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Koza je najvecji organ telesa, ki predstavlja glavno zas¢ito pred zunanjimi vplivi. V
primeru poskodbe se mora zaceliti. Celjenje rane je kompleksen proces, ki je
sestavljen iz Stirth prekrivajocih se faz: hemostaze, vnetja, proliferacije in
preoblikovanja rane. Raziskave so pokazale, da spolni hormoni mo¢no vplivajo na
hitrost celjenja ran. Vloga estrogenov je, da zmanjSujejo vnetni odgovor, s ¢imer
vplivajo na boljSe celjenje ran, medtem ko imajo androgeni negativen ucinek na
celjenje, saj pospesujejo lokalno vnetje. V nasi raziskavi smo poskuSali ugotoviti,
¢e poleg spolnih hormonov tudi geni na spolnih kromosomih vplivajo na razlike v
celjenju ran med spoloma. Uporabili smo misi divjega tipa, ki smo jim pred
puberteto odstranili spolne Zleze in miSi brez gena SF-1, ki se rodijo brez
nadledvi¢nih in spolnih Zlez, zaradi Cesar niso izpostavljene spolnim hormonom
med razvojem. MiSim smo naredili rano in jo po treh dneh odvzeli ter Zival
zrtvovali. Njeno celjenje smo spremljali na osnovi histoloSke preiskave, pri kateri
smo merili $irino rane in viSino epitelija, ter imunohistokemicne analize izraZenosti
INOS. Rezultati niso pokazali nobenih statisticno znacilnih razlik glede na spol in
genotip. Z naso raziskavo nismo uspeli potrditi razlik v celjenju ran med spoloma
pri misih divjega tipa in misih brez gena SF-1, ki bi bile posledica vpliva genov na
spolnih kromosomih. Raziskava kaze, da na razlike v celjenju ran med spoloma
verjetneje vplivajo spolni hormoni.
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Skin is the largest body organ representing the main protection from external
influences. In case of injury it has to heal itself. Wound healing is a complex
process consisting of four overlapping phases: hemostasis, inflammation,
proliferation and remodelling of the wound. Research has shown that sex steroid
hormones have a strong influence on the length of wound healing. The role of
estrogens is to reduce the inflammatory response, thus causing better wound
healing, whereas androgens have a negative influence on healing, since they
stimulate local inflammation. In our study we tried to determine whether, besides
sex hormones, the genes on sex chromosomes influence the differences in wound
healing between sexes as well. Wild type mice, gonadectomized before puberty,
and mice lacking SF-1 gene were used, the latter being born without the adrenal
glands and gonads and are therefore not exposed to sex steroid hormones during
development. A wound in the skin was made on the back of mice and cut out after
three days; the animals were then sacrificed. Wound healing was monitored on the
basis of a histological examination, in which the width of the wound and the height
of the epithelium as well as the number of INOS expressing cells were determined.
The results have not revealed any statistically significant differences according to
sex and genotype. Our study did not succeed in confirming any differences in
wound healing between the sexes in wild type gonadectomized mice and mice
lacking SF-1 gene, which would be caused by genes on sex chromosomes. The
study shows that sex steroid hormones more likely influence the differences in
wound healing between sexes.
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1 UVvOD

Koza je najvecji organ telesa, ki predstavlja glavno zas¢ito pred zunanjimi vplivi. Izguba
njene integritete, kot rezultat vecje poskodbe ali bolezni, lahko vodi do hudih bolezenskih
stanj ali celo smrti. Vsako leto po svetu mnogo ljudi utrpi opekline in kroni¢ne rane, ki so
posledica nesre¢, pritiska, venskega zastoja ali sladkorne bolezni. Glavni cilj zdravljenja je
hitro zapiranje rane in funkcijsko ter estetsko zadovoljiva brazgotina (Singer in Clark,
1999).

Celjenje rane je normalen proces v ¢loveskem telesu, katerega cilj je obnova koZe. Pri
njem usklajeno sodelujejo keratinociti, fibroblasti, endotelne celice, makrofagi in
trombociti. Te celice z migracijo, infiltracijo, proliferacijo in diferenciacijo na mestu rane
izzovejo njeno celjenje, ki sestoji iz Stirih faz: hemostaze, vnetja, proliferacije in
preoblikovanja. Celjenje rane nadzirajo Stevilni rastni dejavniki, citokini in kemokini
(Barrientos in sod., 2008).

Raziskave Ashcroft in sodelavcev so pokazale, da estrogeni vplivajo na bolj$e celjenje ran,
saj zavirajo lokalno vnetje in koli¢ino vnetnih celic, ki pridejo na mesto rane (Ashcroft in
sod., 1997). Nadalje so ugotovili, da se rane slabSe celijo moskim kot Zenskam, saj se pri
moskih zmanj$a nalaganje matriksa in poveca lokalno vnetje (Ashcroft in sod., 1999a). Iz

tega lahko torej sklepamo, da na celjenje ran vplivajo spolni hormoni.

V nalogi smo zeleli preveriti, ali poleg spolnih hormonov tudi geni na spolnih kromosomih
vplivajo na razlike v celjenju ran med spoloma. Pri misih divjega tipa in misih brez gena
SF-1 (steroidogeni dejavnik 1), ki se rodijo brez spolnih Zlez in zato niso izpostavljene
spolnim hormonom med razvojem, smo ugotavljali celjenje rane na osnovi histoloSke
preiskave ter imunohistokemicne analize izrazenosti iNOS (inducibilna sintaza dusikovega
oksida).

Nasa delovna hipoteza je bila, da so razlike pri celjenju rane med spoloma prisotne tudi pri
misih brez gena SF-1, kar bi kazalo na vlogo spolnih kromosomov pri spolnih razlikah v

celjenju rane.
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2 PREGLED OBJAV

21 KOZA

Koza je najvecji organski sistem telesa, ki locuje notranjost organizma od zunanjega sveta.
Je cutilo, ki pokriva vso povrsino telesa, razen roZenice in veznice, in varuje vse druge
organe v organizmu pred zunanjimi dejavniki. Njena naloga je po eni strani, da varuje
notranjost organizma pred zunanjostjo, po drugi strani pa, da stalno vzdrzuje komunikacijo
z okoljem. Koza je najvecji organ, ki obsega priblizno 16 % telesne teZe. Njena
morfologija glede debeline, gladkosti in pora$¢enosti variira na razli¢nih delih telesa (Zorc,
2010).

Koza ima $tiri glavne naloge: Prva naloga je zascita telesa pred UV Zzarki, mehani¢nimi,
kemi¢nimi in toplotnimi vplivi okolja. Rozeni sloj je razmeroma nepropusten, saj
preprecuje dehidracijo in sluzi kot fizi¢na prepreka pred vdorom mikroorganizmov. Druga
naloga je zaznavanje drazljajev iz okolice, kar omogoca prisotnost receptorjev za dotik,
pritisk, bole€ino in temperaturo v kozi. Tretja pomembna naloga je termoregulacija telesa.
Izgubo toplote preprecujejo dlake na povrsini koze in podkozno maséobno tkivo. Ohlajanje
telesa pa omogoca izlo¢anje znoja in povecan krvni pretok skozi usnjico. S tvorbo vitamina
D v povrhnjici in s prisotnostjo podkoznega mascobnega tkiva, ki je najvecja zaloga

energije, koza sodeluje v njeni Cetrti — presnovni nalogi (Young in Heath, 2000).

Koza je sestavljena iz dveh osnovnih plasti, pokoznice ali povrhnjice (epidermis) in usnjice

(dermis). Podkozje (hipodermis) se ne Steje h kozi (Zorc, 2010).

2.1.1 Epidermis ali povrhnjica

Epidermis sestavlja vecskladni ploscati epitelij in je sestavljen iz $tirih razli¢nih tipov
celic; keratinocitov, melanocitov, Langerhansovih celic in Merklovih celic. Prevladujejo
predvsem keratinociti, ki proizvajajo vlaknast protein keratin, ki ima pomembno vlogo pri
za$¢iti koze. Keratinociti se mitoti¢no delijo v globljih plasteh epidermisa (bazalna plast in

trnasta plast) in nato skozi plasti dozorevajo ter se pomikajo navzven, kjer tvorijo
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porozenelo plast — plast odmrlih celic imenovanih korneociti. Pod mikroskopom lahko
opazujemo plasti epidermisa, ki predstavljajo razli¢ne razvojne faze keratinocitov; bazalna
plast (stratum basale), trnasta plast (stratum spinosum), zrnata plast (stratum granulosum),
svetleCa plast (stratum lucidum), rozena plast (stratum corneum) in odluséena plast

(stratum disjunctum) (Zorc, 2010).

Melanociti se nahajajo v bazalni plasti epidermisa in sintetizirajo pigment melanin, ki je
odgovoren za barvo kozZe. Izvirajo iz celic nevralnega grebena in po obliki sodijo med
celice drevesaste oblike. Podaljski citoplazme melanocita se prepletajo med celicami
bazalne plasti in lahko segajo celo do trnaste plasti. Pod vplivom ultravijoli¢ne svetlobe
melanociti proizvajajo melanin, ki se oblikuje tako, da v keratinocitih pokrije jedro in

posledi¢no za¢iti jedrno DNK pred Skodljivimi uc€inki sevanja (Celleno in Tamburi,

2009).

Langerhansove celice so dendriti¢ne celice, katerih naloga je odstranjevanje antigenov iz
koze, ki jih fagocitirajo in predstavljajo limfocitom T. Te celice so torej kroZe€a populacija

antigen predstavitvenih celic (Zorc, 2010).

Merklove celice nastajajo iz celic nevralnega grebena in se nahajajo v bazalni plasti.

Zaenkrat tega Se niso dokazali, vendar bi lahko sluzile kot senzori¢ni mehanoreceptorji (za

dotik) (Zorc, 2010).

2.1.2 Dermis ali usnjica

Dermis (usnjica) je druga plast koze, ki lezi pod epidermisom. Je njen najdebelejsi del, ki
je bogato oziljen in oziv€en. Epidermis in dermis sta med seboj loCena z bazalno
membrano, ki nadzoruje prenos celic in molekul med obema plastema. Preko prepleta zil v
dermisu poteka prehranjevanje epidermisa. Tvorijo ga celice imenovane fibroblasti, Ki
proizvajajo kolagenska in elasti¢na vlakna ter ekstracelularni matriks. Kolagenska vlakna
dajejo obliko in strukturo kozi, medtem ko ji elasticnost zagotavlja protein elastin. V
dermisu se nahajajo tudi Cutilni organi za dotik, pritisk, bole¢ino in temperaturo, ter lasni

mesicki, zleze znojnice in zleze lojnice (Celleno in Tamburi, 2009).
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2.1.3 Hipodermis ali podkozZje

Hipodermis lezi direktno pod dermisom, vendar ni del koze (Zorc, 2010). Sestavljen je iz
mehkega vezivnega tkiva in mascobe, ki sluzi kot izolator, ter pripenja dermis na spodaj

leZeCe misice ali kosti (Monteiro-Riviere, 1998).

2.1.4 Embrionalni razvoj koze

Povrhnjica se v zarodku razvije iz povrSinskega ektoderma, spodaj lezeca usnjica pa iz
mezoderma. Najprej se enoplastni povrSinski ektoderm podvoji in tvori enoskladni ploscati
periderm in visokoprizmatsko bazalno plast. Obe plasti sta mitotsko zelo dejavni. Z
delitvijo celic se najprej oblikuje tretja vmesna plast, ki lezi med bazalno plastjo in
peridermom (ta postopoma izgine). Doko¢no se oblikuje povrhnjica, ki je sestavljena iz
Stirih plasti (opisane zgoraj). V razvoju povrhnjice vanjo vdirajo celice nevralnega
grebena, melanoblasti, ki se delijo in tvorijo melanocite, ki preidejo v trnasto plast.
Dendriticne Lagerhansove celice izvirajo iz kostnega mozga, medtem ko izvor Merklovih

celic ni jasen (Legan, 2005).

Usnjica nastane iz bocne plosée mezoderma in dermatomov somitov. Razvijejo se
dermalne papile, ki se vrivajo v zgoraj lezeco povrhnjico. Elasti¢na in kolagenska vlakna
dajejo vlaknato strukturo papilarni coni in grobo trabekularno strukturo v retikularni coni
dermisa. Proti koncu embrionalnega razvoja koze se v njej tvorijo kapilarne zanke v
dermalnih papilah ter arterijska in venska mreza dermisa. S prostimi Zivénimi konci¢i in

senzornimi telesci dermatomi dobijo senzori¢no ozivéenje (Legan, 2005).

2.2 CELJENJE RAN

Celjenje rane je evolucijsko ohranjen kompleksen veccelicni proces, katerega cilj je
obnova koze (Barrientos in sod., 2008). Sestavljen je iz Stirih visoko integriranih in
natacno programiranih prekrivajoc¢ih faz: hemostaza, vnetje, proliferacija in preoblikovanje
tkiva (Gosain in DiPietro, 2004). Vse faze in njihove biofizioloske funkcije morajo

potekati ob to¢no doloCenem c¢asu in zaporedju ter pri to¢no doloCeni intenziteti in trajanju
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procesa. Razne prekinitve faz in motnje lahko vodijo do pocasnejsega celjenja ran ali celo

do kroni¢nih ran, ki se slabo celijo (Mathieu in sod., 2006).

Pri odraslih ljudeh optimalno celjenje rane vkljucuje sledece dogodke: (1) hitra hemostaza,
(2) vnetje, (3) diferenciacija mezenhimskih celic, njihova proliferacija in migracija na
mesto rane, (4) tvorba zil, (5) ponovna epitelizacija podrocja rane, (6) pravilna siteza,

prepletanje in razporeditev kolagena, ki celjenemu tkivu doprinese moc¢ (Gosain in

DiPietro, 2004; Mathieu in sod., 2006).
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Preglednica 1: Proces normalnega celjenja ran (Mathieu in sod., 2006)

DAN

FAZA

CELICNI IN BIOFIZIOLOSKI DOGODEK

Hemostaza

1.

zozenje zil

agregacija trombocitov in degranulacija

tvorba fibrina (strdek)

Vnetje

infiltracija nevtrofilcev

2
3.
1
2

infiltracija ~ monocitov  in  njihova

diferenciacija v makrofage

infiltracija limfocitov

tvorba proteoglikanov v matriksu

3-6

Proliferacija

ponovna epitelizacija

tvorba zil

tvorba kolagena

tvorba zunajceli¢nega matriksa

g A W NP W

infiltracija ~ fibroblastov  in  njihova
proliferacija

6-15

Preoblikovanje

preoblikovanje kolagena

zorenje Zil

diferenciacija fibroblastov v fibrocite

2.2.1

Hemostaza

Ob pojavu rane na kozi se prekine epidermis in iz keratinocitov se sprosti interlevkin-1

(IL-1). IL-1 je prvi signal, ki sporoca okoliskim celicam, da je prislo do poskodbe koze

(Freedberg in sod, 2001). Poskodbo tkiva ponavadi spremlja poskodba zil, iz katerih izteka

kri, zato je za zacetek celjenja rane zelo pomembna vzpostavitev kaskade strjevanja krvi.

Najprej pride do zoZanja Zil in nastanka krvnega strdka, ki inducira hemostazo, in sluzi kot

zaSCita ranjenega tkiva. Tvori tudi zaasen zunajcelicni matriks, preko katerega lahko

migrirajo vnetne celice med samim procesom celjenja (Hantash in sod., 2008). Krvni

strdek je sestavljen iz trombocitov, ujetih v mrezo iz fibrinskih vlaken, ki nastanejo s
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pomoc¢jo trombina, ki cepi fibrinogen v fibrin, in manjSih koli¢in plazmatskega

fibronektina, vitronektina in trombospondina (Martin, 1997).

Nato se zacnejo iz krvnega strdka oz. aktiviranih trombocitov in okolnega tkiva sproscati
naslednji predvnetni citokini in rastni dejavniki: transformirajoc¢i rastni dejavnik-p
(transforming growth factor-B - TGF-B), trombocitni rastni dejavnik (platelet-derived
growth factor - PDGF), fibroblastni rastni dejavnik (fibroblast growth factor - FGF) in
epidermalni rastni dejavnik (epidermal growth factor - EGF). Ko je krvavitev zaustavljena,
vnetne celice s pomocjo kemotakse potujejo v rano, kjer sodelujejo v vnetni fazi (Gosain in

DiPietro, 2004; Broughton in sod., 2006; Campos in sod., 2008).

2.2.2 Vnetje

PDGF skupaj s predvnetnim citokinom IL-1 privla¢i nevtrofilce na mesto rane, kjer se
infiltrirajo in odstranjujejo tujke ter bakterije (Hantash in sod., 2008). Ko je njihovo delo

koncano, jih fagocitirajo makrofagi oz. se kasneje odstranijo skupaj s krasto (Brown,
1995).

Ko se monociti infiltrirajo v rano, se s pomoc¢jo TGF-B diferencirajo v makrofage, ki imajo
pomembno vlogo pri vnetnem odgovoru. Tvoriti zacnejo granulacijsko tkivo (nova stroma)
in sproS¢ati predvnetne citokine (IL-1 in IL-6) ter rastne dejavnike (FGF, EGF, TGF-B in
PDGF) (Hantash in sod., 2008). Makrofagi se preko svojih integrinskih receptorjev vezejo
na specifi¢ne proteine v zunajceliénem matriksu in s tem spodbujajo fagocitozo (Brown,
1995) in monocite, da se preobrazijo v vnetne ali popravljalne makrofage. Z vezavo
zacnejo makrofagi in monociti proizvajati kolonije stimulirajo¢i dejavnik 1, citokin, ki je
pomemben za prezivetje monocitov in makrofagov; dejavnik tumorske nekroze (tumor
necrosis factor — TNF-a), ki je vnetni citokin in PDGF, ki je mozen kemoatraktant in
mitogen za fibroblaste (Rappolee in sod., 1988). Makrofagi so odgovorni tudi za apoptozo
celic in kasneje tudi za njihovo ¢iSCenje, kar pocasi vodi do zaklju¢ka vnetne faze. Ko
pocistijo apoptoti¢ne celice, zafnejo popravljalni makrofagi spodbujati delitev
keratinocitov, fibroblastov in tvorbo zil, kar privede do regeneracije tkiva. Na ta nacin

pricnejo s proliferativno fazo celjenja (Meszaros in sod., 2000; Mosser in Edwards, 2008).
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2.2.3 Proliferacija

Proliferativna faza oz. faza ponovne epitelizacije sledi vnetni fazi, s katero se lahko tudi
prekriva. Zanjo je znacilna proliferacija in migracija epitelnih celic skozi zacasni
zunajcelicni matriks. V tej fazi se v celicah skrc¢ijo znotrajcelicni tonofilamenti in raztopi
se ve€ina dezmosomov, ki tvorijo fizi€ne povezave med celicami. Tvorijo se periferni
citoplazemski aktinski filamenti, ki omogocajo premikanje celic. Zaradi raztopljenih
dezmosomov se epidermis in bazalna membrana ne stikata ve¢, kar omogoca lateralno
gibanje epidermisa (Goliger in sod, 1995). Migracija epidermalnih celic v rani povzro¢i
loc¢itev suhe kraste od zivega tkiva. Pocasi se s kolagenazo in plazminom, ki hidrolizira

fibrin, pri¢ne razkrajevati zacasni zunajceli¢ni matriks (Singer in Clark, 1999).

Dan ali dva po ranitvi zaénejo celice ob robovih rane proliferirati za migrirajo¢imi
celicami. Mehanizem, ki povzroca proliferacijo in migracijo epidermalnih celic pri
ponovni epitelizaciji Se ni popolnoma raziskan, vendar obstajata dve moznosti. Prva
moznost je, da odsotnost sosednjih celic signalizira potrebo po migraciji in proliferaciji; in
druga moznost, da lokalno sproS¢anje rastnih dejavnikov (EGF, TGF-a in FGF) in

posledi¢no povecanje receptorjev zanje, spodbuja ta proces (Werner in sod., 1994).

Ko se ponovna epitelizacija zakljuéi, se proteini bazalne membrane na novo uredijo in med

seboj povezejo epidermis in dermis (Singer in Clark, 1999).

2.2.3.1 Tvorba granulacijskega tkiva

PribliZzno $tiri dni po ranitvi, se pricne na mestu rane tvoriti nova stroma, ki ji pravimo
granulacijsko tkivo. Stevilne na novo nastale kapilare ji dajejo videz granulacije.
Makrofagi, krvne Zile in fibroblasti naenkrat vstopijo v predel rane. Makrofagi so stalen vir
rastnih dejavnikov, ki spodbujajo nastanek fibroznega tkiva in tvorbo novih Zzil. Fibroblasti
producirajo nov zacasen zunajceli¢ni matriks, ki ima vlogo pri proliferaciji celic. Krvne
zile pa so pomembne zato, ker dostavljajo kisik in hrano za ohranjanje celicnega

metabolizma (Singer in Clark, 1999).
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Rastni dejavniki, predvsem PDGF in TGF-B v sodelovanju s proteini zunajceli¢nega
matriksa, spodbujajo proliferacijo fibroblastov. Fibroblasti so odgovorni za tvorbo,

nalaganje in preoblikovanje zaCasnega zunajceli¢nega matriksa (Xu in Clark, 1996).

Zacasen zunajceli¢ni matriks se postopoma zamenja s kolagenskim matriksom. Ko ta
napolni celo rano, fibroblasti prenehajo producirati kolagen in za¢ne se tvoriti brazgotina z

relativno malo celicami (Desmouliere in sod., 1995).

2.2.3.2 Tvorba zil

Tvorba novih zil je pomembna za ohranjanje na novo nastalega granulacijskega tkiva. Je
zapleten proces, ki je odvisen od zacasnega zunajceli¢nega matriksa kot tudi od migracije
in mitogenega spodbujanja endotelnih celic. Tvorbo novih zil spodbujajo predvsem
endotelni zilni rastni dejavnik (angl. vascular endothelial growth factor - VEGF), TGF-p,
angiogenin, angiotropin, angiopoietin 1 in trombospondin. Nizek delni tlak kisika in
zvisanje koncentracije mle¢ne kisline lahko tudi vpliva na pospeseno tvorbo novih zil. Ko
je enkrat rana polna granulacijskega tkiva, se tvorba novih Zil preneha in mnoge od teh zil
preidejo v proces apoptoze. Programirano celiéno smrt najverjetneje  urejajo

trombospondin 1 in 2, angiostatin, endostatin in angiopoetin 2 (Singer in Clark, 1999).

2.2.4 Preoblikovanje

Po proliferaciji celic in sintezi zaCasnega zunajcelicnega matriksa, se za¢ne obodobje
preoblikovanja rane, ki lahko traja ve¢ let. V tej fazi se rana skr¢i, preoblikuje se zacasen
zunajceli€ni matriks, ki se priblizuje strukturi koznega tkiva, in zmanjSa se koli¢ina
novonastalih zil, kar pomeni, da se odstrani granulacijsko tkivo. Na skr€enje rane vpliva
ve¢ usklajenih interakcij med celicami, zaCasnim zunajceli¢nim matriksom in citokini. V
drugem tednu celjenja rane se fibroblasti preoblikujejo v miofibroblaste, ki so odgovorni

za kréenje rane (Barrientos in sod., 2008).
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Pri preoblikovanju matriksa torej pride do odstranitve granulacijskega tkiva, ki ga
zamenjajo vlakna kolagena in elastina, ter proteoglikani in glikoproteini. Sintezo novega
kolagena spodbuja TGF-B, razgradnjo starega pa vr$i PDGF. Kon¢ni produkt te faze je

brazgotina (Barrientos in sod., 2008).

V prvih treh tednih dobi rana priblizno 20% konéne ¢vrstosti, saj se fibrilarni kolagen hitro
nalaga. Kasneje pa rana pridobiva na ¢vrstosti zelo pocasi in na koncu doseze le 70 %

moci, ki jo ima neranjena koza (Bailey in sod., 1975).

2.3 VLOGA TGF-B, TNF-a IN iNOS PRI CELJENJU RAN

2.3.1 Transformirajo¢i rastni dejavnik g (TGF-B)

Druzina TGF-p je sestavljena iz strukturno podobnih citokinov, ki imajo razli¢ne vloge pri
fizioloskih in patoloskih procesih, kot so celjenje ran, rak, imunomodulacija in
ateroskleroza. Pri sesalcih so nasli tri glavne oblike TGF-f druzine: transformirajoci rastni
dejavnik B1 (angl. transforming growth factor Bl - TGF-B1), transformirajo¢i rastni
dejavnik B2 (angl. transforming growth factor B2 - TGF-B2) in transformirajo¢i rastni
dejavnik B3 (angl. transforming growth factor B3 - TGF-B3), ki naj bi imeli podobne
funkcije v in vitro pogojih, ¢eprav TGF-B2 in TGF-B3 $e nista dobro raziskana (Grainger
in sod., 2000).

2.3.2 Transformirajo¢i rastni dejavnik g1 (TGF-p1)

TGF-B1 igra pomembno vlogo pri celjenju ran, saj sodeluje pri vnetni fazi, tvorbi novih Zil,
ponovni epitelizaciji in tvorbi vezivnega tkiva. Izlo¢ajo ga makrofagi, fibroblasti,

keratinociti in trombociti (Kane in sod., 1991).

Z raziskavami in vitro so ugotovili, da TGF-Blv makrofagih deaktivira produkcijo
superoksida, kar pomaga pri zasciti okolnega tkiva in pripravi rano na izgradnjo
granulacijskega tkiva (Tsunawaki, 1988) s tem, da poveca izrazenost genov povezanih z

oblikovanjem zaCasnega zunajcelicnega matriksa, kot so geni za fibronektin, fibronektinski
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receptor, kolagenske zaviralce proteaz in geni za spodbujanje tvorbe novih zil (VEGF)
(Riedel in sod., 2007). Poleg tega so s poskusi in vitro dokazali, da ima TGF-B1 vlogo tudi
pri kréenju rane, saj spodbuja krcéenje fibroblastov v kolagenskem matriksu (Meckmongkol

in sod., 2007).

Pri vlogi TGF-B1 v fazi ponovne epitelizacije, so razli¢ne raziskovalne skupine prisle do
razli¢nih ugotovitev. Ve¢ raziskav in vivo in in vitro je dokazalo, da TGF-p1 zavira
prolifaracijo keratinocitov (Amendtc in sod., 1998). Nato pa je Ashcroft skupaj s sodelavci
ugotovil, da je pri miSih brez gena Smad3, ki vpliva na aktivnost ligandov druzine TGF-p,
pospeseno celjenje ran v primerjavi z miSmi divjega tipa (Ashcroft in sod., 1999Db). Spet
druge Studije so pokazale, da povecCana ekspresija TGF-B1 pospesi proliferacijo
keratinocitov predvsem v bolj poznih fazah celjenja rane. To nam pokaze kompleksnost
sporocanja, Ki je potrebno za uspesno koordinacijo v celjenju rane (Bottinger in sod.,

1997).

Pri tvorbi zacasnega zunajceli¢nega matriksa in v fazi preoblikovanja rane je TGF-B1
udeleZen pri produkciji kolagena (predvsem tip I in III). Je tudi zaviralec metaloproteinaz,
ki razgrajujejo zunajceli¢ni matriks (Zeng in sod., 1996). TGF-f1 lahko spodbuja
produkcijo kolagena do mere, da je lahko Ze patolosko. Tak primer je patogeneza fibroze,

kjer TGF-B1 stalno spodbuja aktivacijo keloidnih fibroblastov (Wang in sod., 2007).

2.3.2.1 Transformirajoci rastni dejavnik f2 (TGF-p2)

TGF-B2 je udelezen pri vseh fazah celjenja rane, najprej pri dovodu vnetnih celic in
fibroblastov na mesto rane. Raziskave In vivo so pokazale, da TGF-B2 spodbuja tvorbo
granulacijskega tkiva in nastanek novih krvnih zil, ter pospesSuje ponovno epitelizacijo.
Med produkcijo zacCasnega zunajcelicnega matriksa in preoblikovanja rane, TGF-B2
pospesuje izgradnjo proteinov, kolagena in celic. S spodbujanjem fibroblastov na mesto
rane, povzro¢i povecano nalaganje kolagena (tip I in III) in brazgotinjenje (Cordeiro in

sod., 1999; Roberts in sod., 1986).
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2.3.2.2 Transformirajoci rastni dejavnik B3 (TGF-B3)

TGF-B3 omogoca potovanje vnetnih celic, fibroblastov in keratinocitov na mesto rane.
Studije so pokazale, da je tudi potencialen spodbujevalec nastajanja novi Zil in zaviralec
tvorbe DNK v ¢loveskih keratinocitih. Slednji izsledki podpirajo hipotezo, da je aktivacija
TGF-B3 pomembenno sporocilo za konéno diferenciacijo v tem tkivu (Schmid in sod.,
1993). In vivo TGF-B3 zavira brazgotinjenje in spodbuja boljSo organizacijo kolagena
(Shah in sod., 1995).

2.3.3 Dejavnik tumorske nekroze o (TNF-a)

TNF-a vnetni citokin izlo€ajo ve¢inoma aktivirani makrofagi, ki jih povecano izlo¢ajo med
vnetno fazo celjenja rane. TNF-a lahko sprozi produkcijo fibroblastnega rastnega
dejavnika 7 (FGF-7), ki posredno pospesuje ponovno epitelizacijo (Brauchle in sod.,
1994).

Raziskave so pokazale, da TNF-o pri nizjih koncentracijah pospeSuje celjenje ran,
nasprotno pa ima pri vi§jih koncentracijah, posebno pri daljsi izpostavljenosti, negativen
ucinek na celjenje. TNF-o na eni strani zavira tvorbo proteinov zacasnega zunajceli¢nega
matriksa in tvorbo tkivnega zaviralca metaloproteinaz, medtem ko na drugi strani
pospeSuje nastanek metaloproteinaz. PoviSane koli¢ine negativno vplivajo tudi na
zmoznost tvorbe novih zil. Koncentracija TNF-o je povisana pri kroni¢nih ranah, pri
katerih je ponavadi prisotna tudi infekcija, ki prispeva k podalj$ani vnetni fazi (So in sod.,
1992). Poleg tega so v kroni¢nih ranah povecane koli¢ine kolagenaz, gelatinaz in
stromelizinov, katerih indukcijo povzro¢i TNF-a. Povecana koli¢ina metaloproteinaz
zavira potovanje celic skozi zaCasni zunajcelicni matriks in nalaganje kolagena.
Metaloproteinaze prav tako zavirajo aktivnost rastnih dejavnikov in njihovih tar¢nih

celi¢nih receptorjev (Tarnuzzer in sod., 1996).
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2.3.4 Inducibilna sintaza dusikovega oksida (iNOS)

Inducibilna sintaza duSikovega oksida (iNOS) je ena izmed treh izooblik sintaze
dusikovega oksida (NOS), ki se med seboj razlikujejo v aminokislinski sestavi, molekulski
masi in regulacijskih mehanizmih. Ostali dve izoobliki sta endotelijska sintaza dusikovega
oksida (eNOS) in nevronska sintaza duSikovega oksida (nNOS), ki se izrazata stalno.
Izrazanje iNOS pa je pogojeno z izpostavljenostjo citokinom in bakterijskim
lipopolisaharidom (LPS). Najdemo jo v makrofagih, fibroblastih, plju¢nem epiteliju in v
jetrih. INOS v encimski reakciji katalizira nastanek duSikovega oksida (NO) (Nemec,

2009).

NO je brezbarven plin, ki nastaja iz L-arginina in se nato oksidira v nitrit in nitrat. V
organizmu ima duSikov oksid pomembne vloge v 0zZilju, centralnem in perifernem zivénem
sistemu, prirojeni imunosti, gastrointestinanem, dihalnem in urogenitalnem sistemu. Ureja

tudi agregacijo trombocitov in sodeluje pri delovanju imunskega sistema (Straus, 1996).

Dusikov oksid ima pomembno, vendar do sedaj Se nepopolnoma raziskano vlogo v
celjenju ran. Vkljucen je v procese Sirjenja Zil v kozi, tvorbe novih zil, vnetja in v druge
imunske odzive, ki so del celjenja ran (Shi in sod., 2001). Kot smo ze omenili, NO tvori
INOS, ki se nahaja v makrofagih in fibroblastih. Pomembnost NO daje dejstvo, da ima

antimikrobno funkcijo, saj unicuje bakterije na mestu rane (Park in Barbul, 2004).

Proliferacija, nastanek kolagena in preoblikovanje matriksa predstavljajo glavne funkcije
fibroblastov, ki igrajo pomembno vlogo pri uspesnem celjenju ran. Fibroblasti v rani Se
razlikujejo od fibroblastov v normalni kozi. Imajo zmanjSano proliferativno sposobnost,
izboljsano sposobnost izgradnje kolagena, izboljSano kréenje matriksa, vendar podobno
sintezo proteinov. Poleg tega fibroblasti v rani izrazajo iNOS, ki proizvaja NO. Raziskave
so pokazale, da je pri miSih brez gena za INOS zmanjSana proliferacija celic, znizana
tvorba kolagena in upadla sposobnost kréenja koznih fibroblastov v primerjavi z divjim
tipom miSi. Ti rezultati potrjujejo, da ima NO pomembno vlogo pri uspesnem celjenju ran

(Shi in sod., 2001).
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2.4 RAZLIKE V CELJENJU RAN MED SPOLOMA

Obstaja ve¢ dokazov, da staranje ¢loveka negativno vpliva na celjenje akutnih ran. Slabse
celjenje ran je rezultat podaljSane vnetne faze, poveCane proteazne aktivnosti in
zmanjSanega nalaganje matriksa. Ugotovili so, da imajo spolni steroidni hormoni velik
vpliv na proces celjenja rane. Dehidroepiandrosteron (DHEA), ki nastaja v skorji
nadledvicne Zleze, je steroidni predhodnik androgenih in estrogenih hormonov, kot sta Sa-
dihidrotestosteron in 17p-estradiol. Prav ti hormoni igrajo pomembno vlogo pri vnetni fazi
celjenja rane. Dokazali so, da lokalno in sistemsko zdravljenje z estrogeni pospeSuje
celjenje akutnih ran pri moskih in Se posebno pri starejSih Zenskah, saj znizuje vnetni
odgovor (Ashcroft in sod., 1997; Ashcroft in sod., 1999a). DHEA deluje na podoben nacin
kot estrogeni, zato raziskave kazejo, da pospesuje celjenje ran preko pretvorbe v estrogene.
V nasprotju pa androgeni testosteron zniZuje sposobnost celjenja pri starejSih moskih, saj
je pri njih mo¢no povecan vnetni odgovor (Ashcroft in sod., 2002). Sicer zmanjSana
prisotnost testosterona pri starej$ih moskih razlozi dejstvo, zakaj so se rane slabse celilile
pri starejSih moskih, kot pri starejSih zenskah, ¢eprav so bili vsi izpostavljeni enakemu
nacinu zdravljenja z estrogeni (Ashcroft in sod., 1999a). Upadanje estrogenov in DHEA v

starosti pri obeh spolih se torej odrazi v slabSem celjenju ran.
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Slika 1: Nastanek spolnih steroidnih hormonov (Gilliver in sod., 2007)
DHEA, ki je predhodnik estrogenov in androgenov, se tvori iz holesterola. Testosteron nastane preko

androstenediona (ADione) ali androstenediola (ADiol). Estrogena estron in 173-estradiol se tvorita preko
androstenediona in testosterona s pomo¢jo encima aromataze. Testosteron se preko encima 5a-reduktaze
pretvori v bolj aktivno obliko androgenov — dihidrotestosteron (DHT). Medtem ko estrogeni (a) in DHEA
(b) pospesujejo celjenje z zaviranjem vnetja in pove¢anim nalaganjem matriksa, androgeni (¢) negativno
vplivajo na celjenje ran .

ESTROGENI NORMALNO ANDROGENI

® Makrofag ®  Nevtrofilec ©  Trombocit [ Krasta ®  Keratinocit <= Bazalna membrana
<= Fibroblast =— Kolagen [] Granulacijsko tkivo Podkozna mastoba Neposkodovana usnjica

Slika 2: Celjejenje rane pod vplivom hormonov in brez (Gilliver in sod., 2007)

Rana se v splos§nem boljse celi pri samicah, vendar se pri misih, ki so bile sterilizirane, celi znantno
pocasneje. Mesto rane in lokalni vnetni odgovor se povecata, kar privede do kasnej$e ponovne epitelizacije
in zmanjSanega nalaganja kolagena. Na drugi strani je celjenje rane boljse pri kastriranih samcih, saj je
lokalno vnetje zmanjsano in nalaganje kolagena povecano.
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2.4.1 Vpliv estrogenov

Vloga estrogenov pri celjenju ran je, da uravnavajo vnetni odgovor, izrazanje citokinov,
nalaganje matriksa, pospesujejo ponovno epitelizacijo, tvorbo novih zil in kréenje rane. Pri
steriliziranih mi$jih samicah se rane znatno slabSe celijo (slika 2). Mesto rane in lokalni
vnetni odgovor se povecata, kar privede do kasnejSe ponovne epitelizacije in zmanjSanega

nalaganja kolagena (Ashcroft in sod., 1997; Ashcroft in sod., 1999a).

Estrogeni zmanj$ajo lokalno vnetje, tako da zmanjsajo infiltracijo vnetnih celic in zavirajo
produkcijo vnetnih citokinov ter zmanj$ajo imigracijo nevtrofilcev. Zaviralni dejavnik
migracije makrofagov (macrophage migration inhibitory factor — MIF) je vnetni citokin, ki
ga v Cloveski kozi proizvajajo monociti, makrofagi, nevtrofilci, endotelne celice in
keratinociti. Na mi§jem modelu so odkrili, da je MIF glavni urejevalec skozi katerega
estrogeni vplivajo na vnetni odgovor. Estrogeni namre¢ zmanjSujejo izrazanje MIF in
TNF-o v monocitih, kar vodi do zmanj$anega vnetja, poveCanega nalaganja matriksa in

posledi¢no napredovanega celjenja ran (Ashcroft in sod., 2003).

Estrogeni imajo mitogen ucinek na keratinocite, saj pospesuje ponovno epitelizacijo po
ranitvi. Preko neposrednega vpliva na endotelne celice, estrogeni vplivajo na tvorbo novih
zil. Pri raziskavah in vitro so dokazali, da 17p-estradiol pospesuje prilepljanje humanih
endotelnih celic na laminin, kolagen tipa | in IV, ter na fibronektin. Ugotovili so tudi, da
povecuje zmoznost endotelnih celic, za tvorbo kapilaram podobnih struktur (Morales in
sod., 1995).

Estrogeni preko monocitov in makrofagov spodbujajo izrazanje PDGF, ki je mitogen in
kemotakticen za dermalne fibroblaste ter Spodbujajo kréenje rane. Estrogeni tudi povecajo
izlo¢anje TGF-B1 iz fibroblastov, katerega naloga je vzpodbuditev in zaviranje izgradnje in
razgradnje zunajcelicnega matriksa, spodbujanje nastanka granulacijskega tkiva in

pospesevaje nalaganja kolagena (Ashcroft in sod., 1997).
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2.4.2 Vplivandrogenov

Androgeni so negativni urejevalci celjenja rane. Vse raziskave nakazujejo, da androgeni
omejujejo proces celjenja, saj pospesujejo lokalno vnetje (slika 2). Raziskave so pokazale,
da se rane pri kastriranih samcih celijo hitreje kot pri njihovih kontrolah, ki imajo prisotna
moda. Kastracija namre¢ zmanjsa lokalno vnetje z infiltracijo makrofagov na mesto rane in
zmanj$ano produkcijo TNF-a, obenem pa se poveca nalaganje kolagena (Ashcroft in sod.,
2002). Podobno deluje sistemsko zdravljenje s flutamidom, ki se veze na androgeni
receptor, in tako pospesi celjenje in zmanjSa vnetni odgovor (Gilliver in sod., 2006). V
vecih raziskavah so dokazali, da testosteron in DHT igrata kljuéno vlogo pri celjenju ran.
Za testosteron so odkrili, da v misjih makrofagih zavira produkcijo interlevkina 1 (IL-1) in
v c¢loveskih monocitih produkcijo IL-6. DHT znizuje izrazanje IL-6 v hondrocitih in
spodbuja izlo¢anje TGF-B1 iz rakavih celic prostate LNCaP. Pri podganjih samcih, ki so
jih tretirali z zaviralcem 5Sa-reduktaze, so dokazali napredovano celjenje rane in zmanj$ano
lokalno vnetje. Ti rezultati so dokaz, da bi se morda v prihodnosti zaviranje produkcije
DHT lahko uporabljalo kot pomo¢ pri zdravljenju ran pri starej$ih moskih (Gilliver in sod.,
2006).

V klini¢nih Studijah so dokazali, da androgeni zavirajo proces celjenja rane. V skupini
starejSih moskih, ki so imeli pove€an serumski testosteron, je prislo do slabSega celjenja
ran v primerjavi s kontrolno skupino. Poleg tega so androgeni povezani tudi s kroni¢nimi
ranami. Vrednosti DHT v serumu so bile znatno poviSane pri starejSih moskih pacientih z
venskimi razjedami, v primerjavi z zdravimi enako starimi moSkimi v kontrolni skupini

(Gilliver in sod., 2006).

2.5 MISI BREZ GENA SF-1
2.5.1 Steroidogeni dejavnik 1
Steroidogeni dejavnik 1 (SF-1), imenovan tudi jedrni receptor poddruzine 5, skupina A,

¢lan 1 (NR5A1), je prepisovalni dejavnik, ki spada v druzino jedrnih receptorjev (Lala in

sod., 1992). Naloga prepisovalnih dejavnikov v celici je, da se vezejo na specificno mesto
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na molekuli deoksiribonukleinske kisline (DNK), kjer nadzorujejo prepis genov in s tem
urejajo Stevilne procese, ki so pomembni za razvoj organizma. Steroidogeni dejavnik 1 je
bil najprej opisan kot urejevalec izrazanja razli¢nih encimov iz skupine citokromov P450
(Lala in sod., 1992). Sprva je SF-1 spadal v skupino jedrnih receptorjev sirot, za katere se
ni vedelo natancno, Ce je za njihovo delovanje potrebna vezava z drugo spojino ali lahko
delujejo sami. Li je s sodelavci ugotovil, da se SF-1 lahko aktivira s pomoc¢jo metabolitov
holesterola (Li in sod., 2005). S prou¢evanjem gensko spremenjenih misi brez gena za SF-
1 so prisli do spoznanja, da steroidogeni dejavnik ureja delovanje hipotalamusa, hipofize in
steroidogenih tkiv. V teh tkivih uravnava prepisovanje Stevilnih genov kot so encimi, ki
sodelujejo pri nastanku steroidnih hormonov, steroidogenega akutnega regulatornega
proteina, receptorja za ACTH (adrenokortikotropni hormon), antimiillerjevega hormona, -
podenote glikoproteinskih hormonov, B-podenote LH (luteinizirajo¢i hormon) in FSH
(folikle stimulirajo¢i hormon) in njunih receptorjev, receptorja GnRH (gonadotropin

spros¢ujoci hormon) in drugih (Parker in Schimmer, 1997).

2.5.2 Mesto izraZanja steroidogenega dejavnika 1

Ugotovili so, da se SF-1 izraza v spolnih in nadledvi¢nih Zlezah, v moZzganih v
ventromedialnem jedru hipotalamusa (VMH), v parenhimu vranice (Bakke in sod., 2001),
placenti, kostnem mozgu in v prebavnem traktu (Ninomiya in sod., 1995; Sadovsky in
sod., 1995) .

V embrionalnem obdobju je steroidogeni dejavnik 1 nujno potreben pri spolni
diferenciaciji zarodka, zato so njegovo izrazenost zasledili ze pri 9 dni starih misjih
zarodkih v celicah urogenitalnega grebena, iz katerih se razvijejo ledvice, skorja
nadlevi¢nih Zlez in spolne Zleze. Kasneje so ga zasledili le v celicah, ki se razvijejo v
skorjo nadledvi¢nih zlez in spolne Zleze (Ikeda in sod., 1994). Pri odraslih samicah se
njegovo izrazanje povec¢a med zorenjem foliklov, kjer v celicah teke in granuloze ureja
izrazanje genov pomembnih za tvorbo steroidnih hormonov v jajéniku (Hanley, 2000). Pri
samcih je steroidogeni dejavnik 1 prisoten v leydigovih celicah, ki izloCajo androgene
hormone, in v sertolijevih celicah (samo v zarodku), ki v ¢asu razvoja zarodka izlocajo

antimiillerjev hormon (Ikeda in sod., 1994). Njegovo prisotnost so zasledili tudi pri misjih
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zarodkih v vmesnih mozganih, kjer ostane izrazen do rojstva. Pri odraslih Zivalih pa ga

najdemo v ventromedialnem jedru hipotalamusa (Ikeda in sod., 1994).

2.5.3 Misi brez steroidogenega dejavnika 1

Zaradi odsotnosti steroidogenega dejavnika 1 v embrionalnem razvoju se spolne Zleze in
nadledvic¢na zleza ne razvijejo. Vse misi SF-1 KO, ne glede na genotip, se zato rodijo z
razvito maternico, jajcevodi in zunanjimi Zenskimi spolnimi organi, torej se fenotipsko
razvijejo kot samice (Zhao in sod., 2001; Zhao in sod., 2004). Ker misi SF-1 KO zaradi
odsotnosti nadledvi¢ene Zleze poginejo nekje do 8. dneva starosti, jih ohranjamo pri
zivljenju z dnevnimi aplikacijami mesanice kortikosteroidnih hormonov. 7. dan starosti jim
presadimo nadledvi¢no Zlezo in s tem omogoc¢imo, da se razvijejo v odraslo zival, ki jo

proucujemo (Majdi¢ in sod., 2002).

Ugotovili so, da je zgradba VMH pri misih SF-1 KO spremenjena (lkeda in sod., 1995).
Naloga VMH je poleg uravnavanja homeostaze v telesu in tudi uravnavanje gibanja ter

spolnega, socialnega in starSevskega obnasanja (Canteras in sod., 2002; McClellan in sod.,
2006).
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3 MATERIALI IN METODE

Za delo z zivalmi je Veterinarska uprava Republike Slovenije izdala dovoljenje (5t. 34401-

2/2009/6), celotno delo je bilo izvedeno v skladu z eti¢nimi standardi in naceli.

3.1 ZIVALI
3.1.1 Vazreja zivali

Za poskus smo uporabili misi (Mus musculus) seva C57BL/6J, ki smo jih gojili na Centru
za genomiko zivali Veterinarske fakultete v Ljubljani. Izpostavljene so bile standardnim
laboratorijskim pogojem, ki obsegajo temperaturo 20-25°C, vlago 40-60 % in 12 ur
umetne svetlobe ter 12 ur teme. Zivali so imele stalno na razpolago krmo brez
fitoestrogenov (Harlan Tekland 2016, Velika Britanija) in vodovodno vodo z dodatkom
klorovodikove kisline (1ml HCI/500ml vode; pH vode 3.,0). Zivali so bile nastanjene v

polikarbonatnih kletkah, na nastilu iz Zagovine (Lignocel, Rosenberg, Nem¢ija).

3.1.2 Priprava poskusnih Zivali

Raziskavo smo naredili na divjem tipu misi (angl. wild type, WT), ki nimajo
spremenjenega genotipa in na misih s spremenjenim genotipom, ki so homozigotne za

izbiti gen za SF-1 (SF-1 KO, angl. knockout).

Ker smo zeleli pridobiti misi brez gena SF-1 (SF-1 KO), ki so neplodne, smo med seboj
parili heterozigotne samce in samice za izbiti gen za SF-1 (SF-1""). Po kotitvi so vsi
mladi¢i vsak dan do vklju¢no 7. dne starosti, to je do genotipizacije, prejemali podkozne
injekcije 50 ul mesanice kortikosteroidnih hormonov (400 ug/ml hidrokortizona (Sigma,
Steinheim, Germany), 40 ng/ml deksametazona (Sigma) in 25 ng/ml fludrokortizon acetata
(Sigma)) v koruznem olju (Sigma). S tem korakom smo preprecili, da bi mladic¢i SF-1 KO,
Ki so rojeni brez nadledvi¢nih in spolnih zlez, poginili. Ker takoj ob rojstvu ne moremo
dolociti genotipa le po fenotipskih znakih, vsi mladi¢i, ne glede na genotip, prejemajo

injekcije kortikosteroidov. Za dolocitev genotipa smo mladi¢em starim od 4 do 6 dni
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odvzeli bioloski material. Zivali smo genotipizirali z uporabo metode verizne reakcije s
polimerazo (PCR) (Luo in sod., 1994). Takoj po genotipizaciji (7. dan starosti) smo
mladi¢em SF-1 KO presadili nadledvicne zleze (Majdic in sod., 2002). Namen tega je bil
doseci prezivetje mladicev SF-1 KO brez apliciranja kortikosteroidov. Kot darovalce zanje
smo vedno uporabili samice WT iz istega gnezda, ki so imele prisoten gen SF-1. V
primeru, ¢e nismo imeli na voljo samice WT iz istega gnezda, smo uporabili samice WT iz
drugih gnezd, ki se niso smele od prejemnika nadledvicnih zlez v starosti razlikovati za vec
kot tri dni. Po zrtvovanju samic WT smo s pomoc¢jo urarskih pincet izolirali nadledvi¢ne
zleze in jih prenesli v hladno sterilno raztopino rekombinantnega cloveskega rastnega
dejavnika fibroblastov (angl. fibroblast growth factor, FGF) (25 ng/ml; Sigma) v 0,05 M
fosfatnem pufru z NaCl (pH 7,3) (angl. phosphate buffered saline, PBS). Takoj po izolaciji
smo prejemniku nadledvi¢ne Zleze naredili vbodno rano z iglo (21G x 19/16 0,8 x 40
mm, Novico, Italija) v levem podpazdusnem obmoc¢ju in mu z urarsko pinceto v podkozje
vstavili po dve nadledvi¢ni Zlezi. Ker so bile heterozigotne misi za izbiti gen SF-1 (SF-1*)
povratno parjene Ze ve¢ kot 10 generacij in predstavljajo kongenetsko linijo, po presaditvi
ni pri§lo do zavrnitvenih reakcij. MiSim WT smo namesto presaditve nadledvi¢nih Zlez, ki
jih imajo normalno prisotne, v podpazdusnem obmocju naredili vbodno rano. Misi SF-1
KO in misi WT so nato v presledkih prejemale injekcije kortikosteroidnih hormonov $e 9.,
12. in 16. dan starosti. Ko so bili mladi¢i stari 21. dni, smo jih odstavili od matere in jih

skupaj pustili do 25. dneva (+ 2 dni) starosti.

Kot kontrolne Zivali so nam sluzile miS§i WT iz istih gnezd ali drugih gnezd, ki so bila
casovno primerljiva. Misi SF-1 KO smo primerjali z miSmi WT, zato smo pri kontrolnih
zivalih izvajali enake postopke kot pri miSih SF-1 KO. Na 25. dan (+ 2 dni) starosti smo
misSim WT odstranili jajénike ali moda z namenom prekinitve vpliva spolnih hormonov, ki
se zacnejo izlocati v puberteti. Kontrolne Zzivali so bile torej podobno izpostavljene
spolnim hormonom, kot misi SF-1 KO. Operativni poseg smo izvedli tudi na misih SF-1
KO, katerim smo naredili samo zarezo brez odstranitve spolnih Zlez, saj te pri njih niso

prisotne. Po operaciji smo misi izolirali v veliko kletko, ki smo jo pokrili s pokrovom.
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Preglednica 2: Protokol ravnanja z mismi SF-1 KO in mismi WT

STAROST (DNI) TRETMA
0 injekcija vsi
1 injekcija vsi
2 injekcija vsi
3 injekcija vsi
4 injekcija vsi
5 injekcija vsi
6 injekcija vsi + odvzem tkiva za genotipizacijo
7 injekcija vsi + genotipizacija + presaditev nadledvi¢ne Zleze pri miSih
SF-1 KO, vbod pri misih WT
9 injekcija misi SF-1 KO in mi§i WT
12 injekcija misi SF-1 KO in misi WT
16 injekcija misi SF-1 KO in misi WT
21 Odstavitev od mame
99.95 Odstranitev spolnih zZlez pri misih WT + operativni poseg pri miSih

SF-1 KO

3.1.2.1 Genotipizacija

3.1.2.1.1 Razgradnja tkiva

Vsem mladi¢em starim 4-6 dni smo odvzeli del¢ke tkiva prstov na zadnjih nogah. V istem

gnezdu je bilo potrebno vsakemu mladicu odvzeti deléek tkiva drugega prsta, saj smo jih s

tem tudi oznaCili glede na polozaj prsta s Stevilkami 1-10. Za razgradnjo tkiva smo

uporabili 200 pl pufra za razgradnjo (Taq DNA lysis buffer, Promega, WI, ZDA) in 15 pl

proteinaze K (15 mg/ml; Sigma) ter ga pustili ¢ez no¢ na stresalniku (Thermomixer

Compact, Eppendorf) pri 400 obr/min in 55°C.

3.1.2.1.2 Verizna reakcija s polimerazo

Za dolocitev genotipa mladicev smo uporabili metodo verizne reakcije s polimerazo (angl.

polymerase chain reaction, PCR) po protokolu (Luo in sod., 1994). Za genotipizacijo enega

vzorca smo uporabili 3 pl lizata razgrajenega tkiva, kateremu smo dodali 50 ng vsakega
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oligonukleotidnega zacetnika in sterilno destilirano vodo do kon¢nega volumna 10 pl. Pri
95 °C smo dodali 10 pl master miksa, ki je vseboval nukleotide in polimerazo DNK
(Promega). S tem korakom (dodajanjem polimeraze pri 95 °C) smo zmanjSali nastanek
nespecificnih produktov PCR. Za dolocitev spola zivali in genotipa za SF-1 smo uporabili
naslednje oligonukleotidne zacetnike:
- SF-1F 5-ACAAGCATTACACGTGCACC-3’in SF-1R
5’-TGACTAGCAACCACCTTGCC-3’ za dolocitev alela WT,
- SF-1-neo R 5’-AGGTGAGATGACAGGAGATC-3’ za dolocitev alela SF-1KO
ter
- F5-AGGCGCCCCATGAATGCATT-3’ in
R 5’-TCCATGAGGCTGATATTTATAG-3’ za dolocitev prisotnosti gena Sry.

PCR reakcijo smo izvedli v PCR aparaturi (Thermal cycler 2720, Applied biosystems,
Kalifornija, ZDA)

3.1.2.1.3 Elektroforeza

Po konc¢ani PCR reakciji smo nastale PCR produkte locili na gelski elektroforezi. Najprej
smo pripravili 2% agarozni gel, za katerega smo potrebovali 50 ml 0,5 M TBE pufra (Tris
boratni EDTA pufer) in 1 g agaroze (Sigma). Vse skupaj smo segreli do vretja v
mikrovalovni pecici, da se je agaroza raztopila. Ko se je raztopina malce ohladila, smo
dodali 0,7 ul etidijevega bromida (Promega), ki se vgradi med baze DNK in fluorescira pri
svetlobi valovne dolZine 300 nm. Tako pripravljen gel vlijemo v model in vanj vstavimo
glavnicke. Ko se je gel strdil, smo ga prenesli v enoto za elektroforezo v 0,5 M TBE pufer.
V prvi zepek smo odpipetirali 5 ul dolzinskih markerjev (100 bp). V naslednje pa smo nato
nanaSali po 10 pl vzorcev. Elektroforezno enoto smo zatem priklopili na vir napetosti 230
V. Po priblizno 20 min smo pod UV lu¢jo lahko opazovali nastale PCR produkte, ki so se
lo¢ili po velikosti (Sry = 200 bp, SF-1 = 500 bp in SF-1-neo = 600bp).
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3.1.2.2 Odstranitev spolnih zlez in operacija misi SF-1 KO

Pred odstranitvijo spolnih Zlez, smo miSi WT anestezirali s 50 pl meSanice anestetikov
Ketamina (Vetoquinol Biowet, Gorzowie, Poljska, 100 ug/g telesne teze), Acepromazina
(Fort Dodge Animal Health, Fort Dodge, IA, ZDA; 2 ng/g telesne teze) in Xilazina
(Chanelle Pharmaceuticals Ltd., Loughrea, Ireland; 10 pg/g telesne teze). MisSi smo najprej
populili dlako in predel razkuzili. Pri samcih smo odstranili moda in nadmodek skozi
zarezi na vsaki strani penisa, jajénike pri samicah pa skozi zarezo v trebusni votlini, kjer
poteka bela ¢rta. Po odstranitvi spolnih Zlez, smo miSim zasili rano z resorbtivno kirursko
nitjo 6/0 HR17 (Braun, Tuttlingen, Nemcija) in jim pod kozo aplicirali dve injekciji v
Stirturnem razmiku po 50 pl analgetika Butorfanola (Turbogesic, Fort Dodge Animal
Health, Fort Dodge, 1A, ZDA; 3 mg/kg telesne teze). Enak protokol smo izvedli tudi na
misih SF-1 KO, vendar s to razliko, da jim nismo odstranjevali spolnih Zlez, ker jih zaradi

neaktivnega gena za SF-1 nimajo.

3.1.2.3 Priprava kortikosteroidne mesSanice

Za pripravo meSanice kortikosteroidnih hormonov smo uporabili koruzno olje (Sigma),
hidrokortizon (H4001, Sigma), deksametazon (Deksametazon 21-fosfat, D1159, Sigma) in
fludrokortizon acetat (F6127, Sigma). Zalozni raztopini hidrokortizona 4 mg/ml in
fludrokortizon acetata 5 mg/ml smo vsako posebej pripravili v 95% etanolu (Merck,
Dermstadt, Nem¢ija). ZaloZno raztopino deksametazona smo pripravili v destilirani vodi.
Vse raztopine smo prefiltrirali skozi celuloznoacetatno filtrirno membrano s porami
premera 0,2 um (Sartorius, Goettingen, Nemcija). Skozi tak§no membrano smo prefiltrirali
tudi 18 ml koruznega olja, v katerega smo iz zaloZnih raztopin odpipetirali 2 ml
hidrokortizona, 2 ul deksametazona in 2 pl fludrokortizon acetata. Koncne koncentracije
steroidnih hormonov v meSanici so bile 400 pg/ml hidrokortizona, 40 ng/ml

deksametazona in 25 ng/ml fludrokortizon acetata.
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3.2 RANA

3.2.1 Ranitev zivali

Okoli 60. dneva (+10 dni) starosti smo misi naredili rano. Cas ranitve je bil vedno enak:
okoli 12. ure. Najprej smo mi$ anestezirali intramuskularno z mesSanico Ketamina,
Acepromazina in Xilazina ter ji po hrbtu populili dlako. Populjen predel smo razkuzili in s
pomocjo skarij in pincete prerezali kozo in podkozni misicni sloj. Mi§ smo ranili 1 cm pod
bazo lobanje, na levi in desni strani hrbta, na vsaki strani 1 cm od sredine. DolZina obeh
ran je bila priblizno 1 cm. Mi§ smo po prejetju analgetika s podkozno injekcijo Butorfanola

izolirali v svojo kletko.

3.2.2 Odvzem rane

3. dan po ranitvi smo rani odvzeli in Zival Zrtvovali. Zrtvovanje je bilo vedno ob enakem
Casu: ob 12. uri. Mi§ smo najprej anestezirali intramuskularno z meSanico Ketamina,
Acepromazina in Xilazina. Nato smo izrezali predel prve rane in ga potopili v fiksativ
bouin, kjer je ostal ¢ez noc¢. Naslednji dan smo ga prenesli v 70 % etanol (Merck) in nato

po standardnem protokolu vklopili v parafin.

Izrezali smo tudi predel druge rane, ki smo ga potopili v tekoci dusik in nato zamrznili na

-80°C. Ta vzorec se bo lahko nadalje uporabil za druge raziskave.

3.3 IMUNOHISTOKEMICNO BARVANJE

Vzorce ran, zalite v parafinski blok, smo narezali z mikrotomom na 7 pm debele rezine in
jih nato nanesli na predmetnice, prekrite s silanom (APES, Sigma) in polilizinom (poli-L-
lizin hidrobromid; MwMalls 70000-150000 (P1274), Sigma), ki smo jih predhodno
razporedili na rob vodne kopeli Leica Hi 1210 (Leica Microsystems, Nussloch, Nem¢ija) s
temperaturo 42-43°C, da so se rezine lazje razvile. Po prekononem suSenju rezin v
inkubatorju (Inkubator Termo 120V, Elektromehanika Labonova, Ilirska Bistrica, Slo) na

45°C smo jih najprej sprali v ksilenu (Xylene, Merck), da smo odstranili parafin, ¢emur je



26
Kozinc K. Razlike v celjenju ran med spoloma pri misih divjega tipa in misih brez gena SF-1.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2012

nato sledila rehidracija v padajoc¢ih koncentracijah etanolov (Merck) (100 %, 5 min; 96 %,
5 min; 70 %, 5 min) in destilirani vodi (5 min) na stresalniku (Vibromix 31, Tehtnica,
Zelezniki, Slo). Zatem smo spirali rezine 5 min na stresalniku v 1 x PBS pufru z 0,5 %
detergentom Tween 20 (Sigma), ki vpliva na propustnost celicnih membran. Po prvem
spiranju smo inkubirali rezine 20 min na stresalniku v 1 % H,0, (Merck), da smo blokirali
endogene peroksidaze, kateremu je sledilo drugo spiranje v svezem 1 x PBS pufru z 0,5 %
detergentom Tween 20. Nato smo rezine inkubirali v 0,01 M Na-citratu (Sigma) v
mikrovalovni pecici na pofasnem vrenju 20 min, s ¢imer smo razbili proteinske krizne
povezave, ki jih je tvoril fiksativ bouin, in razkrili epitope, kar je povecalo intenziteto
kon¢nega obarvanja. Pred spiranjem v 1 x PBS pufru z 0,5 % detergentom Tween 20 5 min
na stresalniku smo rezine pustili ohlajati v Na-citratu na sobni temperaturi priblizno 20
min. Na rezine smo nato nanesli raztopino 5 % normalega kozjega seruma (angl. normal
goat serum, NGS, Chemicon, CA, ZDA) v 1 x PBS pufru z 0,5 % detergentom Tween 20,
s katerim smo zmanjsali obarvanje ozadja, in ga inkubirali od 30 do 120 min na sobni
temperaturi. Zatem smo na rezine nanesli ustrezno razredcitev primarnih protiteles, ki smo
jo pripravili v raztopini 5 % normalega kozjega seruma v 1 x PBS pufru z 0,5 %
detergentom Tween 20, in jih pokrili s krovnimi stekelci ter inkubirali ¢ez no¢ na 4°C.
Uporabili smo primarna zajc¢ja poliklonska protielesa proti iNOS (Anti-INOS/NOSII,
Millipore, CA, ZDA) v razred¢itvi 1:100. Naslednji dan smo nevezana primarna protitelesa
sprali dvakrat po 5 min na stresalniku v 1 x PBS pufru z 0,5 % detergentom Tween 20 in
nato rezine inkubirali od 30 min do 60 min na sobni temperaturi z ustrezno razred¢itvijo
sekundarnih protiteles, ki so imela vezano beljakovino biotin. Uporabili smo biotinizirana
oslovska proti-zajcja protitelesa (angl. donkey anti rabbit, Jackson immunoresearch, West
Grove, PA, ZDA), ki smo jih razred¢ili 1:500 z 1 x PBS pufrom z 0,5 % detergentom
Tween 20. Zatem smo nevezana biotinizirana sekundarna protitelesa sprali dvakrat po 5
min na stresalniku v 1 x PBS pufru z 0,5 % detergentom Tween 20 in nato inkubirali rezine
od 30 do 60 min na sobni temperaturi v ustrezni razredCitvi streptavidin hrenove
peroksidaze (SHRP, angl. peroxidase-conjugated streptavidin; Jackson immunoresearch), s
katero ojacamo signal po dodatku substrata. SHRP smo razred¢ili 1:500 z 0,05 M TBS
(angl. Tris-buffered saline, Sigma). Sledilo je spiranje dvakrat po 5 min na stresalniku v
0,05 M TBS. Nato smo na rezine nanesli raztopino 0,05 % substrata DAB (3' 3'-
diaminobenzidin tetrahidroklorid, Sigma) v 0,05 M TBS z 0,01 % H;0, , s ¢imer smo
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lokalizirali protitelesa, ki so se vezala na ustrezne beljakovine. V prisotnosti H,O, se DAB
z encimom peroksidazo (ki je vezana na sekundarno Ab) pretvori v rjav precipitat, ki je
netopen v alkoholih, in v vodo. Reakcijo smo prekinili z inkubacijo rezin v destilirani vodi
dvakrat po 5 min na stresalniku. Strukture rezin smo nato obarvali s hematoksilinom
(Haematoxylin, Sigma) 15-60 s in barvo razvijali 5 min v navadni vodovodni vodi. Zatem
smo rezine dehidrirali v narasc¢ajo¢ih koncentracijah etanolov (70 %, 5 min; 96 %, 5
min;100 %, 5 min) in ksilenu (5 min) ter na koncu rezine pokrili s pokrovnim medijem

(Pertex Medite, Burgdorf, Nemcija) in tako pripravili trajen mikroskopski preparat.

3.4 BARVANJE PO HEMATOKSILINU IN EOZINU (HE BARVANJE)

Vzorce ran smo narezali in jih nanesli na predmetnice po protokolu, ki je opisan v poglavju
Imunohistokemija. Po 2 do 3 urnem suSenju rezin v inkubatorju na 45-50°C smo jih najpre;j
sprali v ksilenu, da smo odstranili parafin, ¢emur je nato sledila rehidracija v padajocih
koncentracijah etanolov (100 %, 5 min; 96 %, 5 min; 70 %, 5 min) in destilirani vodi (5
min). Nato smo inkubirali rezine 15-60 s v hematoksilinu in nato razvijali barvo 5 min v
navadni vodovodni vodi. Zatem je sledila 15 s inkubacija v eozinu (Eosin, Sigma) in hitro
spiranje v navadni vodovodni vodi ter dehidracija v nara$¢ajo¢ih koncentracijah etanolov
(70 %, 96 %, 100 %), saj se eozin v alkoholih spira. Po inkubaciji v ksilenu (5 min) smo

rezine pokrili s pokrovnim medijem Pertex.

3.5 ANALIZA PODATKOV

3.5.1 Pripravaslik, merjenje Sirine rane in viSine epitelija

Trajne mikroskopske preparate ran, ki smo jih obarvali s hematoksilinom in eozinom, smo
slikali in na digitalnih slikah izmerili §irino rane. Slikali smo s pomoc¢jo mikroskopa
Eclipse 80i (Nikon, Japonska) pod 4-kratno povecavo z vgrajeno digitalno kamero (DS-
Fil, Nikon) in programske opreme NIS-elements (NIS-Elements F 2.20 (Build 237),
Nikon). Digitalne slike smo nato obdelali s prosto dostopnim programom Image J verzija
1.34 (NIH, MD, ZDA). Izmerili smo Sirino rane od enega zunanjega roba do drugega in

Vi$ino na novo nastajajoCega epitelija. Na posamezni predmetnici so bile rezine ene zivali
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v medsebojnem razmiku priblizno 60 um in smo jih oznadcili kot 1. plast, 2. plast in 3.
plast. Vsako rano smo s programom Image J izmerili 10-krat in izracunali povprecje
meritev, da smo zmanjSali vpliv merske napake. Nato smo izracunali §e povprecje meritev

vseh treh plasti ran ene zivali.

Za merjenje viSine na novo nastajajoCega epitelija smo rano slikali pod 20-kratno
povecavo. Zatem Smo po celotnem dnu rane na rezini v 2. plasti merili viSino epitelija

(priblizno 15 meritev na rano) in nato izracunali povpre¢je meritev.

3.5.2 Stetje celic

Na vzorcih ran, na katerih smo naredili imunohistokemi¢no barvanje, smo pod
mikroskopom Eclipse 80i pri 20-kratni povecavi presteli rjavo obarvane celice (celice, Ki
so izrazale iNOS). Pri oZjih ranah smo Steli celice v enem vidnem polju, pri SirSih v dveh.
Na posamezni predmetnici sta bili po dve zaporedni rezini iz 1. plasti in po dve zaporedni
rezini iz 2. plasti. Na dnu vsake rane smo pod mikroskopom presteli §t. celic in po
posameznih plasteh izracunali povpreéje. Na koncu smo izracunali tudi povprecje celic v

obeh plasteh.

3.6 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV

Podatke o Sirini rane, visini epitelija ter Stevilu celic, ki so izrazale iNOS smo analizirali z
dvosmerno analizo variance, pri kateri smo uporabili spol in genotip Zivali kot dve
neodvisni spremenljivki. Ker se je epitelij na dnu rane pojavil samo pri nekaterih misih,
smo morebitne razlike med skupinami v hitrosti celjenja (pojav epitelija na dnu rane)
preverili s testom H-kvadrat. Za vse analize smo kot statisti¢no znacilne razlike dolo¢ili p

<0,05.
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4 REZULTATI

4.1 SIRINA RANE

Na rezinah pobarvanih s hematoksilinom in eozinom smo merili Sirino rane s pomocjo
programa Image J od enega zunanjega roba do drugega (Slika 3). Vsako rezino smo
izmerili 10-krat, da smo izni€ili vpliv merske napake, in izraCunali povpre¢je meritev. Ker
smo na vsako zival imeli po 3 rezine, smo izracunali §e povpre¢je meritev $irine rane teh
treh rezin. Na koncu smo izracunali Se povprecje meritev Sirine rane na vsako skupino
zivali (Slika 4). Imeli smo poskusno in kontrolno skupino zivali. V poskusni skupini je bilo
9 samic SF-1 KO in 6 samcev SF-1 KO, v kotrolni pa 6 samic WT in 8 samcev WT.
Dvosmerna analiza variance pri kateri smo uprabili spol in genotip zivali kot dve neodvisni

spremenljivki, ni pokazala nobenih statisti¢no znacilnih razlik.

Slika 3: Merjenje §irine rane od enega zunanjega roba do drugega
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Slika 4: Povprecéna §irina rane v mm po skupinah zivali in prikaz intervalov standardne napake
Legenda: SF-1 KO & - samec brez gena SF-1, SF-1 KO @ - samica brez gena SF-1, WT &' -samec divjega

tipa, WT @ - samica divjega tipa

4.2 VISINA EPITELIJA

Na rezinah pobarvanih s hematoksilinom in eozinom smo merili viSino na novo
nastajajocega epitelija (Slika 5). Na rezini v 2. plasti smo na dnu rane izmerili vi§ino
epitelija (priblizno 15 meritev na rano) in nato izracunali povprec¢je meritev. Na koncu smo
izraCunali povprecje meritev viSine epitelija na vsako skupino Zivali (Slika 6). Imeli smo
poskusno in kontrolno skupino zivali. V poskusni skupini je bilo 9 SF-1 KO samic in 6 SF-
1 KO samcev, v kotrolni pa 6 WT samic in 8 WT samcev. Epitelij je bil prisoten pri 3
samicah SF-1 KO in 2 samcih SF-1 KO ter pri 5 samicah WT in 5 samcih WT. Izracunali
smo delez zivali z nastajajo¢im epitelijem (Slika 7). Dvosmerna analiza variance pri kateri
smo uprabili spol in genotip zivali kot dve neodvisni spremenljivki, ni pokazala nobenih
statisticno znacilnih razlik. Z njo smo ugotavljali razlike v povprecni visini epitelija med
skupinami. S testom H-kvadrat, ki tudi ni pokazal nobenih statisticno znacilnih razlik, smo

ugotavljali razlike med skupinami v delezu zivali s prisotnim epitelijem.
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Slika 5: Merjenje vi$ine epitelija
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Slika 6: Povpre¢na visina epitelija v mm po skupinah zivali in prikaz intervalov standardne napake
Legenda: SF-1 KO & - samec brez gena SF-1, SF-1 KO @ - samica brez gena SF-1, WT & -samec divjega

tipa, WT @ - samica divjega tipa
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Slika 7: Odstotek zivali z nastajajo¢im epitelijem po skupinah
Legenda: SF-1 KO & - samec brez gena SF-1, SF-1 KO @ - samica brez gena SF-1, WT & -samec divjega
tipa, WT @ - samica divjega tipa

4.3 STETJE CELIC

Pod mikroskopom smo $teli rjavo obarvane celice, ki so izrazale iNOS. Za vsako Zival smo
izraCunali povprecno Stevilo celic in na koncu Se povprecje Stevila celic po skupinah zivali
(Slika 8). Imeli smo poskusno in kontrolno skupino zivali. V poskusni skupini je bilo 8 SF-
1 KO samic in 5 SF-1 KO samcev, v kotrolni pa 6 WT samic in 8 WT samcev. Dvosmerna
analiza variance s spremenljivkama spol in genotip ni pokazala nobenih statisti¢no

znacilnih razlik med skupinami.
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Slika 8: Povprec¢no $tevilo celic iNOS po skupinah in prikaz intervalov standardne napake
Legenda: SF-1 KO & - samec brez gena SF-1, SF-1 KO @ - samica brez gena SF-1, WT & -samec divjega
tipa, WT @ - samica divjega tipa
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

V literaturi je veliko znanega glede vpliva spolnih hormonov na celjenje ran pri misih in
pri ljudeh, zato smo se odlocili, da na miS§jem modelu preverimo, ¢e poleg spolnih
hormonov tudi geni na spolnih kromosomih vplivajo na razlike v celjenju ran med
spoloma. Uporabili smo misi brez gena SF-1, ki se rodijo brez nadledvi¢nih in spolnih Zlez
in zato niso izpostavljene spolnim hormonom med razvojem. Kot kontrole pa smo
uporabili misi divjega tipa, ki smo jim odstranili jajénike ali moda, da smo izni¢ili
neposredni vpliv spolnih hormonov na celjenje rane. Spolni hormoni se pri teh zivalih
zacnejo izlocati Ze v maternici, vendar je njihova aktivnost izloCanja ve¢ja v puberteti. V
nasi raziskavi smo mis$im WT odstranili spolne Zleze pred puberteto, zato da smo iznicili
neposredni (aktivacijski) vpliv spolnih hormonov na celjenje rane. Kontrolne Zivali so zato

bolj primerljive mi$im brez gena SF-1, ki nimajo prisotnih spolnih hormonov.

5.1 SIRINA RANE

Z merjenjem $irine rane tretji dan po ranitvi od enega zunanjega roba rane do drugega smo
zeleli ugotoviti hitrost celjenja, oziroma ¢e je med skupinama prislo do kak$nih razlik pri
kréenju rane. Ker smo Zeleli izniciti vpliv merske napake, smo Sirino vsake rane izmerili
10-krat. Za bolj reprezentativen konc¢ni rezultat smo na vsako Zival imeli po 3 rezine z
ranami, iz katerth smo izraunali povprec¢je meritev Sirine rane. Na koncu smo izracunali

Se povprecje meritev Sirine rane na vsako skupino zivali.

Dvosmerna analiza variance, pri kateri smo uporabili spol in genotip zivali kot dve
neodvisni spremenljivki, ni pokazala nobenih statisticno znacilnih razlik ne med spoloma

in ne med genotipi misi.

Skrcenje rane je zadnja izmed Stirih faz celjenja rane, ki naj bi se zacela pri ¢loveku nekje
od 6 do 15 dneva po ranitvi (Barrientos in sod., 2008), pri miSih pa naj bi se rane zacele
kréiti Ze v prvih 48 urah, ko je ze prisotnih nekaj miofibroblastov (Bullard in sod., 1999).
Nanjo vpliva ve¢ usklajenih interakcij med celicami, zacasnim zunajcelicnim matriksom in

citokni. Fibroblasti se preoblikujejo v miofibroblaste, ki so odgovorni za krenje rane
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(Barrientos in sod., 2008). V kozi misi je prisoten podkozni mi$i¢ni sloj, ki ga ljudje
nimamo, panniculus carnosus, ki je odgovoren za hitro skrcitev koZze po poSkodbi (Wong
in sod., 2011). MiSim se torej rana skr¢i takoj po poSkodbi in potem se Se dokoncno kr¢i
med procesom celjenja. Med celjenjem rane estrogeni pospesujejo kréenje rane, medtem
ko ga androgeni zavirajo. Ker miSi v naSem poskusu niso imele prisotnih spolnih
hormonov, neposredno vpliva tega dejavnika nismo proucevali. Posredno pa smo lahko
predvidevali, da imajo verjeten vpliv na celjenje, saj pri misih v naSem poskusu nismo
opazili statisticno znacilne razlike v Sirini rane med spoloma, medtem ko so te razlike
dobro znane iz literature. Nasa raziskava torej kaze, da na razlike v hitrosti celjenja rane in

kr¢enja rane verjetneje vplivajo spolni hormoni.

5.2 VISINA EPITELIJA

Na rezini v 2. plasti smo na dnu rane izmerili viSino epitelija (priblizno 15 meritev na rano)
in nato izracunali povpre¢je meritev. Na koncu smo izraCunali povprecje meritev viSine
epitelija za vsako skupino Zivali in naredili grafikon, ki predstavlja povprecno visino

epitelija po skupinah.

Z dvosmerno analizo variance, pri kateri smo uprabili spol in genotip Zivali kot dve
neodvisni spremenljivki, nismo ugotovili nobenih statisticno znacilnih razlik. Statisti¢no
znadilno ni bilo med skupinami Zivali nobenih razlik, vendar se na grafikonu kaze trend
vi§je povprecne visine epitelija pri zZivalih WT. To bi lahko pripisali temu, da so bile Zivali
WT v maternici in po rojstvu do odstranitve spolnih Zlez izpostavljene spolnim hormonom,
kar bi morda lahko vplivalo na boljSe celjenje ran (Ashcroft in sod., 2002). Druga razlaga
pa bi lahko bil tudi neposreden vpliv gena SF-1. Ta se namre¢ izraza tudi v vranici in
kostnem mozgu (Bakke in sod., 2001), ki sodelujeta pri delovanju imunskega sistema. Pri
misih brez gena SF-1 bi zato bilo mozno, da imunski sistem nepravilno deluje, kar bi lahko

privedlo tudi do slabSega celjenja rane.

Z raziskavo visine epitelija lahko predvidevamo, da tudi na hitrost nastanka novega
epitelija verjetneje vplivajo spolni hormoni, saj nismo ugotovili statistiéno znacilnih razlik

med skupinami Zivali.
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5.3 DELEZ ZIVALI S PRISOTNIM EPITELIJEM

Epitelij je bil prisoten le pri nekaterih zivalih, zato smo izracunali delez zivali s prisotnim
epitelijem po skupinah. Za statisticno analizo morebitnih razlik med skupinami v hitrosti
celjenja (pojav epitelija na dnu rane) smo uporabili test H-kvadrat. Tudi ta test ni pokazal
statisti¢no znacilnih razlik med skupinami v delezu zivali s prisotnim epitelijem, vendar se
na grafikonu kaze trend vecje prisotnosti epitelija pri misih WT. To lahko povezemo z
izpostavljenostjo mis§i WT spolnim hormonom pred in po rojstvu ali pa z morebitnim
slabsim delovanjem imunskega sistema zarado odsotnosti gna SF-1 v vranici in kostnem

mozgu, kot smo to opisali pri viSini epitelija.

Raziskava zopet kaze, da na razlike v celjenju ran verjetneje vplivajo spolni hormoni, Saj

med skupinami ni statisti¢no znacilnih razlik.

Pri vseh zivalih, ki so imele prisoten epitelij, se ta pri nekaterih ni pojavil po celotnem dnu
rane, ampak je bil prekinjen na sredini. Ta ugotovitev se sklada z raziskavami Wernerja in
sodelavcev, ki so odkrili, da dan ali dva po ranitvi zacnejo celice ob robovih rane
proliferirati za migrirajo¢imi celicami. To pomeni, da se tvorba epitelija pricne ob robovih

rane in prehaja v njeno dno (Werner in sod., 1994).

5.4 STETJE CELIC

Pod mikroskopom smo $teli rjavo obarvane celice, ki so izrazale iNOS. Za vsako Zival smo
izraCunali povprecno Stevilo celic in na koncu Se povprecje Stevila celic po skupinah zivali.
Dvosmerna analiza variance s spremenljivkama spol in genotip ni pokazala nobenih

statisticno znacilnih razlik med skupinami.

INOS se nahaja v makrofagih in fibroblastih, kjer proizvaja dusikov oksid (NO), ki ima
pomembno vlogo pri celjenju ran (Shi in sod., 2001). Uspesno celjenje ran se odrazi v
vecjih koli¢inah makrofagov in fibroblastov, kar posledi¢no pomeni tudi povecano Stevilo

celic, ki so bile prisotne v rani.
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Iz grafikona Povpre¢no Stevilo celic iNOS po skupinah je viden trend povisanih celic pri
samcih WT, pri vseh ostalih skupinah pa zelo nizko Stevilo celic, ki so izrazale iNOS. To
bi lahko pripisali temu, da so se morebiti rane pri zivalih, ki niso imele veliko celic, hitreje
celile in je Ze prislo do epitelizacije in posledi¢no do odsotnosti celic. Visok delez celic pri
samcih WT bi lahko pripisali izpostavljenost zivali androgenim hormonom v maternici in v
obdobju po rojstvu. Raziskave kazejo, da androgeni omejujejo proces celjenja, saj
pospesujejo lokalno vnetje (Ashcroft in sod., 2002). Androgenom, sicer pred samim
poskusom celjenja rane, pa so bili v na$i raziskavi v obdobju pred in po rojstvu
izpostavljeni samo samci WT. Ker makrofagi sodelujejo v vnetni fazi, ki je pri misSih WT
po predpostavki pospesena, je tudi posledi¢no prisotnih ve¢ celic, ki izrazajo iNOS. Iz
grafikona je razvidno, da pri samicah WT ni prisotnih skoraj ni¢ celic. To lahko morebiti
razlozZimo z izpostavljenostjo spolnim hormonom pred sterilizacijo, saj estrogeni
pospesujejo celjenje ran. Posledi¢no je mozno, da so bile rane Ze zaceljene in zato nismo

opazili nobenih celic, ki bi izrazale iNOS.

Iz tega, da ni prisotnih statisti¢no znacilnih razlik, lahko ponovno predvidevamo, da na

razlike v celjenju ran verjetneje vplivajo spolni hormoni.

Sklep: Z naso raziskavo nismo uspeli potrditi razlik v celjenju ran med spoloma pri misih
divjega tipa in misih brez gena SF-1, ki bi bile posledica vpliva genov na spolnih
kromosomih. Ker se rezultati merjenja Sirine rane, visine epitelija, delez zivali s prisotnim
epitelijem in Stevilo celic, ki so izrazale iNOS, niso statisti¢no razlikovali glede na spol in
genotip, nasa raziskava kaze, da na razlike v celjenju ran med spoloma verjetneje vplivajo

spolni hormoni.

Le obseZnejSa raziskava z vecjimi vzorci bi lahko v celoti odgovorila na vpraSanje, ali med
skupinami ni nobenih pomembnih razlik in torej na razliko v celjenju ran med spoloma ni

vpliva genov.
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6 POVZETEK

Celjenje ran je kompleksen bioloski proces, ki ga sestavljajo hemostaza, vnetje,
proliferacija in preoblikovanje tkiva. Pri njem sodelujejo razlicni tipi celic, kot so:
nevtrofilci, makrofagi, limfociti, keratinociti, fibroblasti in endotelne celice. Na celjenje

ran lahko vpliva ve¢ dejavnikov, ki delujejo na razli¢ne faze celjenja.

Cedalje bolj postaja jasno dejstvo, da so spolni hormoni kljuéni igralci pri celjenju ran.
Androgeni in estrogeni imajo namre¢ velik vpliv na funkcijo vnetnih celic, saj sodelujejo
pri procesih kemotakse, aktivacije in izloCanja vnetnih citokinov. Vloga estrogenov pri
celjenju ran je, da uravnavajo vnetni odgovor, izraZanje citokinov, nalaganje matriksa,
pospesujejo ponovno epitelizacijo, tvorbo novih zil in kréenje rane, s ¢imer vplivajo na
boljse celjenje ran (Ashcroft in sod., 1997; Ashcroft in sod., 1999a). Nasprotno pa

androgeni negativno vplivajo na celjenje ran, saj pospesujejo lokalno vnetje.

V diplomski nalogi smo poskuSali ugotoviti, ¢e poleg spolnih hormonov tudi geni na
spolnih kromosomih vplivajo na razlike v celjenju ran med spoloma. Pri raziskavi smo
uporabili misi divjega tipa in mi$i brez gena SF-1, ki se rodijo brez nadledvi¢nih in spolnih

Zlez in zato niso izpostavljene spolnim hormonom med razvojem.

Okoli 60. dneva (+10 dni) starosti smo misi naredili rano, ki smo jo po treh dneh odvzeli
(izrezali smo predel rane) in zival zrtvovali. Rano smo nato potopili v fiksativ bouin in jo
po standardnem postopku vklopili v parafin. Na osnovi histoloske preiskave ter
imunohistokemicne analize izraZenosti iNOS smo poskusali ugotoviti morebitne razlike v

celjenju ran med skupinami zivali.

Histoloske rezine, ki smo jih pobarvali z barviloma hematoksilin in eozin, smo poslikali in
na digitalnih slikah merili Sirino rane 0d enega zunanjega roba rane do drugega in visino

epitelija na dnu rane.

Izrazanje iNOS smo analizirali z metodo imunohistokemic¢nega barvanja, pri katerem smo

uporabili primarna zaj¢ja poliklonska protitelesa proti iNOS (Anti-iINOS/NOSII).
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Podatke smo analizirali z dvosmerno analizo variance, pri kateri smo uporabili spol in
genotip zivali kot dve neodvisni spremenljivki. Zaradi pojava epitelija na dnu rane le pri
nekaterih zivalih, smo morebitne razlike med skupinami glede na prisotnost epitelija

preverili s testom H-kvadrat. Za vse analize smo kot statisticno znacilne razlike dolo¢ili p
<0,05.

Rezultati merjenja Sirine rane, viSine epitelija, delez Zivali s prisotnim epitelijem in Stevilo

celic, ki so izrazale iNOS, ne kaZejo statisti€no znacilnih razlik glede na spol in genotip.

Z naso raziskavo nismo uspeli potrditi razlik v celjenju ran med spoloma pri misih divjega
tipa in misih brez gena SF-1, ki bi bile posledica vpliva genov na spolnih kromosomih.
Nasa raziskava kaze, da na razlike v celjenju ran med spoloma verjetneje vplivajo spolni

hormoni.
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