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ABSTRAKT

Studium mechanismi, které kontroluji hojeni, je velice atraktivni oblasti biologie a
mediciny. Hojeni ran se obvykle d€li na dva zékladni typy. Prvnim je hojeni dospélych
jedinct, které je pomalé a konci jizvou. Druhym je hojeni embryi, které je velmi rychlé a
bez vzniku jizvy. Hojeni je slozity proces, ktery zahrnuje mnoho krokt a je regulovan
velikym mnozstvim rtznych druhti molekul. Jednou z dulezitych molekul je oxid dusnaty
(NO), jehoz funkce je ¢asto spojovana s regulaci zanétu a angiogeneze v pribéhu hojeni u
dospélych jedincii. Tato prace se zabyva popisem ulohy NO v prubéhu hojeni casnych
embryi, kterd jeSté nemaji vyvinuty imunitni a cévni systém.

Bylo pozorovano, ze vysokd koncentrace NO je produkovana v pribéhu prvnich
30 minut po poranéni od stadia blastuly po plovouciho pulce. Ulohou NO je hlavné regulace
exprese gentl, které jsou spojené s odpovédi na stres a souviseji s bunéénym metabolismem.
Dopady produkce NO béhem hojeni jsou vSak pozorovatelné i n€kolik hodin po uzavieni
rany v nami nove popsané treti fazi embryonalniho hojeni. Ve tfeti fazi probiha remodelace
poranéné tkané a NO reguluje expresi a aktivitu matrix metaloproteindz a migraci naivnich
bunck imunitniho systému do mista poranéni.

Ptedklddand price ukazuje na novy mechanismus pasobeni NO v procesu
embryonalniho hojeni a poskytuje voditko pro potencialni novou ucinnou lécbu v ptipadech

problematicky se nehojicich ran.

Kli¢ova slova: drapatka vodni, oxid dusnaty, hojeni, genovd exprese, matrix

metaloproteinazy, 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 naive 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 aktivacny protein

ATP adenozin 5'-trifosfat

BCIP 5-Bromo-4-chloro-3-indolyl fosfat
BSA bovinny sérovy albumin

cGMP cyklicky guanozin 5'-trifosfat

CcoO oxid uhol'naty

COX cyklooxygenaza

CTF korigovana celkova fluorescencia
CXCL chemotakticky ligand zo skupiny chemokinov s motivom C-X-C
DAF-2DA 4,5-diaminofluorescin diacetat
DAP so smrt’ou spojeny protein

DEG diferencialne exprimovany gén
DIG digoxigenin

DMSO dimetylsulfooxid

DNA deoxyribonukleova kyselina

dpa dni po amputicii

dpi dni po injekcii

DUOX dudlna oxidaza

ECM extracelularna matrix

EGF epidermovy rastovy faktor

EMT epitelialno-mezenchymalna tranzicia
eNOS endotelialna NO syntdza

FDR »False discovery rate*

FGF fibroblastovy rastovy faktor

GO génova ontologia

GSH redukovany glutation

GTP guanozin 5'-trifosfat

HoS sulfan

hpa hodin po amputacii

hpp hodin po poraneni

IL interleukin

iINOS induktivna NO syntdza

IP3 inositol-3-fosfat

P4 inositol-4-fosfat

Itpkb inositol-3-fosfat 3-kinaza B

JNK c-Jun N-terminélna proteinkinaza
KGF rastovy faktor keratinocytov

Lep-R leptinovy receptor

MAPK mitogénom aktivovand proteinkinaza
MCP monocytovy chemotakticky protein
MMP matrix metaloproteinaza

MO morfolino-oligonukleotid

mpa minut po amputécii

mpp minuat po poraneni

n.s. nesignifikantny

NADPH redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NAPD+ nikotinamidadenindinukleotidfosfat



NBT
NF-«B
NK
nNOS
NO
NOD-SCID
NOS
ODQ

pa

par.

PBS

PBS -/-
PDE
PDGF
PFA
PI3K
PKA
PKG
PLC

pp

qPCR
RFU
RNA
RNA-Seq
ROS
RT-qPCR
scRNA-Seq
SD

sGC
SNAP
SOD
TGF
TGFBRI
TIMP
TNF
TRIM
uPA
VASP
VEGF

nitroblue tetrazolium
nekroticky faktor kB
LHhatural killer
neuronalna NO syntaza
oxid dusnaty

Lwhon-obese diabetic/severe combined immunodeficient”

NO syntaza
1H-[1,2,4]0xadiazolo[4,3-a]chinoxalin-1-6n
po amputacii

parentalny

fosfatovy tlmivy roztok

fosfatovy tlmivy roztok bez obsahu i6nov Ca** a Mg?*

fosfodiesteraza
od krvnych dosti¢iek odvodeny rastovy faktor
paraformaldehyd

fosfatidylinozitol 3-kinaza

proteinkindza A

cGMP-zavisla proteinkindza

fosfolipaza C

po poraneni

kvantiativna polymerazova retazova reakcia
relativna fluorescen¢na jednotka
ribonukleova kyselina

sekvenovanie RNA

reaktivne formy kyslika

kvantitativna PCR s reverznou transkripciou
RNA-Seq na trovni jednej bunky
Standardnd odchykla

solubilna guanylat cyklaza
S-nitroso-N-acetylpenicillamin

superoxid dismutaza

transformujtci rastovy faktor

receptor pre transformujuci rastovy faktor 3
tkanivovy inhibitor matrix metaloproteinaz
tumor nekrotizujuci faktor
1-[2-(Trifluorometyl)fenyl]imidazol
urokinaza

fosfoprotein stimulujuci vazodilataciu
cievny endotelovy rastovy faktor
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Uvod

Otazka hojenia fascinuje I'udi uz od nepaméti. V minulosti viedlo i jednoduché
poranenie k mnohym komplikaciam, kedy sa do rany dostali necistoty a to v najhorSich
pripadoch viedlo az k smrti. Od vtedy sa medicina posunula d’alej a dnes je jej cielom
dosiahnut’ ako uplnu regeneraciu poskodenych organov a stratenych koncatin, tak aj
zabezpecit’ hojenie ran bez vzniku nevkusnej jazvy.

Mechanizmus hojenia je viac-menej univerzalny medzi réznymi modelovymi
organizmami a vysledky ziskané zo Stadie hojenia u zivoCichov sa uspeSne aplikuju
v humannej medicine. Jednou z doleZitych molekul, ktora sa objavuje v priebehu hojenia je
oxid dusnaty (NO). U cicavcov, aplikacia donorov NO na miesto rany viedla nie len ku
nastartovaniu hojenia chronickych nehojacich sa diabetickych ran, ale dokonca aj ku
zrychleniu hojenia normalnych ran. Uloha NO v hojeni sa spaja s reguldciou rastu ciev
vrane (angiogenéza) a ldkanim (chemoatrakcia) buniek imunitného systému do rany.
Prekvapivé je, ze NO je produkovany aj v embryach, ktoré este nemaju vyvinuty ani cievny
ani imunitny systém. To naznacuje, ze NO ma viac funkcii v priebehu hojenia a reguluje aj
d’al$ie procesy, ktoré zatial’ neboli popisané.

V tejto préaci sme Studovali tlohu NO v priebehu hojenia embryi pazarnatky vodne;j
(Xenopus laevis), ktora patri medzi ideadlny model podobnych stadii. Hojenie bolo Studované
ako na molekulérnej, tak aj na bunkovej urovni. Praca je zamerana na popis ¢asovej regulacie
NO v priebehu hojenia a popis procesov, ktoré st ovplyvnené NO. Navyse, prinasaji novy
nahl'ad na prepojenie medzi tlohou NO a chronickymi ranami.

Pre d’alSie porozumenie molekularnych mechanizmov regulacie hojenia je dolezité
porozumiet’ funkcii a spolupraci jednotlivych buniek. Momentalne najefektivnejSim
nastrojom je sekvenovanie RNA na urovni jednej bunky. AvSak, priprava bunkovej
suspenzie prinaSa so sebou technické komplikadcie atdto praca sa zameriava aj na

optimalizéciu tohto procesu.
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1. Sucasny stav rieSenej problematiky
1.1. VSeobecny popis hojenia

Prezitie akéhokol'vek zivého jedinca je kriticky zavislé na schopnosti opravit
poskodenie (zahojit’ ho) vznikajice réznymi sposobmi. Schopnost’ hojenia je Studovana
u mnohych modelov od jednoduchych organizmov, ako st baktérie (Hambleton, 1971),
kvasinky (Levin, 2005) a prvoky (Szubinska, 1971), cez zlozitejSie organizmy ako su
rastliny (Volkmann & Baluska, 1999) a nizsie zivocichy (Belacortu & Paricio, 2011), az po
najzlozitejSie organizmy, ako su vysSie zivoCichy a Clovek (Zomer & Trentin, 2018).
Rovnako su tieto procesy Studované na urovni poSkodenia jednej bunky, kde model
predstavuje zarodo¢na bunka/vaji¢ko (Simon, et al., 2013), cez viacbunkové systémy (Li, et
al., 2013), az po komplexny proces regeneracie tkaniva (Love, et al., 2013). Nezévisi to od
toho, aky jednoduchy, alebo zlozity systém je, hojenie je vzdy vysledok postupnosti krokov,
kedy kazdy krok postva poSkodenie blizSie k oprave a obnoveniu povodnej Struktury
a funkcie (Sonnemann & Bement, 2011). Mechanizmy hojenia mézeme rozdelit’ do dvoch
hlavnych kategoérii: hojenie dospelych jedincov, ktoré zvycajne konéi vznikom jazvy;
a embryondlne hojenie, ktoré je omnoho jednoduchsie a rychlejSie ako hojenie dospelych

a na jeho konci nevzniké jazva (Larson, et al., 2010).
1.1.1.Hojenie dospelych

Hojenie dospelych jedincov sa zvycajne deli na 4 zakladné fazy: hemostéaza, zapal,
proliferacia a remodelacia (Obr. 1). Tieto Styri procesy nie su od seba striktne oddelené
a prelinaju sa (Sonnemann & Bement, 2011). S regulované vel'kym mnoZstvom molekl,
vratane transkripcnych faktorov (Schafer & Werner, 2007), protedz (McCarty & Percival,
2013), rastovych faktorov (Yamakawa & Hayashida, 2019) a signalnych peptidov
(Barrientos, et al., 2008; Ridiandries, et al., 2018). Prerusenie, alebo prediienie niektorej
z taz hojenia moZe viest' k spomaleniu alebo az zastaveniu hojenia a vzniku chronickej
nehojacej sa rany (Qing, 2017). Hojenie l'udi byva castokrat ovplyvnené mnohymi
exogénnymi faktormi, ako je napr. fajcenie, alebo chorobami, ako je cukrovka, podvyziva,

alebo obezita.
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Obr. 1: Prehl’ad procesov hojenia u dospelych jedincov (Greaves, et al., é013).

Hemostaza

Hemostaza za¢ina ihned’ po poraneni a trva desiatky minat. Cielom je obmedzit
stratu krvi a zabranit’ vniknutiu cudzorodych patogénov do prostredia rany. To sa dosahuje
troma procesmi: kontrakcia/zizenie ciev v mieste poranenia (vazokonstrikcia), vytvorenie
docasnej zatky z krvnych dosti¢iek a zrazanie krvi v mieste poSkodenia (Obr. 2A) (Greaves,
et al., 2013). Vazokonstrikcia je zabezpefend bunkami hladkej svaloviny ciev posobenim
tromboxdnu a prostaglandinov (Biaggioni, et al., 1989). Krvné dosticky sa viazu na kolagén
a vytvara sa primarna zatka (Savage, et al., 1996). Zrazanie krvi je dosiahnuté kaskadou
enzymatickych reakcii, ktoré zahfnaja niekol'ko faktorov. Tie sa premienaju hydrolyzou na
aktivne proteazy. Zrdzanie krvi moze byt aktivované dvomi cestami (Obr. 2B). Vnutorna
draha sa sptist'a v momente, ked’ krv prichddza do kontaktu s cudzorodym povrchom, zatial’
¢o vonkajSia drdha sa spusta v momente, ked krv prichddza do kontaktu s poskodenym
tkanivom. Obe cesty koncia aktivovanim faktoru X na Xa. Nasledne faktor Xa premiena
protrombin na trombin. Téato premena je urychlena faktorom Va. Trombin potom premieiia
fibrinogén na fibrin. Na zaver, fibrin polymerizuje a vytvara vlakna, ktoré zachytavaju
d’al§ie krvné bunky (Chu, 2011; Blanco & Blanco, 2017). V momente, ked je zatka
vytvorena a krvacanie je zastavené, tak zatka a okolité tkanivo rany zacina produkovat’
cytokiny podporujlice zapal, ako st napr. CXCL8, CXCL1 a CXCL2 (Ridiandries, et al.,
2018) arastové faktory ako su TGF-B, PDGF, FGF a EGF. To vedie k naStartovaniu

migracie buniek imunitného systému a zacatiu fazy zapalu (Ridiandries, et al., 2018).
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Obr. 2: Kroky hemostizy (Lakna, 2018).
(A) VSeobecné kroky vytvarania zatky. (B) Kroky syntézy fibrinu.

Zapal

Pre fazu zapalu je charakteristick¢ hromadenie sa buniek zapalu v rane a zvySené
mnozstvo molekul podporujicich angiogenézu. Faza zapalu trva niekol’ko hodin az niekol’ko
dni. Pocas tejto fazy, bunky zapalu odstraniuji mftve bunky, necistoty a iné cudzorodé
Castice z rany. Bunky zapalu tiez aktivuji uvolfiovanie molekul zabezpecujucich migréciu,
proliferaciu a diferenciaciu endotelovych buniek, endotelovych progenitorovych buniek

a keratinocytov (Greaves, et al., 2013).
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Medzi prvymi bunkami, ktoré sa objavuju v rane st polymorfonuklearne biele
krvinky (neutrofily) (Briggaman, et al., 1984). Neutrofily brania infekcii v rane pomocou
fagocytdzy cudzorodych patogénov, alebo ich odstranenim pomocou produkcie reaktivnych
foriem kyslika (,,reactive oxygen species®, ROS) a proteaz (Dovi, et al., 2004). Neutrofily,
okrem Ccistenia rany, reguluju aj zapal a produkuju rastové faktory a cytokiny ako si
TNF-a, IL-1B, IL-6, CXCL8, CXCL2 a MCP-1 (Gillitzer & Goebeler, 2001). Taktiez
exprimuju gény pre regulaciu angiogenézy (VEGF, CXCL3 a MCP-1), proliferaciu
fibroblastov a keratinocytov (IL-8, IL-1B a MCP-1), adhéziu keratinocytov na pokozku
(laminin) a remodelaciu tkaniva (uPA) (Wilgus, et al., 2013). V dal$ej faze klesd pocet
neutrofilov a zvySuje sa mnozstvo makrofagov. Tie fagocytdézou odstraiiuju okrem
bunkovych pozostatkov a baktérii aj ostavajiuce neutrofily (Koh & DiPietro, 2011). Tato
¢innost’ je Specificka pre M1 formu makrofagov (Krzyszczyk, et al., 2018). M1 makrofagy
mozu diferencovat’ na M2 makrofagy vplyvom mikroprostredia rany (Martinez & Gordon,
2014). Tato premena je indukovand glukokortikoidmi, IL-10, prostaglandinmi, IL-4/IL-13
a Specifickymi toll-like receptormi (Stout, et al., 2005). M2 forma makrofagov je
zodpovedna za reparacné a regeneracné mechanizmy (Hesketh, et al., 2017). M2 makrofagy
produkuju protizapalové cytokiny, ako je antagonista IL-1 receptora a IL-10, rastové faktory
na podporenie syntézy extracelularnej matrix (ECM), angiogenézy a proliferacie
fibroblastov, ako si TGF- a VEGF (Brancato & Albina, 2011). Aktivita M2 makrofagov je
nevyhnutna pre zaciatok fazy proliferacie (Hesketh, et al., 2017).

Proliferacia

Tato faza sa vyznaCuje zvySenym delenim buniek, ktoré su dolezité pre uplné
uzavretie rany. Faza proliferacie sa prekryva s predchadzajucou fazou a trva niekol’ko dni az
tyzdiov. V priebehu tejto fazy, delenie buniek a Strukturnych komponentov je riadené
faktormi produkovanymi vo faze zapalu. V priebehu fazy proliferacie dochéadza
k bunkovému deleniu fibroblastov a endotelovych buniek, ich migrécii a aj k zmene ich
fenotypu. SuCasne nastdva zmena Struktiry ECM a vytvaranie granula¢ného tkaniva
(Greaves, et al., 2013).

Fibroblasty zohravaji hlavnu ulohu v priebehu proliferdcie. Deliace sa fibrolasty
produkuji matrixové proteiny ako su fibronektin, kyselina hyalurénové, kolagén
a proteoglykany. Ich produkcia pomaha vytvéarat novt ECM, ktora je dolezita pre migraciu

keratinocytov. Povodna fibrinova Struktura je nahradend novym granulacnym tkanivom.
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V priebehu formovania granulacného tkaniva prebieha angiogenéza, ktord je regulovana
faktormi produkovanymi fibroblastami a makrofagmi (napr. VEGF, FGF, angiopoetinl
a trombospondin), keratinocytmi (napr. CXCL8 a VEGF) asamotnymi endolovymi
bunkami (napr. CXCL8 a VEGF). Fibrinové vlakna su nahradené kolagénom III, ktory je
syntetizovanymi fibroblastami a keratinocytmi (Thiruvoth, et al., 2015). V d’alSej faze sa
v rane objavuju myofibroblasty, ktoré vznikaju diferenciaciou fibroblastov, ktora je spustena
pomocou TGF-f a CXCL8. Myofibroblasty zabezpefuji kontrakciu rany. V priebehu
vytvarania granulacného tkaniva, keratinocyty migruji na okraj rany a zacinaji
reepitelizaciu. Reepitelizacia je spustend pomocou EGF, KGF a TGF-a, ktoré st
produkované krvnymi dostickami, keratinocytmi a M2 makrofagmi (Baltzis, et al., 2014).
Po obnoveni vrstvy epitelu, keratinocyty a fibroblasty produkuji kolagén IV na vytvorenie
bazalnej membrany (Thiruvoth, et al., 2015). Keratinocyty sa delia a obnovuju epidermalnu

vrstvu na vytvorenie bariéry proti infekcii.

Remodelacia

Faza remodelacie je poslednd faza hojenia a mozZe trvat’ mesiace aZ roky (Greaves,
et al., 2013). Délezitym krokom v tejto faze je remodelacia kolagénu, kedy sa kolagén III
nahrddza za kolagén I. Kyselina hyalurénova a glykosaminoglykédny st nahradené za
proteoglykany a odstraiiuje sa fibronektin. Remodelacia je kontrolovana ako aktivitou
MMP, tak aj aktivitou tkanivovych inhibitorov metaloproteindz (TIMP) (Thiruvoth, et al.,

2015). Vysledkom remodelécie je vznik jazvy.

1.1.2. Embryonalne hojenie

Porovnanie hojenia dospelych a embryonalneho hojenia vykazuje niekolko
podobnosti, ako aj odliSnosti (Tab. 1). NajdolezitejSim rozdielom medzi hojenim embryi
a hojenim dospelych jedincov je schopnost’ embryi hojit’ sa bez vzniku jazvy (Larson, et al.,
2010). Tento fenomén bol popisany urdéznych organizmov vratané embryi cicavcov.
U Tl'udskych plodov bola pozorovana strata schopnosti hojit’ tkanivo bez vzniku jazvy az po

24 tyzdni tehotenstva (Lane, 1986).
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Tab. 1: Porovnanie rozdielnych faktorov medzi hojenim dospelych jedincov a embryonilnym
hojenim (Larson, et al., 2010).

Hojenie dospelych jedincov Embryonalne hojenie
Kolagén Dominantny kolagén | Dominantny kolagén I1I
Kyselina hyalurénova | Nizka hladina Vysoka hladina

Nizky pomer MMP k TIMP vedie
k akumulécii kolagénu
Produkuju PDGF, TGF-B1 a

Modulatory ECM Vysoky pomer MMP k TIMP

Krvné dosticky Znizena degranulacia a agregécia

TGF-$2

Bunky zapalu Mnoho Malo

Interleukiny IL-6 a IL-8 podporujuce zapal Protizépalovy IL-10

TGF-p Vysoka hladina TGF-B1 a TGF- Nizka hladina TGF-1 a TGF-2,
B2 vysoka hladina TGF-B1 a TGF-3
Oneskorena expresia génov Okamzita expresia génov

Génova expresia podporujucich rast a delenie podporujucich rast a delenie
buniek buniek

V pripade embryonalneho hojenia, po poraneni su spustené signaly o poSkodeni. To
spusta akumuldciu aktinu a myozinu na okraji rany a formovanie aktino-myozinového
prstenca. Po vytvoreni aktino-myozinovej Struktury, fagocytujuce bunky ako napr.
makrofagy, migruju do rany na odstranenie apoptotickych buniek a necistot. Nasledne,
aktinové Struktury zabezpecuju kontrakciu rany a zmenSenie velkosti rany. Na zaver,
lameliopodie a filopodie na aktino-myozinovom prstenci zabezpe€ia uzavretie rany
spdsobom podobnym zipsu (Cordeiro & Jacinto, 2013), ¢o vedie k reepitelizacii rany.

NajcastejSie diskutovanym rozdielom medzi embryondlnym hojenim bez vzniku
jazvy a hojenim dospelych so vznikom jazvy byva imunitna odpoved’. Embrya eSte nemaj
plne vyvinuty imunitny systém a maju celkovo mensi pocet buniek zapalu, ako st neutrofily
a makrofagy (Cowin, et al., 1998). NavySe, produkuju vysSie hladiny protizapalovych
cytokinov, predovsetkym IL-10, ¢o blokuje migraciu makrofagov a neutrofilov do rany
(King, et al., 2014). Uloha buniek zapalu pri vzniku jazvy bola pozorovana u mysi so
zablokovanou expresiou hematopoetického transkripéného faktoru PU.1. To viedlo
k znizeniu mnoZstva neutrofilov a makrofagov a k hojeniu koze dospelych mysi bez vzniku
jazvy (Martin, et al., 2003). Podobne, §tudie kde bola umelo stimulovana imunitna odpoved
u embryi mysi viedla k vzniku jazvy (Rolfe & Grobbelaar, 2012). Na druhej strane, aktivita
imunitného systému je sucasne dolezitd pre spravne hojenie. Napr. zablokovanie
makrofagov, viedlo k nedostatoénému hojeniu u kralikov (Leibovich & Ross, 1975), alebo
k zastaveniu regeneracie u salamandry (Godwin, et al., 2013), alebo dania (Petrie, et al.,
2014).

Struktara ECM v priebehu hojenia zohrava tiez dolezity rozdiel v hojeni bez vzniku

jazvy. Embryondlna rana vykazuje vysoku hladinu kyseliny hyaluronovej (Sawai, et al.,
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1997), o mdze byt dosledkom nizkej aktivity hyaluronidazy v embryach (West, et al., 1997)
a vysSou expresiou receptoru kyseliny hyalurénovej (CD44) vo fibroblastoch embryi
(Alaish, et al., 1994). U embryi bola pozorovana odlisna syntéza kolagénu, rozdiely boli
pozorované v rychlosti depozicie, zmene pomerov kolagénov a mnozZstve kolagénu
samotného (Lovvorn, et al., 1999). Studie ukézali, Ze fibroblasty nie len, e produkuju
kolagén III, ale novy kolagén sa uklad4d v podobnej Strukture ako v pripade neporanenej
pokozky (Carter, et al., 2009). Taktiez pomer MMP k TIMP je u embryi v prospech MMP,
¢o znamend, ze komponenty ECM su aktivne degradované a prebieha predovSetkym
remodelacia, namiesto akumulédcie ECM v mieste rany (Dang, et al., 2003).

Hojenie je regulované réznymi transkripénymi faktormi, ako je napr. AP-1 (Martin
& Nobes, 1992). Zvysend aktivita AP-1 je spdjand s aktivaciou Rho GTPazy, ktora je
zodpovedna za vytvaranie aktinového prstenca na okraji embryonélnej rany (Brock, et al.,
1996). Sice aktivita AP-1 bola pozorovana v oboch typoch hojenia, tak zatial’ ¢o u dospelych
expresia AP-1 pretrvavala dlhsiu dobu, tak v pripade embryonalneho hojenia sa objavuje len
kratky ¢as (Gangnuss, et al., 2004). Taktiez bol pozorovany rozdiel v expresii rastovych
faktorov z rodiny TGF-f, ktoré sa objavuji v kazdom kroku hojenia, ako je proliferacia,
diferenciacia, produkcia ECM a modulécia imunitnej odpovede (Gilbert, et al., 2016). R6zne
izoformy (TGF-B1, 2 a3) sa viazu na rovnaké receptory (TGFBRI aIl) aspustaju
signalizaciu cez kanonicku, alebo nekanonicku signalnu drahu. Je jasné, Ze rdzne izoformy
maju rézne biologické funkcie, vratane regulécie transkripcie, av§ak mechanizmy ich akcie
su zatial’ stale nezname. Rozdiel v zastiipeni izoforiem TGF-B medzi hojenim dospelych
a embryondlnym hojenim je presne opacné. V embryach je vysoké hladina TGF-3 a nizka
hladina TGF-B1 a2 (Gilbert, et al.,, 2016). V embryonalnej rane, TGF-B3 signalizacia
zniZuje pocet makrofagov a neutrofilov v rane a expresiu kolagénu a fibronektinu (Larson,
et al., 2010). Klinické stadie ukazali, Ze injekcia TGF-B3 do rany dospelych jedincov viedla
ku zniZeniu formovania rany (Ferguson, et al., 2009). NavySe, zablokovanie funkcie
TGF-B1 a TGF-PB2 tiez znizilo formovanie jazvy. AvSak, pokusy zabranit’ formovaniu jazvy
scielenim na izoformy TGF-B, ktoré boli uspesné v preklinickych testoch skoncili
neuspesne pri klinickom testovani (Ferguson, et al., 2009; Khansa, et al., 2016).

Embryonalne hojenie je unikatne, avsak stale nie je detailne pochopené. Dalsie $tidie
su dolezité pre uspesné aplikovanie v humannej medicine pre podporu hojenia bez vzniku

jazvy.
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1.2. Signalizacia regulujuca hojenie, nezavisla na transkripcii

Hojenie zaCina okamzite, ako sa objavi poranenie. Preto bezprostredna sprava
o poSkodeni je nevyhnutna pre spravne fungovanie procesu hojenia a pochopenie jej
reguldcie moze prispiet’ k d’al§iemu pokroku v regenerativnej medicine. Casto $tudovanou
regulaciou su signalne kaskady zahritujuce transkripciu. Avsak, génova expresia trva nejaku
dobu apreto sa zacali Studovat okamzit¢ signaly posSkodenia, ktoré st nezavislé na
transkripcii. Medzi najcastejSie Studované signaly regulujice proces hojenia patria id6ny
Ca?", ROS a ATP (Tab. 2). Ich dolezitost pre proces hojenia bola ukizana mnohokrat
(Cordeiro & Jacinto, 2013). V poslednej dobe sa zacina venovat’ pozornost’ aj d’al$im malym
molekulam, ktoré sa nazyvaju plynné transmitery (,,gasotransmitters) a ktoré moézu
regulovat’ hojenie (Ahanger, et al., 2011; Takagi, et al., 2016; Liu, et al., 2014; Zhao, et al.,
2017).

Tab. 2: Niektoré na transkripcii nezavislé signialy poSkodenia (Cordeiro & Jacinto, 2013).

Signal Efekt Efektor Typ poskodenia Modelovy
systém
Ca* Polymerizacia aktinu, Neznamy Mechanické Monovrstva
vytvaranie aktinovych bovinnych
vlakien endotelovych
buniek rohovky
Ca®* Neznamy Neznamy Mechanické Bunky epitelu
rohovky kralika
Ca** Neznamy ATP Mechanické Kochlea potkana
Ca* Polymerizicia aktinu, Gag-PLCPB Sposobené Dospely
vytvaranie aktinového draha, CDC42, laserom, C.elegans
prstenca DAP kinaza mechanické
Ca®* Pravdepodobne zapal Pravdepodobne Sposobené Dospely
DUOX - H,0, laserom, C.elegans
mechanické
Ca* Regeneracia Neznamy Mechanické Chvostova
prerezanie plutva dospelého
a larvalneho
dania
pruhovaného
Ca®* Polymerizécia aktinu, RhoA, CDC42 Sposobené Vajicka
kontrakcia aktino-myozinu laserom pazlurnatky
vodnej
H,O; | Chemoatrakcia bielych NADPH Sposobené Embrya vinnej
krviniek, zapal oxiddza, DUOX | laserom musky
H>O, | Regeneracia Rodina SRC Mechanické Chvostova
kinaz (Fynb, prerezanie plutva dospelého
Lyn) a larvalneho
dania
pruhovaného
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H>0, Regeneracia WNT, B-katenin, | Mechanicka Chvostik

FGF20 amputacia zubrienok
pazurnatky
vodnej

ATP Chemoatrakcia mikroglii Receptor P2Y Sposobené Mozog
laserom dospelych mysi
ATP Migracia a delenie bunick | Ca*", SRC, Mechanické Ludské bunky

PI3K, EGF epitelu rohovky a

priedusiek

1.2.1. Vapnik

Iény vapniku Ca*" su druhy posol, ktory sa nachadza vsade asu esencialne pre
regulaciu ako bunkového poskodenia (Benink & Bement, 2005), tak aj viacbunkového
poranenia (Soto, et al., 2013). VIna zvy3enia hladiny iénov Ca®" v cytoplazme postupuje
v tkanive stovky mikrometrov ihned” po poraneni (Soto, et al., 2013; Yoo, et al., 2012).
Vdaka tomu umoziiuju iény Ca" §irenie informacie o poskodeni do miest vzdialenejsich od
poskodenia, ¢o vo findle umoziuje aktivaciu buniek imunitného systému a kontrakciu
okrajov poranenia (Razzell, et al., 2013; Antunes, et al., 2013).

Poranenim aktivované zvySenie hladiny ionov Ca®" v cytoplazme modze byt
aktivované posSkodenim cytoplazmovej membrany, mechanickou/chemickou/elektrickou

aktivaciou iénovych Ca?"

kandlov, alebo ligandom aktivovanym receptorom (napr.
receptory rastovych faktorov, alebo receptory spriahnuté s G-proteinmi). Napriklad, ATP,
ktoré sa uvolnilo do medzibunkového priestoru po poSkodeni bunky aktivuje receptor
spriahnuty s G-proteinmi na susednych bunkach (Berridge, 1997; Herrgen, et al., 2014). To
vedie k produkcii IP3 a zvySenie hladiny i6nov Ca** v cytoplazme po aktivécii Ca**-pump
v endoplazmovom retikule. Navyse, otvorenie i6novych Ca?" kanalov je aktivované aj
pomocou produktu aktivity Itpkb, IP4 (Soto, et al., 2013). I6ny Ca** d’alej stimuluji sekréciu
ATP, ¢im sa uzatvara cyklus (Praetorius & Leipziger, 2009). Okrem toho, IP3 mdze prenikat’
cez Strbinové spojenia (,,gap junction), ¢im tiez podporuje tento ,,domino efekt* a d’alSie
Sirenie vlny signalu i6nov Ca** (Boitano, et al., 1992; Handly & Wollman, 2017). Iény Ca*"
d’alej reguluju aktivitu RhoA a CDC42 v oblasti poranenia, ¢im reguluju polarizéciu aktinu
a vytvaranie aktino-myozinového prstenca v okoli rany (Li, et al., 2013), ktory slizi na
kontrakciu rany. Okrem toho, signal i6bnov Ca’' sa viaze na ,,EF-hand* doménu NADPH-

oxidazy DUOX, ¢im spusta produkciu ROS (Razzell, et al., 2013).
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1.2.2.Reaktivne formy kyslika (ROS)

Kyslik (O2) je esencidlny substrat vyzadovany pre vysoké vytazky ATP
produkovaného v mitochondriach, ktory v kontexte hojenia, je dolezity ako zdroj energie
potrebnej pre obnovu tkaniva (Dunnill, et al., 2017). Radikalové derivaty O sa spolo¢ne
nazyvaju reaktivne formy kyslika. Najzndmejsi zastupcovia ROS su: superoxidovy anioén
- 03, peroxidovy anién - 03, peroxid vodika H,0,, hydroxylovy radikal - OH a hydrxylovy
i6n OH™ (Dunnill, et al., 2017). Zatial'Co nizka koncentracia ROS (100-250 uM) slazi ako
druhy posol vo vnutrobunkovej signalizécii, tak vysoké hladina ROS vedie k oxidaénému
stresu, ktory pokial’ pretrvava dlhSiu dobu, tak moze dojst’ k naruSeniu procesu hojenia
(Andre-Levigne, et al., 2017). ROS reguluju hojenie v kazdej faze. Na zaciatku reguluju
vazokonstrikciu a agregaciu krvnych dosti¢iek a ndslednti chemotaxiu buniek zapalu (Yoo,
et al., 2011; Klyubin, et al., 1996; Kuiper, et al., 2011). Dalej, ROS stimuluju diapedézu
bielych krviniek, ¢o slizi na usmrtenie mikroorganizmov v mieste rany. Vysoké hladiny
ROS maju v priebehu hojenia aj antimikrobialny efekt (Hoffmann & Griffiths, 2018), kedy
makrofagy a neutrofily produkuji vysoké hladiny ROS, ktor¢ su letalne pre kontaminujuce
patogény (Hoffmann & Griffiths, 2018). V tomto Case st doc¢asne zablokované mechanizmy
znizujuce oxidacny stres ako st superoxid dismutdzy (Cu/ZnSOD, MnSOD, SOD3),
peroxidazy (katalaza, fosfolipid hydroperoxid glutation peroxidaza), peroredoxiny a malé
antioxida¢né molekuly (vitamin E, glutatién) (Fitzmaurice, et al., 2011; Kunkemoeller &
Kyriakides, 2017). ROS taktiez podporuji opravu poranenia cez aktivaciu uvolnenia
TNF-a aPDGF. V priebehu fazy proliferacie ROS aktivuju proliferaciu a migraciu
fibroblastov a reguluju TGF-B1 signalizaciu, ¢o vedie ku produkcii kolagénu a fibronektinu
a expresii FGF (Hoffmann & Griffiths, 2018; Levigne, et al., 2016). V priebehu remodelécie,
ROS regulujii formovanie ECM a v rovnakom ¢ase proliferaciu a migraciu keratinocytov
(Fitzmaurice, et al., 2011; Kunkemoeller & Kyriakides, 2017). Ako vidno, kazdy krok
procesu hojenia je zavisly na kontrole redoxného stavu a jemna reguléacia produkcie ROS je

kriticka pre spravny a efektivny proces opravy poskodenia.
1.2.3.ATP

Nukleotidy mézu fungovat’ ako v ramci vnitrobunkovej signalizacie, tak aj v rdmci
medzibunkovej signalizdcie (Cordeiro & Jacinto, 2013). ATP je rozpozndvané

predovsetkym purinovymi receptormi, ako su P2 receptory. Tie maji nasledne rdzne efekty
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na proces hojenia. P2 receptory sa delia na ionotropné (P2X), ktoré su ligand-viazice idonové
kanaly a metabotropné (P2Y), ktoré su receptory spriahnuté s G-proteinmi (Khakh, et al.,
2001). Za fyziologickych podmienok, hladina vnutrobunkového ATP je vel'mi vysoka
(okolo 100 mM) a oproti tomu, je hladina mimobunkového ATP vel'mi nizka (okolo 10 nM).
Poskodenie bunky vedie k zvySenie hladiny mimobunkového ATP a aktivacii P2Y
receptora, ktory dalej reguluje uvolnenie iénov Ca?* (Handly & Wollman, 2017), ako aj
aktivaciu MMP (Han, et al., 2008; Gu & Wiley, 2006; Zhang, et al., 2010). Vnutrobunkovy
ATP je taktiez dolezity pre aktivaciu DUOX a produkciu H>O> (van der Vliet & Janssen-
Heininger, 2014).

1.2.4.Plynné transmitery

Plynné transmitery su definované ako malé molekuly plynu, ktoré si endogénne; st
enzymaticky produkované, priCom ich produkcia je regulovand; maju Specifické bunkové
a molekulové ciele; s vol'ne priepustné cez membrany; a maju definovant fyziologicku
funkciu (Wang, 2002). Medzi plynné transmitery patria aktudlne tri molekuly: oxid dusnaty
(NO), oxid uhol'naty (CO) a sulfan (HzS). Uloha NO bola $tudovana dlhsie ako tloha
zvysnych dvoch molekul a venujeme mu samostatnu kapitolu.

CO vznika po degradacii hému katalyzovanej pomocou hém oxygenaz typu 1 alebo
2 (Rodgers, et al., 1994). CO moduluje cytokiny a aktivuje MAPK (Abraham & Kappas,
2008). Niektoré stadie ukazali, Ze donory CO moézu zrychlit’ proces hojenia zaludo¢nych
vredov, tym Ze pomahaji migracii buniek cez aktivaciu protein kindzy C (PKC) (Takagi, et
al., 2016). Rovnako, CO-uvol'fiujiice molekuly (,,CO-releasing molecules‘) boli pouzité na
modulaciu rezného poranenia u mysi (Ahanger, et al., 2011).

H>S moéze byt produkovany enzymatickou aj neenzymatickou cestou. Cystationin j3-
syntaza je najlepsSie popisanym enzymom, ktory produkuje H»S, kedy cystein a homocystein
tvoria cystationin za vzniku H>S. Daliie enzymy, ktoré moézu produkovat sulfin sa
cystationin y-ly4za, 3-merkaptopyruvat sulfur transferdza a cystein aminotransferaza. HoS
fyziologicky modifikuje cystein na proteinoch pomocou S-sulfhydratacie, ¢o je fyziologicka
posttranslatna modifikacia proteinov (Lin, et al., 2018). Sucasne H>oS mobze mat
antioxidacné vlastnosti, pretoze moze reagovat s ROS (Whiteman, et al., 2004). Podobne
ako u CO, tak bolo pozorované, Ze exogénny zdroj HoS urychl'uje hojenie. Hydrogén sulfid

sodny (donor H»S) urychlil hojenie koze cez zvysSenu expresiu VEGF a znizenie produkcie
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ROS (Xu, et al., 2019). Podobne, donory H2S boli pouzité na aktivaciu hojenia diabetickej
rany (Liu, et al., 2014; Zhao, et al., 2017).

1.2.5.0xid dusnaty (NO)

NO je kratko-zijuci radikal. Za objav signaliza¢nych vlastnosti NO bola v roku 1998
udelena Nobelova cena za fyziologiu alebo medicinu Robertovi F. Furchgottovi, Louisovi J.
Ignarrovi a Feridovi Muradimu. Produkcia a dolezitost’ NO v priebehu hojenia bola ukdzana
uz v 90-tych rokoch 20. storocia (Schaffer, et al., 1996). NO je produkovany predovsetkym
troma zékladnymi NO syntazami (NOS): neuronalna NOS (nNOS, NOSI1), induktivna NOS
(INOS, NOS2) a endotelialna NOS (eNOS, NOS3). Aktivita nNOS a eNOS je regulovana
hladinou iénov Ca*" cez aktivaciu kalmodulinom (Knowles & Moncada, 1994). Na druhej
strane, iNOS je trvalo viazana s kalmodulinom a nezavisla na hladine i6nov Ca**. Jej aktivita
je regulovand na transkripcnej Urovni, kedy jej expresia je regulovand transkripénymi
faktormi, predovSetkym IRF1, NF-kB a AP-1 (Green, et al., 1994). Aktivované¢ NOS
premienaju L-argninin na L-citrulin. Pri tejto premene vznikd NO ako vedl'ajsi produkt
(Forstermann & Sessa, 2012; Alderton, et al., 2001). Vznikajuci NO sa nasledne moze
zucastnit’ dvoch signalnych drdh (Obr. 3). Nizka hladina NO je spajand predovSetkym
s regulaciou cez ,.kanonickt® drdhu, kedy produkovany NO reaguje s aktivnym miestom
solubilnej guanylatcykladzy (sGC). Aktivovand sGC premietia GTP na cyklické GMP
(cGMP). Vznikajuce ¢cGMP nasledne aktivuje protein kindzu G (PKG, cGMP-zavisla
protein kindza), ktora fosforyluje rézne ciele, ako je fosfataza 'ahkého retazca myozinu,
ktora d’alej reguluje d’alSie procesy, akym je napriklad relaxacia hladkych svalov (Surks, et
al., 1999).

Na druhej strane, vysoka hladina NO je spajana s regulaciou cez cGMP-nezavisli
dréhu, kedy méze mat’ antimikrobidlnu funkciu a stimulovat’ zapal (Guzik, et al., 2003). Pri
vysokych hladinach, NO reaguje s ROS a vytvara peroxonitrit, ktory nésledne nitrozyluje,
nitruje a nitrituje rdézne proteiny (Bartesaghi & Radi, 2018; Hess, et al., 2005). Napriklad,
nitritacia IkBa viedla k aktivacii NF-kB, ktoré nezahrinovali fosforylaciu a degradéciu IkBa
(Yakovlev, et al., 2007). Ine prace ukézali, ze NO naopak inhibuje aktivitu NF-kB (Mohan,
et al., 2003). Dalej, nitrozylacia JNK, viedla k zablokovaniu interakcie JNK s c-Jun (Park,
et al., 2006).

26



L-arginin

NAPDH
NOS

NADP+

citrulin
0,0 NO

ONOO- R-SNO

NN

R-Nitrotyrozin R-tyrozin

GTP cGMP

myozin VASP

fosfataza

transkripéné
faktroy

Obr. 3: Zakladna signalna draha posobenia NO.

Uloha NO v regulicii hojenia

Produkcia NO v priebehu hojenia byva najcastejSie spdjand s aktivitou iNOS
(Isenberg, et al., 2005), avSak niektoré prace ukazali dolezitost’ aj eNOS (Stallmeyer, et al.,
2002) anNOS (Boissel, et al., 2004) pre spravne hojenie. Koncentracia NO produkovana
INOS sa pohybuje v rozmedzi nM-uM, je exprimovana a aktivna v priebehu fazy zapalu
ama ulohu predovSetkym pre reguldciu odstranenia patogénov. Koncentracia NO
produkovand eNOS a nNOS sa pohybuje medzi pM-nM a NO produkované pomocou eNOS
je dolezité vo fazach proliferacie a remodelacie (Malone-Povolny, et al., 2019).

Uloha NO v priebehu hojenia byva spajana s regulaciou zapalu, angiogenézy a
depozicie kolagénu. Hlavnym zdrojom NO v priebehu hojenia st predovSetkym makrofagy
(Lee, et al., 2001), avSak mozZe byt produkovany aj d’alSimi typmi buniek, ako su fibroblasty
a keratinocyty (Frank, et al., 2002). V priebehu fazy zdpalu sa monocyty premienaji na
makrofagy, prave ktoré st zdrojom vysokych hladin NO v priebehu prvych dni hojenia.
V tejto faze NO reaguje cez vznikajuci toxicky peroxonitrit (Krausz & Friedman, 2015).
Avsak, NO ma ako pozitivnu, tak aj negativnu tlohu v rdmci regulacie zapalu. Napriklad,

NO aktivuje promotor 1L-8 génu, ale IL-8 znizuje expresiu iNOS v neutrofiloch (McCall, et
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al., 1992). Dalgim prikladom je TGF-B, kedy NO vedie k aktivacii TGF-B1 a v rovnakom
case TGF-B potlaCa produkciu NO (Vodovotz, et al., 1999). NO ma aj ulohu
chemoatraktantu, kedy reguluje migraciu monocytov a neutrofilov do poranenia. Tie
nasledne produkuji TNF-a. Tato produkcia je regulovana prostrednictvom cGMP-nezavislej
drahy (Lander, et al., 1993). Dalej, NO produkovany makrofigmi je dolezity aj pre zacatie
fazy proliferacie. Keratinocyty st stimulované na proliferdciu a migraciu na okraj rany
pomocou makrofagov produkujucich IL-6 a NO (Gallucci, et al., 2004; Zhan, et al., 2015).
Nasledne, expresia MCP-1, produkovaného pomocou hyperproliferativnych keratinocytov
na okraji rany, je zablokovana pomocou NO (Zeiher, et al., 1995). Dalej, keratinocyty
sprostredkovavaju angiogenézu, kedy NO produkované pomocou iNOS zvysuje produkciu
VEGF (Frank, et al., 1999). Regulacia depozicie kolagénu pomocou NO je sprostredkovana
cez fibroblasty (Witte, et al., 2000), kedy vznika kolagén III dolezity pre formovanie
docasnej matrix. V priebehu remodelécie je kolagén III nahradzovany za kolagén I, ¢o
zvySuje mechanicku pevnost’ uzatvorenia reznej rany. Remodelacia je sprostredkovana
predovsetkym aktivitou MMP, ktoré st produkované makrofagmi, epidermalnymi bunkami,
endotelovymi bunkami a fibroblastami (Page-McCaw, et al., 2007). Jeden z efektorov
regulujucich expresiu a aktivitu MMP je aj NO. NO reguluje migraciu endotelovych buniek
v priebehu angiogenézy cez regulaciu expresie MMP13 (Lopez-Rivera, et al., 2005), ako aj
expresiu a aktivitu MMP9 (Bove, et al., 2007). Burrow et al. (2007) pozorovali aj opa¢ny
efekt, kedy NO donory zniZili expresiu MMP8 a MMP9 v normalnych ako aj diabetickych
fibroblastoch. Dalej, Filippin et al. (2009) pozorovali, ze NO aktivuje MMP2, ktoré je
dolezité pre uvolnenie rastového faktoru hepatocytov v priebehu regeneracie poskodenych

svalov.
1.3. Chronické (nehojace sa) rany

Mnoho faktorov vedie k netiplnému hojeniu, alebo k prediZeniu procesu hojenia. Vo
vSeobecnosti, faktory ovplyviiujlice proces hojenia moézu byt rozdelené do dvoch
zékladnych skupin (Tab. 3). Lokalne faktory st faktory, ktoré priamo ovplyviiuju vlastnosti
samotnej rany, zatial' ¢o systémové faktory su celkovym stavom jedinca. Tieto faktory
Castokrat spolu suvisia a su prepojené (Guo & Dipietro, 2010). Pre tato komplexnost’ byva

naro¢né Studovat’ patogenézu chronickych ran (Cano Sanchez, et al., 2018).
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Tab. 3: Faktory ovplyviiujice hojenie (Guo & Dipietro, 2010).

Lokalne faktory Systémové faktory

Oxygenacia Vek a pohlavie

Infekcia Pohlavné hormony

Cudzoroda Castica Stres

Ischémia

Ochorenia: napr. cukrovka, fibr6za, dedi¢né poruchy hojenia, zltacka, ...
Obezita

Lieky: glukokortikoidné steroidy, nesteroidné protizdpalové lieky,
chemoterapia, ...

Alkoholizmus a faj¢enie

Podmienky poskodzujuce imunitny systém: rakovina, ozarovanie, AIDS
Vyziva

Mikroprostredie nehojacich sa ran sa najcastejSie charakterizuje chronickym stavom
zapalovej odpovede, kedy makrofagy pretrvavajii v rane. To vedie k zastaveniu, alebo
oneskoreniu fazy proliferacie, alebo ku senescencii buniek (Kasuya & Tokura, 2014). Dalej,
pre prostredie chronickej rany je Specificka zvySena aktivita MMP (napr. MMPS)
(Gajendrareddy, et al., 2013), zniZzend aktivita TIMP a zvySené zastupenie buniek
produkujucich zapalové cytokiny, proteolytické enzymy a ROS (Smith, et al., 2017).
Kombinacia tychto faktorov vedie k zrychlenej degradacii ECM a rastovych faktorov,
zablokovaniu bunkového delenia a akumulécii nekrotického tkaniva v dosledku ischémie.
To vSetko vedie k findlnemu naruseniu spravneho hojenia rany (Cano Sanchez, et al., 2018).

NajcastejSie diskutovanym typom chronickej rany byva tzv. diabetickd rana.
V diabetickej rane sa objavuji problémy s nedostato€nou chemoatrakciou pre neutrofily
a fagocyty, ¢o vedie k zvySenej nachylnosti na infekciu (Alba-Loureiro, et al., 2006; Mastej
& Adamiec, 2008). Nedostato¢na aktivita makrofagov vedie k zniZeniu uvol'fiovania TNFa,
IL-1B a VEGF (Zykova, et al., 2000). ZhorSend funkcia bielych krviniek vedie
k nedostatoénému procesu hojenia u diabetikov (Bagdade, et al., 1974). Dalej, fibroblasty
maju zniZenu senzitivitu na odpoved’ na rastové faktory a ndslednti zniZeni schopnost’
proliferacie a to vedie k zniZenej tvorbe granula¢ného tkaniva (Loot, et al., 2002; Werner,
et al., 1994). TaktieZ sa objavuje zvySend aktivita MMP2 a MMP9, o vedie k nestabilite
ECM (Signorelli, et al., 2005; Haines, et al., 2013). V diabetickej rane je pozorovana
oneskorena reepitelizacia (Loots, et al., 1998) a zniZzend senzitivita na VEGF, ¢o vedie
k nedostato¢nej angiogenéze (Tchaikovski, et al., 2009). Mnoho ztychto procesov je
regulovanych aj NO a preto sa donory NO pouzivaju pri lieCbe diabetickej rany (Witte, et
al., 2002; Spitler, et al., 2013; Edmonds, et al., 2018).
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1.4. Podobnost’ hojenia s nadorom

Hojenie rany a vznik a rast nadoru su procesy, ktoré su zavislé na podobnych
molekularnych mechanizmoch. Avsak, zatial’ ¢o hojenie je proces, ktory je samoregulovany,
tak vznik a rast nadoru je charakterizovany nepretrzitou aktivaciou drah zacastiiujucich sa
tohto procesu (Arwert, et al., 2012). Zmeny v mikroprostredi v poskodenom tkanive moézu
viest' k vzniku nadoru (Arwert, et al., 2012). Pre podobnost’ hojenia a rastu nadoru byva
nador nazyvany ako ,,super hojaca sa rana* (Haddow, 1972), alebo ,,rana, ktora sa nehoji*
(Dvorak, 1986; Dvorak, 2015; Schafer & Werner, 2008). Vsetky hlavné procesy pozorované
v priebehu hojenia st aktivne aj v naddore. Zapal, ktory je nevyhnutny pre hojenie je aktivny
aj vnadore (Antonio, et al., 2015; Balkwill & Mantovani, 2001). ZvySena migracia
a proliferacia nadorovych buniek je podobna s chovanim sa epitelovych buniek v rane
(Schafer & Werner, 2008). Remodelécia extracelularnej matrix v priebehu neskorej fazy
hojenia ma tiezZ podobny proces v nadore, kedy nadorové tkanivo modifikuje okolitt ECM
na podporenie vlastného rastu (Lu, et al., 2012). Signalne drdhy spojené s hojenim sa
objavuju aj v rakovine (Tab. 4) (Arnold, et al., 2015). Aj ked hojenie a rast nddoru st zlozité
procesy, obidve st vysledkom dvoch relativne jednoduchych spravani sa buniek — migracia

a delenie.

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

Draha Funkcia v hojeni Funkcia v rakovine
L. . L, . Regulécia delenia rakovinnych
Regulacia delenia kmetiovych buniek kmeftovych buniek
Hedgehog Inc.iuk01a, EMT nap odporu migracie Indukcia EMT rakovinnych buniek
epitelovych buniek
Angiogenéza Angiogenéza
Reepitelizacia a uzavretie rany Chemorezistencia
Deleme a migracia endotelovych buniek, Prezitie a delenie rakovinnych
keratinocytov a fibrolastov na mieste ., )
Notch rany kmenovych buniek
Migracia buniek zapalu na miesto rany
D , . Podiel’a sa na rezistencii nadorovych
Migrécia epitelovjch bunick kmenovych buniek na oZzarovanie
. ., . Samoobnovenie rakovinnych
Wit Samoobnovenie kmenovych buniek kmeftovyich buniek
Plastickost’ progenitorovych buniek Plaspckost rakovinnych kmefiovych
buniek
Angiogenéza Angiogenéza
Infiltrécia buniek zapalu RasF populacie rakovinnych kmenovych
buniek
TGF-p Delenie fibroblastov Delenie fibroblastov
Reepitelizacia a kontrakcia rany Regulacia EMT rakovinnych buniek
Indukcia EMT
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. . , . Samoobnovenie rakovinnych
Migrécia buniek zépalu na miesto rany ., .
kmenovych buniek
. . , . Plastickost’ rakovinnych kmenovych
IL-1B/IL- Delenie progenitorovych buniek buniek
6/STAT3 | Spustenie reepitelizacie a uzatvarania . . :
Rast nddoru a metastazovanie
rany
Regulacia expresie génov v progresii
rakoviny
Chemoatrakcia pre migraciu buniek Chemoatrakcia pre migraciu buniek
IL-8 zapalu na miesto rany zéapalu do mikroprostredia nadoru
Delenie rakovinnych kmetiovych buniek

Analyzy génovej expresie, ktoré vyuzili microarray technologiu, porovnali
podobnosti a rozdiely v génovej expresii medzi opravou tkaniva a rakovinou. Gény, ako su
napr. c-FOS, JUN B, COX2, MCP-1, IL-8, alebo VEGF, ktorych expresia je zmenend vo
fibroblastoch v pritomnosti séra koduju proteiny, ktoré su potrebné pre hojenie rany (Iyer,
et al., 1999). Nadory s podobnou génovou expresiou ako fibroblasty v pritomnosti séra
vacsinou vedu k metastdzam a smrti. To znamend, ze podobnost’ génovej expresie medzi
nadorom a hojenim umoziuje predikciu zlej prognézy (Chang, et al., 2004). Gény, ktorych
expresia bola opa¢ne regulovand v modeloch regeneracie obli¢iek a rakoviny obliciek
kéduju proteiny zodpovedné za morfogenézu a metabolizmus glukozy. To je znakom, ze
vicsina nadorov produkuje ATP prostrednictvom anaerdbnej glykolyzy (Riss, J., et al.,
2006). Porovnanie diferencidlne exprimovanych génov medzi vysokodeliacim sa epitelom
hojacej sa rany anormdalnou epidermis ukdzalo, Ze vicSina znich je pozorovana aj
u rakoviny koZe. Gény, ktorych expresia je opacne regulovand medzi hojenim a nddorom st
spajané s ireverzibilnou stratou schopnosti kontrolovat’ diferencidciu a rast s invazivitou
zhubnych epidermalnych rakovinovych buniek (Pedersen, et al., 2003). Dalsie porovnanie
hojenia a nddoru moézZe poskytnat informaciu o mechanizmoch, ktoré sa podielaji na
vypnuti mechanizmu opravy a vedu k vzniku rakoviny. Tie m6Zu predstavovat’ d’alSie ciele

pri lie¢be rakoviny (Schafer & Werner, 2008).
1.4.1.Uloha oxidu dusnatého v nadoroch

Podobne ako v priebehu hojenia, tak aj v nadoroch je produkovany NO. NO
v mikroprostredi naddoru zohrdva ako pozitivnu tak aj negativnu tlohu pre rast nadoru
(Salimian Rizi, et al., 2017). Funkcia NO pre potlacenie rastu nadoru sa spaja hlavne
s aktivitou makrofagov, kedy je bunkové smrt’ nddorovych buniek spojena s produkciou NO
ajeho derivatov (Hibbs, et al., 1987; Stuehr & Nathan, 1989; Cui, et al., 1994). NO-

sprostredkované odstranenie nadoru bolo potlacené predovsetkym zablokovanim aktivity
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iNOS (Wang, et al., 2001; Wei, et al., 2003; Kawakami, et al., 2004). V niektorych pripadoch
makrofagmi-sprostredkovana bunkova smrt’ v nadore bola potlacend neznamymi faktormi,
ktoré potlacili NO-sprostredkovanu protinddorova aktivitu tym, ze zabranili premene M2
makrofagov na M1 makrofagy, ktoré produkuju vyssiu hladinu NO (Dinapoli, et al., 1996;
Weigert & Brune, 2008). Dalsim sposobom akym NO vedie k potladeniu rastu nadoru je
prostrednictvom S-nitrozylacie vo vysoko glykolytickych a hypoxickych rakovinovych
bunkach. Nefunkéna mitochondridlna oxidacia vedie k akumulacii ROS. Glutation (GSH),
ktory je zodpovedny za prevenciu pred akumulaciou ROS je S-nitrozylovany a to zabranuje
tomu, aby GSH ochranil bunku pred oxidaénym stresom sposobenym akumulaciou ROS. To
nakoniec vedie k apoptdze (Salimian Rizi, et al., 2017). Na druhej strane NO mo6ze mat’ aj
pronadorové vlastnosti. Niektoré nadory exprimuju vysoku hladinu iNOS, kedy NO
napoméha predovsetkym angiogenéze (Jenkins, et al., 1995). Podobne, NO produkované
pomocou eNOS anNOS v stromalnych bunkach, ako st napr. fibroblasty tiez vedie
k podpore angiogenézy a vyzivy nadoru (Wood, et al., 1993; Wood, et al., 1994; Gallo, et
al., 1998; Jadeski & Lala, 1999; Lampson, et al., 2012).

1.5. Pazirnatka vodna ako model pre Stidium hojenia a regeneracie

Aj ked cielom S§tadii hojenia a regeneracie je zlepSenie opravného procesu u l'udi,
tak vyskum na zvieracich modeloch poskytuje dolezité informacie na molekularnej
a bunkovej urovni. Procesy embryonéalneho hojenia sa Studujii na organizmoch ako su
Drosophila, Caenorhabditis, alebo Danio (Cordeiro & Jacinto, 2013). Dalej, embrya
pazurnatky vodnej (Xenopus leavis) st vel'mi popularne pre Stadium hojenia epitelidlnej
rany.

Tento modelovy organizmus je dlhodobo pouzivany na Stidium embryonalneho
vyvoja (Li, et al., 2016). NavySe, mnoho vysledkov popisujicich embryonalne hojenie bolo
ziskanych prave stidiom hojenia embryi pazurnatky vodnej (Li, et al., 2016; Cordeiro &
Jacinto, 2013). Medzi ich vyhody patri vyvoj ex utero (mimo telo matky), o umozituje 'ahké
sledovanie a manipulaciu embryi v P'ubovolnom vyvojom §tadiu. Dal$ou vyhodou je l'ahko
indukovatelnd ovulacia v ktoromkol'vek ro¢nom obdobi, pricom kazda vedie k velkej
produkcii vajicok. Dalej, paziirnatka vodna mé publikovany gendém a transkritpom (Karimi,
et al.,, 2018). Su dostupné protokoly pre pracu stymto modelom, vratane pokrocilych

protokolov na editaciu genomu (Karimi, et al., 2018).
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Pre Stadium embryonalneho hojenia je velkou vyhodou tohto modelu, ze mé velké
a l'ahko kultivovatel'né vajicka, ktoré sa pouzivaju na Studium hojenia na Grovni jednej
bunky (Sonnemann & Bement, 2011). Embrya v §tadiach blastuly a gastruly boli pouzité na
Stadium embryondlneho hojenia bez vzniku jazvy (Davidson, et al., 2002; Li, et al., 2013;
Soto, et al., 2013). Schopnost’ hojenia pokozky bez vzniku jazvy si zachovavaji zaby
pazarnatky az do dospelosti, aj ked tato schopnost’ je ¢asom a vyvojom obmedzena
(Yokoyama, et al., 2011; Bertolotti, et al., 2013; Otsuka-Yamaguchi, et al., 2017). Preto sq,
na rozdiel od inych modelov, dobrym modelom na $tidium straty schopnosti hojenia bez
jazvy v priebehu vyvoja.

Dalej, vyvojové $tadia zubrienky s pouzivané na $tadium regeneracie, kedy
zubrienky su schopné perfektne regenerovat’ chvostik po amputécii, avSak tito schopnost’
stracaju na kratku dobu v priebehu tzv. refraktérnej periddy (Stddium 47-49) (Fukazawa, et
al., 2009; Naora, et al., 2013; Aztekin, et al., 2019). Tieto modely sa pouzivaji aj na Stadium
omnoho zlozitejSich mechanizmov pocas regeneracie koncatin a rohovky (Beck, et al.,

2009).
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2. Ciele prace

Cielom tejto prace bolo Studium tlohy NO v priebehu hojenia embryi, ktoré este
nemaju uplne vyvinuty cievny a imunitny systém. Ako modelovy organizmus boli pouzité

embrya pazurnatky vodnej (Xenopus laevis).

Hlavné ciele:

1. Popis produkcie NO v priebehu embryonalneho hojenia a regeneracie

2. Popis génovej expresie v priebehu hojenia a regeneracie u embryi so zablokovanou
produkciou NO

3. Popis fenotypu procesov zavislych na produkcii NO v priebehu embryonalneho

hojenia a regeneracie

VedPajsie ciele:

1. Sledovanie zmien génovej expresie v priebehu embryondlneho vyvoja po
zablokovani produkcie NO

2. Porovnanie podobnosti a rozdielov medzi embryonidlnym hojenim, regeneraciou
a rastom nadoru na Grovni transkripcie

3. Optimalizacia procesu pripravy suspenzie buniek pre RNA sekvenovanie na urovni

jednej bunky vzoriek pochadzajucich z regenerujuceho sa tkaniva a nadoru
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3. Material a metody

3.1. Chemikalie a pristroje

3.1.1.Chemikalie

Sigma-Aldrich: L-cystein hydrochlorid (C7880), I'udsky choriovy gonadotropin (C1063),
RPMI-1640 (R8758), FBS (R9665), penicilin (P3032), streptomycin (S9137), DMSO
(D8418), paraformaldehyd (PFA) (P6148), PBS (P5368), Tween-20 (P1379), TRIM
(T7313), ODQ (03636), TRI Reagent (T9424), DNaza I (AMPDI1), 8M chlorid litny
(L7026), ampicilin (A9518), gentamycin (G1397), trietanolamin (T1502), 20x SSC (S6639),
poly(vinylalkohol) (363138), glutaraldehyd (3802), PBS -/- (D8537), Sudan Black B
(380B), proteaza z Bacillus licheniformis (C7657), priméry, Tricaine/MS-222 (E10521)
Roche: NBT (11383213001), BCIP (11383221001), DIG RNA labelling mix
(11277073910), BMB blokovacia zlucenina (11096176001), levamisol hydrochlorid
(31742), DNaza I (11284932001), Akinomycin D (A1410)

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

Qiagene — Plasmid Midi Kit (12143), kovova gulicka (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
(TAO1), RNA Spike I (RS25SI)

Cayman chemicals: DAF-2DA (85165)

Gene-tools: morfolino-oligonukleotidy

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

New England Biolabs: restrikéné endonukledzy, poly-A selekény kit (E7490), NEBNext
Ultra Directional RNA Library Prep Kit for [llumina (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 selekény kit (039.100), SENSE Total RNA-Seq Library Prep Kit (009.96),
QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep Kit FWD for [llumina (015.96)
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3.1.2. Protilatky

Sigma-Aldrich: Proti lamininu (T9393)

Roche: proti DIG-AP (11093274910)

Thermofischer Scientific: proti B-kateninu (71-2700), Alexa Fluor 488 phalloidin (A12379),
Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit (A11008)

3.1.3. Pristroje

Mikroinjektor — IM300, Narishige

Homogenizator — Tissue Lyser LT, Qiagene

Spektrofotometer — NanoDrop 2000, ThermoFisher

Kapilérna elektroforéza — Fragment Analyzer, Advanced Analytical

Vibratom — VT1000 S, Leica

Stereomikroskop — SMZ 1500, Nikon

Fluorescen¢ny stereomikroskop — MZ FLIII, Leica

Konfokélny mikroskop — LSM 880 NLO, Carl Zeiss

Disociator — gentleMACS Octo Dissociator a gentleMACS Dissociator, Miltenyi Biotec
Automatické pocitadlo buniek - TC20, Bio-Rad

Malé centrifiiga na centrifugaéné mikroskimavky — 5415R, Eppendorf

Rotor pre centrifugacné mikroskimavky pre malu centrifigu — F45-24-11, Eppendorf
Velka centrifiiga na 15 ml skimavky — 5804R, Eppendorf

Vykyvny rotor pre 15 ml skimavky pre vel’ku centrifigu — 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 NaHCO;,
pH=7,7-7,8

1x MBS: 100 ml 10x MBS, 4 ml 5 M NaCl, 0,7 ml IM CaCl,, vodado 11

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

4 % PFA: 4 % PFA v PBS

PBT: 0,1 % Tween 20 v PBS

100x Denhartov roztok: 2 % BSA, 2 % polyvinyl pyrolidin, 2 % Ficoll
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hybridizaény roztok: 50 % formamid, 5x SSC, 100 pg/ml heparin, 1x Denhartov roztok,
0,1 % Tween 20, 0,1 % CHAPS, 10 mM EDTA

bieliaci roztok: 1,5 % H20O», 5 obj. % formamid, 2x SSC

MAB: 100 mM kyselina maleinova, 150 mM NacCl, 0,2 mM NaOH, pH = 7,5

BMB zasobny roztok: 10 % v MAB

blokovaci roztok: 1 BMB zésobny roztok : 1 lamb sérum : § MAB

AP: 100 mM tris, 50 mM MgCl,, 100 mM NacCl, 0,1 % Tween 20, 2 mM levamisol, pH =
9,5

disociaény roztok: 5 mg/ml protedza z Bacillus licheniformis, 10 mM CaCly, 50 pg/ml
DNaza, RPMI-1640 médium
ACK roztok: 150 mM NH4Cl, 10 mM KHCOs3, 0,1 mM EDTA, pH=7,3

3.2. Biologicky material
3.2.1.Etické prehlasenie

Starostlivost’ o experimentéalne zvieraté a vietky experimenty s nimi boli vykonavané
v sthlase so schvalenymi protokolmi vyboru na ochranu vied Akadémie vied Ceskej

Republiky a v suhlase s legislativou Eurdpskej unie.
3.2.2.Pazurnatka vodna (Xenopus laevis)

Chov pazurnatky vodnej (Xenopus laevis) je zavedeny v ramci Biotechnologického
ustavu, pri¢om jedinci pre chov boli zakipeni v European Xenopus Resource Centre
(EXRC) Velka Britania. K experimentom S$tadia hojenia a regenerdcie boli vyuZivané
embrya tohto modelového organizmu ziskané oplodnenim in vitro. Samice boli stimulované
500 U l'udského choriového gonadotropinu a vajicka boli pozbierané nasledujuci den.
Vajicka boli oplodnené pouZzitim zmesi ziskanej zo semennikov a rosolovity obal vaji¢ok
bol odstraneny vyuzitim 2 % cysteinu. Po oplodneni, embrya boli inkubované v 0,1x MBS
s pridavkom gentamycinu (20 pg/ml) pri 15 °C. Vyvojové Stadia boli uréené na zaklade
prace Nieuwkoop & Faber (1994).

3.2.3.Bunkova linia 4T1

Bunkov4 linia mysacieho prsného karcindému 4T1 bola dodand firmou ATCC, USA

a kultivovanad v RPMI médiu s 10 % FBS, 100 U/ml penicilinu, 100 pg/ml streptomycinu v
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termostate pri 37 °C a 5 % COs». Po injekcii do Balb/c mysi, 4T 1 bunky spontanne produkuju

vysoko metastazujuci nador.
3.2.4.MyS domaca (Mus musculus)

Chov Balb/c mysi je zavedeny na Ustave molekularnej genetiky. Pre ziskanie nadoru,
1x10° 4T1 buniek bolo subkutanne injektovanych do Balb/c mysi. Po stanovenom &ase (5-

25 dni) boli mysi usmrtené a nador bol odobrany pre d’al$iu analyzu.

3.3. Metédy

3.3.1.Farbenie NO

Embrya v réznych vyvojovych Stadiach boli poranené v prostrednej Casti pouzitim
ithly. Podobne, embrya v §tadiu 41 boli uspané 5 mintt v 0,025 % Tricaine a priblizne 50 %
dizky chvostika bolo amputovanych. Na detekciu produkcie NO boli embryéa inkubované
v médiu s obsahom DAF-2DA. Zasobny roztok DAF-2DA (5 mM v DMSO) bol nariedeny
1:150 v 0,1x MBS s gentamycinom a embrya boli presunuté do tohto média 15 minut pred
uréenym casom analyzy. Nasledne boli embrya zafixované v 4 % PFA po dobu 30 minut pri
izbovej teplote (napr. pre analyzu €asu 0, embryé boli prenesené do v média s obsahom
DAF-2DA, po 15 minatach poranené a ihned’ po poraneni zafixované). Po fixacii, embrya
boli premyté 2x 5 minit v PBT asnimané¢ pod fluorescencnym stereomikroskopom.
Intenzita fluorescencie okolo oblasti poranenia alebo amputicie bola analyzovana
v programe FiJI (NIH, v1.52n). Na vypocet korigovanej celkovej fluorecsencie (,,Corrected
Total Fluorescence®, CTF) bol pouzity vzorec:

CTF = Integrovana hustota fluorescencie — (Plocha okolo poranenia
* Priemerna fluorescencia pozadia)
Vypocitané hodnoty boli vztiahnuté na ¢as 0 minut a Statistickd vyznamnost’ bola vypocitana

pouzitim GraphPad Prism 7, jednofaktorovej ANOVA s Dunnettovym testom.
3.3.2.Injekcia morfolino-oligonukleotidov

Vsetky morfolino-oligonukleotidy (MO) boli nariedené na findlnu koncentraciu
17 ng/nl. Mnozstva injektovanych MO boli: 2 nl Standardného kontrolného MO,
2 nl nos3-MO, 1 nl nosI-MO, 3 nl zmesi nosI+nos3-MO v pomere 1:2, 2 nl prkgl-MO,
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0,3 nl /ep-MO. Vsetky injekcie boli vykonané do oplodnenych vajicok. Sekvencie MO su
v Tab. 5.

Tab. 5: Sekvencie MO pouZitych v analyzach.

kontroln¢ MO 5’-CCT CTT ACCTCA GTT ACA ATT TAT A-¥
nosI-MO 5’-TGG CTA AAA GAA CACAGG ACATCA A-3°
nos2-MO 5’-AGA TAA CCCTGT TTC TGT TAC CTG T-3°
nos3-MO 5’-AAA AGC CAA GCA CTACTCACCGTT T-3°
prkgl-MO 5’-TTC AGC TTC AAT GCT CAT ACCTGC C-¥
lep-MO 5’-TTG CAG TGT CCA TGT TTC TCA CCT G-¥’

3.3.3.Chemicka inhibicia

Produkcia NO bola zablokovana pouzitim TRIM. TRIM je reverzibilny inhibitor
aktivity NOS2 a NOSI a c¢iastocne moze zablokovat’ aj aktivitu NOS3 (Obr. 4). Zasobny
roztok TRIMu (1 M v DMSO) bol nariedeny na findlnu koncentraciu 2 mM v kultivaénom
médiu. Aktivita sGC bola zablokovana pouzitim ODQ (Obr. 4). ODQ je ireverzibilny
a kompetetivny inhibitor sGC. Zasobny roztok ODQ (100 mM v DMSO) bol nariadeny
a pouzity vo findlnej koncentrécii 0,2 mM v kultivaénom médiu.

Pred poranenim embryi, vitelinna membrana bola manudlne odstrdnend z embryi
v §tadiu 26. Embrya pred poranenim alebo amputaciou boli hodinu inkubované v médiu
s inhibitorom a po celi dobu sledovania procesu hojenia a regenerdcie. Na zabranenie
inhibicie hojenia spdsobenej materidlom uvol'fiujiicim sa z embryi, médium bolo vymenené
za Cerstvé — ithned’, 30, 90 180 minut po poraneni/amputécii a 6 hodin, 24 hodin a kazdy

d’alsi den po amputacii.

peroxynitrite (ONOQO-)

or

NOS > NO > sGC —— cGMP ——s PRKG

2 A T I

nost+
MO TRIM oDaQ prikg1-MO

Obr. 4: Zakladna signalna draha pésobenia NO s vyzna¢enymi inhibitormi/gén Specifickym
MO, ktor¢ boli pouZité v ramci experimentov.

3.3.4.Monitorovanie hojenia

Embrya vo vyvojom $tadiu 26 boli poranené povrchovym bodnutim ihlou na ziskanie
poranenia podobnej vel'kosti. Nasledne, embrya boli fotené v jednotlivych casovych bodoch

pod stereomikroskopom. Vel'kost' poranenia bola merana v pixeloch s vyuzitim programu
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FiJ1, pricom pre zredukovanie technickej chyby bola kazda vel’kost’ zmerana 3 krat. Miera

uzavretia poranenia bola vypocitana podla vzorca:

q; — miera uzavretia poranenia v ¢ase i
a, — priemerna vel'kost’ poranenia v ¢ase i
a, — priemerna vel'kost’ poranenia v ¢ase 0 minut

Statistickd vyznamnost' rozdielov rychlosti zatvarania medzi podmienkami bola
analyzovana porovnanim linearnych mixovanych modelov pouzitim balicka pre R Ime4
(v1.1-21) (Douglas, et al., 2015). Podmienka a ¢as boli pouzité ako fixné premenné a typ

vzorky bol pouzity ako ndhodna premenna.
3.3.5.1zolacia RNA

Odobrané tkanivo (oblast’ poranenia, oblast’ chvostika vedl'a miesta amputacie,
nador) bolo pozbierané do 2 ml mikrocentrifuganych skumaviek obsahujticich
predvychladenu kovovu gulicku (pre vzorky z nadoru 2 guli¢ky), zamrazené na suchom l'ade
a uskladnené v -80 °C. K vzorkam bol pridany 1 ml TRI Reagent a vzorky boli nasledne
homogenizované na pristroji TissueLyser LT po dobu 5 mintt na 50 Hz. Tkanivo z nadoru
bolo homogenizované 10 mintt. Pre izolaciu RNA zo vzoriek z bunkovej kultury (¢as 0 dni
rastu nadoru) bolo z kultir odobrané kultivaéné médium, nasledne boli premyté 2x
v sterilnom PBS azhomogenizované pridanim 1 ml TRI Reagent. Pre izolaciu RNA
z bunkovej suspenzie po disociacii bol k suspenzii pridany 1 ml TRI Reagent a vzorky boli
zhomogenizované rychlym premieSanim na vortexe.

Po homogenizacii, vSetky vzorky boli vytemperované na izbovu teplotu inkubaciou
15 minit. Nasledne k vzorkam bolo pridané 200 pl chloroformu. Vsetky vzorky boli
premieSané na vortexe 30 sekund. Po nasledujicej 5 minttovej inkubécii boli vzorky znova
premieSané na vortexe 10 sekind a inkubované pri izbovej teplote d’alSich 10 minut.
Nasledovala centrifugacia (10 minut, 12000 g, 2 °C), po ktorej bola vrchnd vodna faza
(priblizne 500-600 ul) prenesend do novych 1,5 ml mikrocentrifugaénych skumaviek
s predpripravenymi 700 pl izopropanolu. Vzorky boli néasledne premieSané na vortexe
a inkubované 30 minut pri -20 °C. Po inkubacii prebehla centrifugacia (30 minut, 16100 g,
2 °C), supernatant bol vyliaty a RNA pelet premyty v 80 % etanole. Nasledovala opédtovna
centrifugacia (30 minut, 16100 g, 2 °C) po ktorej bol vSetok etanol odobrany a RNA pelet
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bol rozpusteny v 20 pl I1xTE. K vzorkdm bolo pridanych 20 pl roztoku DNazy (12 pl vody,
4 ul 10x reakéného roztoku, 4 pul DNazy I), nasledne boli jemne premiesané a inkubované
30 minut pri izbovej teplote. Potom bolo ku vSetkym vzorkam pridanych 40 pl 8 M LiCl na
opakovanu precipiticiu RNA. Tato zmes bola inkubovand cez noc na -20 °C. Dalsi def boli
vzorky scentrifugované (30 minut, 16100 g, 2 °C), supernatant bol odstraneny a RNA pelet
bol premyty 2x v 1 ml etanolu s néslednou centrifugaciou (30 minut, 16100 g, 2 °C).
Po opdtovnom odstraneni etanolu, RNA pelet bol rozpusteny v 20 ul 1xTE. Koncentracia
RNA bola zmerand na Nanodrop 2000 a kvalita RNA bola skontrolovand pouzitim
kapilarnej elektroforézy a Standard Sensitivity RNA analysis kit (priloha 8.1).

3.3.6.Sekvenovanie RNA
Priprava sekvenaénych kniZnic

Sekvenacné kniznice boli pripravené pre kazdy experiment zvlast'. Na analyzu zmien
génovej expresie v priebehu hojenia aregeneracie bolo pozbierané tkanivo z oblasti
poranenia, alebo amputéicie. Tkanivo z piatich embryi bolo spojené do jednej vzorky
a tvorilo jeden biologicky replikat.

Sekvenacéné kniznice na analyzu génovej expresie v priebehu hojenia po zablokovani
produkcie NO boli pripravené v ¢asoch 0, 30, 60 a 90 minat po poraneni. Na pripravu bolo
pouzitych 500 ng celkovej RNA. V prvom kroku bol pouZity poly-A selekény kit (New
England Biolabs, priloha 8.2) a nasledne boli kniZnice pripravené pomocou NEBNext Ultra
Directional RNA Library Prep Kit for Illumina, podl'a navodu od vyrobcu (priloha 8.3).
Vysledné kniZznice boli ekvimolarne spojené a sekvenované na platforme NextSeq 500
v rezime ziskania 2x 75 bazi dlhé citania.

Sekvenacné kniZznice Studujice priebeh hojenia u kontrolnych embryi v ¢asoch 0, 30,
60, 90, 180 a 360 minut po poraneni boli pripravené z 500 ng celkovej RNA. Sekevenacné
kniZnice Studujtce priebeh regeneracie v ¢asoch 0, 30, 60, 90 minat, 3, 6, 24 hodin, 3 a 7 dni
po amputacii boli pripravené z 200 ng celkovej RNA. Sekvenacné kniZnice boli pripravené
pouzitim poly-A selekéného kitu (Lexogen, priloha 8.4) a Lexogen SENSE Total RNA-Seq
Library Prep Kit podla ndvodu od vyrobcu (priloha 8.5). Vysledné kniZznice boli
ekvimolarne spojené a sekvenované na platforme NextSeq 500 v rezime ziskania 2x 80 baz

dlhych &itani.
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Sekvenacné kniznice na analyzu rastu nadoru boli pripravené v ¢asoch 0 (pdvodna
bunecna kultura), 5, 10, 15, 20 a 25 dni po injekcii nddoru do mysi. Sekvenacné kniznice
boli pripravené z 1 pg celkovej RNA pouzitim Lexogen QuantSeq 3> mRNA-Seq Library
Prep Kit FWD for Illumina podl'a navodu od vyrobcu (priloha 8.6). Vysledné kniznice boli
ekvimolarne spojené a sekvenované na platforme NextSeq 500 v rezime ziskania 1x 84 baz

dlhého citania.
Analyza dat

Sekvena¢né data boli analyzované pre kazdy experiment zvlast. Zo sekvenaénych
¢itani z analyzy hojenia a regeneracie boli v prvom kroku odstranené nizkokvalitné Citania
a sekvencie adaptérov za pouzitia 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”. Citania pochadzajtice
z ribozomalnej a mitochondridlnej RNA boli odfiltrované pouzitim programu Sortmerna
(v. 2.1b) (Kopylova, et al., 2012). Ocistené Citania boli zarovnané voc¢i gendmu Xenopus
laevis verzie 9.1 pouzitim programu STAR (v. 2.5.2b) (Dobin, et al., 2013). Finalna tabul’ka
poctu Ccitani jednotlivych transkriptov bola vytvorend s vyuzitim skriptu pre python
htseq-count (v. 0.6.1p1) (Anders, et al., 2013) pouzitim anotacie verzie 1.8.3.2 a parametrov
,»-munion —s yes*“. Pouzity geném a jeho anotécia boli ziskané z www.xenbase.org (Karimi,

et al., 2018).

Sekvenacné data z nadoru boli spracované podobnym spoésobom. V prvom kroku
boli odstranené nizkokvalitné Ccitania pouZitim 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”, mitochondrialne
a ribozomalne Citania boli odstranené pouzitim sortmerna. Findlne ocistené Citania boli
zarovnané voci gendému Mus musculus GRCm38. Finalna tabul'ka poctu ¢itani jednotlivych
transkriptov bola vytvorend s vyuZzitim skriptu pre python htseq-count pouzitim anotacie
genecode.vMS a parametrov ,,-m union —s yes‘‘. PouZzity geném a jeho anotacia boli ziskané

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

Diferencidlne exprimované gény (DEG) boli identifikované s pouzitim bali¢ka pre R
DESeq2 (v. 1.15.51) (Love, etal., 2014) a prikazu z tohto balicka - DESeq. V experimentoch
zahfiajucich len jednu podmienku (hojenie v €asoch 0-6 hodin, regeneracia v Casoch 0-

7 dni, tumor) boli DEG identifikované pouZitim parametrov ,,design = ~ time, test = ‘LRT’,
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reduced = ~ 1, fitType = ‘local’”. V experimente s viacerymi podmienkami (porovnanie
kontrola vs. TRIM, kontrola vs. nos/+nos3-MO) boli DEG identifikované pouzitim
parametrov ,,design = ~ time, test = ‘LRT’, reduced = ~ condition, fitType = ‘local’”.

Finalny zoznam génov bol skontrolovany manudlne.

Vytvorenie skupin génov

Na zéklade regularizovane log transformovaného normalizovaného poctu citani boli
DEG zoskupené pouzitim funkcie degPattern z balicka pre R DEGreport (v. 1.13.8)
(Pantano, 2017). Funkcia bola pouzita so zakladnymi parametrami, s vynimkou, Ze bolo
umoznené zobrazit' zoskupenia, ktoré obsahovali asponi jeden gén (minc = 1). Podobné
zoskupenia boli spojené na zaklade korelacie profilu (cutoff = 0,7) a gény s extrémne sa
liSiacom profilom boli zo zoskupeni odstranené (reduce = TRUE). Celkovy pocet zoskupeni
(n = 36) bol skontrolovany manudlne a zoskupenia, ktoré mali podobny profil expresie boli

spojené do jednej skupiny.

Analyza génovej ontologie

Analyza nabohatenych terminov génovej ontoldgie (GO) bola spravena pre kazda
skupinu génov zvlast pouzitim internetovej databazy Gorilla (Eden, et al., 2007; Eden, et
al., 2009). Biologické procesy boli analyzované pouzitim databazy o procesoch u l'udi.
Symboly génov z pazirnatky vodnej boli prevedené na format znafenia génov u l'udi.
Pretoze pazurnatka vodna je alotetraplodiny organizmus, tak viac ako polovica génov je
zastipena na dvoch chromozémoch. Tieto zdvojené chromozémy st oznafené ako
L (,,long“) aS (,,short”) arovnaké oznacenie maju gény nachddzajuce sa na tychto
chromozémoch. V pripade, ze skupina génov obsahovala aj L aj S formu dané¢ho génu, tak
takyto gén bol pouzity v analyze len raz. Ako pozadie na porovnanie nabohatenych terminov
génovej ontologie bol pouZzity zoznam vSetkych znamych génov v pazarnatke vodnej. Zo

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

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

Reverzna transkripcia bola spravena z 50 ng celkovej RNA pripravenej z nezavislych
vzoriek (vzorky ziskané z iného oplodnenia/samic ako vzorky pre RNA sekvenovanie).
Na kontrolu inhibicie pocas reverznej transkripcie bolo ku vSetkym vzorkdm pridanych

0,5 ul RNA Spike I. Reverzna transkripcia bola vykonana s vyuzitim TATAA GrandScript
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cDNA supermix v celkovom objeme 10 pl. Pripravend cDNA bola nariedené 10 krat v IxTE
a2 ul z nej bolo pouzitych pre qPCR reakciu (3,5 pl TATAA SYBR Grand Master Mix,
0,22 pl 10 mM mixu primérov, 1,28 pl vody). Sekvencie vSetkych primérov pouzitych na
experimenty su v Tab. 6. Protokol qPCR reakcie bol: 1 minata 95 °C; 50 opakovani: 95 °C
3 sekundy, 60 °C 30 sektind, 72 °C 10 sekund; a nasledovala analyza krivky topenia.

Tab. 6: Zoznam primérov pouZzitych na RT-qPCR analyzu vzoriek z pazirnatky vodne;j.
lep.L TAAGAAACACTTGCAGAGGTCAA
CTCGTCCTTGGATCATTGGTAG
fos.S CAAGTGCCGCAACCGC
GTTTGTGAGCTGCAAGGATCA
mmp7.L  GTGGAGTTTTAGCTCACGCC
TCAAGTCCCAGAGAATGACCAA
mmp9.S  GTCACACCTCTGTCCTTCACTC
AGCCAAGAGACCATCCTTCCT
mmpl.S CCCCAGCAACAAAGGAAGAA
TCCCCCATCAGTTCCAAGAC
mmp8.S CCAGGTGTTCCAAACAAGGT
CGCAAGACTCTCTTCTTCGTT
socs3.L. TCAGTAGCTGCGGGAATTGT
GGAGTGTGAGCGAGTCCTTT

3.3.8.In situ hybridizacia
Priprava sondy pre in situ hybridizaciu

E.coli kompetentné baktérie obsahujuce plazmid s génom zaujmu boli inkubované
cez noc pri 37 °C a trepani 250 rpm v 50 ml LB média s pridavkom ampicilinu (50 pg/ml).
Plazmidova DNA bola nésledne vyizolovana pouzitim QIAGEN plasmid midi kit a manualu
od vyrobcu tohto kit (priloha 8.7).

Plazmid bol linearizovany v roztoku obsahujicom restrikény enzym podla Tab. 7
pri 37 °C cez noc. Nasledne 1,5 pg linearizovaného plazmidu bolo prepisané do RNA podla
reakcie: 2 ul DIG RNA znacen¢ho mixu, 2 ul RNA polymerazy (Tab. 7), 4 ul
5x transkripéného roztoku, 2 ul RNaseOUT a celd reakcia doplnena do 20 pl s naslednou
inkubaciou 3 hodiny pri 37 °C. Nasledne bola RNA sonda precistend pomocou LiCl
precipitacie (objem doplneny do 50 pl + 50 ul 8 M LiCl a precistenie podl'a protokolu
v kapitole 3.3.5).
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Tab. 7: Zoznam plazmidov a enzymov, ktoré boli pouZité na pripravu prob na in situ
hybridizaciu

Gén Zdroj Antisense proba Sense proba

fos.S Dharmacon Sall, T7 Notl, SP6
#MX1.1736-202773077

mmp7.L | Dharmacon Kpnl, T7 Xhol, SP6
#MXL1736-202774696

mmp9.§S | EXRC Number 851 Xmal, T7 Xhol, SP6
XB-CLONE-2041688

In situ hybridizacia

Poranené embrya, alebo embrya samputovanym chvostikom boli zafixované
v 4 % PFA cez noc a nasledne dehydratované premytim v metanolovej rade (25 %, 50 %,
75 %, 100 %, 5 minut v kazdej) a uskladnené v -20 °C. V deni experimentu, embrya boli
spitne rehydratované v opacnej metanolovej rade a nasledne premyté 3x 10 mintt v PBT.
Nasledovalo premytie 2x 5 minat v 0,1 M trietanolamine, 2x 5 minat 0,1 M trietanolamin +
0,3 obj. % acetanhydrid a 3x 15 minat v PBT. Po premyti boli embryd inkubované
v bieliacom roztoku (priblizne 2 hodiny). Po vybieleni boli premyté 15 minat v roztoku
2xSSC, 2x 15 minat v PBT apresunut¢ do 1,5 ml mikroskiimaviek. Nasledne boli
inkubované v 1 ml hybridizaéného roztoku pri 60 °C cez noc. Dalsi defi bol hybridizaény
roztok vymeneny za Cerstvy predhriaty hybridizacny roztok s pridanou sondou (1 pg)
a vzorky boli inkubované v hybridiza¢nej peci pri 60 °C cez noc.

Dalsi defi boli vzorky premyté pri teplote 60 °C 4x 30 minut v predhriatom 2xSSC a
4x 30 minut v predhriatom 0,2x SSC. Nasledne boli vzorky presunuté do 12 jamkovej
kultivacnej dosticky a premyté pri izbovej teplote 1x 15 minut v 0,2x SSC izbovej teploty.
Nasledne boli vzorky premyté 3x 15 minit v MAB, inkubované 3 hodiny v blokovacom
roztoku a nasledne inkubované v blokovacom roztoku s protilatkou (0,63 pl DIG-AP/1 ml
blokovacieho roztoku) 2 dni pri 4 °C.

Potom boli vzorky premyté 6x 30 miniit v MAB a 2x 30 mintit v AP. Nasledne boli
inkubované v tme vo farbiacom roztoku (36 ul NBT a 28 ul BCIP na 10 ml AP + 1 % PVA)
priblizne 2-3 hodiny. Nésledne boli vzorky premyté 3x 10 minit v AP. Na zniZenie pozadia
boli vzorky premyté 5x 2 mintty v 100 % metanole a rychlo rehydratované v metanolovej
rade (75 %, 50 %, 25 %, 2 minaty v kazdej) a na zaver premyté 3x 10 minut v PBT. Na zaver

boli embrya zafixované v 4 % PFA a snimané pod stereomikroskopom.
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3.3.9.Imunohistochémia

Poranené embrya boli zafixované v 4 % PFA cez noc, premyté 3x 15 minut v PBT
a zaliate do 4 % agardzy. V d'alSom kroku boli vzorky nakrdjané na vibratdéme na 150 pm
rezy. Tie boli potom inkubované 2 hodiny v blokovacom roztoku pri izbovej teplote.
Nésledne bola k vzorkdm pridand primarna protilatka proti B-kateninu (1:1000), proti
lamininu (1:150) alebo Alexa Fluor 488 phalloidin (1:1000) na oznacenie aktinu. Vzorky
boli inkubované cez noc pri 4 °C. Nasledne boli vzorky premyté 3x 15 mintt v PBT. Dalej,
vzorky pre znaenie B-kateninu, alebo lamininu boli inkubované cez noc pri 4 °C so
sekundéarnou protilatkou Alexa 488 goat anti-rabbit (1:500) v blokovacom roztoku. Vzorky
boli opét’ premyté 3x 15 minut v PBT, nésledne boli inkubované 1 minuatu v roztoku DAPI
(1:1000 zriedeny v PBT) aopdt premyté 3x 15 minat v PBT. Na zaver boli vzorky
namontované¢ na podlozné sklicka v montovacom médiu a snimané pod konfokalnym

mikroskopom.
3.3.10. Znacenie neutrofilov pomocou Sudan Black B

Embryd samputovanym chvostikom boli zafixované 1 hodinu v roztoku
glutaraldehydu pri 4 °C. Nasledne boli oplachnuté 3x v destilovanej vode. Potom boli
inkubované 30 minut pri 4 °C v roztoku Sudan Black B. Nasledne boli 5-7x premyté
v 100 % etanole a rehydratované v etanolovej rade (75 %, 50 %, 25 %, PBT, 5 mintt
v kazdej). Néasledne boli embryd inkubované v bieliacom roztoku cez noc. V poslednom

kroku boli embrya premyté v PBT a snimané pod stereomikroskopom.
3.3.11. RNA-Seq na urovni jednej bunky (scRNA-Seq)
Priprava bunkovej suspenzie

Nédory boli ziskané podla protokolu v kapitole 3.2.4. Po 10 diioch boli nadory
zvazen¢ a pozbierané do 1,5 ml mikroskumaviek obsahujucich 300 pl disociaéného roztoku,
rozbité pouzitim polypropylénovej homogenizacnej palicky. Nasledne boli presunuté do
gentleMACS C skimaviek obsahujticich 5 ml disociaéného média. K niektorym vzorkam
(podl'a experimentalnych podmienok) bol v disociatnom roztoku pridany ActD nariedeny
na findlnu koncentraciu 2 nM (zasobny roztok 4 mM v DMSO) a vo vsetkych d’alsich
roztokoch nariedeny na finalnu koncentraciu 0,2 nM. Vzorky uréené na disocidciu pri 37 °C

boli inkubované na gentleMACS Octo Dissociator podl'a programu uveden¢ho v Tab. 8.
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Vzorky urc¢ené na disocidciu pri 4 °C boli mieSané pouzitim gentleMACS Dissociator 2x na
programe m_impTumor 02.01 a otadcané na rotujucej platforme 20 minut pri otdckach
20 rpm. Tento postup bol zopakovany 3x pre celkovi dobu disociacie 1 hodina a cely proces
prebiehal v chladovej miestnosti pri 4 °C. V d’alSich krokoch, pokial’ nie je uvedené inak,
boli vSetky pouzivané média, filtre a aj kolonky predvychladené na 4 °C a so suspenziou

buniek bolo manipulované vyhradne na l'ade.

Tab. 8: Program disociicie nadoru na gentleMACS Octo Dissociator.
1. ramp 200 rpm, 10"

. loop 3x

. spin -200 rpm, 1"

. spin 200 rpm, 10"

. end loop

. temp ON

. loop 2x

. spin -30 rpm, 30'

. spin 200 rpm, 10"

10. end loop

11. temp OFF

12. end

O R QA| NN ||

Okamzite po disociacii boli vSetky vzorky umiestnené na 'ad. Bunkova suspenzia
bola prefiltrovana cez 30 um filter do 15 ml centrifuganych skimaviek. Suspenzia buniek
bola centrifugovand (5 minut, 800 g, 2 °C, minimalna akceleracia a brzdenie), supernatant
bol vyliaty a k bunkdm, na odstranenie erytrocytov, bolo pridanych 15 ml studeného ACK
roztoku. Suspenzia buniek bola okamzite centrifugovana (5 minut, 800 g, 2 °C, minimalna
akceleracia a brzdenie), rozsuspendovana v 3,1 ml studeného PBS -/-. K tejto suspenzii bolo
pridanych 900 pl studeného Debris Removal Solution. Na vrch bolo opatrne navrstvenych
4 ml PBS -/- asuspenzia bola centrifugovana (10 minut, 3000 g, 2 °C, maximalna
akceleracia a brzdenie). Bolo odobranych 5 ml z vrchnej fazy, skimavka bola doplnena
s PBS -/- apremieSana jemnym otoCenim 3x a centrifugovand (5 minat, 800 g, 2 °C,
minimalna akceleracia a brzdenie). Supernatant bol odobrany a na odstranenie mftvych
buniek bolo k roztoku pridanych 200 pl Dead Cell Removal roztoku izbovej teploty
a suspenzia bola inkubovana 15 minut pri izbovej teplote. Pocas inkubécie boli pripravené
premyvacie kolonky, ktoré boli umiestnené na magnet a premyté s 500 pl vychladeného
1x Binding Solution. Nasledne bolo k suspenzii buniek pridanych 800 pl 1x Binding
Solution a suspenzia bola nanesend na premyvacie kolonky a filtrat bol zbierany do novych

15 ml centrifugaénych skimaviek. Po takmer uplnom preteeni roztoku boli kolonky
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premyté 4x 500 pl 1x Binding Solution a filtrat bol zbierany do rovnakych skiimaviek.
Pozbierany filtrat bol centrifugovany (5 minat, 800 g, 2 °C, minimalna akceleracia
a brzdenie) a bunky boli rozsuspendované¢ v 100 pl PBS-/- s 0,4 % BSA. Bunky boli
spocitané na automatickom pocitadle buniek, opdtovne centrifugované a nariedené v PBS-/-
s 0,4 % BSA na finalnu koncentraciu 2500 buniek/pul. Bunky, ktoré neboli pouzité na
pripravu sekvenacnej kniznice boli zamrazené na suchom I'ade a uchované v -80 °C. Tieto
vzorky boli potom pouzité na analyzu génovej expresie pomocou RT-qPCR. Zoznam

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

Tab. 9: Zoznam primérov pouZitych na RT-qPCR analyzu vzoriek z nadoru.

Fos GGTGAAGACCGTGTCAGGAG
NM 010234.3 AGCCATCTTATTCCGTTCCCTT
Widc2 TTACGGACTGTGTGTTGGAGT

NM 026323.2 CTGAGAGTTTAGTATCTGTCCCTGA
Fegr3 AGTGGGGACTACTACTGCAAA
NM 010188.5 CAGACTAGAGAGATGGAGGATGT
Ccl5 TCAAGGAGTATTTCTACACCAGCA
NM _013653.3 CCCTCTATCCTAGCTCATCTCCA
Thyl TCCAAGTCGGAACTCTTGGC
NM_009382.3 AGGCGAAGGTTTTGGTTCAC

Actb GCTCCTAGCACCATGAAGAT
NM_007393.5 TAAAACGCAGCTCAGTAACAG

Priprava sekvenacnych kniZnic

Pripravené boli celkovo dva technické replikaty na podmienku (celkovo 8 vzoriek).
KniZnice na sekvenaciu RNA z jednotlivych buniek boli pripravené pouzitim SureCell WTA
3" Library Prep Kit for ddSEQ System podl'a protokolu od vyrobcu (priloha 8.8). Kvalita
pripravenych kniZnic bola otestovana pouzitim Fragment Analyzer NGS High Sensitivity
Kit (priloha 8.9). Ekvimolarne spojené kniZnice boli sekvenované na pristroji NextSeq 500

v rezme — Citanie 1: 70 cyklov, index 1: 8 cyklov, ¢itanie 2: 88 cyklov.

Analyza dat

Data boli analyzované pouzitim balicka programov umi-tools (v. 1.0.0) (Smith, et
al., 2017) podl'a doporuc¢eného navodu s mensimi modifikéciami. Prikaz umi_tools whitelist
bol pouzity na identifikdciu znaciek prislachajucich pre jednotlivé bunky s fixne

zadefinovanym poctom buniek ako 2000.
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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;

Prikaz umi_tools extract bol pouzity na skopirovanie znacky bunky z ¢itania 1 do
nazvu Citania 2. List znac¢iek vygenerovany v predchadzajucom kroku bol pouzity na uréenie

spravnych znaciek.

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 d’alSieho kroku boli analyzované uz len ¢itania 2. Podobne ako v kap. 3.3.6, boli
odstranené nizkokvalitné c¢itania a sekvencie adaptérov pouzitim TrimmomaticSE
a precistené ¢itania boli zarovnané voci gendmu mysi pouzitim 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 d’alSom kroku, boli ¢itania priradené ku génom pouzitim balicku featureCounts (v.

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

featureCounts -a /mnt/f/Genomes/GRCm38/gencode.vM8.annotation_with_Luc.gtf \
-0 featureCounts/1A -R BAM STAR/1A/1AAligned.sortedByCoord.out.bam -T 10 -s 1;

Na zaver, Citania v ziskanych BAM suboroch boli usporiadané pouzitim balicku
samtools (v. 1.7) (Li, et al., 2009; Li, 2011) a prikazu samtools sort. Prikaz samtools index

bol pouzity na vytvorenie indexu usporiadanych BAM stborov.

samtools sort featureCounts/1AAligned.sortedByCoord.out.bam.featureCounts.bam \
-0 featureCounts/1A_sorted.bam;

samtools index featureCounts/1A sorted.bam;
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Konec¢na tabul’ka obsahujuca pocet ¢itani pre konkrétny gén a konkrétnu bunku bola

vytvorena pouzitim prikazu 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;
Ziskané tabul’ky boli analyzované v programe R. V prvom kroku bol pouzity balicek
DropletUtils (v 1.2.2) (Lun, et al., 2019) na identifikaciu prazdnych kvapiek v datasete a len
kvapky, ktoré mali viac ako 200 alebo menej ako 5000 ¢itani a FDR mensi ako 0,05 boli
povazované za kvapky obsahujuce bunky a boli pouzité v d’alSej analyze. Bali¢ek Scater (v.
1.10.1) (McCarthy, et al., 2017) bol pouzity na normalizaciu dat medzi bunkami a vzorkami.
Po normalizaciu boli identifikované zoskupenia buniek pomocou funkcie UMAP (v 0.3.9)
(Becht, et al., 2018; Mclnnes, et al., 2018). Dve zoskupenia boli identifikované ako kvapky
obsahujuce aj necistoty a boli vylucené z d’alSej analyzy. Na zaver ostalo celkovo 654
buniek. Tie boli zoskupené pomocou opitovného pouzitia funkcie UMAP do 4 skupin. Typ
populacie buniek v kazdej skupine bol ur€eny podl'a markerovych génov identifikovanych

pouzitim prikazu FindConservedMarkers z balicku Scater.
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4. Vysledky

4.1. Produkcia NO pocas embryonalneho hojenia a regeneracie
4.1.1.Produkcia NO po poraneni embryi v rannych §tadiach vyvoja

NajznamejSou ulohou NO pocas hojenia je regulacia odpovede imunitného
a cievneho systému (Witte & Barbul, 2002). V naSich experimentoch sme sa zamerali na
sledovanie produkcie NO u embryi pazarnatky vodnej v rannych Stddiach vyvoja, kedy
imunitny ani cievny systém este nie je plne vyvinuty, alebo ich vyvoj je v rannych fazach.
Na detekciu sme pouzili indikdtor NO — DAF-2DA a sledovali sme produkciu NO 15 minut
po poraneni u §tadii: 1 (oplodnené vajicko), 5 (morula), 8 (blastula), 11 (gastrula), 14 (skora
neurula), 20 (neskord neurula, prvé naznaky zaliatku vyvoja primitivnych buniek
imunitného systému) (Obr. 5). Aj napriek tomu, ze sme neboli schopni detegovat’ produkciu
NO po poraneni v §tddiach 1 a 5 (Obr. 5A,B), uz v §tadiu blastuly sme pozorovali vyraznti
produkciu NO (Obr. 5C). Pri detailnej analyze miesta poranenia sme sledovali vyraznu

produkciu NO len v prvych dvoch vrstvach buniek v okoli poranenia (Obr. 6).

Stadium1 Stadium 5 Stadium 8

Stadium 14 Stadium 20

Obr. 5: Produkcia NO po poraneni rannych $tadii embryi pazirnatky vodne;j.

Embrya boli poranené pouzitim ihly a nasledne inkubované 15 minut v médiu obsahujucom DAF-
2DA (indikator produkcie NO). Nasledne boli embrya zafixované v PFA a produkcia NO bola
zdokumentovana fluorescenénym stereomikroskopom. Produkcia NO bola Studovana v Stadiach
(A) oplodneného vajicka, (B) moruly, (C) blastuly, (D) gastruly, (E) skorej neuruly a (F) neskorej
neuruly. (Zvac¢senie = 3x, Mierka = 500 um)
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DAF-2DA Svetelné pole

Obr. 6 Detailna analyza produkcie NO po poraneni embrya pazirnatky vodnej vo
vyvojovom Stadiu 26.

Embrya vo vyvojovom stadiu 26 (Stadium skorého chvostnatého zarodku) boli poranené
v prostrednej Casti pouzitim ihly a nasledne inkubované 15 minut v médiu obsahujicom DAF-
2DA. Nasledne boli zafixované v PFA a zdokumentované pouzitim konfokalneho mikroskopu
Leica SPE (Mierka = 20 pm).

4.1.2.Casova produkcia NO po poraneni embryi

Pre lepsie porozumenie mechanizmu regulacie hojenia vplyvom NO sme sledovali
produkciu NO v priebehu ¢asu po poraneni embryi pazurnatky vodnej. Pre podporu
pozorovani ziskanych pri §tidiu procesu embryonélneho hojenia sme vysledky porovnavali
s vysledkami ziskanymi pri pozorovani regeneracie chvostika. Produkciu NO sme Studovali
v priebehu hojenia v §tadiu 26 (Obr. 7A) a regeneracie po amputécii chvostika v Stadiu 41
(Obr. 7B). V obidvoch pripadoch sme pozorovali maximalnu produkciu NO uz 15 mintt po
poraneni/amputécii. Nasledne hladina NO rychlo klesala. 60 minut po poraneni (Obr. 7C,
E) a 180 minut po amputécii (Obr. 7D, F) sa hladina NO vrétila na fyziologické hodnoty.

Pre potvrdenie Specificity DAF-2DA vo¢i NO sme testovali produkciu NO po
poraneni a amputacii u embryi so zablokovanou produkciou NO pomocou NO inhibitoru
TRIM. Ako negativna kontrola bol pouzity inhibitor ODQ, ktory je inhibitorom sGC (Obr.
4). Pozorovali sme, ze pouzitie TRIM viedlo k signifikantnému zniZeniu intenzity
fluorescencie po poraneni embryi v Stadiu 26 (Obr. 8A, B). Avsak, kvoli autofluorescencii
tukovej oblasti embryi v tomto vyvojovom §tadiu bola pozorovana zvysend fluorescencia
rany. Pouzitie TRIM po amputacii chvostika embryi v §tadiu 41 viedlo k takmer Gplnému
zablokovaniu fluorescenéného signalu, zatial' ¢o pouzitie ODQ viedlo len k miernemu

zniZeniu intenzity fluorescencie (Obr. 8C, D).
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Obr. 7: Produkcia NO pocas embryonalneho hojenia a regenericie.

(A) Embrya vo vyvojovom Stadiu 26 (Stadium skorého chvostnatého zarodku) boli poranené
v prostrednej Casti pouzitim ihly, alebo (B) embryam v $tadiu 41 (Stadium neskorého chvostnatého
zarodku) bolo amputovana Cast' chvostika. Nasledne, 15 minut pred cielenym ¢asom, boli
inkubované v médiu obsahujicom DAF-2DA. Produkcia NO bola zdokumentovana
fluorescencnym stereomikroskopom. (C) Poranené embrya v §tadiu 26 (Zvéacsenie = 5x, Mierka =
100 pum). (D) Chvostiky po amputacii v §tadiu 41 (ZvacSenie = 3x, Mierka = 200 um). (E, F)
Casova produkcia NO v priebehu embryonalneho hojenia a regeneracie. (Minimélne 3 replikaty
na podmienku, priemer + SD, jednofaktorova ANOVA s Dunnett testom)

pp — po poraneni; pa — po amputacii; CTF — ,,Corrected total fluorescence®, korigovana celkova
fluorescencia; RFU — ,,Relative fluorescent unit®, relativna jednotka fluorescencie

*EEE _p<(0,0001, * - p <0,05,n.s. —p>0,05;
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Obr. 8: Test efektivity TRIM inhibitoru na zablokovanie produkcie NO a Specificity DAF-
2DA préby na detekciu NO.

Embryd vo vyvojovom Stadiu 26 a embrya v Stadiu 41 boli inkubované 1 hodinu pred
poranenim/amputaciou v TRIM (6 mM/1 mM) alebo ODQ (100 pM). Thned’ po poraneni, alebo
amputacii boli inkubované 15 mintt v médiu obsahujucom DAF-2DA. Nasledne boli zafixované
v PFA a produkcia NO bola zdokumentovana fluorescenénym stereomikroskopom. (A) Poranené
embrya v §tadiu 26 (Mierka = 100 um). (B) Intenzita fluorescenéného signalu (3 replikaty, priemer
+ SD, t-test). (C) Chvostiky po amputacii v stadiu 41 (Mierka = 500 pm). (D) Intenzita
fluorescencného signalu (3 replikaty, priemer + SD, t-test).

¥EEE _p <(0,0001, ** -p<0,01; *-p<0,05;




4.2. Vplyv produkcie NO na efektivitu embryonalneho hojenia a regeneracie

4.2.1.Zmena rychlosti embryonalneho hojenia po zablokovani produkcie NO

V dalSom kroku sme sa zamerali na potvrdenie dblezitosti produkcie NO pocas
hojenia u embryi bez vyvinutého cievneho aimunitného systému. V tejto praci sme
porovnavali dva efekty inhibicie produkcie NO (Obr. 9A). Sledovali sme akutne/okamzité
zablokovanie NOS pouzitim chemického inhibitora TRIM kratko pred poranenim
a chronicku/dlhodobu stratu funkcie NOS nainjektovanim nos/ a nos3 MO do vajicka po
oplodneni.

Embrya v stadiu 26 sme poranili a sledovali rychlost’ uzatvarania poranenia (Obr.
9A,B). Zatial’ ¢o kontrolné embrya uzavreli 75 % velkosti rany uz 30 minuat po poraneni, tak
nosl + nos3-MO embrya uzavreli len necelych 50 % velkosti rany a TRIM embrya dokonca
len 15 % (Obr. 9C). Navyse, zatial’ ¢o v d’alSom ¢asovom intervale pokra¢ovalo uzatvaranie
rany u kontrolnych embryi a 90 minut po poraneni bola rana tplne uzavreta, tak u embryi so
zablokovanou produkciou NO doslo k zastaveniu uzatvarania 30 minat po poraneni (Obr.

9D).

4.2.2.Vplyv zablokovania produkcie NO na efektivitu regeneracie

Dolezitost NO sme Studovali aj v priebehu regeneracie. Sledovali sme efektivitu
regeneracie u embryi s nainjektovanym nos/-MO alebo nos3-MO a u embryi inkubovanych
v TRIM. Pre potvrdenie dolezitosti NO produkcie na zaciatku regeneracie sme embrya
inkubovali v TRIM len pocas prvych 2 hodin po amputacii, prvych 24 hodin po amputacii,
alebo v priebehu celej doby (Obr. 10A). Efektivitu regenerdcie sme vyhodnotili 5 dni po
amputacii. 70 % kontrolnych embryi sa regenerovalo uplne alen 6 % sa neregenerovalo
vobec (Obr. 10B). U vSetkych ostatnych podmienok doslo k vyraznému poklesu poctu
embryi, ktoré sa regenerovali Uplne. Zablokovanie NO produkcie len pocas prvych dvoch
hodin regenerécie viedlo k poklesu uplne regenerovanych embryi na 27 %, ¢o potvrdilo

dolezitost’ produkcie NO bezprostredne po amputécii.
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Obr. 9: Monitorovanie rychlosti embryonalneho hojenia po zablokovani produkcie NO.

(A) Kontroln¢ embrya, embrya inkubované v TRIM 1 hodinu pred poranenim a embrya
s nainjektovanou kombinaciou nos! + nos3-MO (51 ng, v pomere 1:2) boli poranené v stredovej
Casti vo vyvojovom S§tadiu 26 pouzitim ihly. (B) Uzatvaranie rany bolo zdokumentované
stereomikroskopom. (C) Relativne uzavretie rany bolo vypocitané pomerom voci vel'kosti plochy
poranenia v ¢ase 0 mintt po poraneni a (D) 30 minit po poraneni. (Minimalne 3 replikdty na
podmienku, priemer + SD, Statisticky rozdiel medzi skupinami odvodeny z dvoch linearnych
zmieSanych modelov)

pp — po poraneni
HREE - p <0,0001; *** - p <0,001; ** - p <0,01; n.s. —p>0,05;
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Obr. 10: Monitorovanie efektivity regeneracie po zablokovani produkcie NO.

(A) Kontrolnym embryam, embryam s nainjektovanym nos/-MO alebo nos3-MO a embryam
inkubovanym v TRIM 1 hodinu pred amputaciou bola amputovana vo vyvojovom $tadiu 41 cast’
chvostika. 5 dni po amputécii bola vyhodnotena efektivita regeneracie. (B) U kazdého embrya
bola efektivita regeneracie chvostika ur¢ena manualne a taktiez bolo vyhodnotené zastipenie
jednotlivych typov (najmenej 12 embryi na podmienku).
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4.3. Regulacia génovej expresie vplyvom NO v priebehu embryonalneho hojenia

a regeneracie

4.3.1.Zmeny v génovej expresii v priebehu embryonalneho hojenia po zablokovani

produkcie NO

V dalSom kroku sme sa zamerali na porovnanie zmien v génovej expresii pocas
hojenia a regeneracie u embryi so zablokovanou produkciou NO. Podobne ako v kap. 4.2.1
sme zablokovali produkciu NO a nasledne sme sledovali zmeny v génovej expresii pocas
prvych 90 minut embryondlneho hojenia pomocou metdédy RNA-Seq (Obr. 11A).
Identifikovali sme celkovo 269 génov s odliSnym profilom expresie medzi kontrolnymi
embryami a embryami so zablokovanou produkciou NO. Tieto gény sme rozdelili do troch
skupin:

Skupina 1 obsahuje 102 génov (86 z nich, ktoré¢ mali anotaciu a homoldga u l'udi,
bolo pouzitych pre GO analyzu). Expresia tychto génov rastla u kontrolnych embryi, ale
u embryi so zablokovanou produkciou NO bola ich expresia nezmenena, alebo neboli vobec
exprimované (Obr. 11B). Na zadklade GO analyzy sme zistili, Ze tieto gény su zodpovedné
predovsetkym za regulaciu imunitnej odpovede a regulaciu metabolickych procesov (Obr.
11C). Skupina 2 obsahuje 31 génov (25 pouzitych pre GO analyzu) a ich expresia bola
podobna pocas 60 minut po poraneni medzi kontrolami a inhibovanymi embryami. Po tomto
Case zacala u kontrolnych embryi expresia tychto génov klesat’. U embryi so zablokovanou
produkciou NO ostala expresia tychto génov zvySend, alebo nad’alej rastla aj po 60 mintte
po poraneni (Obr. 11D). Téato skupina zdiel'ala GO terminy, ktoré stviseli s regulaciou
transkripcie dolezitej pre delenie buniek, ich diferencidciu a smrt’ (Obr. 11E). Posledna
Skupina 3 obsahovala 136 génov (111 pouzitych pre GO analyzu), ktorych expresia bola
znizena u kontrolnych embryi, ale nebola zmenena po inhibicii produkcie NO (Obr. 11F).
GO analyza ukazala, Ze tieto gény st zodpovedné hlavne za regulaciu vyvoja a regulaciu

metabolickych procesov (Obr. 11G).
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Obr. 11: Zmeny v génovej expresii po¢as embryonilneho hojenia po zablokovani produkcie

NO analyzované pomocou RNA-Seq.

(A) Kontrolné embrya, embrya inkubované v TRIM 1 hodinu pred poranenim a embrya
s nainjektovanou kombinaciou nos! + nos3-MO (51 ng, v pomere 1:2) boli poranené v prostredne;j
casti vo vyvojom §tadiu 26 pouzitim pinzety. Nasledne v ¢ase 0, 30, 60 a 90 minat po poraneni
bola poranend oblast’ z piatich embryi spojena a analyzovana ako jeden biologicky replikat.
Génova expresia bola analyzovana s vyuzitim RNA-Seq. (B-G) Diferencialne exprimované gény,
ktoré boli identifikované s vyuzitim RNA-Seq boli zoskupené na zéklade ¢asového profilu zmeny
ich expresie. Pre kazdi skupiny bola spravena GO analyza. (B, D, F) Casovy profil expresie génov
je vyjadreny ako z-skore z regularizovane log transformovaného normalizovaného poctu ¢itani.
(C, E, G) Gény, ktoré mali anotaciu a homologa u l'udi boli pouzité pre GO analyzu. Pocet génov
pouzitych pre GO analyzu je vyjadreny u kazdej skupiny spolu s reprezentativinymi nazvami
nabohatenych GO terminov pre dant skupinu.
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Pre verifikaciu vysledkov ziskanych na zaklade RNA-Seq sme vybrali dva gény zo
Skupiny 1 a Skupiny 2 pre detailnejSiu analyzu: fos alep. Tieto gény mali minimalnu
expresiu v neporanenom tkanive a rychlu aktivaciu expresie po poraneni (Obr. 12A, B).
Vysledky sme verifikovali s vyuzitim RT-qPCR (Obr. 12C, D) a in situ hybridizacie (Obr.
12E, F). Expresia fos bola zvySend po poraneni s maximom 30 minit po poraneni
u kontrolnych embryi. Na druhej strane, embrya so zablokovanou produkciou NO mali
zvysenu expresiu fos aj v Case 30 az 90 minat po poraneni (Obr. 12B, D). Pomocou in situ
hybridizacie sme pozorovali minimalny signal pre fos u kontrolnych embryi 60 minut po
poraneni a zvySenu produkciu u embryi so zablokovanou produkciou NO (Obr. 12E, F).
mRNA pre /ep nebola detegovatelna pomocou RT-qPCR v neporanenom tkanive a nebola
exprimovana ani poc¢as prvych 30 minat po poraneni. /lep mRNA bola detegovatel'nd az
v 60 mintte a jej hladina expresie sa v ¢ase zvySovala. Naopak, u TRIM a MO embryi sme

pozorovali signifikantne niz$iu expresiu lep (Obr. 12A, C).
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Obr. 12: Sledovanie zmien v expresii /ep a fos po¢as embryonalneho hojenia po zablokovani
produkcie NO.

Vysledky z RNA-Seq pre (A) lep.L a (B) fos.L boli verifikované (C, D) zvlast pre nos! a nos3-
MO pouzitim RT-qPCR (Relativna expresia vztiahnuta voci kontrole v ¢ase 0 minat po poraneni,
tri replikaty, geometricky priemer s geometrickou SD, t-test z log2 hodndt relativnej expresie
medzi kontrolou v ¢ase 120 minut po poraneni a vzorkami so zablokovanou produkciou NO). (E)
Priestorova analyza expresie fos 60 minut po poraneni s vyuzitim in-situ hybridizacie. Miesto
poranenia je vyznacené hviezdickou (*) a priestor, kde je exprimovany fos je ohrani¢eny bielou
¢iarkovanou c¢iarou. (Mierka = 100 pm) (F) Intenzita modrého signdlu okolo miesta poranenia.
(8 replikatov na podmienku, jednofaktorovd ANOVA s Dunnett testom)

pp —po poraneni; RIU — ,,Relative intensity unit®, relativna jednotka intenzity

FEAEX . p<0,0001; ** -p<0,01; * -p<0,05; n.s. —p>0,05;

4.3.2.Zmeny v génovej expresii v priebehu regeneracie po zablokovani produkcie NO

Vysledky z génovej expresie v priebehu hojenia sme porovnali s profilom génovej
expresie v priebehu regeneracie. Génovll expresiu sme analyzovali u dvoch rovnakych
génov: lep a fos. Podobne ako v priebehu hojenia, expresia /ep zacala u kontrolnych embryi
rast’ 30 minut po amputacii a lep dosiahol maximalnu hladinu expresie /ep 6 hodin po
amputacii, kedy zacala postupne klesat’ (Obr. 13A). Zablokovanie NO produkcie viedlo
k signifikantnému znizeniu expresie /ep v priebehu regeneracie.

Expresia fos v priebehu regeneracie kontrolnych embryi mala podobny priebeh ako
v pripade hojenia. Bezprostredne po amputacii zacala expresia fos rast, s maximom
30 minat po amputacii. K obnoveniu na fyziologické hodnoty doSlo uz 3 hodiny po
amputacii (Obr. 13B). Zablokovanie produkcie NO viedlo k 10-ndsobne vysSej hladine
expresie fos 30 minut po amputécii pri porovnani s kontrolou. Po dosiahnuti maxima zacala
expresia fos klesat’, avSak na rozdiel od kontrol, k obnoveniu na fyziologicku hladinu doslo
az po viac ako 24 hodinach po amputacii. Pomocou in situ hybridizcie sme pozorovali, Ze
zatial’ ¢o expresia fos 3 hodiny po amputécii u kontrolnych embryi je Specificka len pre
niekol’ko buniek v $pi¢ke regenerujiceho sa chvostika (Obr. 13C), tak poésobenie TRIM

inhibitoru viedlo k pretrvavajlcej expresii fos v celej Spicke.
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Obr. 13: Sledovanie zmien v expresii lep a fos v priebehu regeneriacie po zablokovani
produkcie NO.

Kontrolnym embryam, embryam inkubovanym v TRIM 1 hodinu pred amputaciou bola vo
vyvojovom §tadiu 41 amputovana &ast’ chvostika. (A) Casova expresia lep (B) a fos v mieste
amputacie analyzovand s vyuzitim RT-qPCR (Relativna expresia vztiahnutd voci kontrole v case
0 minat po poraneni, $tyri replikaty, geometricky priemer s geometrickou SD). (C) Priestorova
expresia fos v ¢ase 3 hodiny po amputécii bola sledovana pouzitim in-situ hybridizacie (Mierka =
200 pm).

pa —po amputacii

FEEE _p <(0,0001; *** -p<0,001; ** -p<0,01; n.s. —p > 0,05;

4.4. Vplyv NO signalnej drahy na procesy embryonalneho hojenia.

NO moze reagovat’ cez dve zékladné signdlne drahy: cGMP-zavisla a cGMP-
nezavisli drahu (Obr. 3). Aby sme ur¢ili, cez ktoru drahu reguluje NO embryonalne hojenie,
tak sme sledovali posobenie dvoch hlavnych zéastupcov cGMP-zavislej drahy (sGC
a PRKG1) na proces embryonalneho hojenia. Funkciu sGC sme zablokovali pomocou
chemického inhibitora ODQ, zatial’ o aktivita PRKG1 bola zablokovana pouzitim prkg!-
MO (Obr. 14A). Zatvaranie rany sme porovnali s kontrolnymi embryami (Obr. 14B).
Proces zatvarania rany bol pomalsi v embryach so zablokovanou aktivitou sGC a PRKGI,
avSak tento efekt nebol signifikantny (Obr. 14C). V priebehu druhej fazy hojenia (30 minut

po poraneni) bol efekt spomalenia zatvarania rany vyraznejsi (Obr. 14D).
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Obr. 14: Monitorovanie rychlosti embryonalneho hojenia po zablokovani NO signalnej
drahy.

(A) Kontrolné embrya, embrya inkubované v ODQ 1 hodinu pred poranenim a embrya
s nainjektovanym prkg/-MO (51 ng) boli poranené vo vyvojovom S§tadiu 26 v prostrednej Casti
pouzitim ihly. (B) Uzatvéranie rany bolo zdokumentované stereomikroskopom. (C) Relativne
uzavretie rany bolo vypocitané voci velkosti plochy poranenia v ¢ase 0 mintt po poraneni a (D)
30 minat po poraneni. (Minimalne 3 replikaty na podmienku, priemer = SD, Statisticky rozdiel
medzi skupinami odvodeny z dvoch linearnych zmiesanych modelov)

pp — po poraneni
*-p <0,05; ns. —p>0,05;

Vplyv zablokovania aktivity cGMP-signdlnej drahy v priebehu embryonéalneho
hojenia sme sledovali aj na irovni génovej expresie vybranych génov: fos a lep. Expresia
fos bola podobna medzi kontrolnymi a prkg/-MO embryami, zatial co ODQ embryd mali
podobne abnormalnu expresiu fos ako TRIM embrya (Obr. 15A). Expresia lep bola zniZzena
takmer 80 krat v oboch ODQ a aj prkgl embryach v porovnani s kontrolnymi embryami
v €ase 120 minut po poraneni (Obr. 15B).

63



fosL _ lep L
801 150 ~e- Kontrola
L]
3 60 -= 0DQ
5 n.5. 100
3 n.s —i— prkgtMO
g 101
£ o e~ TRIM
< 20- f-s-
[1'd
0 I I I 1 0 -
0 30 60 90 120 0 30 60 9 120
min pp min pp

Obr. 15: Sledovanie zmien v expresii fos alep v priebehu embryonalneho hojenia po
zablokovani NO signalnej drahy.

Kontrolné embrya, embryd inkubované vODQ 1 hodinu pred poranenim a embrya
s nainjektovanym prkg/-MO (51 ng) boli poranené vo vyvojovom Stadiu 26 v prostrednej Casti
pouzitim pinzety. (A, B) Casova expresia fos a lep v mieste rany bola analyzovana s vyuzitim RT-
qPCR (Relativna expresia vztiahnutd voci kontrole v ¢ase 0 minat po poraneni, tri replikaty,
geometricky priemer s geometrickou SD, t-test z log2 hodnoét relativnej expresie medzi kontrolou
v ¢ase 120 minut po poraneni a vzorkami so zablokovanou produkciou NO).

pp —po poraneni

EEE - p <0,0001; * - p <0,05; n.s. —p>0,05;

4.5. Zmeny v Struktire miesta poranenia v priebehu embryonalneho hojenia vplyvom

zablokovania produkcie NO

V d’alSom kroku sme sa zamerali na Stidium morfologickych zmien v priebehu
embryonalneho hojenia po zablokovani produkcie NO. Ako prvé sme sledovali zmeny
v Struktaire bazalnej membrany 180 a 360 mintt po poraneni pomocou znacenia lamininu
(Obr. 16A). Kontrolné embrya mali oslabena vrstvu lamininu 180 mintt po poraneni (ked’
bolo poranenie uz tGplne uzavreté), avsak t4 sa obnovila 360 minat po poraneni. Podobne
ako u kontrol, lamininova vrstva bola oslabena u MO embryi 180 minut po poraneni, ale jej
obnovenie po 360 minutdich po poraneni sme nepozorovali. Na druhej strane, embrya
s akitnym zablokovanim NO produkcie pomocou TRIM mali minimalnu produkciu
lamininu v mieste rany a nepoSkodenu vrstvu lamininu na okrajoch rany. Navyse, u TRIM
embryi so znac¢enym B-kateninom sme pozorovali akumuléciu buniek na okraji rany. Tieto
bunky vytvarali blizSie neSpecifikovany zhluk buniek, ktory pravdepodobne moéZe branit
v uzatvarani rany (Obr. 16B). Tieto naakumulované bunky sme pozorovali aj ako tmavy

okraj poranenia v okoli rany pri pouZiti svetelnej mikroskopie (Obr. 16C).
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laminin DAP

p-catenin DAP

Obr. 16: Sledovanie morfologickych zmien poc¢as embryonalneho hojenia po zablokovani
produkcie NO.

Kontrolné embrya, embrya inkubované v TRIM 1 hodinu pred poranenim aembrya
s nainjektovanou kombindciou nos!/ + nos3-MO (51 ng, v pomere 1:2) boli poranené vo
vyvojovom Stadiu 26. (A) Vrstva lamininu bola sledovana 180 a 360 mintit po poraneni. Miesta,
kde kon¢i vrstva lamininu su vyznacené bielym trojuholnikom (a). Miesto formovania zhluku
buniek je vyznacené bielou Sipkou (—). (B) B-katenin 360 minut po poraneni, s vyznacenim
formovania zhluku buniek (—). (C) Poranené embrya vo viditeInom svetelnom poli 180 mintt po
poraneni s vyznacenym miestom formovania zhluku buniek (—). (D) Aktin v mieste poranenia
bol znaceny v ¢ase 30, 60 a 180 minit po poraneni pouzitim zeleného fluorescenéného faloidinu.

Miesta prerusenia vrstvy aktinu s vyznacené bielou Sipkou (=). (Mierka = 100 um)

Dobre popisanym procesom v priebehu hojenia je formdacia aktino-myozinového
prstenca v okoli rany. Tento proces sme sledovali vizualiziciou aktinu pouzitim
fluorescencne znaceného faloidinu (Obr. 16D). Akutne zablokovanie produkcie NO sice
viedlo ku formovaniu aktinového prstenca v okoli rany, avS§ak s mnohymi preruSeniami.
Taktiez, morfologia buniek v okoli poranenia bola abnormélna (Obr. 17A). Chronické
zablokovanie produkcie NO naopak viedlo k nadprodukcii aktinu v porovnani s kontrolou.

Okrem toho boli vo vnitri rany formované d’alSie komplexné aktinové struktury (Obr. 17B).
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TRIM 180 min pw nos1+ nos3-MO 30 min pw

"

Obr. 17: Sledovanie morfologickych zmien pocas embryonalneho hojenia po zablokovani
produkcie NO.

Aktin v mieste poranenia znaceny pouzitim zeleného fluorescen¢ného faloidinu (A) Detailna
analyza Struktury rany 180 mintit po poraneni embryi so zablokovanou produkciou NO pomocou
TRIM. Miesto, kde vznika abnormalna morfoldgia buniek na okraji rany je vyznacené bielym
kruhom. (B) Detailna analyza Struktiry rany 30 minat po poraneni embryi so zablokovanou
produkciou NO pomocou kombinacie nos! + nos3-MO. Niektoré miesta s nadprodukciou aktinu
vo vnutri rany su vyznacené pomocou bielou Sipkou. (Mierka = 100 pm)

4.6. Vplyv NO na migraciu buniek imunitného systému do miesta poranenia

4.6.1.Vplyv NO na migraciu buniek imunitného systému v priebehu embryonalneho

hojenia

Zmeny v Strukture bazalnej membrany su spojené s produkciou a aktivitou MMP —
enzymov, ktoré si zodpovedné za remodelaciu. Na zaklade vysledkov z RNA sekvenovania
sme vybrali 4 (mmp1, mmp7, mmp8, mmp9) najzaujimavejSie mmp gény a sledovali sme ich
priestorovu a ¢asovu expresiu. NavySe, mmp7 a mmp9 su taktiez markermi pre migrujice
progenitory myeloidnych buniek (Agricola, et al., 2016; Briggs, et al., 2018; Harrison, et al.,
2004; Tomlinson, et al., 2008) a mmpI a mmp8 st zndme regulatory migracie buniek pocas
hojenia (Caley, et al., 2015). Zablokovanie produkcie NO viedlo k znizeniu celkového poctu
mmp7 a mmp9 pozitivnych buniek ako aj znizenie ich migracie (Obr. 18A). Podobne
vysledky sme ziskali pomocou RT-qPCR, kedy sa u kontrolnych embryi expresia mmp7
ammp9 zacala zvySovat' 180 minut po poraneni, zatial' o zablokovanie produkcie NO
viedlo k nezmenenej expresii tychto génov pocas sledovanej doby hojenia (Obr. 18B). Na
druhej strane, u expresie mmpl a mmp8 sme pomocou RT-qPCR pozorovali opacny efekt

(Obr. 18B). Expresia tychto génov bola zvysend 90/180 minut po poraneni — ako kontrol,
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tak aj embryi so zablokovanou produkciou NO. AvSak, u kontrolnych embryi zacala
expresia tychto génov po 180 minutach klesat, zatial ¢o uembryi so zablokovanou

produkciou NO ostala zvySend, alebo pokracovala v raste.
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Obr. 18: Sledovanie zmien v expresii matrix metaloproteindz pocas embryonalneho hojenia
po zablokovani produkcie NO.

Kontrolné¢ embrya, embrya inkubované v TRIM 1 hodinu pred poranenim a embrya
s nainjektovanou kombinaciou nos! + nos3-MO (51 ng, v pomere 1:2) boli poranené vo
vyvojovom §tadiu 26. (A) Priestorova expresia mmp7 a mmp9 v ¢ase 360 mintit po poraneni bola
sledovana pouzitim in-situ hybridizacie (Mierka = 500 um). (B) Casova expresia mmp7, mmp9,
mmpl, ammp8 v mieste rany bola analyzovana s vyuzitim RT-qPCR (Relativna expresia
vztiahnuta voci kontrole v ¢ase 0 minit po poraneni, tri replikaty, geometricky priemer
s geometrickou SD, t-test z log2 hodndt relativnej expresie medzi kontrolou v ¢ase 360 minut
po poraneni a vzorkami so zablokovanou produkciou NO).

pp —po poraneni;**** - 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 migraciu buniek imunitného systému v priebehu regeneracie

Regulaciu migracie buniek vplyvom produkcie NO sme sledovali aj v priebehu
regeneracie. Sledovali sme priestorovi expresiu mmp7 a mmp9 pomocou in situ hybridizacie
3 hodiny po amputécii chvostika. V rovnakom ¢ase sme sledovali aj priestorové zastipenie
buniek zapalu (neutrofilov) farbenim pouzitim Sudan Black B. Taktiez sme analyzovali
casovu zmenu expresie mmp7 a mmp9 pomocou RT-qPCR.

U kontrolnych embryi sme sledovali akumulaciu buniek imunitného systému
v mieste amputécie/regeneracie (Obr. 19A, B). Zablokovanie NO signalnej drahy viedlo
k zablokovaniu tejto migracie. Pomocou RT-qPCR sme pozorovali nizSiu expresiu mmp7

ako aj mmp9 po zablokovani produkcie NO 3 a 6 hodin po amputacii.

4.7. Overenie vzahu medzi produkciou NO a aktivitou Leptinu po¢as embryonalneho

hojenia

V priebehu hojenia ako aj regeneracie sme pozorovali zablokovanie aktivacie
expresie /ep pri inhibicii produkcie NO (Obr. 12A,C). Na druhej strane, Lep je znamy ako
aktivator produkcie NO (Obr. 20A) (Mehebik, et al., 2005). Preto sme sa zamerali na
sledovanie ddlezitosti lep pre proces hojenia. Na zablokovanie aktivity /ep sme pouzili lep-
MO. Pouzitie lep-MO viedlo k zniZeniu rychlosti zatvarania poranenia (Obr. 20B,C). Dalej
sme sledovali zmeny v génovej expresii pocas hojenia po pouziti lep-MO. Najprv, na to, aby
sme potvrdili Specificitu aktivity /ep-MO sme sledovali expresiu socs3. Expresia socs3 je
zvySena po aktivacii LepR (Bjorbaek, et al., 1998). My sme nepozorovali zmeny v expresii
socs3 po pouziti lep-MO (Obr. 20D), o je potvrdenie uc¢innosti lep-MO. Dalej sme
sledovali zmeny v expresii fos. Expresia fos bola podobné u oboch lep-MO a aj nos! + nos3-

MO embryi (Obr. 20E).
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Obr. 19: Sledovanie zmien v migracii buniek imunitného systému v priebehu regeneracie po
zablokovani produkcie NO.

Kontrolnym embryam, embrydm inkubovanym v TRIM alebo ODQ 1 hodinu pred amputaciou
bola vo vyvojovom $tadiu 41 amputovana Cast’ chvostika. (A) Priestorova expresia mmp7 a mmp9
v ¢ase 3 hodiny po amputécii bola sledovana pouzitim in-situ hybridizacie (B) Analyza zapalu
pomocou Sudan Black B 3 hodiny po amputacii (Mierka = 500 pm). (C) Casova expresia mmp7
a mmp9 v mieste amputacie s vyuzitim RT-qPCR (Relativna expresia vztiahnuta voci kontrole v
¢ase 0 hodin po amputacii, Styri replikaty, geometricky priemer s geometrickou SD, t-test z log2
hodn6t relativnej expresie medzi kontrolou a TRIM).

pp —po poraneni

**_p<0,01;*-p<0,05;n.s. —p>0,05;
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Obr. 20: Monitorovanie embryonalneho hojenia pri poskodeni funkcie /ep.

(A) Obecne, Leptin je popisovany ako regulator produkcie NO, avsak v naSich analyzach sme
pozorovali, Ze zablokovanie produkcie NO vedie k poklesu expresie /ep. (B) Kontrolné embrya a
embrya s nainjektovanym /ep-MO (5 ng) boli poranené vo vyvojovom stadiu 26. Uzatvaranie rany
bolo zdokumentované stereomikroskopom. (C) Relativne uzavretie rany bolo vypocitané voci
vel’kosti plochy poranenia v ¢ase 0 mintt po poraneni a (D) 30 minat po poraneni. (4 replikaty na
podmienku, priemer + SD, Statisticky rozdiel medzi skupinami odvodeny z dvoch linearnych
zmie$anych modelov). (D, E) Casové expresia socs3 a fos v mieste rany analyzovana s vyuZitim

70



RT-qPCR (Relativna expresia vztiahnuta voci kontrole v ¢ase 0 mintt po poranenti, tri replikaty,
geometricky priemer s geometrickou SD).

pp — po poraneni

*-p<0,05;ns.—p>0,05;

Na overenie dolezitosti lep pre proces hojenia sme Studovali aktin a laminin v mieste
rany pomocou imunohistochemickych metdd. Pozorovali sme, ze strata funkcie lep vedie
k extrémnej formacii aktinovych vlakien v mieste rany 60 minat po poraneni (Obr. 21A)
a sledovali sme minimalnu produkciu lamininu v mieste rany 180 minut po poraneni (Obr.
21B). Celkovo sme ukazali, Ze lep nie je dolezity len pre spravny proces hojenia, ale strata

funkcie /ep vedie k podobnému fenotypu ako zablokovanie produkcie NO.

A 30 min pp 60 min pp 180 min pp

Obr. 21: Sledovanie morfologicky zmien pocas embryondlneho hojenia pri poskodeni
funkcie lep.

Kontrolné embrya a embryé s nainjektovanym /ep-MO (5 ng) boli poranené vo vyvojovom S§tadiu
26. (A) Aktin v mieste poranenia bol znaceny v Case 30, 60 a 180 minut po poraneni pouZzitim
zeleného fluorescencéného faloidinu. (B) Vrstva lamininu bola sledovana 180 mintit po poraneni.
Miesta, kde kon¢i vrstva lamininu st vyznac¢ené bielym trojuholnikom (a). (Mierka = 100 pm)
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4.8. Vplyv NO na expresiu génov reagujucich na stres

4.8.1.Zmeny v expresii génov reagujucich na stres pocas embryonalneho vyvoja

V d’alSom kroku sme sa zamerali na ulohu génov zo Skupiny 2 (Obr. 11D), ktoré
v d’alSej Casti nazyvame ako gény reagujuce na stres. Sledovali sme ulohu NO v priebehu
embryonalneho vyvoja. Porovnali sme rozdiely v génovej expresii uembryi so
zablokovanou produkciou NO pomocou kombinacie nos! + nos3-MO v porovnani
s kontrolnymi vzorkami. Celkovo sme identifikovali 9540 génov, so signifikantne zmenenou
expresiou (padj <0,1, Obr. 22A), z ¢oho 4689 génov malo zvysenu expresiu po zablokovani
produkcie NO. Detailnejsia analyza ukdzala, Ze medzi tieto gény patria napriklad aj gény
z tzv. skupiny ,,Immediate-early genes* (IEGs, napr. fos, jun). Okrem iné¢ho, gény patriace
medzi IEGs patria aj medzi gény reagujlice na stres, ktorych expresia bola kontinuélne
zvySena aj v priebehu hojenia po zablokovani produkcie NO (Obr. 11D). Porovnanie
expresie 29 génov (2 gény anotované len ako Xelaev..., neboli pouzité pre analyzu) zo
Skupiny 2 s expresiou u embryi so zablokovanou produkciou NO v priebehu vyvoja ukazala,
ze 16 z tychto génov malo signifikantne zmenenu expresiu, pricom u 11 z nich bola zvySena
(Obr. 22B). Niektory z tychto zastupcov patria aj medzi tzv. onkogény (napr. fos, jun,
parp3).

Gény ovplyvnené NO v priebehu vyvoja su spojené aj s vyvojom a funkciou
pokozky (Tomankova, et al., 2017). V ramci §tidia tlohy NO v priebehu embryonéalneho
vyvoja sme pozorovali pomocou in situ hybridizacie, Ze jun méa zvySené zastipenie
v Specifickych bunkdch epidermis (Obr. 23). Medzi gény, ktorych expresia bola
zablokovana v priebehu vyvoja po zablokovani produkcie NO patria kolagény, keratiny

a mmp, ktoré su sibezne dolezité aj pre proces hojenia (Tomankova, et al., 2017).
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Obr. 22: Zmeny v génovej expresii po zablokovani produkcie NO pocas embryonalneho
vyvoja.

Z embryi s nainjektovanym kontrolnym MO a embryi s nainjektovanou kombinaciou nos! +
nos3-MO (34 ng, v pomere 1:1) bola vo vyvojovom $§tadiu 26 vyizolovand RNA, ktord bola
pouzitd na transkriptomovi analyzu. (A) Mapa zmien v génovej expresii po zablokovani
produkcie NO. Signifikantne zmenené gény (padj < 0.1) st vyznacené cervenou bodkou. Vybrané
gény so zvySenou expresiou po zablokovani produkcie NO st vyznacené cervenym krizkom a so
znizenou expresiou su vyznac¢ené modrym kruzkom. (B) Heatmapa pre 16 génov zo Skupiny 2 so
signifikantne zmenou expresiou po zablokovani produkcie NO. Farebna hladina zodpoveda
z-skore z regularizovane log tranfsormovaného normalizovaného poctu Citani.
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kontrola nosT-MO nos3MO

Obr. 23: Expresia jun vS§tadiu 30 po zablokovani produkcie NO v priebehu vyvoja
(Tomankova, 2018)

4.8.2.Zmeny v expresii génov reagujucich na stres po¢as embryonilneho hojenia,

regeneracie a rastu nadoru.

V d’alSom kroku sme porovnali priebeh expresie génov reagujucich na stres pocas
embryonalneho hojenia, regeneracie a rastu nadoru. Expresia 24 tychto génov (Obr. 24B)
bola signifikantne zmenena pocas embryonalneho hojenia s maximalnou expresiou medzi
30-90 minatov po poraneni. Hladina ich expresie bola obnovena na pdvodnu hladinu
3 hodiny po poraneni (Obr. 24A). Podobne, 27 ztychto génov (Obr. 24D) bolo
signifikantne zmenenych pocas embryonalnej regeneracie, kedy maximalna expresia bola
u vac¢siny génov 60 minut po amputacii a hladina expresie sa obnovila uz 1 den po amputacii
(Obr. 24C).

Pre sledovanie génovej expresie pocas rastu nddoru sme pouzili liniu mySieho
prsného karcinomu, ktord bola subkutianne injektovand do Balb/c myS$i. Zo skupiny
24 unikatnych génov (u niektorych génov pazurnatky vodnej bola v Skupine 2 zastipena aj
L aj S varianta daného génu) bolo diferencidlne exprimovanych 13 z nich (Obr. 24F).
Priebeh ich expresie v porovnani sembryondlnym hojenim, alebo regeneraciou bol
rozdielny. Sice ich expresia na zaciatku tiez rastla a dosiahla maximalnu hladinu 10 dni po
injekeii, tak v d’alSom priebehu ostala i nad’alej zvySena (Obr. 24E). Prave takyto trend je
podobny s expresiou tychto génov pocas embryonalneho hojenia po zablokovani produkcie

NO (Obr. 11D).
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Obr. 24: Zmeny v expresii génov reagujucich na stres v priebehu embryonalneho hojenia,
regeneracie a v priebehu rastu nadoru.

(A) Kontrolné embrya vo vyvojom $tadiu 26 boli poranené v prostrednej ¢asti pouzitim pinzety.
Nasledne bola pozbierana poranend oblast’ z piatich embryi, spojend a analyzovana ako jeden
biologicky replikat. Zmeny v génovej expresii boli analyzovana s vyuzitim RNA-Seq
(3 replikaty). Znazorneny je Casovy profil génovej expresie pre (B) signifikantne zmenené gény
zo Skupiny 2. (C) Kontrolnym embryam vo vyvojom $tadiu 41 bola amputovana ¢ast’ chvostika.
Nasledne bola pozbierana mala cast’ chvostika v mieste amputacie z piatich embryi, spojena
a analyzovana ako jeden biologicky replikdt. Zmeny v génovej expresii boli analyzované
s vyuzitim RNA-Seq (3 replikaty). Znazorneny je Casovy profil génovej expresie pre (D)
signifikantne zmenené gény zo Skupiny 2. (E) Linia 4T1 mySieho prsného karcinomu bola
subkutanne injektovand do samic Balb/c mysi. V danych €asoch bol pozbierany nador a zmena
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expresie bola analyzovana s vyuzitim RNA-Seq. Zmena expresie bola porovnana s parentalnou
liniou 4T1 pred injekciou (minimalne 3 replikaty). Znazorneny je Casovy profil génovej expresie
pre (F) signifikantne zmenené gény zo Skupiny 2. Pre vSetky grafy je zndzornené z-skore
z regularizovane log tranfsormovaného normalizovaného poctu ¢itani.

mpp — mintt po poraneni; hpp — hodin po poraneni; mpa — minut po amputacii; hpa — hodin po
amputacii; dpa — dni po amputécii; dpi — dni po injekcii; par. — parentalna linia

4.8.3. Expresia génov reagujucich na stres ako univerzalna odpoved’, ktora negativne

ovplyviiuje vysledky RNA sekvenacie na urovni jednej bunky

Expresia génov reagujucich na stres je univerzalna odpoved’ organizmov na stres
a jedna z prvych reakcii (Bahrami & Drablos, 2016). Napriklad, zvySenie expresie fos sme
pozorovali uz po poraneni gastruly (Obr. 25). Navyse k aktivacii ich expresie dochadza aj
pri disociacii tkaniva na jednotlivé bunky (van den Brink, et al., 2017). Pretoze sledovanie
expresie tychto génov je dolezité¢ pre d’alSie pokracovanie Stidie, zamerali sme sa na
optimalizaciu protokolu disociacie, tak aby sme zabranili zmendm v génovej expresii
v priebehu disocidcie a ziskali vSetky bunkové typy obsiahnuté v analyzovanom tkanive.
Porovnali sme efekt disociacie pri dvoch odlisnych teplotich (37 °C a4 °C) a efekt
pritomnosti inhibitora génovej expresie (ActD). Vysledky sme porovnali pouzitim dvoch

technik: RT-qPCR a scRNA-Seq (Obr. 26).
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Obr. 25: Expresia fos po poraneni embryi vo vyvojovom §tadiu 10.
Relativna expresia vztiahnutd voc¢i kontrole neporanenych embryi, geometricky priemer
s geometrickou SD, jednofaktorova ANOVA s Dunnett testom.
**_p<0,01; n.s.—p>0,05;
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Obr. 26: Schéma analyzy vplyvu disociacie na zmenu génovej expresie.

Linia 4T1 mysieho prsného karcinomu bola subkutanne injektovana do samic Balb/c mysi. 10 dni
po injekcii bol pozbierany nador zo 6 mysi, ktoré boli rozdelené na 5 Casti. 6x1 Cast’ (6 naddorov,
1 Cast’ z kazdého nadoru) boli pouzité na disociaciu pri 4 réznych podmienkach a 1 ¢ast’ bola
zamrazena priamo ako kontrola nedisociovaného nadoru. Po poslednej centrifugacii boli vzorky
rozdelené na 2 Casti a kazd4 bola pouzitd na scRNA-Seq a RT-qPCR (2 replikaty pre RT-qPCR aj
scRNA-Seq.

Prvy dolezity parameter, ktory sme sledovali bola celkova viabilita. Vysoka viabilita
je kriticky parameter pre vSetky scRNA-Seq metody, pretoze umierajice bunky uvolniuji
do prostredia RNA, ktora nésledne sposobuje vysoké pozadie a znizuje presnost’ analyzy.
Minimadlna viabilita pre sScRNA-Seq metddy zaloZené na droplet technologii je 70 % avSak
minimalna doporucena viabilita je viac ako 90 %. Napriek tomu, zZe sme v protokole pouZili
krok odstranenia mftvych buniek, sme nikdy nedosiahli viabilitu vy$siu ako 90 %. Avsak,
v ziadnej z podmienok neklesla viabilita pod 70 % (Obr. 27A). Dalsim sledovanym
parametrom bol celkovy vytazok zivych buniek po disocidcii. Mnoho scRNA-Seq
protokolov vyzaduje velké mnoZstvo buniek na zaciatok a preto schopnost’ ziskat' velké
mnozstvo buniek je ddlezity parameter, obzvlast' pri praci s velmi malymi tkanivami.
Disociacia pri nizSej teplote viedla k znizeniu celkového vytazku zivych buniek (Obr. 27B).

Napriek tomu, Ze niz$ia teplota viedla k niz§iemu vytazku, doleZitym parametrom je

zmena génovej expresie v priebehu disociacie. Na popis zmien aktivacie expresie génov
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reagujucich na stres sme vybrali jeden kandidatny gén: Fos. Vplyvom disociacie pri 37 °C
doslo k zvySeniu hladiny Fos takmer 16-nasobne a pridanie ActD malo len minimalny efekt
(Obr. 27C). Na druhej strane, v priebehu disociacie pri 4 °C doslo len k minimalnym
zmenam v expresii Fos.

Vysledky z RT-qPCR sme porovnali s vysledkami z scRNA-Seq. Celkovo sme
analyzovali 654 buniek, ktoré sme rozdelili do 4 hlavnych skupin: bunky nddoru, makrofagy,
T bunky a NK bunky (Obr. 27D). Expresia Fos bola pozorovana predovsetkym v bunkach
nadoru (Obr. 27E), pricom viac ako 25 % vSetkych buniek bolo pozitivnych na expresiu
Fos po disociacii pri 37 °C (Obr. 27F). Po disociacii pri 4 °C neboli pozorované takmer

ziadne Fos+ bunky. Efekt ActD bol v oboch pripadoch minimélny.

Zmeny vo vlastnostiach bunkovej suspenzie po zniZeni teploty disociacie

Pre popis celkového efektu disociacie na zmeny vlastnosti bunkovej suspenzie sme
sa zamerali nie len na sledovanie zmien expresie génov reagujucich na stres, ale aj na zmeny
v zastipeni bunkovych populécii. Disociacia pri 37 °C viedla k zvySenému zastipeniu
buniek nadoru a makrofagov v porovnani s disociaciou pri 4 °C, kedy bolo zvysené
zastipenie T buniek a NK buniek (Obr. 28B). Pre urcenie, ktory z tychto pomerov je blizsie
k vlastnostiam pdvodného nedisociovaného nadoru sme porovnali expresiu vybranych
markerov v bunkovej suspenzii (Obr. 28C) a nedisociované¢ho nddoru pomocou RT-qPCR.
Nepozorovali sme Ziadne signifikantné zmeny v zastipeni buniek nadoru (Obr. 28D).
Disociacia pri 37 °C viedla k menSim zmenadm v expresii d’alSich sledovanych markerov

v porovnani s disocidciou pri 4 °C. Opat’, efekt ActD bol minimalny.
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Obr. 27: Zmeny v expresii génov reagujucich na stres po disociacii.

Linia 4T1 mysieho prsného karcindmu bola subkutanne injektovana do samic Balb/c mysi. 10 dni
po injekcii bol pozbierany nador zo 6 mysi, ktoré boli rozdelené na 5 Casti. 6x1 cast’ (6 nadorov,
1 Cast’ z kazdého nadoru) boli pouzité na disociaciu pri 4 réznych podmienkach a 1 Cast’ bola
zamrazena priamo ako kontrola nedisociovaného nadoru. Po poslednej centrifugécii boli vzorky
rozdelené na 2 Casti a kazda bola pouzita na scRNA-Seq a RT-qPCR (2 replikaty pre RT-qPCR aj
scRNA-Seq). (A) Celkova viabilita bunkovej suspenzie (priemer £ SD). (B) Vytazok zivych
buniek z miligramu nadoru (priemer + SD). (C) Rozdiel expresie Fos (zastupca zo skupiny génov
reagujucich na stres) medzi bunkovou suspenziou po disocidcii a povodnym nedisociovanym
nadorom analyzovany pomocou RT-qPCR (geometricky priemer s geometrickou SD).
(D-F) Vysledky ziskané pomocou scRNA-Seq. (D) UMAP mapa zastipenia bunkovych typov
identifikovanych pomocou scRNA-Seq. (E) UMAP mapa populacii v nadorovom tkanive
s vyzna¢enymi bunkami pozitivnymi na expresiu Fos. (F) Zastipenie Fos+ buniek v suspenzii po
disociacii nadoru po pouziti r6znych podmienok disociacie (priemer £ SD). (jednofaktorova
ANOVA s Dunnett testom)

REE _p <(0,0001; *** - p <0,001; ** - p<0,01;
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Obr. 28: Zmeny vo vlastnostiach bunkovej suspenzie

Linia 4T1 mysieho prsného karcindmu bola subkutanne injektovana do samic Balb/c mysi. 10 dni
po injekcii bol pozbierany nador zo 6 mysi, ktoré boli rozdelené na 5 Casti. 6x1 ¢ast’ (6 nadorov,
1 Cast’ z kazdého nadoru) boli pouzité na disociaciu pri 4 réznych podmienkach a 1 Cast’ bola
zamrazena priamo ako kontrola nedisociovaného nadoru. Po poslednej centrifugacii boli vzorky
rozdelené na 2 Casti a kazda bola pouzitd na sScRNA-Seq a RT-qPCR (2 replikaty pre RT-qPCR aj
scRNA-Seq. (A-C) Vysledky ziskané pomocou scRNA-Seq. (A) UMAP mapa zastupenia
bunkovych typov identifikovanych pomocou scRNA-Seq. (B) Zastipenie bunkovych typov
v suspenzii po disocidcii nadoru po pouziti roznych podmienok disociacie. (C) UMAP mapa
populécii v nddorovom tkanive s vyznaCenymi bunkami pozitivnymi na expresiu markerov
bunkovych typov: Wfdc2 —bunky nadoru; Fcgr3 - makrofagy; Ccl5 — NK bunky; 7hy! — T bunky.
(D) Rozdiel expresie markerov bunkovych typov medzi bunkovou suspenziou po disocidcii
a pévodnym nedisociovanym nadorom analyzovany pomocou RT-qPCR (geometricky priemer
s geometrickou SD, jednofaktorova ANOVA s Dunnett testom).

*EEE _p <(0,0001; *** -p<0,001; ** -p<0,01;* -p <0,05;
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5. Diskusia

Porozumenie molekuldrnym mechanizmom regulujicim uspe$ni regeneraciu
a hojenie po poraneni je rozhodujuce pre pokrok v rychlo vyvijajicej sa regenerativnej
medicine. Jednym z fenoménov hojenia, ktory fascinuje vedcov uz dlhé roky je hojenie
u embryi, ktoré na rozdiel od hojenia dospelych jedincov prebieha bez vzniku jazvy (Larson,
et al., 2010). NavysSe, tento proces je u embryi aj rychlejsi. Presny mechanizmus regulacie
embryonalneho hojenia nie je stidle znamy, naprieck mnohym §tididm zameranym na jeho
popis (Li, et al., 2016). Jednym z popularnych modelov na $tidium hojenia s embrya
pazarnatky vodnej. Vyhodou ich pouZitia je ich velkost, mimotelovy vyvoj a vel’ky pocet.
Stidie zamerané na popis mechanizmu hojenia embryi pazarnatky vyuzivaju predovetkym
najrannejsie vyvojove Stadia — vajicko, alebo gastrulu (Li, et al., 2013; Davenport, et al.,
2016; Li, et al., 2016; Soto, et al., 2013). My sme sa zamerali na analyzu starSieho
vyvojového Stadia — Stadia 26. Vyhodou pouzitia tohto Stadia je zlozitejSia Struktira, kedy
uz obsahuje mnoho typov diferencovanych buniek (napr. epidermis/pokozka je zlozena z 5
odlisnych bunkovych typov), avSak eSte stale nie je Gplne vyvinuty cievny a imunitny
systém. Prave pritomnost’ a aktivita imunitného systému je najCastejSie spominana ako jeden
z hlavnych regulatorov vzniku jazvy po poraneni (Duffield, et al., 2005; Lucas, et al., 2010).
Jednym zo znakom zépalu pocas hojenia je produkcia malych reaktivnych molekul, ktoré
maju antimikrobialne vlastnosti (Vatansever, et al., 2013). NajcastejSie Studovanymi
molekulami st ROS, avSak hojenie moéze byt regulované aj inymi molekulami plynov (ktoré
st tiez nazyvane plynné transmitery, alebo gasotransmitery) ako oxid uholnaty (CO)
(Ahanger, et al., 2011; Takagi, et al., 2016), sulfan (H>S) (Liu, et al., 2014; Zhao, et al.,
2017) aoxid dusnaty (NO) (Witte & Barbul, 2002). Prekvapivo, v poslednej dobe je
venovane¢ len vel'mi malo priestoru analyze tllohy NO v priebehu hojenia. NO je najCastejSie
spajany s regulaciou modulacie ECM (Xing, et al., 2015), angiogenézy (Sessa, 2009) a
zapalu (Korhonen, et al., 2005; Bosca, et al., 2005; Coleman, 2001). AvSak, k masivhemu
narastu produkcie NO v dosledku poranenia dochadza uz v rannych vyvojovych Stadiach,
akymi su gastrula a neurula (Obr. 5), kedy eSte nie je pritomny a vyvinuty ani cievny ani
imunitny systém. Preto sme sa zamerali na tlohu NO v priebehu embryonalneho hojenia.

Embryonalne hojenie sa zvyc€ajne deli na dve fazy. V priebehu prvej fazy, ktora je
velmi rychla a trva asi 30 minat, dochiddza k uzavretiu takmer celého poranenia.
Nasledujuca druhd faza, ktora je pomalSia a prebieha medzi 30 az 90 minttou po poraneni,

kon¢i uplnym uzavretim poranenia (Li, et al., 2013). V naSej $tidii sme pozorovali eSte
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d’alSiu, tretiu fazu embryondlneho hojenia, ktord, pokial’ je ndm zndme, okrem nas eSte
nebola v literatire spomenuta a popisand. PocCas tejto fazy prebieha remodelacia

poskodeného tkaniva pod miestom poranenia a mdze trvat’ niekol’ko hodin po uzavreti

poranenia (Obr. 29).
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Obr. 29: Priebeh embryonalneho hojenia — procesy, ktoré st ovplyvnené NO.

Hladina NO zacina rast’ ihned’ po poraneni a dosahuje maximum 15 mintit po poraneni. P6vodna
fyziologicka hladina sa obnovuje 30 minit po poraneni, kedy konc¢i prva faza (faza rychleho
zatvarania rany). Na konci tejto fazy je uzavreta rana na priblizne 80 %. De novo expresia génov
reagujucich na stres zacina tiez kratko po poraneni, priCom maximalna hladina expresie tychto
génov je na konci prvej fazy a obnovuje sa na fyziologick( hladinu 90 minut po poraneni. Stc¢asne,
na zaCiatku druhej fazy zadina expresia faktorov regulujucich remodelaciu a lep. Maximalna
hladina ich expresie je 90 minit po poraneni, kedy rana je uz Uplne uzatvorend a zacina faza
remodelacie. Vo faze remodelacie zacina migracia buniek do miesta poranenia.

Prva faza embryonalneho hojenia (faza rychleho zatvarania rany, 0—30 minut
po poraneni)

Prva faza embryondlneho hojenia zacina ihned po poraneni akonci priblizne
30 minut po poraneni kedy je uzavretych priblizne 80 % velkosti pdvodnej rany (Yoshii, et
al., 2005; Li, et al., 2013). My sme v priebehu tejto fazy pozorovali extrémne zvysSenie
hladiny NO vplyvom poskodenia tkaniva (Obr. 7). Vysoka hladina NO bola pozorovana vo
vSetkych epidermalnych bunkach na okraji poranenia a nebola Specifickd len pre jeden
bunkovy typ. Téato vysoka hladina NO méZe sluzit’ ako neSpecificka zapalova reakcia, kedy

NO ma antimikrobialnu funkciu, alebo moze sluzit’ k regulacii chemotaxie (Bogdan, 2001).
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Maximalna hladina NO bola pozorovana 15 minlt po poraneni a nasledne zacala klesat’.
Pokles na povodnu fyziologicku hladinu nastava priblizne 30-60 minut po poraneni, na konci
prvej fazy embryonalneho hojenia.

Proces hojenia je iniciovany uvolnenim iénov Ca*" do vnitrobunkového priestoru
(Li, et al., 2016). To nastava v priebehu sekund a v priebehu par nasledujicich minut je
hladina iénov Ca** obnovena na pdvodnu hladinu (Minns, et al., 2016; Leiper, et al., 2006).
V case, ked’ sa obnovuje hladina NO, tak zac¢ina produkcia ROS (Ferreira, et al., 2018; Love,
et al., 2013). Casova sekvencia uvolnenia iénov Ca’*, produkcie NO a ROS naznaluje
prepojenie tychto malych molekil medzi sebou. Avsak pre potvrdenie tejto hypotézy su
potrebné dalsie analyzy. Zaujimavostou je, Ze rovnaky princip uvolnenia iénov Ca**
nasledovany produkciou ROS bol pozorovany aj po oplodneni vaji¢ok pazirnatky (Han, et
al., 2018). My sme sice nepozorovali produkciu NO v tomto §tadiu vyvoja, avSak verime, Ze
dovod je predovsetkym technicky, kedy nami pouzivana metdéda ma limitacie v rozliSeni
a detekcii mensich zmien v hladine NO.

V priebehu hojenia sme pozorovali 269 génov, ktorych expresia je zmenena pocas
prvych 90 minit po poraneni a zablokovanie produkcie NO vedie k d’alSej zmene ich
expresie (Obr. 11). Z nich, 31 génov ma maximalnu expresiu 30 minit po poraneni, ktora
nasledne klesa. Zablokovanie produkcie NO viedlo ku kontinudlne zvysenej expresii tychto
génov (Obr. 11F) a to nie len pocas hojenia, ale aj v priebehu embryonalneho vyvoja (Obr.
22). Zaujimavost'ou je, Ze expresiu tychto génov moZzeme sledovat’ ako univerzalnu odpoved’
na l'ubovolny stres. My sme pozorovali expresiu fos uz po poraneni gastruly (Obr. 25) ale
aj po amputdacii chvostika star§ich embryi (Obr. 24B). Dokonca, expresia podobnych génov
bola pozorovana v dospelom tkanive umysi a dania pruhovaného 60 minit po smrti
(Pozhitkov, et al., 2017).

Pretoze tato odpoved’ na stres je vel'mi rychla, okamzZita a univerzélna, tak méze mat’
aj negativny efekt na analyzy génovej expresie. Napriklad, cielom prace Ding et al. (2017)
bolo Studovanie génovej expresie Specifickej pre dorzdlnu a ventradlnu oblast embrya
v §tadiu gastruly. AvSak, odber tkaniva z danych oblasti trval dlha dobu a preto pozorovali
zmeny Vv expresii génov ako su jun, fos, egrl alebo junb. Dalsi typ analyzy, kde bola
pozorovand umelo zvySend expresia tychto génov je scRNA-Seq (van den Brink, et al., 2017,
Whu, et al., 2017; Adam, et al., 2017). Prvym krokom scRNA-Seq je disociacia tkaniva na
suspenziu obsahujicu jednotlivé bunky. Problémom je, ze disocidcia vedie tiez k aktivacii
stresove] odpovedi a zvySeniu expresie tychto génov (Obr. 27), ¢o vo findle mdze viest’
k nespravnym zaverom (van den Brink, et al., 2017). Jedno z navrhnutych rieSeni je praca
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pri nizsej teplote (Obr. 27) (Adam, et al., 2017), kedy dojde k spomaleniu az k zastaveniu
biologickych procesov. Nevyhodou, v pripade enzymatickej disocidcie tkaniva, je to, ze
dojde aj k znizeniu aktivity enzymu, Co moze viest’ k inym nespravnym zaverom (Obr. 28).

Na zaklade dostupne;j literatury a nasich vysledkov sme dospeli k zaveru, ze tieto
gény su dolezité pre bunky na vyrovnanie sa so stresovymi podmienkami a tak na ne
odkazujeme ako na gény reagujiice na stres. Avsak, expresia génov reagujucich na stres
nebola pozorovana len v priebehu embryonalneho hojenia a regeneracie, niektoré z tychto
génov patria aj medzi tzv. onkogény. Podobnost’ medzi hojenim a rastom nadoru viedla uz
v 70. rokoch 20. storocia k pomenovaniu naddoru ako ,,super hojaca sa rana“ (Haddow, 1972)
a v 80. rokoch bol nador popisany ako ,rana, ktord sa nehoji (Dvorak, 1986). Jednym
z rozdielov medzi hojenim a vznikom a rastom nddoru je deregulacia procesu hojenia, ktory
nasledne vedie k vzniku nédoru (Ellisen, 2017). My sme pozorovali, Ze expresia génov zo
skupiny génov reagujucich na stres je aktivovana len kratku dobu po poraneni a nasledne je
obnovend na fyziologicku hladinu, zatial' co v priebehu rastu nadoru je neustale zvySena
(Obr. 24). Navyse sme pozorovali, ze k deregulacii expresie tychto génov dochadza po
zablokovani produkcie NO, kedy podobne ako v nadore je expresia tychto génov po
dosiahnuti maximalnej hladiny nad’alej zvySend. Vzt'ah medzi produkciou NO a nadorom
bol niekol’ko krat Studovany, kedy bol ukdzany efekt NO na rast nddoru, ako pozitivny tak
aj negativny (Szabo, 2016; Salimian Rizi, et al., 2017). NaSe vysledky davaju prileZitost’ pre

d’alSie $tidium vzt'ahu medi hojenim, vznikom nadoru a produkciou NO.

Druha faza embryonalneho hojenia (fiza pomalého zatvarania rany, 30-
90 minut po poranenti)

Na konci prvej fazy embryonalneho hojenia ostava rana s plochou priblizne 20 %
oproti velkosti povodnej rany. Druhd faza kon¢i uplnym uzatvorenim rany priblizne
90 minat po poraneni. V druhej fdze hojenia sa hladina NO vracia na poévodné hodnoty.
Zablokovanie produkcie NO viedlo len k spomaleniu rychlosti zatvarania rany v priebehu
prvej fazy hojenia (Obr. 9B). AZ v priebehu druhej fazy hojenia doslo k takmer Gplnému
zastaveniu zatvarania rany (Obr. 9D). Preto sme chceli overit’ signalnu drahu, ktorou je
regulovany proces embryonalneho hojenia. V rd6znych pracach bolo ukézané, ze NO reguluje
génovu expresiu cez cGMP-zavislu signalnu drahu v mnohych biologickych procesoch,
ktoré su dolezité aj pre hojenie, ako je apoptoza (Ciani, et al., 2002), proliferacia (Mujoo, et

al., 2010) aangiogenéza (Zhang, et al.,, 2003). Pozorovali sme, ze v prvej faze
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embryonalneho hojenia funguje NO pravdepodobne cez cGMP-nezavislu drahu, zatial’ ¢o
cGMP-zavisla draha je dolezita az v druhej faze (Obr. 14, Obr. 15).

Jednym z najlepSie popisanych procesov v priebehu embryonalneho hojenia je
formovanie sa aktino-myozinového prstenca na okraji rany (Li, et al., 2016), ktory slizi na
jej kontrakciu. Pozorovali sme, Ze tak ako v kontrolach, tak aj v embryach so zablokovanou
produkciou NO doslo k formovaniu aktinového prstenca v prvej faze hojenia. Avsak,
v pripade zablokovania NO produkcie kratko pred poranenim vznikal aktinovy prstenec
s preruSeniami. Vyrazny rozdiel sme pozorovali az v priebehu druhej fazy, kedy dochadzalo
k postupnej kontrakcii rany u kontrol a znizovaniu signalu pre aktin, zatial’ ¢o zablokovanie
NO produkcie viedlo k pretrvavajucej nadprodukcii aktinovych vldkien. Navyse, v pripade
chronického zablokovania produkcie NO sposobeného injekciou nosi/+nos3-MO do
oplodneného vajicka, sme pozorovali nadprodukciu aktinu. Deregulaciu formovania
aktinovych Struktar vplyvom nos/-MO sme pozorovali aj v priebehu vyvoja embryonalnej
epidermis (Tomankova, et al., 2017; Tomankova, 2018). Kombinacia tychto vysledkov
spolu s vysledkami z expresie génov reagujlcich na stres po zablokovani produkcie NO nas
vedie k hypotéze, Ze NO v prvej faze hojenia aktivuje procesy, ktoré v druhej faze hojenia
fungujt okrem iného ako spétné vypinace procesov bunkového stresu.

Pomocou RNA-Seq analyzy sme identifikovali skupinu génov, ktorych expresia
rastie v priebehu embryonélneho hojenia avSak ich expresia nie je aktivovand, alebo je
oneskorena po zablokovani produkcie NO (Obr. 11B). Navyse, do tejto skupiny patria gény,
ktorych expresia za€ina rast’ aZz na zaciatku druhej fazy. Medzi ne patria napr. lep, igfbp?2
a mmp8. Gény z tejto skupiny su spajané s regulaciou imunitnej odpovede a metabolizmom.
Dolezitost’ génov lep a igfbp2 pre priebeh spravneho hojenia a regeneracie uz bola ukazana
(Tadokoro, et al., 2015; Zheng, et al., 2017; Yamaguchi, et al., 2013) a navySe su spdjané
s bunkovym metabolizmom (Harris, 2014; Blanquer-Rossello, et al., 2016; Wang, et al.,
2016). Leptin je maly peptidovy hormon, ktory sa ob¢as nazyva aj ,,hormon sytosti*“. Tento
hormoén ucinkuje cez aktivaciu transmembranového receptoru Lep-R (tiez zndmy ako
Ob-R) a reguluje homeostdzu energie (Zhang, et al., 1994). Vztah Lep a NO bol Studovany,
avSak neexistuje jednoznacné urCenie ich vzajomnej interakcie. Jedny Studie pozorovali
aktivaciu produkcie NO pomocou Lep cez PKA a MAPK signalizaciu (Mehebik, et al.,
2005), zatial’ o iné Stadie ukazuju opacny efekt, kedy Lep viedol k zniZzeniu produkcie NO
(Canabal, et al., 2007; Blanquicett, et al., 2007). My sme pozorovali interakciu v opacnom
poradi, kedy zablokovanie produkcie NO viedlo k potlaceniu expresie /ep (Obr. 124, C,
Obr. 13A). V experimentoch s embryami s injektovanym /ep-MO sme pozorovali podobné
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vysledky ako u experimentov so zablokovanou produkciou NO. Zaujimavostou je, ze
napriek tomu, Ze hladina expresie /ep v priebehu vyvoja embryi pazirnatky vodnej je pod
limitom detekcie metodd pouzitych pre analyzu génovej expresie, tak efekt lep-MO na vyvoj
bol extrémne zavisly na pouzitom mnozstve MO. Injekcia par nanogramov pod alebo nad
optimalne mnozstvo viedlo k tomu, ze bud’ nebol pozorovany ziaden fenotyp a efekt, alebo
doslo k zablokovaniu vyvoja v $tadiu neuruly, ktoré nasledne viedlo k rozpadu a smrti. Na
potvrdenie vzt'ahu medzi NO a Lep sme testovali kombinaciu NO inhibitorov, alebo lep-
MO s NO donormi alebo Lep proteinom/mRNA, avsak ani jeden z tychto experimentov
neviedol k signifikantnej zmene rychlosti hojenia (nezobrazené vysledky). Predpokladame,
ze dosiahnutie efektu je ukryté v presne definovanej koncentracii jednotlivych molekul
potrebnych pre proces hojenia. NavySe, proces hojenia je regulovany presne uréenou
casovou a priestorovou lokalizéciou jednotlivych molekul a nadprodukcia alebo lokalizacia
v celom embryu moze tiez viest' ku neziadicim zmenam v procese hojenia. Napr. injekcia
Lep proteinu alebo mRNA do oplodneného vajicka viedla k vysokej hladine /ep v celom
embryu av priebehu hojenia uz nedochidzalo k zmene jeho expresie (nezobrazené
vysledky). Expresia /ep bola pozorovand aj v priebehu regeneracie chvostika a srdca dania
pruhovaného (Kang, et al., 2016). Autori tejto Stidie identifikovali enhancerovu oblast lepb,
ktora je aktivovand po poraneni. Jedna z moznosti vzajomného vztahu NO a /ep je aktivacia
enhancerovych proteinov cez NO signdlnu drdhu. Na potvrdenie tejto hypotézy budi
potrebné d’alSie experimenty.

Ddlezitou vlastnost'ou hojenia dospelych jedincov je migracia buniek imunitného
systému a ich aktivita v mieste rany. Produkcia NO je vyZadovana pre spravne fungovanie
imunitného systému v priebehu prvych faz hojenia dospelych jedincov (Witte & Barbul,
2002). My sme predpokladali iny sposob pdsobenia NO v priebehu embryonalneho hojenia,
pretoZe embrya nemaju Uplne vyvinuty imunitny systém, ktory zahfiia Gplne diferencované
B a T bunky, ktoré st vyvinuté u pazirnatky vodnej az 12 dni po oplodneni (Stadium 47)
(Robert & Ohta, 2009). Na druhe;j strane, v §tddiu 26 existuji primitivne myeloidné bunky
(Costa, et al., 2008), ktoré moézu mat’ efekt na obranu organizmu. AvsSak, my sme
nepozorovali zmeny v expresii markerovych génov tychto buniek, ako sa mmp7, mmp9, spib
alebo mpo (Agricola, et al., 2016; Briggs, et al., 2018; Harrison, et al., 2004; Tomlinson, et
al., 2008) v priebehu prvych dvoch faz embryonalneho hojenia. Prekvapivo sa ich expresia
zacala menit’ aZ viac ako 3 hodiny po poraneni, kedy rana uz bola Uplne uzatvorena (Obr.
18B). To nas viedlo k zaveru, Ze existuje d’alSia (tretia) faza embryonalneho hojenia, faza
remodelacie.
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Tretia faza embryonalneho hojenia (faza remodelacie, viac ako 90 minut
po poraneni)

Tretia faza embryonalneho hojenia (faza remodelacie) zatial nikde nebola
definovana. Tato faza zaCina po uzatvoreni rany. V tejto faze je tkanivo, v oblasti kde doslo
k poraneniu, remodelované a bunky ako primitivne myeloidné¢ bunky migruju do miesta
poranenia.

Analyza Struktiry poranenia po znaceni lamininu ukazala, ze u kontrol dochadza
v priebehu remodelacie v mieste poranenia k naruSeniu lamininovej vrstvy, ktord sa
nasledne 6 hodin po poraneni obnovuje. Zablokovanie produkcie NO viedlo k dvom
odlisnym pozorovaniam. Chronické (dlho trvajice) zablokovanie produkcie NO viedlo
k poSkodeniu bazalnej] membrany uz v priebehu vyvoja. Napriek tomu, zaciatok hojenia
vyzera podobne. V neskorej faze boli pretrvavajuce defekty v bazalnej membrane, ¢o podla
nas vedie k spomaleniu zatvarania hojenia. Predpokladdme, Ze v embryach so zablokovanou
produkciou NO, bunky na okraji rany nemo6zu migrovat’ po poskodenej bazalnej membrane,
¢o je dolezité pre uzavretie rany. Na druhej strane, akutne (okamzité) zablokovanie
produkcie NO viedlo k inému efektu, kedy bazilna membrdna na okraji rany ostavala
nezmenend ana tomto mieste doslo k akumulovaniu buniek, ktoré vytvarali blizsie
nespecifikovany zhluk buniek (Obr. 16A, B, C). To nas vedie k predpokladu, ze zmeny
v Strukture bazalnej membrany st doleZité pre umoznenie migracie buniek do rany a jej
uzavretie. Stadium prepojenia remodelacie bazalnej membrany a efektivity hojenia je
predmetom d’al$ich experimentov.

Naremodelacii tkaniva sa podiel'a mnoho enzymov, jednym z nich st ay MMP. MMP
mdzu mat’ ako pozitivny tak aj negativny efekt na priebeh hojenia (Caley, et al., 2015). My
sme sledovali expresiu pre niektoré mmp, ktoré si spdjané s remodelaciou tkaniva —
kolagenazy mmpl a mmp8. Ich expresia v kontrolnych embryéach bola zvySena v priebehu
prvej a druhej fazy hojenia a klesala v priebehu fazy remodelacie. Zablokovanie produkcie
NO viedlo k znizeniu ich expresie v prvych dvoch fazach hojenia, ale naopak k vel'kému
zvySeniu expresie v priebehu tretej fazy (Obr. 18B). Bolo ukazané, ze expresia mmpl je
regulovana expresiou lamininu (Sudbeck, et al., 1997). Preto, zmenena produkcia lamininu
v NO inhibovanych embryiach mdéze mat efekt na zvySenu aktivitu MMP1 v rane
a k zhorSenej schopnosti hojenia. Efekt mmp8 na hojenie moze byt dvojaky. ZniZzena
expresia mmp8 (u mysi) viedla k zvySeniu TGF-f aktivity, spomaleniu uzatvarania rany
a znizeniu infiltracie neutrofilov do miesta poranenia (Gutierrez-Fernandez, et al., 2007). To
je v zhode s vysledkami expresie mmpS8 v prvej a druhej faze hojenia po zablokovani
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produkcie NO. Naopak, zvySena expresia mmp8 byva spdjana so vznikom
chronickych/nehojacich sa ran (Danielsen, et al., 2011). My sme pozorovali efekt zvySenia
expresie mmp8 v tretej faze hojenia po zablokovani produkcie NO (Obr. 18B). Problémy
v produkcii NO sa niekedy spajaju aj so vznikom chronickych ran (Witte & Barbul, 2002),
¢o mdze suvisiet’ aj so zvysenou aktivitou MMPS.

Iné dve MMP — mmp7 ammp9 su pouzivané aj ako markery primitivnych
myeloidnych buniek (Agricola, et al., 2016; Briggs, et al., 2018; Harrison, et al., 2004;
Tomlinson, et al., 2008). Zablokovanie produkcie NO viedlo k spomaleniu/zastaveniu
migracie tychto buniek do miesta poranenia (Obr. 18) a to nie len v priebehu hojenia, ale aj
v priebehu regeneracie (Obr. 19). Na zéklade tychto vysledkov sme dospeli k zaveru, ze
produkcia NO na zaciatku po poraneni je dolezita pre aktivaciu signdlnych kaskad aktivnych
v neskorSich fazach, ktoré st nevyhnutné pre spravny priebeh hojenia a regeneracie, ako je
migracia buniek do miesta poranenia. Tiez sme sledovali, ze zablokovanie produkcie NO uz
v priebehu prvych dvoch hodin od amputacie vedie k zablokovaniu schopnosti embryi
pazirnatky vodnej regenerovat chvostik po amputacii, ¢o modze byt spdsobené
zablokovanim aktivacie procesov nutnych pre nastartovanie regenerdcie. Napriklad Aztekin
et al. (2019) identifikovali bunky, ktoré nazvali regeneraciu organizujuce bunky
(,,regeneration-organizing cells®), ktoré migruji do miesta amputicie a vytvaraju tzv.
epidermis rany (,,wound epidermis®). Zablokovanie ich migracie vedie k zastaveniu
schopnosti regenerovat’. Autori tejto prace neidentifikovali presni drdhu, ktord reguluje
migracie tychto buniek do miesta amputacie. My sa domnievame, Ze jeden z regulatorov

migracie moze byt prave NO.

Vplyv NO na proces hojenia

V tejto praci sme popisali vplyv NO na proces embryonalneho hojenia a regeneracie.
Ukazali sme, Ze produkcia NO na zacCiatku po poraneni je dolezitd pre spravny priebeh
hojenia a regeneracie v d’alSich fazach. Avsak, z literatiry je zname, ze NO nie je dolezity
len pre spravny priebeh hojenia, ale zvySenie jeho hladiny (napr. pouzitim NO donorov)
moze tieZ vyznamne zlepsit’ priebeh hojenia, hlavne hojenia chronickych (nehojacich) sa
ran.

Napriklad, donory NO boli pouzité na zlepSenie hojenia diabetickych mysi (Witte, et
al., 2002) a diabetickych imunodeficitnych mysi (NOD-SCID) (Blecher, et al., 2012).
NavySe donory NO boli pouzité na zrychlenie migracie buniek pri sledovani procesov
hojenia in vitro (Spitler, et al., 2013; Han, et al., 2012). Dalej, aplikacia krému obsahujiiceho
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sildenafil (inhibitor cGMP $pecifickej fosfodiesterazy — PDES) pomohla zrychlit’ hojenie po
poraneni koze u I'udi (Gursoy, et al., 2014). V naSich experimentoch sme neboli schopny
zrychlit’ hojenie pouzitim NO donoru SNAP. Domnievame sa, zZe vysvetlenie je podobné,
ako dovod nefunkc¢nosti rescue experimentov — produkcia NO je presne lokalizovana ako
v Case, tak aj v priestore a neboli sme schopny zabezpecit’ na malej ploche embryonélnej
rany dostupnost NO donoru na sprdvnom mieste a v spravnom cCase. NavySe, pretoze
embryonalne hojenie je vel'mi rychly proces, bolo by vel'mi narocné presne zmerat’ a urcit’
akékol'vek zrychlenie a zlepSenie zatvarania rany. Napriek tomu verime, Ze naSe vysledky
budt mat’ uplatnenie v $tidiu moznosti zlepSenia efektivity hojenia.

Asi najatraktivnejSie je vyuzitie donorov NO v humdannej medicine. Vyuzitie
donorov NO v roznych postupoch liecby 'udi bol nedavno zhrnuty kolektivom autorov
Yang, et al. (2018). Napr. NO donory boli pouzité¢ pri lieCbe prelezanin a preukézali
Statisticky vyznamné zrychlenie lie¢by (Saidkhani, et al., 2016). Podobne, NO donory sa
ukazuji ako potencidlne idedlna liecba pre pacientov stzv. vredmi diabetickej nohy
(Edmonds, et al., 2018). Avsak, sucasne poznatky o mechanizme aktivity NO st limitované
predovsetkym na popis regulacie angiogenézy a zapalu. V naSej praci sme predstavili nové
prepojenie medzi NO a Lep, kedy NO reguluje Lep. Znalost tejto regulécie je dolezita pre
porozumenie molekularnych mechanizmov mnohych chronickych ochoreni ako je vysoky
krvny tlak, cukrovka a obezita v spojeni s problémami s hojenim. Rovnako sme pozorovali
nové prepojenie medzi NO a AP-1 a vztahu reguldcie hojenia a vzniku rakoviny. NaSe
vysledky potvrdzuju dolezitost’ d’alSieho Stadia mechanizmov aktivity NO v priebehu

hojenia pre pouzitie cielenej/personalizovanej mediciny v budiicnosti.
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6. Zaver

Tato praca ukazuje klI'aiCovl tlohu NO v priebehu embryonalneho hojenia. Vysledky

naznacuju nezastupitelnti funkciu NO v prvej fdze embryondlneho hojenia pri aktivacii

expresie génov dolezitych pre celkovy proces hojenia.

V tejto praci boli stanovené hlavné ciele:

1. Popis produkcie NO v priebehu embryondlneho hojenia a regenericie

NO je produkovany po poraneni vo vSetkych rannych vyvojovych Stadiach,
zacinajuc uz od blastuly az po Zubrienku v prvych dvoch vrstvach buniek od
okraja rany.

NO je produkovany vo vysokych koncentraciach v priebehu prvych 30 minut

embryonalneho hojenia a regenerécie.

2. Popis génovej expresie v priecbehu hojenia aregenerdcie uembryi so

zablokovanou produkciou NO

NO ovplyviiuje expresiu kI'i¢ovej skupiny génov v priebehu embryonalneho
hojenia.
Zablokovanie produkcie NO v priebehu embryonalneho hojenia
a regeneracie vedie k dlhSietrvajicemu zvySeniu expresie génov reagujucich
na stres. To vedie k prediZeniu prvotnych signalov po poraneni a spomaleniu
zatvarania rany.

o Medzi tieto gény patria napriklad fos, jun, parp3.
Zablokovanie produkcie NO v priecbehu embryonalneho hojenia
a regeneracie vedie k znizeniu expresie génov regulujicich metabolizmus.
To prindsa novy pohl'ad na ulohu NO v nehojacich sa ranach pri ochoreniach
spojenych s poruchami metabolizmu.

o Medzi tieto gény patria napriklad lep a igfbp?.
Zablokovanie produkcie NO v priebehu embryonalneho hojenia
aregeneracie vedie ku zmene expresie génov matrix metaloproteinaz.
Vysledkom toho je problematickd remodelacia rany.

o Medzi tieto gény patria napriklad mmp8 a mmp?9.

90



3. Popis procesov zavislych na produkcii NO v priebehu embryonédlneho hojenia

a regeneracie

NO reguluje vytvaranie aktino-myozinového prstenca na okraji rany
v priebehu prvej adruhej fazy embryonalneho hojenia. Problematicka
Struktira aktinu vedie ku spomaleniu hojenia.

NO reguluje zmeny $truktiry ECM v druhej a tretej faze embryonalneho
hojenia. To pravdepodobne vedie k hromadeniu buniek na okraji rany a brani
reepitelizécii a naslednému uzavretiu rany.

NO stimuluje migraciu primitivnych myeloidnych buniek do miesta rany
v tretej fAze embryonalneho hojenia a v priebehu regeneracie. Tieto bunky

pravdepodobne napomahaju remodelécii rany.

V tejto praci boli stanovené vedlajSie ciele:

1. Sledovanie zmien génovej expresie v priebehu embryonalneho vyvoja po

zablokovani produkcie NO

Dlhodobé zablokovanie produkcie NO v priebehu vyvoja embryi vedie
zvySeniu expresie génov reagujucich na stres. Toto zvySenie je Specifické len
pre niektoré bunky pokozky.

o Medzi tieto gény patria napriklad fos, jun.
Zablokovanie produkcie NO v priebehu vyvoja embryi vedie ku znizeniu
expresie génov spojenych s vyvojom embryondlnej pokozky. V dosledku
toho nastava porucha vo vyvoji pokozky.

o Medzi tieto gény patri napriklad keratiny, kolagény a matrix

metaloproteinazy.

2. Porovnanie podobnosti a rozdielov medzi embryonalnym hojenim, regeneraciou

a rastom nadoru

Expresia génov reagujucich na stres je len kratkodobo zvySena po poraneni,
alebo amputécii, zatial’ ¢o ostdva nad’alej zvySena v priebehu rastu nadoru.
Podobny efekt je pozorovany v priebehu hojenia aregeneracie po
zablokovani produkcie NO. To je novym prepojenim medzi NO a rastom

nadoru.
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3. Optimalizicia procesu pripravy suspenzie buniek pre RNA sekvenovanie na

urovni jednej bunky

Disociacia vedie k zvySeniu expresie génov reagujucich na stres. To vedie ku
nespravnej interpretacii vysledkov.

Znizenim teploty disocidcie a pridanim inhibitora transkripcie moédzeme
zabranit’ tomuto procesu. Avsak, znizenie teploty vedie ku Specifickej strate

niektorych typov populacii buniek.
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8. Prilohy

8.1. Fragment Analyzer Standard Sensitivity RNA analysis kit manual

1. i fresh Gel andDys - Mﬁllﬂ“ﬂ_%asmeded_

— = 1.0 L Dye/10 mL
Intercalating + =)
Drye cel
2. place a fresh 1 Inlet Buffer Tray on Fragment Analyzer.

12-Cap Unit Fill Row A Only 96-Cap Unit Fill Entire plate
@ = storage Solution @ = 1 Inlet Buffer

3. place Rinse Buffer plate in Marker Drawer location.

Replace Dail
200 pLiwell

BB BRRIRRRBRID
‘R EIEOEIERRIR

12-Cap Unit Fill Row A Only 56-Cap Uniit Fill Entire Plate

4. Heat denzture Samples and Ladder at 70°C for 2 minutes, immediztely cool to
4°c and keep on ice before use.

5. Mix Samples or Ladder with in 5ample Plate, add 24 pL of Blank
Solution to unused wells.

Ladder Well H12
Ladder Well 12 oy el wells

@)= Ladder well

1. salect Tray and Row to run for 12-Cap or Tray for 96-Cap.

2. Enter Sample ID and Tray ID (optional).

3. select "Add to Queue”, select the DMF-471-33 [or 55) - S5 Total RNA 15nt
method from the Dropdown menu.

4 Enter Tray Name, Folder Prefix, and Notes (optional), Select 0K to add Method
to the Queue.

5 Select’lnsnrlﬂmsapamim



8.2. NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module manual

Starting Material: 1-5 ug of DNA-free total RNA.

©~No o

©

10.
11.
12.

13.
14.

15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.

25.
26.

27.
28.
20.
30.
31.
32.
33.
34.

35.

Dilute the total RNA with nuclease-free water to a final volume of 50 ul in a nuclease-free 0.2 ml
PCR tube.

In a second nuclease-free 0.2 ml PCR tube aliquot 20 pl of well resuspended NEBNext Magnetic
Oligo d(T)2s Beads.

Wash the beads by adding 100 pl of RNA binding buffer to the beads. Pipette the entire volume
up and down 6 times to mix thoroughly.

Place the tube on the magnetic rack at room temperature for 2 minutes or until the solution is
clear.

Remove and discard all of the supernatant from the tube. Take care not to disturb the beads.
Remove the tube from the magnetic rack.

Repeat steps 3—6 once for a total of 2 washes.

Resuspend the beads in 50 ul of RNA Binding Buffer and add the 50 pl of total RNA sample
from step 1. Pipette the entire volume up and down to mix thoroughly.

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.

Remove tubes from the thermal cycler when the temperature reaches 4°C.

Resuspend the beads. Pipette up and down slowly 6 times to mix thoroughly.

Place the tubes on the bench and incubate at room temperature for 5 minutes to allow the RNA
to bind to the beads.

Resuspend the beads. Pipette up and down slowly 6 times to mix thoroughly.

Incubate for 5 more minutes on the bench at room temperature to allow the RNA to bind to the
beads.

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.

Remove and discard all of the supernatant. Take care not to disturb the beads.

Remove the tubes from the magnetic rack.

Wash the beads by adding 200 pl of Wash Buffer to remove unbound RNA. Pipette the entire
volume up and down 6 times to mix thoroughly.

Place the tubes on the magnetic rack at room temperature for 2 minutes or until the solution is
clear.

Remove and discard all the supernatant from each well of the plate. Take care not to disturb the
beads.

Remove the tubes from the magnetic rack.

Repeat Steps 18-21.

Add 50 pl of Tris Buffer to each tube. Gently pipette the entire volume up and down 6 times to
mix thoroughly.

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.

Remove the tubes from the thermal cycler when the temperature reaches 25°C.

Add 50 pl 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.

Incubate the tubes on the bench at room temperature for 5 minutes.

Resuspend the beads. Pipette up and down slowly 6 times to mix thoroughly.

Incubate the tubes on the bench at room temperature for 5 more minutes to allow the RNA to
bind to the beads.

Place the tubes on the magnetic stand at room temperature for 2 minutes or until the solution is
clear.

Remove and discard all of the supernatant from each tube. Take care not to disturb the beads.
Remove the tubes from the magnetic rack.

Wash the beads once with 200 pl of Wash Buffer. Gently pipette the entire volume up and down
6 times to mix thoroughly.

Place the tubes on the magnetic rack at room temperature for 2 minutes or until the solution is
clear.

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



36.
37.

38.
39.

ul tip remove all of the wash buffer. (Caution: Do not disturb beads that contain the
mRNA).

Remove the tubes from the magnetic rack.

Elute the mRNA from the beads by adding 17 ul 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.

Collect the purified mRNA by transferring the supernatant to a clean nuclease-free PCR Tube.
Place tube on ice.



8.3. NEBNext Ultra Directional RNA Library Prep Kit for Illumina manual

3.1 RNA Fragmentation, Priming and First Strand cDNA Synthesis

L. 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 ul
@ (pink) NEBNext First Strand Synthesis Reaction Buffer (5X) 4 pl
@ (pink) Random Primers 1 pl

Final Volume 10 pl

2. & jncubate 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 ug/ul) to 0.1 ug/ul 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 ug/ul) 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 ul) add the following

components and mix by gentle pipetting:

@ (pink) Murine RNase Inhibitor 0.5 pl

Actinomycin D (0.1 pg/ul) 5 pl

@ (pink) ProtoScript Il Reverse Transcriptase 1 pl

Nuclease free water 3.5 pl

Final volume 20 pl
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. & ncubate 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 ul):
Nuclease-free water 48 pl

O (orange) Second Strand Synthesis Reaction Buffer (10X) 8 pl
O (orange) Second Strand Synthesis Enzyme Mix 4 pl

Total volume 80 pl

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

—_

Vortex AMPure XP Beads to resuspend.

2. Add 144 pl (1.8X) of resuspended AMPure XP Beads to the second strand synthesis reaction
(~80 ul). 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 pl 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.

Repeat Step 5 once for a total of 2 washing steps.

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 pl 0.1X TE
Buffer or 10 mM Tris-HCI. 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 pl of the supernatant and transfer to a clean nuclease free PCR tube.

No

@ 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 pl
@ (green) NEBNext End Repair Reaction Buffer (10X) 6.5 pl
@ (green) NEBNext End Prep Enzyme Mix 3 pl

Total volume 65 pl
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 lllumina (15 uM) to 1.5 uM with a 10-fold dilution
(1:9) with 10 mM Tris-HCI and 10 mM NacCl 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 pl

@ (red) Blunt/TA Ligase Master Mix 15 pl
Diluted NEBNext Adaptor* 1 pl
Nuclease-free Water 2.5 pl

Total volume 83.5 pl

2.
3.

Mix by pipetting followed by a quick spin to collect all liquid from the sides of the tube.
Incubate 15 minutes at 20°C in a thermal cycler.

LA 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

L. Note: If you are selecting for larger size fragments (> 200 nt) follow the size selection

recommendations in Appendix A, Chapter 4.

i

10.
11.

12.
13.
14.
15.

16.
17.

18.

19.

Add nuclease-free water to the ligation reaction to bring the reaction volume to 100 pl. It is
important to ensure the final volume is 100 pl prior to adding AMPure XP Beads.

Note: X refers to the original sample volume of 100 ul from the above step.

Add 100 pl (1.0X) resuspended AMPure XP Beads and mix well on a vortex mixer or by
pipetting up and down at least 10 times.

Incubate for 5 minutes at room temperature.

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).

Add 200 pl 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.
Repeat Step 5 once for a total of 2 washing steps.

Briefly spin the tube, and put the tube back in the magnetic rack.

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.
Remove the tube from the magnet. Elute DNA target from the beads with 52 yl 0.1X TE or 10
mM Tris-HCI. 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.

Transfer the 50 yl supernatant to a clean PCR tube. Discard beads.

To the 50 pl supernatant, add 50 pl (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.

Incubate for 5 minutes at room temperature.

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).

Add 200 pl 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.
Repeat Step 14 once for a total of 2 washing steps.

Briefly spin the tube, and put the tube back in the magnetic rack.

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.
Remove the tube from the magnet. Elute DNA target from the beads with 19 ul 0.1X TE or 10
mM Tris-HCI. 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.

Without disturbing the bead pellet, transfer 17 pl of the supernatant to a clean PCR tube and
proceed to PCR enrichment.



3.7 PCR Enrichment of Adaptor Ligated DNA

To the cDNA (17 pl) from Step 19 Section 3.6 add the following components and mix by gentle
pipetting:

(blue) NEBNext USER Enzyme 3yl

(blue) NEBNext Q5 Hot Start HiFi PCR Master Mix 25 pl

@ (blue) Index (X) Primer/i7 Primer*,** 2.5 pl

@ (blue) Universal PCR Primer/i5 Primer*, *** 2.5 ul

Total volume 50 pl

PCR Cycling Conditions

CYCLE STEP TEMPERATURE TIME CYCLES
USER Digestion 37°C 15 minutes 1

Initial Denaturation 98°C 30 seconds 1
Denaturation 98°C 10 seconds 12-15%, **
Annealing/Extension  65°C 75 seconds

Final Extension 65°C 5 minutes 1

Hold 4°C oo

* 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.

** |t 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.
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

Vortex Agencourt AMPure XP Beads to resuspend.

Add 45 pl (0.9X) of resuspended Agencourt AMPure XP Beads to the PCR reaction (~ 50 pl).

Mix well on a vortex mixer or by pipetting up and down at least 10 times.

Incubate for 5 minutes at room temperature.

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.

Add 200 pl 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.

Repeat Step 5 once for a total of 2 washing steps.

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.

Remove the tube from the rack. Elute the DNA target from the beads into 23 pl 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.

Transfer 20 pl of the supernatant to a clean PCR tube, and store at —20°C.



8.4. Lexogen Poly(A) RNA Selection Kit manual

Standard Input (>500 - 5 pg)
Aliquot and Wash Beads
Wash 10 pl beads (MB @) twice with 75 ul BW O.

Lower Input (=500 ng) High Input (50 - 100 pg)

Withdraw supernatant.
Resuspend beads with 10 yl HYB .

0 d

Denature RNA
Prepare total RNA in a volume of 10 pl.

Incubate for 1 min at 60 °C, hold at 25 °C.
Hybridize Poly(A) RNA
O  Add denatured RNA (10 pl) to washed beads (10 pl).

O  Incubate for 20 min at 25 °C/ 1,250 rpm.

00 Wash 2 x for 5 min at 25 °C / 1,250 rom with 100 pl
BW O.

O  Withdraw supernatant.
Elute Poly(A) RNA
Add 25 ulH,0 .

Incubate for 1 min at 70 °C.
Place on magnet for 5 min or until supernatant is clear.

Od0 O

Transfer the clear supernatant into a fresh tube. «= Safe stopping point.



8.5. Lexogen SENSE Total RNA-Seq Library Prep Kit manual

(O  Pre-mix 18 ul SSM O and 2 pl E2 O per reaction, mix well.
L ) _ _ Second
O  Add 20 pl SSM / E2 mix directly to the RT/ lig reaction, mix well. Strand Syn-

hesi
= Incubate: 98 °C / 90 sec, 65 °C / 60 sec, 72 °C/ 5 min , 4 °C / =o. v+ Safe stop- !
ping point.







8.6. Lexogen QuantSeq 3' mRNA-Seq Library Prep Kit FWD for Illumina manual

Standard Input Low Input (=10 ng) / Low Quality / FFPE

First Strand cDNA Synthesis
O Mix5plRNA and 5 pl FS1 @, (J  Skip! Place RNA samples at room temp.

O  Incubate for 3 minat 85°C, thencoolto42°C. (] Skip!
Keep samples on thermocycler at 42 °C!

[ Prepare a mastermix with 9.5 pl FS2 @ and (] Prepare a mastermix with 5 pl FS1 ¢, 85 pl

0.5 pl E1 @ per reaction, mix well and pre- FS2©, and 05 plE1 " per reaction, mix well
warm for 2 - 3 min at 42 °C. and pre-warm for 2 - 3 min at 42 °C.

(0  Add 10 pl FS2/E1 mix per reaction, mix well. =~ [J  Add 15 pl FS1 / FS2 / E1 mix per sample,
Keep samples on thermocycler at 42 °C mix well and spin down. Transfer samples
when adding mastermix! to thermocycler at 42 °C!

O Incubate for 15 min at 42 °C. O Incubate for 15 min (or 1 hr) at 42 °C.
Proceed immediately to RNA Removal! Proceed immediately to RNA Removal!

O Add5 pl RSO (or RS-GB @), mix well. (J Add5pl RSO (or RS-GB @), mix well.

(0 Incubate 10 min at 95 °C, cool to 25 °C. (0 For=10ng: Incubate 10 minat95°C or

for <1 ng: Incubate 5 min at 95 °C;
then coolto 25°C.

Second Strand Synthesis

Add 10 pl 551 @ (or USS @), mix well.

Incubate 1 min at 98 °C, slowly ramp down to 25 °C (0.5 °C / sec).
Incubate 30 min at 25 °C.

Prepare a mastermix with 4 pl 552 ® and 1 pl E2 @ per reaction, mix well,
Add 5 pl 552 / E2 mix per reaction, mix well.

000000

Incubate 15 min at 25 °C. «r Safe stopping point.

Purification

Add 16 pl PB per reaction, mix well, incubate 5 min at RT.
Place on magnet for 2 - 5 min, discard supernatant.
Add 40 pl EB, remove from magnet, mix well, incubate 2 min at RT.

Add 56 pl PS, mix well, incubate 5min at RT. | (J  For low input / low quality / FFPE: Add 48 pl
PS, mix well, incubate 5 min at RT.

0000

(J  Place on magnet for 2 - 5 min, discard supernatant.

00 Rinse beads twice with 120 pl 80 % EtOH, 30 sec.

(O  Airdry beads for 5 - 10 min. ATTENTION: Do not let the beads dry too long!
(J  Add 20 pl EB, remove from magnet, mix well, incubate 2 min at RT.

(O  Place on magnet for 2 - 5 min, transfer 17 pl of the supernatant into a fresh PCR plate.
i Safe stopping point.



Standard Input Low Input (<10 ng) / Low Quality / FFPE

gPCR [Strongly Recommended! Requires PCR Add-on Kit (Cat. No. 020.96)]
O Add 2 pl of EB to the 17 pl of eluted cDNA.

Prepare a 2.5x stock of SYBR Green | nucleic acid stain (i, 1:4,000 dilution in DMSC; use Sigma-Al-
drich, Cat. No. 59430).

0O Combine 1.7 pl of cDMNA with: 7 gl PCR *, 5 pl Primer 7000, and 1 plE  (from PCR Add-on Kit), 1.2 pl
of 2.5x SYBR Green | nucleic acid stain, and 14.1 pl of EB, and per reaction. Mix well.

O PCR: 98°C, 30 sec.

98 °C, 10 sec .
65 °C, 20 sec x
(see p.25)
72°C, 30 sec
72°C, 1 min

10 °C, ==. Calculate the optimal cycle number for Endpoint PCR (see Appendix E, p.25).

Endpoint PCR

(O Prepare a mastermix with 7 ul PCR ~ and 1 ulE3  per reaction, mix well.
O Add 8 pl PCR/ E3 mastermix to 17 pl of each purified library.
O Add 5 pli7 Primer (7001-7096, from the 96-well plate) for each reaction, mix well.
ATTENTION: Reseal opened index wells after usage!
O PCR: 98°C, 30 sec
98°C, 10sec 11-25x ATTENTION: Increased cycle numbers may be required
65 °C, 20 sec 55 for low input / low quality / FFPE RNA
72°C 30 sac (see p.23) (see Appendices C, p.23 and D, p.24)
72°C, 1 min

10 °C, vo. k¥ Safe stopping paint.

Add 30 pl PB per reaction, mix well, incubate = [J  Forlow input /low quality / FFPE: Add 27 pl PB
5 min at AT, per reaction, mix well, incubate 5 min at RT.

Place on magnet for 2 - 5 min, discard supernatant.

Add 30 pl EB, remove from magnet, mix well, incubate 2 min at RT.

Add 30 pl PS, mix well, incubate 5 min at RT.

Place on magnet for 2 - 5 min, discard supernatant.

Rinse the beads twice with 120 pl 80 % EtOH, 30 sec.

Air dry beads for 5 - 10 minutes. ATTENTION: Do not let the beads dry too long!

Add 20 pl EB, remove from magnet, mix well, incubate 2 min at RT.

0DO0O0O80000 O

Place on magnet for 2 - 5 min, transfer 15 - 17 pl of the supernatant into a fresh PCR plate.
v Safe stopping point.



8.7. QIAGEN Plasmid midi kit manual

Notes before starting

—

W N

10.

11.

12.

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.

Harvest overnight bacterial culture by centrifuging at 6000 x g for 15 min at
4°C.

Resuspend the bacterial pelletin @ 0.3 ml, A 4 mlor B 10 ml Buffer P1.
Add@® 0.3ml, A 4 mlor B 10 mlBuffer 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.

Add@® 0.3ml, A 4 mlor B 10 ml prechilled Buffer P3, mix thoroughly by
vigorously inverting 4—6 times. Incubate on ice for @ 5 min, A 15 min or

B 20 min. If using LyseBlue reagent, mix the solution until it is colorless.

®: Centrifuge at 14,000-18,000 x g for 10 min at 4°C. Re-centrifuge if the
supernatant is not clear. A and B: Centrifuge at 220,000 x g for 30 min at
4°C. Re-centrifuge the supernatant at 220,000 x g for 15 min at 4°C.
Equilibrate a QIAGEN-tip @ 20, A 100 or B 500 by applying @ 1 ml,

A 4 mlior B 10 ml Buffer QBT, and allow column to empty by gravity flow.
Apply the supernatant from step 5 to the QIAGEN-tip and allow it to enter the
resin by gravity flow.

Wash the QIAGEN-tipwith @ 2x2ml, A 2x10mlior B 2 x 30 ml Buffer
QC. Allow Buffer QC to move through the QIAGEN-tip by gravity flow.

Elute DNAwith @ 0.8ml, A 5mlor B 15 mlBuffer QF intoaclean ® 2
ml, A 15 mlor B 50 ml vessel. For constructs larger than 45 kb,
prewarming the elution buffer to 65°C may help to increase the yield.
Precipitate DNA by adding @ 0.56 ml, A 3.5mlor Bl 10.5ml (0.7
volumes) room-temperature isopropanol to the eluted DNA and mix.
Centrifuge at 215,000 x g for 30 min at 4°C. Carefully decant the supernatant.
Wash the DNA pelletwith @ 1 ml, A 2mlor B 5 mlroom-temperature
70% ethanol and centrifuge at 215,000 x g for 10 min. Carefully decant
supernatant.

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-ClI, pH 8.5).



8.8. SureCell WTA 3’ Library Prep Kit for the ddSEQ System manual

Prepa
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15101

Dissociate cells for the cell or tissue type you are
using.

Ifusing adherent cells, neutralize the trypsin by
adding 4xthe volume .

Wash cellsonceincold 1XPBS +0.1% BSAata
volume sufficient to remove carryover
components.

Centrifuge briefly and resuspend cellsin
appropriate volume of cold 1XPBS + 0.1% BSA.
Pipette cell suspension through the chilled cellfilter
and transfer filtered cells from the cellfilter tube.
Use amicroscope or automated cell counter to
assess celldissociation, viability, and
concentration.

Ifcells are not dissociated to single-cell suspension,
mix thoroughly with a P200 or P1000 pipette, as
appropriate.

Dilute the stock cell preparation totarget
2500 cells/ulin 1X PBS + 0.1% BSA solution.

Pre

pare Cell and Barcode

Suspension Mixes

L1

L2

Combine the following components (red caps)ina
1.7 mltube. Pipette 10-15times while onice, then
briefly centrifuge.

Cell Enzyme Mix  Volume (ul) for ~ Volume (ul) for 2
Component 1 Cartridge Cartridges
(4 Samples) (8 Samples)
Cell Suspend B0 120
Buffer
DTT 38 16
RMNA Stabilizer 6 12
RT Enzyme 13.2 26.4
EnhancerEnzyme 12 24
Total 99.2 198.4
Create the Cell Suspension Mix by combining the

following componentsina 1.7 mltube onice.
Vortexthe cells for 1 second, repeat.

Cell Volume Volume (pl)

Suspension Volume (ul) for 1 for 2

Mixp (upl) per Cartridge  Cartridges
Sample (4 8

Comy Samples) Samples)

Cell Enzyme 21.5 86 172

Mix

Filtered Cells 4.5 18 36

(2500 cells/pl)

I3 Createthe Barcode Suspension Mix by combining
the following components (blue caps)ina 1.7 ml
tube onice. Vortex for 1 second, repeat , then
immediately add to the Barcode Buffer.

Barcode r:;‘"" ) Volume () for
Suspension Mix . 2 Cartridges
Component sl (8 Samples)

(4 Samples)
Barcods Buffer 80 120
3' Barcode Mix 80 120



Isolate Single Cells

[ 11 Add 25 plofddSEQ Priming Salution to each well of
an 8-tube strip.

L2 Add 20 plof ddSEQ Priming Solution to each well of
the second row of the cartridge.

[ 13 Allow the ddSEQ Priming Solution to remain inwells
for 1 minute, then remove.

[ 14 Vortexthe Barcode Suspension Mixfor 1 second,
repeat.

[[15 Load 20 plofthe Barcode Suspension Mixinto the
bottom of the B ports (Blue).

[ 16 Vortexthe Cell SuspensionMix for 1 second,
repeat.

[17 Load 20 plof Cell Suspension Mixinto the bottom of
the red ports, numbered 1-4.

[ 18 Load 80 plof Encapsulation Qilinto each well of the
bottom row ofthe cartridge labeled OIL.

[ 19 Keep the loaded cartridge for single cellisalation on
the ddSEQ Single-Celllsolator.

[ 110 Open the ddSEQ Single-Celllsolator and place the
cartridge holder into the instrument.

[ 111 Close the instrument tointtiate single-cellisolation.

112 Remove the cartridge holder from the ddSEQ
Single-Celllsolator.

[ 113 Chilla96-wel plate on a chilled 96-well cooling
block.

[ 114 Gently aspirate allencapsulated sample fromthe
output wells.

[ 115 Dispensethe encapsulated sample intothe
corresponding column of the plate.

[ 116 Cover sample wels and keep onthe 96-well
cooling block.

117 Ifyou are processing a second cartridge, proceed
to Prepare Cartridgeon page 1.

[ 118 Ifyou have finished processing cartridges, proceed
to Reverse Transcribe Sampleson page 2.

Reverse Transcribe Samples

L1 Placethe 96-well plate on the thermal cycler and
runthe RT program.

12 Bring Purification Beads (SPB) to room
temperature.



Break Emulsion

[11 Removethe 96-wel plate from the thermal cycler.

[ 12 Examine the samplesensuring they allhave equal
volumes.

[18 Removethe 8-tube strip capstoavoid cross-
sample contamination.

[14 Add20ulof Droplet Disruptor above each sample.

[16 Wait 30seconds, thenadd 100 pl of water above
each sample.

Clean Up First Strand Synthesis

L

L2

L3

L4
L5
Lle

L7

L8

L9

Vortex Purification Beads (SPB) untilwell-
dispersed.

Add 90 ul Purification Beads (SPB) to the samples
by dispensing above the aqueous layer without
mixing.

Pipette mix Purification Beads (SPB) inthe
aqueous layer onlyuntilthe layer is evenly
distributed.

Incubate at rcom temperature for 10 minutes.
Place on a magnetic peg stand.

Remove and discard allsupernatant Use a fresh
pipette tip to gointo the well again to discard more
supernatant.
Washwith 80% EtOH, incubate on the magnetic
peg stand for 30 seconds, then remove all
supernatant from each well. Repeat.
Sealthe plate and centrifuge at 280 x gfor 10
seconds.

Place on a magnetic peg stand and wait 30
seconds.

[ 110 Remove residual 80% EtOH from each well.
[ 111 Air-dry onthe magnetic peg stand for 5 minutes.
112 Remove the sample plate from the magnetic peg

stand.

[ 113 35plResuspension Buffer (RSB) to each sample

well. Pipette tomix, making sure allbeadsare
resuspended.

[ 114 Incubate at room temperature for 2 minutes.
[_115 Sealthe plate and centrifuge at 280 x gfor 10

seconds.

__116 Place ona DynaMag 96 side magnet and wait 2
minutes.

17 Combine the 2 wells for each sampleintoasingle
well by transferring 34 pl of supernatant from each
sample welltoa new plate, as follows.

»  Sample 1, rows A—B torow Aofthe
corresponding columninthe new plate.
»  Sample 2, rows C—Dtorow B ofthe
corresponding columninthe new plate.
»  Sample 3, rows E—F torow C ofthe
corresponding columninthe new plate.
»  Sample 4, rows G—Htorow D ofthe
corresponding columninthe new plate.



Synthesize Second Strand cDNA

[[11 Prepare Second Strand Synthesis Master Mix by
adding the followingtoa 1.7 mltube onice. Pipette

tomix.
Second Strand Volume (pl) for Volume (pl) for
Synthesis 1 Cartridge 2 Cartridges
Compaonent (4 Samples) (8 Samples)
Second Strand 36 72
Buffer (SSB)
Second Strand 18 36
Enzyme (SSE)
[12  Add 12 plofSecond Strand Master Mix to each
sample well.
[ 13 Pipettetothoroughly mix each sample well.
L4 Centrifuge at 280 x g for 10seconds.
[15 Place onthe thermalcycler and run the Second
Strand Synthesis (SSS) program.
SAFE STOPPING POINT

Ifyou are stopping, leave the plate on the thermal cycler
at 4°C overnight or store at -26°Cto-15°Cforup to2

days.

Clean Up cDNA

[ 11 Centrifuge sample plate at 280 x g for 30 seconds.
[[12 VortexPurification Beads (SPB) until well-
dispersed.

Add 44 ul Purification Beads (SPB) toeachsample

well. Pipette mixuntilevenly distributed.

Incubate at room temperature for 5 minutes.

Place ona magnetic peg stand untilthe liquid is

clear.

Remove and discard allsupernatant from each

well.

Wash 2 times with 200 pl 80% EtOH.

I8 Air-dryonthe magnetic peg stand for 5 minutes.

[ 19 Remove residual 80% EtOH from each well.

[_110 Remove from the magnetic peg stand.

[111 Add 11 plResuspension Buffer (RSB) to each
sample well. Pipette to mix, making sure allbeads
areresuspended.

[[112 Incubate at room temperature for 2 minutes.

[ 113 Sealthe plate and centrifuge at 280 x g for 10
seconds.

[ 114 Place ona DynaMag 96 side magnet and wait until
theliquid is clear .

[ 115 Transfer 10 plof supematant from each sample well
toanew 96-wellplate.

[ 116 Run 1 plofundiluted library on an Agilent
Technology 2100 Bicanalyzer using a High
Sensitivity DNA chip.

[ 117 Dragthe blue regions to capture the 200-8000 bp
range.

[ 118 Record the cDNAlibrary fragment size and cDNA
yield.

L3

L4
Lls

Ll

L7

Tagment cDNA
" 11 Prepare Tagmentation Mixina 1.7 mitube onice as
follows. Pipstte to mix.
Volume (ul)
Tagmentation for 1 ::;m (b
Mix Cartridge Contridges
Component (L} (8 Samples)
Samples)
Tagment 88 176
Buffer(TCE)
Tagment 44 88
Enzyme (TCE)

L2

L3
L4

L5

L6

L7

L8
L9

Add 30 pl of Tagmentation Mix to each sample well.
Mix .

Centrifuge at 280 x g for 10seconds.

Place onthe thermal cycler and runthe TGM
program.

Remove the plate from the thermal cycler as soon
asthetemperature reaches4° C.

Remove the sealtoavoid cross-sample
contamination.

Add 10plof Tagment Stop Buffer to each well.
Pipette tomix.

Centrifuge at 280 x g for 10seconds.

Incubate at room temperature for & minutes.



Amplify Tagmented cDNA

[ 11 Arrange the DNAAdaptersinatuberack. Usea
different index for each sample well. Record.

[ 12 Add 30 plof Tagmentation PCR Mix (TPM) toeach
ofthe tagmented samples.

[ 13 Add 10plofTagment PCR Adapter (TPP1)tosach
ofthe tagmented samples.

[ 14 Add 10plofeach DNAAdaptertoeach tagmented
sample.

[15 Pipettetomix.

[ 16 Sealthe plate and centrifuge at 280 x gat 20°Cfor
30seconds.

[17 Place onthe thermalcyclerand run the
LA program.

SAFE STOPPING POINT

If you are stopping, leave the plate on the thermal cycler
at 4°C overnight or store at -25°Cto-15°Cforup to 2

days.

Clean Up Libraries

[]1 Centrifuge sample plate at 280 x g for 30 seconds.

[12  Vortex Purification Beads (SPB) until well-
dispersed.

[13  Add 58 plof Purification Beads (SPB) to each
sample well. Pipette to mix, making sure that all
beadsare resuspended.

[ 14 Incubate at room temperature for 5 minutes.

[15 Place onamagnetic peg stand untilthe liquid is
clear.

[]6 Remove and discard allsupernatant from each
well.

[17 Wash 2 times with 200 pl 80% EtOH.

[18 Removeresidual 80% EtOH from each well.

[ 19 Air-dry onthe magnetic peg stand for 5 minutes.

110 Remove from the magnetic peg stand.

[ 111 Add 51 plof Resuspension Buffer (RSB) to each
sample well. Pipette mixuntil beads are thoroughly
resuspended.

[ 112 Incubate at room temperature for 2 minutes.

[ 113 Centrifuge at 280 x g for 10 secondstobring entire
solution to the bottom of the well.

[ 114 Place ona DynaMag 96 side magnet until the liquid
isclear.

[ 115 Transfer 50 pl of supernatant from each sample well
toa new sample 96-well plate.

[ 116 Vortex Purification Beads (SPB) untilwell-
dispersed.

[[117 Add 30plof Purification Beads (SPB) to each
sample well. Pipette untilevenly distributed .

118 Incubate at room temperature for 5 minutes.

|19 Place onamagnetic peg stand untilthe liquid is
clear.

[_120 Remove and discard all supernatant from each
well.

[ 121 Wash 2 times with 200 pl 80% EtOH.

[ 122 Remove residual 80% EtOH from each well,

|23 Air-dry on the magnetic peg stand for 5 minutes.

|24 Remove the 96-well plate from the magnetic peg
stand.

125 Add 22 plResuspension Buffer (RSB) to each
sample well. Pipette mixuntilbeads are
resuspended.

|_126 Incubate at room temperature for 2 minutes.

|27 Sealthe plate and centrifuge at 280 x gfor 10
secondsto bring entire solution to the bottorm of the
well.

[_128 Place ona DynaMag 96 side magnet until the liguid
isclear.

[_129 Transfer 20 pl of supernatant from each sample well
toanew 96-wellplate.

SAFE STOPPING POINT

Ifyou are stopping, sealthe plate and store at
-25°Cto-15°Cforupto 7 days.



8.9. Fragment Analyzer High Sensitivity NGS kit manual

Preparation:

1. Mix fresh Gel and D& Refill 1X Conditioning Solution as needed.
[0 ]

O m—

1.0 uL Dye/10 mL
intercalating + L
Dye cel
2. Place a fresh 1X Inlet Buffer Tray on Fragment Analyzer.
B =,
i“‘

Replace Daily
1.0 il feall

12-Cap Unit Fill Row A Only 96-Cap Unit Fill Entire Plate
@ =storage Solution @ = L Inlet Buffer

3. Place Rinse Buffer plate in Marker Drawer location.

12-Cap Unit Fill Row & Only 96-Cap Unit Fill Entire Plate

4. Mix Samples or Ladder with in Sample Plate,
add 24 pl of Blank Solution to unused wells.

Software

1. Select Tray and Row to run for 12-Cap or Tray for 26-Cap.

2. Enter Sample ID and Tray ID (optional).

3. Select “Add to Queue”, select the DNF-474-33 {or 55) - HS NGS
Fragment 1-6000bp method from the Dropdown menu.

4. Enter Tray Name, Felder Prefix, and Motes (opticnal), Select OK
to add Method to the Queue.

5. Select ’ to Start the Separation.
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