TRIM 

inhibítoru viedlo k pretrvávajúcej expresii fos v celej špičke. 
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Obr. 13: Sledovanie zmien v expresii lep a fos v priebehu regenerácie po zablokovaní 

produkcie NO. 

Kontrolným embryám, embryám inkubovaným v TRIM 1 hodinu pred amputáciou bola vo 

vývojovom štádiu 41 amputovaná časť chvostíka. (A) Časová expresia lep (B) a fos v mieste 

amputácie analyzovaná s využitím RT-qPCR (Relatívna expresia vztiahnutá voči kontrole v čase 

0 minút po poranení, štyri replikáty, geometrický priemer s geometrickou SD). (C) Priestorová 

expresia fos v čase 3 hodiny po amputácii bola sledovaná použitím in-situ hybridizácie (Mierka = 

200 μm). 

pa –po amputácii 

**** - p < 0,0001; *** - p < 0,001; ** - p < 0,01; n.s. – p > 0,05; 

4.4. Vplyv NO signálnej dráhy na procesy embryonálneho hojenia. 

NO môže reagovať cez dve základné signálne dráhy: cGMP-závislú a cGMP-

nezávislú dráhu (Obr. 3). Aby sme určili, cez ktorú dráhu reguluje NO embryonálne hojenie, 

tak sme sledovali pôsobenie dvoch hlavných zástupcov cGMP-závislej dráhy (sGC 

a PRKG1) na proces embryonálneho hojenia. Funkciu sGC sme zablokovali pomocou 

chemického inhibítora ODQ, zatiaľ čo aktivita PRKG1 bola zablokovaná použitím prkg1-

MO (Obr. 14A). Zatváranie rany sme porovnali s kontrolnými embryami (Obr. 14B). 

Proces zatvárania rany bol pomalší v embryách so zablokovanou aktivitou sGC a PRKG1, 

avšak tento efekt nebol signifikantný (Obr. 14C). V priebehu druhej fázy hojenia (30 minút 

po poranení) bol efekt spomalenia zatvárania rany výraznejší (Obr. 14D). 
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Obr. 14: Monitorovanie rýchlosti embryonálneho hojenia po zablokovaní NO signálnej 

dráhy. 

(A) Kontrolné embryá, embryá inkubované v ODQ 1 hodinu pred poranením a embryá 

s nainjektovaným prkg1-MO (51 ng) boli poranené vo vývojovom štádiu 26 v prostrednej časti 

použitím ihly. (B) Uzatváranie rany bolo zdokumentované stereomikroskopom. (C) Relatívne 

uzavretie rany bolo vypočítané voči veľkosti plochy poranenia v čase 0 minút po poranení a (D) 

30 minút po poranení. (Minimálne 3 replikáty na podmienku, priemer ± SD, štatistický rozdiel 

medzi skupinami odvodený z dvoch lineárnych zmiešaných modelov) 

pp – po poranení 

* - p < 0,05; n.s. – p > 0,05; 

Vplyv zablokovania aktivity cGMP-signálnej dráhy v priebehu embryonálneho 

hojenia sme sledovali aj na úrovni génovej expresie vybraných génov: fos a lep. Expresia 

fos bola podobná medzi kontrolnými a prkg1-MO embryami, zatiaľ čo ODQ embryá mali 

podobne abnormálnu expresiu fos ako TRIM embryá (Obr. 15A). Expresia lep bola znížená 

takmer 80 krát v oboch ODQ a aj prkg1 embryách v porovnaní s kontrolnými embryami 

v čase 120 minút po poranení (Obr. 15B). 
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Obr. 15: Sledovanie zmien v expresii fos a lep v priebehu embryonálneho hojenia po 

zablokovaní NO signálnej dráhy. 

Kontrolné embryá, embryá inkubované v ODQ 1 hodinu pred poranením a embryá 

s nainjektovaným prkg1-MO (51 ng) boli poranené vo vývojovom štádiu 26 v prostrednej časti 

použitím pinzety. (A, B) Časová expresia fos a lep v mieste rany bola analyzovaná s využitím RT-

qPCR (Relatívna expresia vztiahnutá voči kontrole v čase 0 minút po poranení, tri replikáty, 

geometrický priemer s geometrickou SD, t-test z log2 hodnôt relatívnej expresie medzi kontrolou 

v čase 120 minút po poranení a vzorkami so zablokovanou produkciou NO). 

pp –po poranení 

**** - p < 0,0001; * - p < 0,05; n.s. – p > 0,05; 

4.5. Zmeny v štruktúre miesta poranenia v priebehu embryonálneho hojenia vplyvom 

zablokovania produkcie NO 

V ďalšom kroku sme sa zamerali na štúdium morfologických zmien v priebehu 

embryonálneho hojenia po zablokovaní produkcie NO. Ako prvé sme sledovali zmeny 

v štruktúre bazálnej membrány 180 a 360 minút po poranení pomocou značenia laminínu 

(Obr. 16A). Kontrolné embryá mali oslabenú vrstvu laminínu 180 minút po poranení (keď 

bolo poranenie už úplne uzavreté), avšak tá sa obnovila 360 minút po poranení. Podobne 

ako u kontrol, laminínová vrstva bola oslabená u MO embryí 180 minút po poranení, ale jej 

obnovenie po 360 minútách po poranení sme nepozorovali. Na druhej strane, embryá 

s akútnym zablokovaním NO produkcie pomocou TRIM mali minimálnu produkciu 

laminínu v mieste rany a nepoškodenú vrstvu laminínu na okrajoch rany. Navyše, u TRIM 

embryí so značeným β-katenínom sme pozorovali akumuláciu buniek na okraji rany. Tieto 

bunky vytvárali bližšie nešpecifikovaný zhluk buniek, ktorý pravdepodobne môže brániť 

v uzatváraní rany (Obr. 16B). Tieto naakumulované bunky sme pozorovali aj ako tmavý 

okraj poranenia v okolí rany pri použití svetelnej mikroskopie (Obr. 16C). 
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Obr. 16: Sledovanie morfologických zmien počas embryonálneho hojenia po zablokovaní 

produkcie NO. 

Kontrolné embryá, embryá inkubované v TRIM 1 hodinu pred poranením a embryá 

s nainjektovanou kombináciou nos1 + nos3-MO (51 ng, v pomere 1:2) boli poranené vo 

vývojovom štádiu 26. (A) Vrstva laminínu bola sledovaná 180 a 360 minút po poranení. Miesta, 

kde končí vrstva laminínu sú vyznačené bielym trojuholníkom (▲). Miesto formovania zhluku 

buniek je vyznačené bielou šípkou (→). (B) β-katenín 360 minút po poranení, s vyznačením 

formovania zhluku buniek (→). (C) Poranené embryá vo viditeľnom svetelnom poli 180 minút po 

poranení s vyznačeným miestom formovania zhluku buniek (→). (D) Aktín v mieste poranenia 

bol značený v čase 30, 60 a 180 minút po poranení použitím zeleného fluorescenčného faloidínu. 

Miesta prerušenia vrstvy aktínu sú vyznačené bielou šípkou (🠆). (Mierka = 100 μm) 

Dobre popísaným procesom v priebehu hojenia je formácia aktíno-myozinového 

prstenca v okolí rany. Tento proces sme sledovali vizualizáciou aktínu použitím 

fluorescenčne značeného faloidínu (Obr. 16D). Akútne zablokovanie produkcie NO síce 

viedlo ku  formovaniu aktínového prstenca v okolí rany, avšak s mnohými prerušeniami. 

Taktiež, morfológia buniek v okolí poranenia bola abnormálna (Obr. 17A). Chronické 

zablokovanie produkcie NO naopak viedlo k nadprodukcii aktínu v porovnaní s kontrolou. 

Okrem toho boli vo vnútri rany formované ďalšie komplexné aktínové štruktúry (Obr. 17B). 
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Obr. 17: Sledovanie morfologických zmien počas embryonálneho hojenia po zablokovaní 

produkcie NO. 

Aktín v mieste poranenia značený použitím zeleného fluorescenčného faloidínu (A) Detailná 

analýza štruktúry rany 180 minút po poranení embryí so zablokovanou produkciou NO pomocou 

TRIM. Miesto, kde vzniká abnormálna morfológia buniek na okraji rany je vyznačené bielym 

kruhom. (B) Detailná analýza štruktúry rany 30 minút po poranení embryí so zablokovanou 

produkciou NO pomocou kombinácie nos1 + nos3-MO. Niektoré miesta s nadprodukciou aktínu 

vo vnútri rany sú vyznačené pomocou bielou šípkou. (Mierka = 100 μm) 

4.6. Vplyv NO na migráciu buniek imunitného systému do miesta poranenia 

4.6.1. Vplyv NO na migráciu buniek imunitného systému v priebehu embryonálneho 

hojenia 

Zmeny v štruktúre bazálnej membrány sú spojené s produkciou a aktivitou MMP – 

enzýmov, ktoré sú zodpovedné za remodeláciu. Na základe výsledkov z RNA sekvenovania 

sme vybrali 4 (mmp1, mmp7, mmp8, mmp9) najzaujímavejšie mmp gény a sledovali sme ich 

priestorovú a časovú expresiu. Navyše, mmp7 a mmp9 sú taktiež markermi pre migrujúce 

progenitory myeloidných buniek (Agricola, et al., 2016; Briggs, et al., 2018; Harrison, et al., 

2004; Tomlinson, et al., 2008) a mmp1 a mmp8 sú známe regulátory migrácie buniek počas 

hojenia (Caley, et al., 2015). Zablokovanie produkcie NO viedlo k zníženiu celkového počtu 

mmp7 a mmp9 pozitívnych buniek ako aj zníženie ich migrácie (Obr. 18A). Podobne 

výsledky sme získali pomocou RT-qPCR, kedy sa u kontrolných embryí expresia mmp7 

a mmp9 začala zvyšovať 180 minút po poranení, zatiaľ čo zablokovanie produkcie NO 

viedlo k nezmenenej expresii týchto génov počas sledovanej doby hojenia (Obr. 18B). Na 

druhej strane, u expresie mmp1 a mmp8 sme pomocou RT-qPCR pozorovali opačný efekt 

(Obr. 18B). Expresia týchto génov bola zvýšená 90/180 minút po poranení – ako kontrol, 
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tak aj embryí so zablokovanou produkciou NO. Avšak, u kontrolných embryí začala 

expresia týchto génov po 180 minútach klesať, zatiaľ čo u embryí so zablokovanou 

produkciou NO ostala zvýšená, alebo pokračovala v raste. 

 
Obr. 18: Sledovanie zmien v expresii matrix metaloproteináz počas embryonálneho hojenia 

po zablokovaní produkcie NO. 

Kontrolné embryá, embryá inkubované v TRIM 1 hodinu pred poranením a embryá 

s nainjektovanou kombináciou nos1 + nos3-MO (51 ng, v pomere 1:2) boli poranené vo 

vývojovom štádiu 26. (A) Priestorová expresia mmp7 a mmp9 v čase 360 minút po poranení bola 

sledovaná použitím in-situ hybridizácie (Mierka = 500 μm). (B) Časová expresia mmp7, mmp9, 

mmp1, a mmp8 v mieste rany bola analyzovaná s využitím RT-qPCR (Relatívna expresia 

vztiahnutá voči kontrole v čase 0 minút po poranení, tri replikáty, geometrický priemer 

s geometrickou SD, t-test z log2 hodnôt relatívnej expresie medzi kontrolou v čase 360 minút 

po poranení a vzorkami so zablokovanou produkciou NO). 

pp –po poranení;**** - p < 0,0001; *** - p < 0,001; ** - p < 0,01; * - p < 0,05; n.s. – p > 0,05; 
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4.6.2. Vplyv NO na migráciu buniek imunitného systému v priebehu regenerácie 

Reguláciu migrácie buniek vplyvom produkcie NO sme sledovali aj v priebehu 

regenerácie. Sledovali sme priestorovú expresiu mmp7 a mmp9 pomocou in situ hybridizácie 

3 hodiny po amputácii chvostíka. V rovnakom čase sme sledovali aj priestorové zastúpenie 

buniek zápalu (neutrofilov) farbením použitím Sudan Black B. Taktiež sme analyzovali 

časovú zmenu expresie mmp7 a mmp9 pomocou RT-qPCR. 

U kontrolných embryí sme sledovali akumuláciu buniek imunitného systému 

v mieste amputácie/regenerácie (Obr. 19A, B). Zablokovanie NO signálnej dráhy viedlo 

k zablokovaniu tejto migrácie. Pomocou RT-qPCR sme pozorovali nižšiu expresiu mmp7 

ako aj mmp9 po zablokovaní produkcie NO 3 a 6 hodín po amputácii. 

4.7. Overenie vzťahu medzi produkciou NO a aktivitou Leptínu počas embryonálneho 

hojenia 

V priebehu hojenia ako aj regenerácie sme pozorovali zablokovanie aktivácie 

expresie lep pri inhibícii produkcie NO (Obr. 12A,C). Na druhej strane, Lep je známy ako 

aktivátor produkcie NO (Obr. 20A) (Mehebik, et al., 2005). Preto sme sa zamerali na 

sledovanie dôležitosti lep pre proces hojenia. Na zablokovanie aktivity lep sme použili lep-

MO. Použitie lep-MO viedlo k zníženiu rýchlosti zatvárania poranenia (Obr. 20B,C). Ďalej 

sme sledovali zmeny v génovej expresii počas hojenia po použití lep-MO. Najprv, na to, aby 

sme potvrdili špecificitu aktivity lep-MO sme sledovali expresiu socs3. Expresia socs3 je 

zvýšená po aktivácii LepR (Bjorbaek, et al., 1998). My sme nepozorovali zmeny v expresii 

socs3 po použití lep-MO (Obr. 20D), čo je potvrdenie účinnosti lep-MO. Ďalej sme 

sledovali zmeny v expresii fos. Expresia fos bola podobná u oboch lep-MO a aj nos1 + nos3-

MO embryí (Obr. 20E). 
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Obr. 19: Sledovanie zmien v migrácii buniek imunitného systému v priebehu regenerácie po 

zablokovaní produkcie NO. 

Kontrolným embryám, embryám inkubovaným v TRIM alebo ODQ 1 hodinu pred amputáciou 

bola vo vývojovom štádiu 41 amputovaná časť chvostíka. (A) Priestorová expresia mmp7 a mmp9 

v čase 3 hodiny po amputácii bola sledovaná použitím in-situ hybridizácie (B) Analýza zápalu 

pomocou Sudan Black B 3 hodiny po amputácii (Mierka = 500 μm). (C) Časová expresia mmp7 

a mmp9 v mieste amputácie s využitím RT-qPCR (Relatívna expresia vztiahnutá voči kontrole v 

čase 0 hodín po amputácii, štyri replikáty, geometrický priemer s geometrickou SD, t-test z log2 

hodnôt relatívnej expresie medzi kontrolou a TRIM). 

pp –po poranení 

** - p < 0,01; * - p < 0,05; n.s. – p > 0,05; 
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Obr. 20: Monitorovanie embryonálneho hojenia pri poškodení funkcie lep. 

(A) Obecne, Leptín je popisovaný ako regulátor produkcie NO, avšak v našich analýzach sme 

pozorovali, že zablokovanie produkcie NO vedie k poklesu expresie lep. (B) Kontrolné embryá a 

embryá s nainjektovaným lep-MO (5 ng) boli poranené vo vývojovom štádiu 26. Uzatváranie rany 

bolo zdokumentované stereomikroskopom. (C) Relatívne uzavretie rany bolo vypočítané voči 

veľkosti plochy poranenia v čase 0 minút po poranení a (D) 30 minút po poranení. (4 replikáty na 

podmienku, priemer ± SD, štatistický rozdiel medzi skupinami odvodený z dvoch lineárnych 

zmiešaných modelov). (D, E) Časová expresia socs3 a fos v mieste rany analyzovaná s využitím 
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RT-qPCR (Relatívna expresia vztiahnutá voči kontrole v čase 0 minút po poranení, tri replikáty, 

geometrický priemer s geometrickou SD). 

pp – po poranení 

* - p < 0,05; n.s. – p > 0,05; 

Na overenie dôležitosti lep pre proces hojenia sme študovali aktín a laminín v mieste 

rany pomocou imunohistochemických metód. Pozorovali sme, že strata funkcie lep vedie 

k extrémnej formácii aktínových vlákien v mieste rany 60 minút po poranení (Obr. 21A) 

a sledovali sme minimálnu produkciu laminínu v mieste rany 180 minút po poranení (Obr. 

21B). Celkovo sme ukázali, že lep nie je dôležitý len pre správny proces hojenia, ale strata 

funkcie lep vedie k podobnému fenotypu ako zablokovanie produkcie NO. 

 
Obr. 21: Sledovanie morfologický zmien počas embryonálneho hojenia pri poškodení 

funkcie lep. 

Kontrolné embryá a embryá s nainjektovaným lep-MO (5 ng) boli poranené vo vývojovom štádiu 

26. (A) Aktín v mieste poranenia bol značený v čase 30, 60 a 180 minút po poranení použitím 

zeleného fluorescenčného faloidínu. (B) Vrstva laminínu bola sledovaná 180 minút po poranení. 

Miesta, kde končí vrstva laminínu sú vyznačené bielym trojuholníkom (▲). (Mierka = 100 μm) 
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4.8. Vplyv NO na expresiu génov reagujúcich na stres 

4.8.1. Zmeny v expresii génov reagujúcich na stres počas embryonálneho vývoja 

V ďalšom kroku sme sa zamerali na úlohu génov zo Skupiny 2 (Obr. 11D), ktoré 

v ďalšej časti nazývame ako gény reagujúce na stres. Sledovali sme úlohu NO v priebehu 

embryonálneho vývoja. Porovnali sme rozdiely v génovej expresii u embryí so 

zablokovanou produkciou NO pomocou kombinácie nos1 + nos3-MO v porovnaní 

s kontrolnými vzorkami. Celkovo sme identifikovali 9540 génov, so signifikantne zmenenou 

expresiou (padj < 0,1, Obr. 22A), z čoho 4689 génov malo zvýšenú expresiu po zablokovaní 

produkcie NO. Detailnejšia analýza ukázala, že medzi tieto gény patria napríklad aj gény 

z tzv. skupiny „Immediate-early genes“ (IEGs, napr. fos, jun). Okrem iného, gény patriace 

medzi IEGs patria aj medzi gény reagujúce na stres, ktorých expresia bola kontinuálne 

zvýšená aj v priebehu hojenia po zablokovaní produkcie NO (Obr. 11D). Porovnanie 

expresie 29 génov (2 gény anotované len ako Xelaev..., neboli použité pre analýzu) zo 

Skupiny 2 s expresiou u embryí so zablokovanou produkciou NO v priebehu vývoja ukázala, 

že 16 z týchto génov malo signifikantne zmenenú expresiu, pričom u 11 z nich bola zvýšená 

(Obr. 22B). Niektorý z týchto zástupcov patria aj medzi tzv. onkogény (napr. fos, jun, 

parp3). 

Gény ovplyvnené NO v priebehu vývoja sú spojené aj s vývojom a funkciou 

pokožky (Tomankova, et al., 2017). V rámci štúdia úlohy NO v priebehu embryonálneho 

vývoja sme pozorovali pomocou in situ hybridizácie, že jun má zvýšené zastúpenie 

v špecifických bunkách epidermis (Obr. 23). Medzi gény, ktorých expresia bola 

zablokovaná v priebehu vývoja po zablokovaní produkcie NO patria kolagény, keratíny 

a mmp, ktoré sú súbežne dôležité aj pre proces hojenia (Tomankova, et al., 2017). 
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Obr. 22: Zmeny v génovej expresii po zablokovaní produkcie NO počas embryonálneho 

vývoja. 

Z embryí s nainjektovaným kontrolným MO a embryí s nainjektovanou kombináciou nos1 + 

nos3-MO (34 ng, v pomere 1:1) bola vo vývojovom štádiu 26 vyizolovaná RNA, ktorá bola 

použitá na transkriptomovú analýzu. (A) Mapa zmien v génovej expresii po zablokovaní 

produkcie NO. Signifikantne zmenené gény (padj < 0.1) sú vyznačené červenou bodkou. Vybrané 

gény so zvýšenou expresiou po zablokovaní produkcie NO sú vyznačené červeným krúžkom a so 

zníženou expresiou sú vyznačené modrým krúžkom. (B) Heatmapa pre 16 génov zo Skupiny 2 so 

signifikantne zmenou expresiou po zablokovaní produkcie NO. Farebná hladina zodpovedá 

z-skóre z regularizovane log tranfsormovaného normalizovaného počtu čítaní. 
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Obr. 23: Expresia jun v štádiu 30 po zablokovaní produkcie NO v priebehu vývoja 

(Tomankova, 2018) 

4.8.2. Zmeny v expresii génov reagujúcich na stres počas embryonálneho hojenia, 

regenerácie a rastu nádoru. 

V ďalšom kroku sme porovnali priebeh expresie génov reagujúcich na stres počas 

embryonálneho hojenia, regenerácie a rastu nádoru. Expresia 24 týchto génov (Obr. 24B) 

bola signifikantne zmenená počas embryonálneho hojenia s maximálnou expresiou medzi 

30-90 minútov po poranení. Hladina ich expresie bola obnovená na pôvodnú hladinu 

3 hodiny po poranení (Obr. 24A). Podobne, 27 z týchto génov (Obr. 24D) bolo 

signifikantne zmenených počas embryonálnej regenerácie, kedy maximálna expresia bola 

u väčšiny génov 60 minút po amputácii a hladina expresie sa obnovila už 1 deň po amputácii 

(Obr. 24C). 

Pre sledovanie génovej expresie počas rastu nádoru sme použili líniu myšieho 

prsného karcinómu, ktorá bola subkutánne injektovaná do Balb/c myší. Zo skupiny 

24 unikátnych génov (u niektorých génov pazúrnatky vodnej bola v Skupine 2 zastúpená aj 

L aj S varianta daného génu) bolo diferenciálne exprimovaných 13 z nich (Obr. 24F). 

Priebeh ich expresie v porovnaní s embryonálnym hojením, alebo regeneráciou bol 

rozdielny. Síce ich expresia na začiatku tiež rástla a dosiahla maximálnu hladinu 10 dní po 

injekcii, tak v ďalšom priebehu ostala i naďalej zvýšená (Obr. 24E). Práve takýto trend je 

podobný s expresiou týchto génov počas embryonálneho hojenia po zablokovaní produkcie 

NO (Obr. 11D). 
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Obr. 24: Zmeny v expresii génov reagujúcich na stres v priebehu embryonálneho hojenia, 

regenerácie a v priebehu rastu nádoru. 

(A) Kontrolné embryá vo vývojom štádiu 26 boli poranené v prostrednej časti použitím pinzety. 

Následne bola pozbieraná poranená oblasť z piatich embryí, spojená a analyzovaná ako jeden 

biologický replikát. Zmeny v génovej expresii boli analyzovaná s využitím RNA-Seq 

(3 replikáty). Znázornený je časový profil génovej expresie pre (B) signifikantne zmenené gény 

zo Skupiny 2. (C) Kontrolným embryám vo vývojom štádiu 41 bola amputovaná časť chvostíka. 

Následne bola pozbieraná malá časť chvostíka v mieste amputácie z piatich embryí, spojená 

a analyzovaná ako jeden biologický replikát. Zmeny v génovej expresii boli analyzované 

s využitím RNA-Seq (3 replikáty). Znázornený je časový profil génovej expresie pre (D) 

signifikantne zmenené gény zo Skupiny 2. (E) Línia 4T1 myšieho prsného karcinómu bola 

subkutánne injektovaná do samíc Balb/c myší. V daných časoch bol pozbieraný nádor a zmena 
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expresie bola analyzovaná s využitím RNA-Seq. Zmena expresie bola porovnaná s parentálnou 

líniou 4T1 pred injekciou (minimálne 3 replikáty). Znázornený je časový profil génovej expresie 

pre (F) signifikantne zmenené gény zo Skupiny 2. Pre všetky grafy je znázornené z-skóre 

z regularizovane log tranfsormovaného normalizovaného počtu čítaní. 

mpp – minút po poranení; hpp – hodín po poranení; mpa – minút po amputácii; hpa – hodín po 

amputácii; dpa – dní po amputácii; dpi – dní po injekcii; par. – parentálna línia 

4.8.3. Expresia génov reagujúcich na stres ako univerzálna odpoveď, ktorá negatívne 

ovplyvňuje výsledky RNA sekvenácie na úrovni jednej bunky 

Expresia génov reagujúcich na stres je univerzálna odpoveď organizmov na stres 

a jedna z prvých reakcii (Bahrami & Drablos, 2016). Napríklad, zvýšenie expresie fos sme 

pozorovali už po poranení gastruly (Obr. 25). Navyše k aktivácii ich expresie dochádza aj 

pri disociácii tkaniva na jednotlivé bunky (van den Brink, et al., 2017). Pretože sledovanie 

expresie týchto génov je dôležité pre ďalšie pokračovanie štúdie, zamerali sme sa na 

optimalizáciu protokolu disociácie, tak aby sme zabránili zmenám v génovej expresii 

v priebehu disociácie a získali všetky bunkové typy obsiahnuté v analyzovanom tkanive. 

Porovnali sme efekt disociácie pri dvoch odlišných teplotách (37 °C a 4 °C) a efekt 

prítomnosti inhibítora génovej expresie (ActD). Výsledky sme porovnali použitím dvoch 

techník: RT-qPCR a scRNA-Seq (Obr. 26). 

 
Obr. 25: Expresia fos po poranení embryí vo vývojovom štádiu 10. 

Relatívna expresia vztiahnutá voči kontrole neporanených embryí, geometrický priemer 

s geometrickou SD, jednofaktorová ANOVA s Dunnett testom. 

** - p < 0,01; n.s. – p > 0,05; 
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Obr. 26: Schéma analýzy vplyvu disociácie na zmenu génovej expresie. 

Línia 4T1 myšieho prsného karcinómu bola subkutánne injektovaná do samíc Balb/c myší. 10 dní 

po injekcii bol pozbieraný nádor zo 6 myší, ktoré boli rozdelené na 5 častí. 6x1 časť (6 nádorov, 

1 časť z každého nádoru) boli použité na disociáciu pri 4 rôznych podmienkach a 1 časť bola 

zamrazená priamo ako kontrola nedisociovaného nádoru. Po poslednej centrifugácii boli vzorky 

rozdelené na 2 časti a každá bola použitá na scRNA-Seq a RT-qPCR (2 replikáty pre RT-qPCR aj 

scRNA-Seq. 

Prvý dôležitý parameter, ktorý sme sledovali bola celková viabilita. Vysoká viabilita 

je kritický parameter pre všetky scRNA-Seq metódy, pretože umierajúce bunky uvoľňujú 

do prostredia RNA, ktorá následne spôsobuje vysoké pozadie a znižuje presnosť analýzy. 

Minimálna viabilita pre scRNA-Seq metódy založené na droplet technológii je 70 % avšak 

minimálna doporučená viabilita je viac ako 90 %. Napriek tomu, že sme v protokole použili 

krok odstránenia mŕtvych buniek, sme nikdy nedosiahli viabilitu vyššiu ako 90 %. Avšak, 

v žiadnej z podmienok neklesla viabilita pod 70 % (Obr. 27A). Ďalším sledovaným 

parametrom bol celkový výťažok živých buniek po disociácii. Mnoho scRNA-Seq 

protokolov vyžaduje veľké množstvo buniek na začiatok a preto schopnosť získať veľké 

množstvo buniek je dôležitý parameter, obzvlášť pri práci s veľmi malými tkanivami. 

Disociácia pri nižšej teplote viedla k zníženiu celkového výťažku živých buniek (Obr. 27B). 

Napriek tomu, že nižšia teplota viedla k nižšiemu výťažku, dôležitým parametrom je 

zmena génovej expresie v priebehu disociácie. Na popis zmien aktivácie expresie génov 



78 

reagujúcich na stres sme vybrali jeden kandidátny gén: Fos. Vplyvom disociácie pri 37 °C 

došlo k zvýšeniu hladiny Fos takmer 16-násobne a pridanie ActD malo len minimálny efekt 

(Obr. 27C). Na druhej strane, v priebehu disociácie pri 4 °C došlo len k minimálnym 

zmenám v expresii Fos. 

Výsledky z RT-qPCR sme porovnali s výsledkami z scRNA-Seq. Celkovo sme 

analyzovali 654 buniek, ktoré sme rozdelili do 4 hlavných skupín: bunky nádoru, makrofágy, 

T bunky a NK bunky (Obr. 27D). Expresia Fos bola pozorovaná predovšetkým v bunkách 

nádoru (Obr. 27E), pričom viac ako 25 % všetkých buniek bolo pozitívnych na expresiu 

Fos po disociácii pri 37 °C (Obr. 27F). Po disociácii pri 4 °C neboli pozorované takmer 

žiadne Fos+ bunky. Efekt ActD bol v oboch prípadoch minimálny. 

Zmeny vo vlastnostiach bunkovej suspenzie po znížení teploty disociácie 

Pre popis celkového efektu disociácie na zmeny vlastností bunkovej suspenzie sme 

sa zamerali nie len na sledovanie zmien expresie génov reagujúcich na stres, ale aj na zmeny 

v zastúpení bunkových populácii. Disociácia pri 37 °C viedla k zvýšenému zastúpeniu 

buniek nádoru a makrofágov v porovnaní s disociáciou pri 4 °C, kedy bolo zvýšené 

zastúpenie T buniek a NK buniek (Obr. 28B). Pre určenie, ktorý z týchto pomerov je bližšie 

k vlastnostiam pôvodného nedisociovaného nádoru sme porovnali expresiu vybraných 

markerov v bunkovej suspenzii (Obr. 28C) a nedisociovaného nádoru pomocou RT-qPCR. 

Nepozorovali sme žiadne signifikantné zmeny v zastúpení buniek nádoru (Obr. 28D). 

Disociácia pri 37 °C viedla k menším zmenám v expresii ďalších sledovaných markerov 

v porovnaní s disociáciou pri 4 °C. Opäť, efekt ActD bol minimálny. 
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Obr. 27: Zmeny v expresii génov reagujúcich na stres po disociácii. 

Línia 4T1 myšieho prsného karcinómu bola subkutánne injektovaná do samíc Balb/c myší. 10 dní 

po injekcii bol pozbieraný nádor zo 6 myší, ktoré boli rozdelené na 5 častí. 6x1 časť (6 nádorov, 

1 časť z každého nádoru) boli použité na disociáciu pri 4 rôznych podmienkach a 1 časť bola 

zamrazená priamo ako kontrola nedisociovaného nádoru. Po poslednej centrifugácii boli vzorky 

rozdelené na 2 časti a každá bola použitá na scRNA-Seq a RT-qPCR (2 replikáty pre RT-qPCR aj 

scRNA-Seq). (A) Celková viabilita bunkovej suspenzie (priemer ± SD). (B) Výťažok živých 

buniek z miligramu nádoru (priemer ± SD). (C) Rozdiel expresie Fos (zástupca zo skupiny génov 

reagujúcich na stres) medzi bunkovou suspenziou po disociácii a pôvodným nedisociovaným 

nádorom analyzovaný pomocou RT-qPCR (geometrický priemer s geometrickou SD). 

(D-F) Výsledky získané pomocou scRNA-Seq. (D) UMAP mapa zastúpenia bunkových typov 

identifikovaných pomocou scRNA-Seq. (E) UMAP mapa populácii v nádorovom tkanive 

s vyznačenými bunkami pozitívnymi na expresiu Fos. (F) Zastúpenie Fos+ buniek v suspenzii po 

disociácii nádoru po použití rôznych podmienok disociácie (priemer ± SD). (jednofaktorová 

ANOVA s Dunnett testom) 

**** - p < 0,0001; *** - p < 0,001; ** - p < 0,01;  
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Obr. 28: Zmeny vo vlastnostiach bunkovej suspenzie 

Línia 4T1 myšieho prsného karcinómu bola subkutánne injektovaná do samíc Balb/c myší. 10 dní 

po injekcii bol pozbieraný nádor zo 6 myší, ktoré boli rozdelené na 5 častí. 6x1 časť (6 nádorov, 

1 časť z každého nádoru) boli použité na disociáciu pri 4 rôznych podmienkach a 1 časť bola 

zamrazená priamo ako kontrola nedisociovaného nádoru. Po poslednej centrifugácii boli vzorky 

rozdelené na 2 časti a každá bola použitá na scRNA-Seq a RT-qPCR (2 replikáty pre RT-qPCR aj 

scRNA-Seq. (A-C) Výsledky získané pomocou scRNA-Seq. (A) UMAP mapa zastúpenia 

bunkových typov identifikovaných pomocou scRNA-Seq. (B) Zastúpenie bunkových typov 

v suspenzii po disociácii nádoru po použití rôznych podmienok disociácie. (C) UMAP mapa 

populácii v nádorovom tkanive s vyznačenými bunkami pozitívnymi na expresiu markerov 

bunkových typov: Wfdc2 – bunky nádoru; Fcgr3 - makrofágy; Ccl5 – NK bunky; Thy1 – T bunky. 

(D) Rozdiel expresie markerov bunkových typov medzi bunkovou suspenziou po disociácii 

a pôvodným nedisociovaným nádorom analyzovaný pomocou RT-qPCR (geometrický priemer 

s geometrickou SD, jednofaktorová ANOVA s Dunnett testom). 

**** - p < 0,0001; *** - p < 0,001; ** - p < 0,01;* - p < 0,05; 
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5. Diskusia 

Porozumenie molekulárnym mechanizmom regulujúcim úspešnú regeneráciu 

a hojenie po poranení je rozhodujúce pre pokrok v rýchlo vyvíjajúcej sa regeneratívnej 

medicíne. Jedným z fenoménov hojenia, ktorý fascinuje vedcov už dlhé roky je hojenie 

u embryí, ktoré na rozdiel od hojenia dospelých jedincov prebieha bez vzniku jazvy (Larson, 

et al., 2010). Navyše, tento proces je u embryí aj rýchlejší. Presný mechanizmus regulácie 

embryonálneho hojenia nie je stále známy, napriek mnohým štúdiám zameraným na jeho 

popis (Li, et al., 2016). Jedným z populárnych modelov na štúdium hojenia sú embryá 

pazúrnatky vodnej. Výhodou ich použitia je ich veľkosť, mimotelový vývoj a veľký počet. 

Štúdie zamerané na popis mechanizmu hojenia embryí pazúrnatky využívajú predovšetkým 

najrannejšie vývojove štádia – vajíčko, alebo gastrulu (Li, et al., 2013; Davenport, et al., 

2016; Li, et al., 2016; Soto, et al., 2013). My sme sa zamerali na analýzu staršieho 

vývojového štádia – štádia 26. Výhodou použitia tohto štádia je zložitejšia štruktúra, kedy 

už obsahuje mnoho typov diferencovaných buniek (napr. epidermis/pokožka je zložená z 5 

odlišných bunkových typov), avšak ešte stále nie je úplne vyvinutý cievny a imunitný 

systém. Práve prítomnosť a aktivita imunitného systému je najčastejšie spomínaná ako jeden 

z hlavných regulátorov vzniku jazvy po poranení (Duffield, et al., 2005; Lucas, et al., 2010). 

Jedným zo znakom zápalu počas hojenia je produkcia malých reaktívnych molekúl, ktoré 

majú antimikrobiálne vlastnosti (Vatansever, et al., 2013). Najčastejšie študovanými 

molekulami sú ROS, avšak hojenie môže byť regulované aj inými molekulami plynov (ktoré 

sú tiež nazývane plynné transmitery, alebo gasotransmitery) ako oxid uhoľnatý (CO) 

(Ahanger, et al., 2011; Takagi, et al., 2016), sulfán (H2S) (Liu, et al., 2014; Zhao, et al., 

2017) a oxid dusnatý (NO) (Witte & Barbul, 2002). Prekvapivo, v poslednej dobe je 

venované len veľmi málo priestoru analýze úlohy NO v priebehu hojenia. NO je najčastejšie 

spájaný s reguláciou modulácie ECM (Xing, et al., 2015), angiogenézy (Sessa, 2009) a 

zápalu (Korhonen, et al., 2005; Bosca, et al., 2005; Coleman, 2001). Avšak, k masívnemu 

nárastu produkcie NO v dôsledku poranenia dochádza už v ranných vývojových štádiách, 

akými sú gastrula a neurula (Obr. 5), kedy ešte nie je prítomný a vyvinutý ani cievny ani 

imunitný systém. Preto sme sa zamerali na úlohu NO v priebehu embryonálneho hojenia. 

Embryonálne hojenie sa zvyčajne delí na dve fázy. V priebehu prvej fázy, ktorá je 

veľmi rýchla a trvá asi 30 minút, dochádza k uzavretiu takmer celého poranenia. 

Nasledujúca druhá fáza, ktorá je pomalšia a prebieha medzi 30 až 90 minútou po poranení, 

končí úplným uzavretím poranenia (Li, et al., 2013). V našej štúdii sme pozorovali ešte 
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ďalšiu, tretiu fázu embryonálneho hojenia, ktorá, pokiaľ je nám známe, okrem nás ešte 

nebola v literatúre spomenutá a popísaná. Počas tejto fázy prebieha remodelácia 

poškodeného tkaniva pod miestom poranenia a môže trvať niekoľko hodín po uzavretí 

poranenia (Obr. 29). 

 
Obr. 29: Priebeh embryonálneho hojenia – procesy, ktoré sú ovplyvnené NO. 

Hladina NO začína rásť ihneď po poranení a dosahuje maximum 15 minút po poranení. Pôvodná 

fyziologická hladina sa obnovuje 30 minút po poranení, kedy konči prvá fáza (fáza rýchleho 

zatvárania rany). Na konci tejto fázy je uzavretá rana na približne 80 %. De novo expresia génov 

reagujúcich na stres začína tiež krátko po poranení, pričom maximálna hladina expresie týchto 

génov je na konci prvej fázy a obnovuje sa na fyziologickú hladinu 90 minút po poranení. Súčasne, 

na začiatku druhej fázy začína expresia faktorov regulujúcich remodeláciu a lep. Maximálna 

hladina ich expresie je 90 minút po poranení, kedy rana je už úplne uzatvorená a začína fáza 

remodelácie. Vo fáze remodelácie začína migrácia buniek do miesta poranenia. 

Prvá fáza embryonálneho hojenia (fáza rýchleho zatvárania rany, 0–30 minút 

po poranení) 

Prvá fáza embryonálneho hojenia začína ihneď po poranení a končí približne 

30 minút po poranení kedy je uzavretých približne 80 % veľkosti pôvodnej rany (Yoshii, et 

al., 2005; Li, et al., 2013). My sme v priebehu tejto fázy pozorovali extrémne zvýšenie 

hladiny NO vplyvom poškodenia tkaniva (Obr. 7). Vysoká hladina NO bola pozorovaná vo 

všetkých epidermálnych bunkách na okraji poranenia a nebola špecifická len pre jeden 

bunkový typ. Táto vysoká hladina NO môže slúžiť ako nešpecifická zápalová reakcia, kedy 

NO má antimikrobiálnu funkciu, alebo môže slúžiť k regulácii chemotaxie (Bogdan, 2001). 
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Maximálna hladina NO bola pozorovaná 15 minút po poranení a následne začala klesať. 

Pokles na pôvodnú fyziologickú hladinu nastáva približne 30-60 minút po poranení, na konci 

prvej fázy embryonálneho hojenia.  

Proces hojenia je iniciovaný uvoľnením iónov Ca2+ do vnútrobunkového priestoru 

(Li, et al., 2016). To nastáva v priebehu sekúnd a v priebehu pár nasledujúcich minút je 

hladina iónov Ca2+ obnovená na pôvodnú hladinu (Minns, et al., 2016; Leiper, et al., 2006). 

V čase, keď sa obnovuje hladina NO, tak začína produkcia ROS (Ferreira, et al., 2018; Love, 

et al., 2013). Časová sekvencia uvoľnenia iónov Ca2+, produkcie NO a ROS naznačuje 

prepojenie týchto malých molekúl medzi sebou. Avšak pre potvrdenie tejto hypotézy sú 

potrebné ďalšie analýzy. Zaujímavosťou je, že rovnaký princíp uvoľnenia iónov Ca2+ 

nasledovaný produkciou ROS bol pozorovaný aj po oplodnení vajíčok pazúrnatky (Han, et 

al., 2018). My sme síce nepozorovali produkciu NO v tomto štádiu vývoja, avšak veríme, že 

dôvod je predovšetkým technický, kedy nami používaná metóda má limitácie v rozlíšení 

a detekcii menších zmien v hladine NO. 

V priebehu hojenia sme pozorovali 269 génov, ktorých expresia je zmenená počas 

prvých 90 minút po poranení a zablokovanie produkcie NO vedie k ďalšej zmene ich 

expresie (Obr. 11). Z nich, 31 génov má maximálnu expresiu 30 minút po poranení, ktorá 

následne klesá. Zablokovanie produkcie NO viedlo ku kontinuálne zvýšenej expresii týchto 

génov (Obr. 11F) a to nie len počas hojenia, ale aj v priebehu embryonálneho vývoja (Obr. 

22). Zaujímavosťou je, že expresiu týchto génov môžeme sledovať ako univerzálnu odpoveď 

na ľubovoľný stres. My sme pozorovali expresiu fos už po poranení gastruly (Obr. 25) ale 

aj po amputácii chvostíka starších embryí (Obr. 24B). Dokonca, expresia podobných génov 

bola pozorovaná v dospelom tkanive u myší a dania pruhovaného 60 minút po smrti 

(Pozhitkov, et al., 2017). 

Pretože táto odpoveď na stres je veľmi rýchla, okamžitá a univerzálna, tak môže mať 

aj negatívny efekt na analýzy génovej expresie. Napríklad, cieľom práce Ding et al. (2017) 

bolo študovanie génovej expresie špecifickej pre dorzálnu a ventrálnu oblasť embrya 

v štádiu gastruly. Avšak, odber tkaniva z daných oblastí trval dlhú dobu a preto pozorovali 

zmeny v expresii génov ako sú jun, fos, egr1 alebo junb. Ďalší typ analýzy, kde bola 

pozorovaná umelo zvýšená expresia týchto génov je scRNA-Seq (van den Brink, et al., 2017; 

Wu, et al., 2017; Adam, et al., 2017). Prvým krokom scRNA-Seq je disociácia tkaniva na 

suspenziu obsahujúcu jednotlivé bunky. Problémom je, že disociácia vedie tiež k aktivácii 

stresovej odpovedi a zvýšeniu expresie týchto génov (Obr. 27), čo vo finále môže viesť 

k nesprávnym záverom (van den Brink, et al., 2017). Jedno z navrhnutých riešení je práca 
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pri nižšej teplote (Obr. 27) (Adam, et al., 2017), kedy dôjde k spomaleniu až k zastaveniu 

biologických procesov. Nevýhodou, v prípade enzymatickej disociácie tkaniva, je to, že 

dôjde aj k zníženiu aktivity enzýmu, čo môže viesť k iným nesprávnym záverom (Obr. 28). 

Na základe dostupnej literatúry a našich výsledkov sme dospeli k záveru, že tieto 

gény sú dôležité pre bunky na vyrovnanie sa so stresovými podmienkami a tak na ne 

odkazujeme ako na gény reagujúce na stres. Avšak, expresia génov reagujúcich na stres 

nebola pozorovaná len v priebehu embryonálneho hojenia a regenerácie, niektoré z týchto 

génov patria aj medzi tzv. onkogény. Podobnosť medzi hojením a rastom nádoru viedla už 

v 70. rokoch 20. storočia k pomenovaniu nádoru ako „super hojaca sa rana“ (Haddow, 1972) 

a v 80. rokoch bol nádor popísaný ako „rana, ktorá sa nehojí“ (Dvorak, 1986). Jedným 

z rozdielov medzi hojením a vznikom a rastom nádoru je deregulácia procesu hojenia, ktorý 

následne vedie k vzniku nádoru (Ellisen, 2017). My sme pozorovali, že expresia génov zo 

skupiny génov reagujúcich na stres je aktivovaná len krátku dobu po poranení a následne je 

obnovená na fyziologickú hladinu, zatiaľ čo v priebehu rastu nádoru je neustále zvýšená 

(Obr. 24). Navyše sme pozorovali, že k deregulácii expresie týchto génov dochádza po 

zablokovaní produkcie NO, kedy podobne ako v nádore je expresia týchto génov po 

dosiahnutí maximálnej hladiny naďalej zvýšená. Vzťah medzi produkciou NO a nádorom 

bol niekoľko krát študovaný, kedy bol ukázaný efekt NO na rast nádoru, ako pozitívny tak 

aj negatívny (Szabo, 2016; Salimian Rizi, et al., 2017). Naše výsledky dávajú príležitosť pre 

ďalšie štúdium vzťahu medi hojením, vznikom nádoru a produkciou NO. 

 

Druhá fáza embryonálneho hojenia (fáza pomalého zatvárania rany, 30–

90 minút po poranení) 

Na konci prvej fázy embryonálneho hojenia ostáva rana s plochou približne 20 % 

oproti veľkosti pôvodnej rany. Druhá fáza končí úplným uzatvorením rany približne 

90 minút po poranení. V druhej fáze hojenia sa hladina NO vracia na pôvodné hodnoty. 

Zablokovanie produkcie NO viedlo len k spomaleniu rýchlosti zatvárania rany v priebehu 

prvej fázy hojenia (Obr. 9B). Až v priebehu druhej fázy hojenia došlo k takmer úplnému 

zastaveniu zatvárania rany (Obr. 9D). Preto sme chceli overiť signálnu dráhu, ktorou je 

regulovaný proces embryonálneho hojenia. V rôznych prácach bolo ukázané, že NO reguluje 

génovú expresiu cez cGMP-závislú signálnu dráhu v mnohých biologických procesoch, 

ktoré sú dôležité aj pre hojenie, ako je apoptóza (Ciani, et al., 2002), proliferácia (Mujoo, et 

al., 2010) a angiogenéza (Zhang, et al., 2003). Pozorovali sme, že v prvej fáze 
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embryonálneho hojenia funguje NO pravdepodobne cez cGMP-nezávislú dráhu, zatiaľ čo 

cGMP-závislá dráha je dôležitá až v druhej fáze (Obr. 14, Obr. 15). 

Jedným z najlepšie popísaných procesov v priebehu embryonálneho hojenia je 

formovanie sa aktíno-myozínového prstenca na okraji rany (Li, et al., 2016), ktorý slúži na 

jej kontrakciu. Pozorovali sme, že tak ako v kontrolách, tak aj v embryách so zablokovanou 

produkciou NO došlo k formovaniu aktínového prstenca v prvej fáze hojenia. Avšak, 

v prípade zablokovania NO produkcie krátko pred poranením vznikal aktínový prstenec 

s prerušeniami. Výrazný rozdiel sme pozorovali až v priebehu druhej fázy, kedy dochádzalo 

k postupnej kontrakcii rany u kontrol a znižovaniu signálu pre aktín, zatiaľ čo zablokovanie 

NO produkcie viedlo k pretrvávajúcej nadprodukcii aktínových vlákien. Navyše, v prípade 

chronického zablokovania produkcie NO spôsobeného injekciou nos1+nos3-MO do 

oplodneného vajíčka, sme pozorovali nadprodukciu aktínu. Dereguláciu formovania 

aktínových štruktúr vplyvom nos1-MO sme pozorovali aj v priebehu vývoja embryonálnej 

epidermis (Tomankova, et al., 2017; Tomankova, 2018). Kombinácia týchto výsledkov 

spolu s výsledkami z expresie génov reagujúcich na stres po zablokovaní produkcie NO nás 

vedie k hypotéze, že NO v prvej fáze hojenia aktivuje procesy, ktoré v druhej fáze hojenia 

fungujú okrem iného ako spätné vypínače procesov bunkového stresu. 

Pomocou RNA-Seq analýzy sme identifikovali skupinu génov, ktorých expresia 

rastie v priebehu embryonálneho hojenia avšak ich expresia nie je aktivovaná, alebo je 

oneskorená po zablokovaní produkcie NO (Obr. 11B). Navyše, do tejto skupiny patria gény, 

ktorých expresia začína rásť až na začiatku druhej fázy. Medzi ne patria napr. lep, igfbp2 

a mmp8. Gény z tejto skupiny sú spájané s reguláciou imunitnej odpovede a metabolizmom. 

Dôležitosť génov lep a igfbp2 pre priebeh správneho hojenia a regenerácie už bola ukázaná 

(Tadokoro, et al., 2015; Zheng, et al., 2017; Yamaguchi, et al., 2013) a navyše sú spájané 

s bunkovým metabolizmom (Harris, 2014; Blanquer-Rossello, et al., 2016; Wang, et al., 

2016). Leptín je malý peptidový hormón, ktorý sa občas nazýva aj „hormón sýtosti“. Tento 

hormón účinkuje cez aktiváciu transmembránového receptoru Lep-R (tiež známy ako 

Ob-R) a reguluje homeostázu energie (Zhang, et al., 1994). Vzťah Lep a NO bol študovaný, 

avšak neexistuje jednoznačné určenie ich vzájomnej interakcie. Jedny štúdie pozorovali 

aktiváciu produkcie NO pomocou Lep cez PKA a MAPK signalizáciu (Mehebik, et al., 

2005), zatiaľ čo iné štúdie ukazujú opačný efekt, kedy Lep viedol k zníženiu produkcie NO 

(Canabal, et al., 2007; Blanquicett, et al., 2007). My sme pozorovali interakciu v opačnom 

poradí, kedy zablokovanie produkcie NO viedlo k potlačeniu expresie lep (Obr. 12A, C, 

Obr. 13A). V experimentoch s embryami s injektovaným lep-MO sme pozorovali podobné 
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výsledky ako u experimentov so zablokovanou produkciou NO. Zaujímavosťou je, že 

napriek tomu, že hladina expresie lep v priebehu vývoja embryí pazúrnatky vodnej je pod 

limitom detekcie metód použitých pre analýzu génovej expresie, tak efekt lep-MO na vývoj 

bol extrémne závislý na použitom množstve MO. Injekcia pár nanogramov pod alebo nad 

optimálne množstvo viedlo k tomu, že buď nebol pozorovaný žiaden fenotyp a efekt, alebo 

došlo k zablokovaniu vývoja v štádiu neuruly, ktoré následne viedlo k rozpadu a smrti. Na 

potvrdenie vzťahu medzi NO a Lep sme testovali kombináciu NO inhibítorov, alebo lep-

MO s NO donormi alebo Lep proteínom/mRNA, avšak ani jeden z týchto experimentov 

neviedol k signifikantnej zmene rýchlosti hojenia (nezobrazené výsledky). Predpokladáme, 

že dosiahnutie efektu je ukryté v presne definovanej koncentrácii jednotlivých molekúl 

potrebných pre proces hojenia. Navyše, proces hojenia je regulovaný presne určenou 

časovou a priestorovou lokalizáciou jednotlivých molekúl a nadprodukcia alebo lokalizácia 

v celom embryu môže tiež viesť ku nežiadúcim zmenám v procese hojenia. Napr. injekcia 

Lep proteínu alebo mRNA do oplodneného vajíčka viedla k vysokej hladine lep v celom 

embryu a v priebehu hojenia už nedochádzalo k zmene jeho expresie (nezobrazené 

výsledky). Expresia lep bola pozorovaná aj v priebehu regenerácie chvostíka a srdca dania 

pruhovaného (Kang, et al., 2016). Autori tejto štúdie identifikovali enhancerovú oblasť lepb, 

ktorá je aktivovaná po poranení. Jedna z možnosti vzájomného vzťahu NO a lep je aktivácia 

enhancerových proteínov cez NO signálnu dráhu. Na potvrdenie tejto hypotézy budú 

potrebné ďalšie experimenty. 

Dôležitou vlastnosťou hojenia dospelých jedincov je migrácia buniek imunitného 

systému a ich aktivita v mieste rany. Produkcia NO je vyžadovaná pre správne fungovanie 

imunitného systému v priebehu prvých fáz hojenia dospelých jedincov (Witte & Barbul, 

2002). My sme predpokladali iný spôsob pôsobenia NO v priebehu embryonálneho hojenia, 

pretože embryá nemajú úplne vyvinutý imunitný systém, ktorý zahŕňa úplne diferencované 

B a T bunky, ktoré sú vyvinuté u pazúrnatky vodnej až 12 dní po oplodnení (štádium 47) 

(Robert & Ohta, 2009). Na druhej strane, v štádiu 26 existujú primitívne myeloidné bunky 

(Costa, et al., 2008), ktoré môžu mať efekt na obranu organizmu. Avšak, my sme 

nepozorovali zmeny v expresii markerových génov týchto buniek, ako sú mmp7, mmp9, spib 

alebo mpo (Agricola, et al., 2016; Briggs, et al., 2018; Harrison, et al., 2004; Tomlinson, et 

al., 2008) v priebehu prvých dvoch fáz embryonálneho hojenia. Prekvapivo sa ich expresia 

začala meniť až viac ako 3 hodiny po poranení, kedy rana už bola úplne uzatvorená (Obr. 

18B). To nás viedlo k záveru, že existuje ďalšia (tretia) fáza embryonálneho hojenia, fáza 

remodelácie. 
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Tretia fáza embryonálneho hojenia (fáza remodelácie, viac ako 90 minút 

po poranení) 

Tretia fáza  embryonálneho hojenia (fáza remodelácie) zatiaľ nikde nebola 

definovaná. Táto fáza začína po uzatvorení rany. V tejto fáze je tkanivo, v oblasti kde došlo 

k poraneniu, remodelované a bunky ako primitívne myeloidné bunky migrujú do miesta 

poranenia. 

Analýza štruktúry poranenia po značení laminínu ukázala, že u kontrol dochádza 

v priebehu remodelácie v mieste poranenia k narušeniu laminínovej vrstvy, ktorá sa 

následne 6 hodín po poranení obnovuje. Zablokovanie produkcie NO viedlo k dvom 

odlišným pozorovaniam. Chronické (dlho trvajúce) zablokovanie produkcie NO viedlo 

k poškodeniu bazálnej membrány už v priebehu vývoja. Napriek tomu, začiatok hojenia 

vyzerá podobne. V neskorej fáze boli pretrvávajúce defekty v bazálnej membráne, čo podľa 

nás vedie k spomaleniu zatvárania hojenia. Predpokladáme, že v embryách so zablokovanou 

produkciou NO, bunky na okraji rany nemôžu migrovať po poškodenej bazálnej membráne, 

čo je dôležité pre uzavretie rany. Na druhej strane, akútne (okamžité) zablokovanie 

produkcie NO viedlo k inému efektu, kedy bazálna membrána na okraji rany ostávala 

nezmenená a na tomto mieste došlo k akumulovaniu buniek, ktoré vytvárali bližšie 

nešpecifikovaný zhluk buniek (Obr. 16A, B, C). To nás vedie k predpokladu, že zmeny 

v štruktúre bazálnej membrány sú dôležité pre umožnenie migrácie buniek do rany a jej 

uzavretie. Štúdium prepojenia remodelácie bazálnej membrány a efektivity hojenia je 

predmetom ďalších experimentov. 

Na remodelácii tkaniva sa podieľa mnoho enzýmov, jedným z nich sú aj MMP. MMP 

môžu mať ako pozitívny tak aj negatívny efekt na priebeh hojenia (Caley, et al., 2015). My 

sme sledovali expresiu pre niektoré mmp, ktoré sú spájané s remodeláciou tkaniva – 

kolagenázy mmp1 a mmp8. Ich expresia v kontrolných embryách bola zvýšená v priebehu 

prvej a druhej fázy hojenia a klesala v priebehu fázy remodelácie. Zablokovanie produkcie 

NO viedlo k zníženiu ich expresie v prvých dvoch fázach hojenia, ale naopak k veľkému 

zvýšeniu expresie v priebehu tretej fázy (Obr. 18B). Bolo ukázané, že expresia mmp1 je 

regulovaná expresiou laminínu (Sudbeck, et al., 1997). Preto, zmenená produkcia laminínu 

v NO inhibovaných embryách môže mať efekt na zvýšenú aktivitu MMP1 v rane 

a k zhoršenej schopnosti hojenia. Efekt mmp8 na hojenie môže byť dvojaký. Znížená 

expresia mmp8 (u myší) viedla k zvýšeniu TGF-β aktivity, spomaleniu uzatvárania rany 

a zníženiu infiltrácie neutrofilov do miesta poranenia (Gutierrez-Fernandez, et al., 2007). To 

je v zhode s výsledkami expresie mmp8 v prvej a druhej fáze hojenia po zablokovaní 
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produkcie NO. Naopak, zvýšená expresia mmp8 býva spájaná so vznikom 

chronických/nehojacich sa rán (Danielsen, et al., 2011). My sme pozorovali efekt zvýšenia 

expresie mmp8 v tretej fáze hojenia po zablokovaní produkcie NO (Obr. 18B). Problémy 

v produkcii NO sa niekedy spájajú aj so vznikom chronických rán (Witte & Barbul, 2002), 

čo môže súvisieť aj so zvýšenou aktivitou MMP8. 

Iné dve MMP – mmp7 a mmp9 sú používané aj ako markery primitívnych 

myeloidných buniek (Agricola, et al., 2016; Briggs, et al., 2018; Harrison, et al., 2004; 

Tomlinson, et al., 2008). Zablokovanie produkcie NO viedlo k spomaleniu/zastaveniu 

migrácie týchto buniek do miesta poranenia (Obr. 18) a to nie len v priebehu hojenia, ale aj 

v priebehu regenerácie (Obr. 19). Na základe týchto výsledkov sme dospeli k záveru, že 

produkcia NO na začiatku po poranení je dôležitá pre aktiváciu signálnych kaskád aktívnych 

v neskorších fázach, ktoré sú nevyhnutné pre správny priebeh hojenia a regenerácie, ako je 

migrácia buniek do miesta poranenia. Tiež sme sledovali, že zablokovanie produkcie NO už 

v priebehu prvých dvoch hodín od amputácie vedie k zablokovaniu schopnosti embryí 

pazúrnatky vodnej regenerovať chvostík po amputácii, čo môže byť spôsobené 

zablokovaním aktivácie procesov nutných pre naštartovanie regenerácie. Napríklad Aztekin 

et al. (2019) identifikovali bunky, ktoré nazvali regeneráciu organizujúce bunky 

(„regeneration-organizing cells“), ktoré migrujú do miesta amputácie a vytvárajú tzv. 

epidermis rany („wound epidermis“). Zablokovanie ich migrácie vedie k zastaveniu 

schopnosti regenerovať. Autori tejto práce neidentifikovali presnú dráhu, ktorá reguluje 

migrácie týchto buniek do miesta amputácie. My sa domnievame, že jeden z regulátorov 

migrácie môže byť práve NO. 

 

Vplyv NO na proces hojenia 

V tejto práci sme popísali vplyv NO na proces embryonálneho hojenia a regenerácie. 

Ukázali sme, že produkcia NO na začiatku po poranení je dôležitá pre správny priebeh 

hojenia a regenerácie v ďalších fázach. Avšak, z literatúry je známe, že NO nie je dôležitý 

len pre správny priebeh hojenia, ale zvýšenie jeho hladiny (napr. použitím NO donorov) 

môže tiež významne zlepšiť priebeh hojenia, hlavne hojenia chronických (nehojacich) sa 

rán. 

Napríklad, donory NO boli použité na zlepšenie hojenia diabetických myší (Witte, et 

al., 2002) a diabetických imunodeficitných myší (NOD-SCID) (Blecher, et al., 2012). 

Navyše donory NO boli použité na zrýchlenie migrácie buniek pri sledovaní procesov 

hojenia in vitro (Spitler, et al., 2013; Han, et al., 2012). Ďalej, aplikácia krému obsahujúceho 
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sildenafil (inhibítor cGMP špecifickej fosfodiesterázy – PDE5) pomohla zrýchliť hojenie po 

poranení kože u ľudí (Gursoy, et al., 2014). V našich experimentoch sme neboli schopný 

zrýchliť hojenie použitím NO donoru SNAP. Domnievame sa, že vysvetlenie je podobné, 

ako dôvod nefunkčnosti rescue experimentov – produkcia NO je presne lokalizovaná ako 

v čase, tak aj v priestore a neboli sme schopný zabezpečiť na malej ploche embryonálnej 

rany dostupnosť NO donoru na správnom mieste a v správnom čase. Navyše, pretože 

embryonálne hojenie je veľmi rýchly proces, bolo by veľmi náročné presne zmerať a určiť 

akékoľvek zrýchlenie a zlepšenie zatvárania rany. Napriek tomu veríme, že naše výsledky 

budú mať uplatnenie v štúdiu možnosti zlepšenia efektivity hojenia. 

Asi najatraktívnejšie je využitie donorov NO v humánnej medicíne. Využitie 

donorov NO v rôznych postupoch liečby ľudí bol nedávno zhrnutý kolektívom autorov 

Yang, et al. (2018). Napr. NO donory boli použité pri liečbe preležanín a preukázali 

štatisticky významné zrýchlenie liečby (Saidkhani, et al., 2016). Podobne, NO donory sa 

ukazujú ako potenciálne ideálna liečba pre pacientov s tzv. vredmi diabetickej nohy 

(Edmonds, et al., 2018). Avšak, súčasne poznatky o mechanizme aktivity NO sú limitované 

predovšetkým na popis regulácie angiogenézy a zápalu. V našej práci sme predstavili nové 

prepojenie medzi NO a Lep, kedy NO reguluje Lep. Znalosť tejto regulácie je dôležitá pre 

porozumenie molekulárnych mechanizmov mnohých chronických ochorení ako je vysoký 

krvný tlak, cukrovka a obezita v spojení s problémami s hojením. Rovnako sme pozorovali 

nové prepojenie medzi NO a AP-1 a vzťahu regulácie hojenia a vzniku rakoviny. Naše 

výsledky potvrdzujú dôležitosť ďalšieho štúdia mechanizmov aktivity NO v priebehu 

hojenia pre použitie cielenej/personalizovanej medicíny v budúcnosti. 
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6. Záver 

Táto práca ukazuje kľúčovú úlohu NO v priebehu embryonálneho hojenia. Výsledky 

naznačujú nezastupiteľnú funkciu NO v prvej fáze embryonálneho hojenia pri aktivácii 

expresie génov dôležitých pre celkový proces hojenia. 

 

V tejto práci boli stanovené hlavné ciele: 

1. Popis produkcie NO v priebehu embryonálneho hojenia a regenerácie 

- NO je produkovaný po poranení vo všetkých ranných vývojových štádiách, 

začínajúc už od blastuly až po žubrienku v prvých dvoch vrstvách buniek od 

okraja rany. 

- NO je produkovaný vo vysokých koncentráciách v priebehu prvých 30 minút 

embryonálneho hojenia a regenerácie. 

 

2. Popis génovej expresie v priebehu hojenia a regenerácie u embryí so 

zablokovanou produkciou NO 

- NO ovplyvňuje expresiu kľúčovej skupiny génov v priebehu embryonálneho 

hojenia. 

- Zablokovanie produkcie NO v priebehu embryonálneho hojenia 

a regenerácie vedie k dlhšietrvajúcemu zvýšeniu expresie génov reagujúcich 

na stres. To vedie k predĺženiu prvotných signálov po poranení a spomaleniu 

zatvárania rany. 

o  Medzi tieto gény patria napríklad fos, jun, parp3. 

- Zablokovanie produkcie NO v priebehu embryonálneho hojenia 

a regenerácie vedie k zníženiu expresie génov regulujúcich metabolizmus. 

To prináša nový pohľad na úlohu NO v nehojacich sa ranách pri ochoreniach 

spojených s poruchami metabolizmu. 

o  Medzi tieto gény patria napríklad lep a igfbp2. 

- Zablokovanie produkcie NO v priebehu embryonálneho hojenia 

a regenerácie vedie ku zmene expresie génov matrix metaloproteináz. 

Výsledkom toho je problematická remodelácia rany. 

o  Medzi tieto gény patria napríklad mmp8 a mmp9. 
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3. Popis procesov závislých na produkcii NO v priebehu embryonálneho hojenia 

a regenerácie 

- NO reguluje vytváranie aktíno-myozínového prstenca na okraji rany 

v priebehu prvej a druhej fázy embryonálneho hojenia. Problematická 

štruktúra aktínu vedie ku spomaleniu hojenia. 

- NO reguluje zmeny štruktúry ECM v druhej a tretej fáze embryonálneho 

hojenia. To pravdepodobne vedie k hromadeniu buniek na okraji rany a bráni 

reepitelizácii a následnému uzavretiu rany. 

- NO stimuluje migráciu primitívnych myeloidných buniek do miesta rany 

v tretej fáze embryonálneho hojenia a v priebehu regenerácie. Tieto bunky 

pravdepodobne napomáhajú remodelácii rany. 

 

V tejto práci boli stanovené vedľajšie ciele: 

1. Sledovanie zmien génovej expresie v priebehu embryonálneho vývoja po 

zablokovaní produkcie NO 

- Dlhodobé zablokovanie produkcie NO v priebehu vývoja embryí vedie 

zvýšeniu expresie génov reagujúcich na stres. Toto zvýšenie je špecifické len 

pre niektoré bunky pokožky. 

o Medzi tieto gény patria napríklad fos, jun. 

- Zablokovanie produkcie NO v priebehu vývoja embryí vedie ku zníženiu 

expresie génov spojených s vývojom embryonálnej pokožky. V dôsledku 

toho nastáva porucha vo vývoji pokožky. 

o  Medzi tieto gény patri napríklad keratíny, kolagény a matrix 

metaloproteinázy. 

 

2. Porovnanie podobností a rozdielov medzi embryonálnym hojením, regeneráciou 

a rastom nádoru 

- Expresia génov reagujúcich na stres je len krátkodobo zvýšená po poranení, 

alebo amputácii, zatiaľ čo ostáva naďalej zvýšená v priebehu rastu nádoru. 

Podobný efekt je pozorovaný v priebehu hojenia a regenerácie po 

zablokovaní produkcie NO. To je novým prepojením medzi NO a rastom 

nádoru. 
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3. Optimalizácia procesu prípravy suspenzie buniek pre RNA sekvenovanie na 

úrovni jednej bunky 

- Disociácia vedie k zvýšeniu expresie génov reagujúcich na stres. To vedie ku 

nesprávnej interpretácii výsledkov. 

- Znížením teploty disociácie a pridaním inhibítora transkripcie môžeme 

zabrániť tomuto procesu. Avšak, zníženie teploty vedie ku špecifickej strate 

niektorých typov populácii buniek.  
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8. Prílohy 

8.1. Fragment Analyzer Standard Sensitivity RNA analysis kit manuál 

 
  



 
 

8.2. NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module manuál 

Starting Material: 1–5 µg of DNA-free total RNA. 
1. Dilute the total RNA with nuclease-free water to a final volume of 50 μl in a nuclease-free 0.2 ml 

PCR tube. 
2. In a second nuclease-free 0.2 ml PCR tube aliquot 20 μl of well resuspended NEBNext Magnetic 

Oligo d(T)25 Beads. 
3. Wash the beads by adding 100 µl of RNA binding buffer to the beads. Pipette the entire volume 

up and down 6 times to mix thoroughly. 
4. Place the tube on the magnetic rack at room temperature for 2 minutes or until the solution is 

clear. 
5. Remove and discard all of the supernatant from the tube. Take care not to disturb the beads. 
6. Remove the tube from the magnetic rack. 
7. Repeat steps 3–6 once for a total of 2 washes. 
8. Resuspend the beads in 50 μl of RNA Binding Buffer and add the 50 μl of total RNA sample 

from step 1. Pipette the entire volume up and down to mix thoroughly. 
9. Place the tubes on the thermal cycler and heat the sample at 65°C for 5 minutes and hold at 4°C 

to denature the RNA and facilitate binding of the poly-A-RNA to the beads. 
10. Remove tubes from the thermal cycler when the temperature reaches 4°C. 
11. Resuspend the beads. Pipette up and down slowly 6 times to mix thoroughly. 
12. Place the tubes on the bench and incubate at room temperature for 5 minutes to allow the RNA 

to bind to the beads. 
13. Resuspend the beads. Pipette up and down slowly 6 times to mix thoroughly. 
14. Incubate for 5 more minutes on the bench at room temperature to allow the RNA to bind to the 

beads. 
15. Place the tubes on the magnetic rack at room temperature for 2 minutes or until the solution is 

clear to separate the poly-A RNA bound to the beads from the solution. 
16. Remove and discard all of the supernatant. Take care not to disturb the beads. 
17. Remove the tubes from the magnetic rack. 
18. Wash the beads by adding 200 μl of Wash Buffer to remove unbound RNA. Pipette the entire 

volume up and down 6 times to mix thoroughly. 
19. Place the tubes on the magnetic rack at room temperature for 2 minutes or until the solution is 

clear. 
20. Remove and discard all the supernatant from each well of the plate. Take care not to disturb the 

beads. 
21. Remove the tubes from the magnetic rack. 
22. Repeat Steps 18-21. 
23. Add 50 μl of Tris Buffer to each tube. Gently pipette the entire volume up and down 6 times to 

mix thoroughly. 
24. Place the tubes on the thermal cycler. Close the lid and heat the sample at 80°C for 2 minutes, 

then hold at 25°C to elute the poly-A RNA from the beads. 
25. Remove the tubes from the thermal cycler when the temperature reaches 25°C. 
26. Add 50 μl of RNA Binding Buffer to each sample to allow the RNA to bind to the same beads. 

Gently pipette the entire volume up and down 6 times to mix thoroughly. 
27. Incubate the tubes on the bench at room temperature for 5 minutes. 
28. Resuspend the beads. Pipette up and down slowly 6 times to mix thoroughly. 
29. Incubate the tubes on the bench at room temperature for 5 more minutes to allow the RNA to 

bind to the beads. 
30. Place the tubes on the magnetic stand at room temperature for 2 minutes or until the solution is 

clear. 
31. Remove and discard all of the supernatant from each tube. Take care not to disturb the beads. 
32. Remove the tubes from the magnetic rack. 
33. Wash the beads once with 200 μl of Wash Buffer. Gently pipette the entire volume up and down 

6 times to mix thoroughly. 
34. Place the tubes on the magnetic rack at room temperature for 2 minutes or until the solution is 

clear. 
35. Remove and discard all of the supernatant from each tube. Take care not to disturb the beads. 

Note: It is important to remove all of the supernatant to successfully use the RNA in 
downstream steps. Spin down the tube. Place the tube on the magnetic rack and with a 10 



 
 

µl tip remove all of the wash buffer. (Caution: Do not disturb beads that contain the 
mRNA). 

36. Remove the tubes from the magnetic rack. 
37. Elute the mRNA from the beads by adding 17 µl of the Tris Buffer, mix by pipetting 6 times and 

incubating the sample at 80°C for 2 minutes, then hold at 25°C to elute the polyA RNA from the 
beads. Immediately, place the tubes on the magnetic rack for 2 minutes or until the solution is 
clear. 

38. Collect the purified mRNA by transferring the supernatant to a clean nuclease-free PCR Tube. 
39. Place tube on ice. 

  



 
 

8.3. NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit for Illumina manuál 

3.1 RNA Fragmentation, Priming and First Strand cDNA Synthesis 

 RNA fragmentation is only required for intact or partially degraded RNA. Recommended 

fragmentation times can be found in Table 3.1. Follow protocol in 3.1A to set up the 

reaction. For highly degraded RNA (FFPE Samples) which do not require fragmentation 

proceed to Step 3.1B. 

 

3.1A RNA Fragmentation and Priming Starting from Intact or Partially Degraded RNA: 

1. Set up the following reaction and mix by gentle pipetting: 
Purified mRNA or Ribosome depleted RNA (10-100 ng)   5 μl 

 (pink) NEBNext First Strand Synthesis Reaction Buffer (5X)   4 μl 
 (pink) Random Primers   1 μl 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------    
Final Volume   10 μl 
 

2.  Incubate the sample at 94°C following the recommendations in Table 3.1 for fragments sizes 
~200 nt. 
 
Table 3.1. Suggested fragmentation times based on RIN number of RNA input. 

RNA TYPE RIN FRAG. TIME 

Intact RNA >7 15 min. at 94°C 

Partially Degraded RNA 2–6 7–8 min. at 94°C 

3. Refer to Appendix A for fragmentation conditions if you are preparing libraries with large 
inserts (> 200 bp). Conditions in Appendix A only apply for intact RNA. 
 

4. Transfer the tube to ice.  
First Strand cDNA Synthesis  
Dilute Actinomycin D stock solution (5 μg/μl) to 0.1 μg/μl in nuclease free water for immediate 
use. 
 
Note: Dilute solutions of Actinomycin D are very sensitive to light. In solution, Actinomycin D 
tends to absorb to plastic and glass. For these reasons, unused dilute solutions should be 
discarded and not stored for further use. However, frozen aliquots of a concentrated stock 
solution (5 μg/μl) in DMSO are expected to be stable for at least a month at -20°C.  

4. To the fragmented and primed mRNA from Step 3 in Section 3.1A (10 μl) add the following 
components and mix by gentle pipetting:  

  (pink) Murine RNase Inhibitor   0.5 μl 

 Actinomycin D (0.1 μg/μl)    5 μl 

  (pink) ProtoScript II Reverse Transcriptase  1 μl 

 Nuclease free water   3.5 μl 

 ---------------------------------------------------------------------- 

 Final volume   20 μl 

Note: If you are following recommendations in Appendix A, for longer RNA fragments, 

increase the incubation at 42°C from 15 minutes to 50 minutes in Step 5. 

5.  Incubate the sample in a preheated thermal cycler (with the heated lid set at 105°C) as 
follows: 
10 minutes at 25°C 
15 minutes at 42°C 



 
 

15 minutes at 70°C 
Hold at 4°C 

6. Proceed directly to Second Strand cDNA Synthesis, Section 3.2. 
 

3.2 Perform Second Strand cDNA Synthesis 

1. Add the following reagents to the First Strand Synthesis reaction (20 μl): 
Nuclease-free water   48 μl 

 (orange) Second Strand Synthesis Reaction Buffer (10X)   8 μl 

 (orange) Second Strand Synthesis Enzyme Mix   4 μl 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------   

Total volume   80 μl 

2. Mix thoroughly by gentle pipetting. 
3. Incubate in a thermal cycler for 1 hour at 16°C, with heated lid set at ≤ 40°C. 

 
3.3 Purify the Double-stranded cDNA Using 1.8X Agencourt AMPure XP Beads 

1. Vortex AMPure XP Beads to resuspend. 
2. Add 144 μl (1.8X) of resuspended AMPure XP Beads to the second strand synthesis reaction 

(~80 μl). Mix well on a vortex mixer or by pipetting up and down at least 10 times. 
3. Incubate for 5 minutes at room temperature. 
4. Quickly spin the tube in a microcentrifuge to collect any sample on the sides of the tube. Place 

the tube on an appropriate magnetic rack to separate beads from supernatant. After the solution 
is clear (about 5 minutes), carefully remove and discard the supernatant. Be careful not to 
disturb the beads that contain DNA targets. 

5. Add 200 μl of freshly prepared 80% ethanol to the tube while in the magnetic rack. Incubate at 
room temperature for 30 seconds, and then carefully remove and discard the supernatant. 

6. Repeat Step 5 once for a total of 2 washing steps. 
7. Air dry the beads for 5 minutes while the tube is on the magnetic rack with lid open. 

Caution: Do not over dry the beads. This may result in lower recovery of DNA target. 
8. Remove the tube from the magnet. Elute the DNA target from the beads into 60 μl 0.1X TE 

Buffer or 10 mM Tris-HCl. Mix well on a vortex mixer or by pipetting up and down. Quickly spin 
the tube and incubate for 2 minutes at room temperature. Place the tube in the magnetic rack 
until the solution is clear. 

9. Remove 55.5 μl of the supernatant and transfer to a clean nuclease free PCR tube. 

 Note: If you need to stop at this point in the protocol samples can be stored at –20°C. 

 

3.4 Perform End Prep of cDNA Library 

1. Mix the following components in a sterile nuclease free tube: 
Purified double-stranded cDNA (Step 9, Section 2.7)   55.5 μl 

 (green) NEBNext End Repair Reaction Buffer (10X)   6.5 μl 
 (green) NEBNext End Prep Enzyme Mix   3 μl 

-----------------------------------------------------------------------------------------------------    
Total volume   65 μl 

2. Incubate the sample in a thermal cycler (with the heated lid set at 75°C) as follows: 
30 minutes at 20°C 
30 minutes at 65°C 
Hold at 4°C 

3. Proceed immediately to Adaptor Ligation. 
 

3.5 Perform Adaptor Ligation 

Dilute the  (red) NEBNext Adaptor* for Illumina (15 μM) to 1.5 μM with a 10-fold dilution 

(1:9) with 10 mM Tris-HCl and 10 mM NaCl for immediate use. 



 
 

1. Add the following components directly to the End Prep Reaction (Caution: Do not pre-mix the 
components to prevent adaptor-dimer formation): 

End Prep Reaction   65 μl 

 (red) Blunt/TA Ligase Master Mix   15 μl 

Diluted NEBNext Adaptor*   1 μl 

Nuclease-free Water   2.5 μl 

----------------------------------------------------------------- 

Total volume   83.5 μl 

2. Mix by pipetting followed by a quick spin to collect all liquid from the sides of the tube. 
3. Incubate 15 minutes at 20°C in a thermal cycler. 

A precipitate can form upon thawing of the NEBNext Hot Start HiFi PCR Master Mix. To 

ensure optimal performance, place the master mix at room temperature while purifying the 

ligation reaction. Once thawed, gently mix by inverting the tube several times. 

3.6 Purify the Ligation Reaction Using AMPure XP Beads 

 Note: If you are selecting for larger size fragments (> 200 nt) follow the size selection 

recommendations in Appendix A, Chapter 4. 

1. Add nuclease-free water to the ligation reaction to bring the reaction volume to 100 μl. It is 
important to ensure the final volume is 100 μl prior to adding AMPure XP Beads. 
Note: X refers to the original sample volume of 100 μl from the above step. 

2. Add 100 μl (1.0X) resuspended AMPure XP Beads and mix well on a vortex mixer or by 
pipetting up and down at least 10 times. 

3. Incubate for 5 minutes at room temperature. 
4. Quickly spin the tube in a microcentrifuge and place the tube on an appropriate magnetic rack to 

separate beads from the supernatant. After the solution is clear (about 5 minutes), discard the 
supernatant that contain unwanted fragments (Caution: do not discard the beads). 

5. Add 200 μl of freshly prepared 80% ethanol to the tube while in the magnetic rack. Incubate at 
room temperature for 30 seconds, and then carefully remove and discard the supernatant. 

6. Repeat Step 5 once for a total of 2 washing steps. 
7. Briefly spin the tube, and put the tube back in the magnetic rack. 
8. Completely remove the residual ethanol, and air dry beads for 5 minutes while the tube is on the 

magnetic rack with the lid open. 
Caution: Do not over dry the beads. This may result in lower recovery of DNA target. 

9. Remove the tube from the magnet. Elute DNA target from the beads with 52 μl 0.1X TE or 10 
mM Tris-HCl. Mix well on a vortex mixer or by pipetting up and down, incubate for 2 minutes at 
room temperature. Put the tube in the magnetic rack until the solution is clear. 

10. Transfer the 50 μl supernatant to a clean PCR tube. Discard beads. 
11. To the 50 μl supernatant, add 50 μl (1.0X) of the resuspended AMPure XP Beads and mix well 

on a vortex mixer or by pipetting up and down at least 10 times. 
12. Incubate for 5 minutes at room temperature. 
13. Quickly spin the tube in a microcentrifuge and place the tube on an appropriate magnetic rack to 

separate beads from the supernatant. After the solution is clear (about 5 minutes), discard the 
supernatant that contains unwanted fragments (Caution: do not discard the beads). 

14. Add 200 μl of freshly prepared 80% ethanol to the tube while in the magnetic rack. Incubate at 
room temperature for 30 seconds, and then carefully remove and discard the supernatant. 

15. Repeat Step 14 once for a total of 2 washing steps. 
16. Briefly spin the tube, and put the tube back in the magnetic rack. 
17. Completely remove the residual ethanol, and air dry beads for 5 minutes while the tube is on the 

magnetic rack with the lid open. 
Caution: Do not over dry the beads. This may result in lower recovery of DNA target. 

18. Remove the tube from the magnet. Elute DNA target from the beads with 19 μl 0.1X TE or 10 
mM Tris-HCl. Mix well on a vortex mixer or by pipetting up and down, incubate for 2 minutes at 
room temperature. Put the tube in the magnetic rack until the solution is clear. 

19. Without disturbing the bead pellet, transfer 17 μl of the supernatant to a clean PCR tube and 
proceed to PCR enrichment. 



 
 

3.7 PCR Enrichment of Adaptor Ligated DNA 

1. To the cDNA (17 μl) from Step 19 Section 3.6 add the following components and mix by gentle 
pipetting: 
 (blue) NEBNext USER Enzyme     3 μl 

 (blue) NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix   25 μl 

 (blue) Index (X) Primer/i7 Primer*,**   2.5 μl 

 (blue) Universal PCR Primer/i5 Primer*, ***   2.5 μl 

---------------------------------------------------------------------------------------- -------------  

Total volume   50 μl 

 

2. PCR Cycling Conditions 

CYCLE STEP TEMPERATURE TIME CYCLES 

USER Digestion 
Initial Denaturation 

37°C  
98°C 

15 minutes 
30 seconds 

1 
1 

Denaturation 
Annealing/Extension 

98°C 
65°C 

10 seconds 
75 seconds 

12–15*, ** 

Final Extension 65°C 5 minutes 1 

Hold 4°C ∞   

3.  
* The number of PCR cycles should be adjusted based on RNA input. If 10 ng enriched RNA is 
the starting input, it is recommended to perform 15 cycles of PCR. 
** It is important to limit the number of PCR cycles to avoid overamplification. If overamplification 
occurs, larger molecular weight products (> 500 bp) will appear on the Bioanalyzer trace. 

4. Proceed to Section 3.8 (Purify the PCR Reaction using Agencourt AMPure XP Beads). 
 

3.8 Purify the PCR Reaction using Agencourt AMPure XP Beads 

1. Vortex Agencourt AMPure XP Beads to resuspend. 
2. Add 45 μl (0.9X) of resuspended Agencourt AMPure XP Beads to the PCR reaction (~ 50 μl). 

Mix well on a vortex mixer or by pipetting up and down at least 10 times. 
3. Incubate for 5 minutes at room temperature. 
4. Quickly spin the tube in a microcentrifuge and place the tube on an appropriate magnetic rack to 

separate beads from the supernatant. After the solution is clear (about 5 minutes), carefully 
remove and discard the supernatant. Be careful not to disturb the beads that contain DNA 
targets. 

5. Add 200 μl of freshly prepared 80% ethanol to the tube while in the magnetic rack. Incubate at 
room temperature for 30 seconds, and then carefully remove and discard the supernatant. 

6. Repeat Step 5 once for a total of 2 washing steps. 
7. Air dry the beads for 5 minutes while the tube is on the magnetic rack with the lid open.  

Caution: Do not overdry the beads. This may result in lower recovery of DNA target. 

8. Remove the tube from the rack. Elute the DNA target from the beads into 23 μl 0.1X TE. Mix 
well on a vortex mixer or by pipetting up and down, quickly spin the tube in a microcentrifuge 
and incubate for 2 minutes at room temperature. Place it in the magnetic rack until the solution is 
clear. 

9. Transfer 20 μl of the supernatant to a clean PCR tube, and store at –20°C. 
  



 
 

8.4. Lexogen Poly(A) RNA Selection Kit manuál 

 

  



 
 

8.5. Lexogen SENSE Total RNA-Seq Library Prep Kit manuál 

 



 
 

 

  



 
 

8.6. Lexogen QuantSeq 3′ mRNA-Seq Library Prep Kit FWD for Illumina manuál 

 



 
 

 

  



 
 

8.7. QIAGEN Plasmid midi kit manuál 

 

Notes before starting  

Add RNase A solution to Buffer P1, mix and store at 2–8°C.  

Optional: Add LyseBlue® reagent to Buffer P1 at a ratio of 1:1000.  

Prechill Buffer P3 at 4°C. Check Buffer P2 for SDS precipitation.  

Isopropanol and 70% ethanol are required.  

Symbols: QIAGEN Plasmid Mini Kit; QIAGEN Plasmid Midi Kit; and 

QIAGEN Plasmid Maxi Kit.  

 
1. Harvest overnight bacterial culture by centrifuging at 6000 x g for 15 min at 

4°C. 
2. Resuspend the bacterial pellet in 0.3 ml, 4 ml or 10 ml Buffer P1. 
3. Add 0.3 ml, 4 ml or 10 ml Buffer P2, mix thoroughly by vigorously 

inverting 4–6 times and incubate at room temperature (15–25°C) for 5 min. If 
using LyseBlue reagent, the solution will turn blue.  

4. Add 0.3 ml, 4 ml or 10 ml prechilled Buffer P3, mix thoroughly by 
vigorously inverting 4–6 times. Incubate on ice for 5 min, 15 min or 
20 min. If using LyseBlue reagent, mix the solution until it is colorless.  

5. : Centrifuge at 14,000–18,000 x g for 10 min at 4°C. Re-centrifuge if the 
supernatant is not clear. and : Centrifuge at ≥20,000 x g for 30 min at 
4°C. Re-centrifuge the supernatant at ≥20,000 x g for 15 min at 4°C.  

6. Equilibrate a QIAGEN-tip 20, 100 or 500 by applying 1 ml, 
4 ml or 10 ml Buffer QBT, and allow column to empty by gravity flow.  

7. Apply the supernatant from step 5 to the QIAGEN-tip and allow it to enter the 
resin by gravity flow.  

8. Wash the QIAGEN-tip with 2 x 2 ml, 2 x 10 ml or 2 x 30 ml Buffer 
QC. Allow Buffer QC to move through the QIAGEN-tip by gravity flow.  

9. Elute DNA with 0.8 ml, 5 ml or 15 ml Buffer QF into a clean 2 
ml, 15 ml or 50 ml vessel. For constructs larger than 45 kb, 
prewarming the elution buffer to 65°C may help to increase the yield.  

10. Precipitate DNA by adding 0.56 ml, 3.5 ml or 10.5 ml (0.7 
volumes) room-temperature isopropanol to the eluted DNA and mix. 
Centrifuge at ≥15,000 x g for 30 min at 4°C. Carefully decant the supernatant.  

11. Wash the DNA pellet with 1 ml, 2 ml or 5 ml room-temperature 
70% ethanol and centrifuge at ≥15,000 x g for 10 min. Carefully decant 
supernatant.  

12. Air-dry pellet for 5–10 min and redissolve DNA in a suitable volume of 
appropriate buffer (e.g., TE buffer, pH 8.0, or 10 mM Tris·Cl, pH 8.5). 

  



 
 

8.8.  SureCell WTA 3′ Library Prep Kit for the ddSEQ System manuál 

 



 
 

 



 
 

 



 
 

 



 
 



 
 

8.9. Fragment Analyzer High Sensitivity NGS kit manuál 
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