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Περίληψη 
Στην παρούσα εργασία αναπτύχθηκε η ανάλυση εικόνας ενός πειραματικού πρωτοκόλλου επούλωσης πληγής και διερευνήθηκε ο ρόλος του μεταγραφικού παράγοντα NF-κB και της ιντερλευκίνης 10. Ως πειραματικό μοντέλο χρησιμοποιήθηκαν ανθρώπινα κύτταρα HaCaT. Για την ανάλυση των εικόνων επιτεύχθηκε επαναληψιμότητα των μετρήσεων με τοποθέτηση πολλαπλών σημείων για τη σκιαγράφηση του περιγράμματος της πληγής και την ποσοτικοποίηση του εμβαδού της. Η αναστολή της NF-κB σηματοδότησης με προσθήκη ειδικού αναστολέα της IKK2 οδήγησε σε σημαντική επιβράδυνση στην επούλωση ενώ η προσθήκη IL-10 δεν έδωσε σαφή αποτελέσματα.
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Εισαγωγή
Η επούλωση πληγής συνιστά μια  διαδικασία ζωτικής σημασίας που χωρίζεται σε διαφορετικά στάδια (Almadani et al., 2021). Σημαντικό ρόλο στη διαδικασία επούλωσης έχει η οικογένεια του μεταγραφικού παράγοντας NF-κB που ρυθμίζουν την έκφραση πληθώρας γονιδίων κάτω από φυσιολογικές και παθολογικές συνθήκες (Liu et al., 2017). Στα κερατινοκύτταρα, το μονοπάτι του NF-κΒ/p65 παίζει ρόλο ζωτικής σημασίας, καθώς εξασφαλίζει τη ρύθμιση της επιδερμικής ομοιόστασης (Grinberg-Bleyer et al., 2015), προάγει την επιβίωση και τον έλεγχο του κυτταρικού πολλαπλασιασμού (Takao et al., 2003). Αναστολή του NF-κΒ οδηγεί σε κυτταρική απόπτωση και έντονη ψωριασόμορφη φλεγμονή και δερματίτιδα (Kumari et al., 2021), ενώ θετικός ρυθμιστής είναι η ιντερλευκίνη-10 (Papoutsopoulou et al., 2011). Στην παρούσα μελέτη αναπτύχθηκε πειραματικό πρωτόκολλο επούλωσης πληγής, ανάλυση επιφάνειας και διερευνήθηκε ο ρόλος του NF-κB είτε παρουσία του αναστολέα ΒΙ 605906, είτε παρουσία νέου διμερούς της ιντερλευκίνης-10, το οποίο παρουσιάζειι μεγάλη σταθερότητα και in vitro δράση (Minshawi et al., 2020).
Υλικά και Μέθοδοι
Αθανατοποιημένα κύτταρα HaCaΤ καλλιεργήθηκαν θρεπτικό υλικό DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) παρουσία αντιβιοτικού pen/strep και FBS (Fetal-Bovine-Serum. Για τη δημιουργία πληγής χρησιμοποιήθηκε tip μικροπιπέτας σε καλλιέργειες με 90% πληρότητας. Μετά από ξέπλυμα θρεπτικό υλικό έγινε ή όχι προσθήκη 10μΜ ΒΙ 605906 ή 400 pg/ml wtIL-10 ή sIL-10. Εγιναν λήψεις φωτογραφιών σε συγκεκριμένα χρονικά διαστήματα. Η ανάλυση των φωτογραφιών πραγματοποιήθηκε μέσω του λογισμικού ImageJ  χρησιμοποιώντας το εργαλείο “Polygon” για την τοποθέτηση πολλαπλών σημείων με σκοπό την σκιαγράφηση των ορίων της πληγής και την ποσοτικοποίηση του εμβαδού της.

Αποτελέσματα
Αρχικά μελετήθηκε η περιεκτικότητα του θρεπτικού μέσου καλλιέργειας σε διάφορες συγκεντρώσεις FBS; 1%, 2%, 4% και 10% και η ιδανικότερη περιεκτικότητα ήταν 2% v/v FBS. Η ανάλυσης εικόνας πραγμτοποιήθηκε σε στάδια και δοκιμάστηκαν δύο διαφορετικές προσεγγίσεις (Εικόνα 1).  Η πρώτη προσέγγιση βασίστηκε στο εργαλείο “Straight” με σκοπό τον υπολογισμό της έκτασης πληγής με πολλαπλές μετρήσεις κατά μήκος κατά μήκος, ενώ η δεύτερη στο “Polygon” με υπολογισμό έκτασης κατά εμβαδό. Για την αναστολή του  NF-κΒ πραγματοποιήθηκε προσθήκη 10μΜ ΒΙ 605906 και διαπιστώθηκε ότι η αναστολή του επιβράδυνε την επούλωση του τραύματος  (R2 = 0.7582 για το Medium και R2 = 0.8013 για τον αναστολέα) (Εικόνα 2A). Η προσθήκη 100 pg/ml είτε της wtIL-10 ή της sIL-10 δεν είχαν στατιστικά σημαντική επίδραση στο πείραμα (Εικόνα 2B).	Comment by Matoula Pap: Φτιαξτε μια εικονα οπου να φαινονται σε Α και Β  οι 2 διφορετικες αναλυσεις που δοκιμασατε
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Εικόνα 1: Οπτικοποίηση των μεθόδων “Straight” (A) και “Polygon” (B). (A):  Λήψη πολλαπλών μετρήσεων κάθετα στην πληγή και υπολογισμός του μέσου όρου τους ανά δείγμα. (B): Σκιαγράφηση της πληγούσας περιοχής και ακριβής υπολογισμός του εμβαδού της.
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Εικόνα 2: Επίδραση αναστολέα NF-κΒ στην επούλωση πληγής. (Α)  μαθηματική μοντελοποίηση κάλυψης της περιοχής τραύματος. Σύγκριση ομάδας ελέγχου με ομάδα που έλαβε τον αναστολέα, σε διάστημα 30 ωρών. (Β) Επίδραση wtIL-10 ή της sIL-10 στην επούλωση πληγής. Σύγκριση μεταξύ ομάδας ελέγχου με μια ομάδα που έλαβε IL-10 και μια ομάδα που έλαβε IL-10 dimer σε διάστημα 24 ωρών.

Συμπεράσματα
· Η ακριβέστερη προσέγγιση για την ανάλυση πληγής ήταν η μέθοδος ΜΕΤΡΗΣΗΣ ΕΠΙΦΑΝΕΙΑΣ ΜΕ ΧΡΗΣΗ ΕΡΓΑΛΕΙΟΥ “POLYGON”.
· Η ιδανικότερη περιεκτικότητα FBS ήταν 2% v/v.
· Η φαρμακολογική αναστολή του NF-κB οδήγησε σε σημαντική επιβράδυνση της επούλωσης του τραύματος.
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