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1. SOUHRN

Rozhodujici udalosti v patogenezi jaterna fibrozy je expanze myofibroblastd (MFB).
Aktivace jaternich hvézdicovych bunék (HSC) na MFB vede ke zvySeni produkce
extracelularni matrix (ECM). V nasi praci jsme studovali vliv rastového faktoru fibroblastt 1
(FGF-1) na jaterni MFB. V druhé c¢asti jsme studovali vliv transformujiciho rustového faktoru
B1 (TGF P1) a FGF-1 na bunécnou liniit HSC-T6. Buiiky byly kultivovany na plastovych
miskach a v 3D prosttedi kolagenniho gelu napodobujiciho fibrotickou tkan.

MFB byly izolovany opakovanym pasazovanim frakce neparenchymovych jaternich
bun¢k. Pfenos MFB z plastu do kolagenu vedlo ke zménam v jejich morfologie a fenotypu.
Exprese cytokinu TGF-f1 a MFB markera hladkosvalového a aktinu (a-SMA) a bunééného
fibronektinu (FN-EDA) byla vyrazné tlumena v kolagennim geleu. Experimenty s SB 431542
inhibitorem receptoru pro TGF-B I ukazaly, ze exprese FN-EDA je zavisla na TGF-Bl1,
zatimco o-SMA je exprimovan zejména pod vlivem kultiva¢niho prostiedi a az poté
modulovan pomoci TGF-B1. Kolagenni gel neméni expresi z¢latinazy (MMP-2), ale aktivuje
jeji proenzym. FGF-1, ktery je pravdépodobné zapojen do regulace jaterni fibrézy, snizuje
expresi a-SMA a zvysuje expresi FN-EDA v bunkach na plastu. Na bunky v gelu ma FGF-1
mirngj$i vliv.

Bunécna linie HSC-T6 predstavuje dobfe zavedeny model aktivovanych HSC. Tyto
buitkky po stimulaci TGF-B1, kterd vyvoldva MFB diferenciaci a produkci ECM, silné
exprimuji a-SMA a FN-EDA. FGF-1/H snizil jejich mnozstvi na troven srovnatelnou
S neovlivnénymi buikami. Pfidavek FGF-1 také mirné potlacil sekreci Zelatinaz
do kultiva¢niho média, ale pouze v buinikach na kolagennim gelu. Kultivace v kolagennim
gelu vede ke zménam v morfologii bunék a snizuje expresi a-SMA. Stimulace bun¢k TGF-$1
vede k nartistu exprese FN-EDA, ale ne a-SMA. I kdyz bunky na plastu a v kolagennim gelu
vykazuji rizné vlastnosti, FGF-1 snizuje expresi FN-EDA v obou prosttedich.

NaruSeni TGF-B1 signalni drahy ptedstavuje potencidlni strategii pro 1écbu fibrozy.
Prokazali jsme, ze FGF-1 by mohl antagonizovat signaly iniciované TGF-B1 a ovliviiovat tak
progresi jaterni fibrozy.



2. SUMMARY

Myofibroblast expansion is a critical event in the pathogenesis of liver fibrosis. The
activation of hepatic stellate cells (HSC) to myofibroblast (MFB) results in the enhanced
production of extracellular matrix (ECM). We have studied the effect of fibroblast growth
factor 1 (FGF-1) on liver MFB. In the second part we investigated effect of transforming
growth factor 1 (TGF-B1) and FGF-1 on cell line HSC-T6. Cells were cultured on plastic
dishes and in 3D collagen gel mimicking fibrotic tissue.

MFB were isolated by repeated passaging of nonparenchymal liver cell fraction. The
transfer of MFB from plastic dishes to collagen gel resulted in the change in their shape and
phenotype. The expression of cytokine TGF-1 and of MFB markers, a-smooth muscle actin
(a-SMA\) and cellular fibronectin (EDA-FN) on protein level was significantly decreased in
collagen gel. The experiments with SB 431542, the inhibitor of TGF-f receptor type I,
showed that EDA-FN and a-SMA are differently regulated. EDA-FN expression is dependent
on TGF-B1, while the expression of a-SMA is primarily determined by the environment and
modified by TGF-B1. EDA-FN is more sensitive to the U0126, the inhibitor of protein kinases
MEK 1 and 2. Collagen gel does not change the expression of metalloproteinase MMP-2 but
activates the proenzyme. FGF-1, the cytokine possibly involved in liver fibrosis, decreases the
expression of a-SMA and increases the expression of EDA-FN in the cells on plastic when
used in combination with heparin. The action of FGF-1 is milder in the gel.

HSC-T6 cell line represents well-established model of activated HSC. These cells
strongly expressed a-smooth muscle actin (a-SMA) and fibronectin (FN-EDA) after
stimulation with TGF-B1, which is a stimulus for MFB differentiation and ECM production.
FGF-1 reduced proteins expression to levels comparable with untreated cells. Mild repression
of secreted gelatinases was seen in culture media after FGF-1 treatment. The exposure of cells
to collagen gel leads to changes in cell morphology and in expression of MFB markers. Lack
of a-SMA in cells embedded to collagen gel was detected. When stimulated with TGF-B1, the
cells increased expression of FN-EDA, but not a-SMA. Although the cells on plastic and in
collagen gel show different properties, FGF-1 reduced expression of FN-EDA in both
conditions.

Disrupting TGF-B1 signalling pathway represents a potential strategy for the treatment
of fibrosis. We showed that FGF-1 could antagonize signals initiated by TGF-p1 and had
influence on progression of liver fibrosis.



3. UVOD DO PROBLEMATIKY

3.1. Jaterni fibréza

Jaterni fibréza je dynamicky proces charakteristicky nadmérnou kumulaci slozek
extracelularni matrix (ECM). Jedna se reakci na chronické poskozeni jater, kdy nekroticka
tkan je nahrazovana vazivem. Prvni klinické studie zabyvajici se potencialni reverzibilitou
jaterni fibrézy probéhly uz v roce 1970, ale vétsi pozornosti se dockaly az o deset let pozdé;i,
kdy byly za producenty kolagenu v jatrech oznaceny jaterni hvézdicové bunky (HSC)
(Bataller a Brenner 2005). Po poskozeni jater dochazi k proliferaci a aktivaci HSC.
Vysledkem aktivace je pfeména na myofibroblasty (MFB).

Pfi studiu jaterni fibrozy se pouzivaji jak zviteci in vivo modely tak in vitro modely. V
in vivo modelech se fibroza resp. cirhdza vyvolava toxickym poskozenim jater zvifete
naptiklad podanim tetrachlormetanu, thioacetamidu nebo dimethylnitrosaminu. V nasi praci
jsme pouzivali in vitro model, kdy jsme izolovali neparenchymovou frakci jaternich bunék z
potkanich jater. Opakovanym pasazovanim na plastovych Petriho miskach jsme ziskali bunky
s myofibroblastickym fenotypem (Knittel a spol. 1999, Ogawa a spol. 2007, Jiroutova a spol.
2013). Jako model aktivovanych HSC jsme pouzili bunécnou linii HSC-T6, jeden z kloni
izolovanych z jater potkana kmene Sprague-Dawley Dr. Friedmanem.

3.2. Extracelularni matrix

ECM je slozena z glykosaminoglykant, proteoglykand, glykoproteind, kolagent a
z multiadheznich molekul. V nepoSkozenych jatrech ECM tvoii nosné pletivo, které
mechanicky udrzuje strukturu tkané¢ a poskytuje signdly pro piritomné bunky (hepatocyty,
HSC, MFB, epitelidlni bunky, atd.). Adhezivni interakce mezi buiitkami a proteiny ECM hraji
dulezitou roli v embryonalni morfogenezi a v regulaci genové exprese v bunikach dospélého
organizmu (Juliano a Haskill 1993).

Jaterni fibréza je spojena s velkymi zménami v kvantité 1 kvalit¢ ECM. V pokroc€ilych
stadiich jatra obsahuji az Sestkrat vétsi mnozstvi ECM s ptfevahou kolagenu typu I. Na ECM
jsou navazany cytokiny a ristové faktory, které se v ptipad¢ poskozeni tkané uvolnuji a
zesiluji fibrotizacni pochody. Hlavnimi producenty ECM v poskozenych jatrech jsou
aktivované HSC a MFB.

Fyziologicka 1 patologicka ECM se sklddd z kolagenni a nekolagenni slozky. V
lidském téle se nachazi vice nez dvacet typu kolagenu, pti¢emz v lidskych jatrech bylo dosud
nalezeno deset riznych typl. Ve fibrotickych jatrech je obsah kolagenu zvySen, az
¢trnactkrat. Stoupa zastoupeni fibrilarnich kolagent typu I, Il a V (Gressner a Weiskirchen
2006). Kolagen typu I se Casto voli jako 3D kultiva¢ni prostiedi, protoze tvoii prostiedi blizsi
zivému modelu neZ polystyrenova Petriho miska.

Mnozstvi a kvalita ECM je zavisla na syntéze a degradaci jejich slozek. Pti degradaci
fibrotické tkané v jatrech se uplatiuji enzymy matrix metaloproteinazy (MMP), které jsou
produkovany ptedev§im HSC (Li a Friedman 2001). Jedna se o skupinu zinek-dependentnich
enzymu se schopnosti Stépit témét vSechny slozky ECM a bazéalni membrany.

Produkce uc¢innych MMP zavisi nejen na genové expresi, ale i na aktivaci MMP
prekurzori a na mnoZstvi produkovanych tkanovych inhibitori matrix metaloproteinaz
(TIMP). TIMP 1-4 jsou tvofeny fadou bunék mimo jiné i MFB, HSC, endotelovymi
buitkami, makrofagy a monocyty, které se nachazeji v jaterni tkdni. Hlavni funkci TIMP je
inhibice MMP. Mimo toho plsobi TIMP-1 jako rastovy faktor pro fadu bun€k (Hayakawa a
spol. 1992) a potlacuje apoptézu HSC (Lin a spol. 2001).
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3.3. Fibrogenni buiiky v jatrech

3.3.1. Hvézdicové bunky

HSC spolu s portalnimi fibroblasty a v malé mife i S hepatocyty jsou zdrojem bunck
myofibroblastického fenotypu. Za fyziologickych podminek je jejich hlavni funkci skladovani
vitaminu A v charakteristickych tukovych kapénkach ve formé estert retinolu-retinoidt. Po
poskozeni jater dochazi k proliferaci a aktivaci HSC, zménam v jejich genové expresi
azméné¢ fenotypu. Vysledkem aktivace je pfeména na buiikky myofibroblastického typu
(Friedman 2000). Jsou schopné syntetizovat slozky ECM, cytokiny, rtstové faktory, MMP
a jejich TIMP.

Aktivované HSC jsou charakteristické expresi a-SMA. Diky a-SMA maji bunky
schopnost kontrakce, kterd umoziuje zmensSeni plochy poranéné tkan¢ (Rockey a spol. 1993).
Produkuji cytokiny TGF-a (Transformujici rastovy faktor a) a EGF (Epidermalni ristovy
faktor), potfebné pro proliferaci jaternich bunék pii regeneraci (Li a Friedman 2001).
Zanétlivou reakci v jatrech podporuji aktivované HSC tvorbou ristovych faktorh makrofagt
(M-CSF) a monocytt (MCP-1) (Czaja a spol. 1994).

3.3.2. Myofibroblasty

MFB jsou tvofeny z aktivovanych HSC, portalnich fibroblasti a v malé mife
I hepatocytd a bun€k kostni dfené. Hlavnim markerem myofibroblastického fenotypu je
exprese a-SMA. MFB maji podobny vzhled a funkci bez ohledu na typ tkané (Shirol a Shirol
2012).

V jaterni tkani byly doposud rozliSeny tfi typy MFB (Cassiman a spol., 2002). Portalni
MFB nachazejici se okolo malych portalnich cév a zlucovodd, které proliferuji u chronickych
cholestatickych 1ézi a iniciuji uklddani kolagenu (Kinnman a Housset 2002, Magness a spol.,
2004). Septalni MFB jsou lokalizované na rozhrani mezi parenchymem a fibrotickymi septy.
Odlisnou subpopulaci jsou tzv. interface MFB, které se nachdzeji v oblasti mezi
parenchymem a stromatem portalnich poli nebo sept.

3.4. Rustové faktory modulujici bunéény fenotyp

3.4.1. TGF-B1

TGF- B je u savcl pfitomen ve tfech izoformach, které jsou kodovany riznymi geny
na ruznych chromozomech. Vsechny tfi izoformy jsou vylu¢ovany mnoha typy bun¢k, jako
biologicky inaktivni agregaty. TGF-Bl izoforma je siln€¢ exprimovana pii nemocech
charakterizovanych fibrozou.

Receptory pro TGF- B existuji ve tfech izoforméach. Typy receptord I a II maji
serin/threonin kinazovou aktivitu (Liu a spol. 2011) a maji vysokou afinitu k TGF- B1.
Receptor typu III je tvofen transmembranovym betaglykanem (Lambert a spol. 2011).
Receptory tvofi homo 1 heterodimery. Po vytvofeni komplexu TGF- B1 s heterodimernim
receptorem I a II dochédzi k fosforylaci Smad 2 a 3. Fosforylované proteiny Smad 2 a 3
vstupuji do bunécného jadra a reguluji transkripci specifickych genti (Inagaki and Okazaki
2007). Kromé TGF-B indukované signélni transdukce Smad jsou dobie zndmy Smad
nezavislé signalni drahy, napiiklad ERK1/2 a p38 (O’Connor a Gomez 2013, Leask and
Abraham 2004).

TGF-B1 lze povazovat za hlavni profibrogenni cytokin. Pod jeho vlivem dochazi
k aktivaci HSC a fibroblastl na myofibroblasty. TGF- B1 indukuje expresi SMA-a ve
fibroblastickych bunikach rizného pivodu (Malmstrom a spol. 2004, Meyer-terc-Vehn a spol.



2006, Hinz 2007). ZvySené hladiny TGF-B1 Stimuluje syntézu bunééného fibronektinu a jeho
zacClenéni do ECM (Ignotz a Massagué¢ 1986, Ramadori a spol. 1992). Bunécny fibronektin
(FN) existuje ve dvou variantach a, to FN-EDA a FN-EDB. TGF-f1 podporuje hromadéni
FN-EDA izoformy (Muro a spol. 2007, Serini a spol. 1998).

3.4.2. FGF-1

Rustové faktory fibroblasti FGF jsou strukturné podobné polypeptidy, které maji
z 30-50 % homologni sekvence aminokyselin. Lidské FGF koduje 22 geni. Tato rodina
obsahuje minimalné 22 typu proteind, které byly lokalizovany v riznych tkanich (Baker a Los
2013). Jsou nezbytné pro normalni vyvoj a udrzbu tkani a pfi hojeni ran (Bottcher a Niehrs
2005).

FGFR jsou povrchové vazané tyrozinkinazové receptory.  Extracelularni c¢ast
obsahuje, tfi imunoglobulinim podobné domény a heparin vazajici doménu. Déle obsahuje
transmembranovou doménu a intracelularni doménu S tyrozinkinasovou aktivitou. Specifita
receptoru pro rizné typy FGF je dédna alternativnim sestfihem v imunoglobuliniim podobné
doméné III. Alternativni sestfih mRNA vytvofi nékolik forem FGF receptoru, které se 1isi ve
své extracelularni sekvenci a maji unikatni ligand-vazebné vlastnosti.

Pro spravnou biologickou aktivitu FGF je nezbytna vazba na heparansulfat respektive
heparin. Afinita FGF k heparansulfatu omezuje jejich difuzi a uvolfiovani do intersticialniho
prostoru. Pokud je heparansulfat lokalizovan v ECM vaze se na C-konec fetézce FGF a méni
jeho konformaci. Stabilizuje FGF a prodluzuje tak jeho biologicky polocas (Damon a spol.,
1989, Klagsbury 1990). Chrani FGF pied protedzami a kyselinami (Yayon a spol., 1991).
Heparansulfat se mize nachazet také na membrané bungk, kde tvoii komplexy s FGF a jejich
receptory, ¢imz zesiluji signal v bunice (Ornitz 2000).

Jatra hlodavci 1 ¢lovéka obsahuji FGF-1 (kysely FGF, aFGF) 1 FGF-2 (bazicky FGF,
bFGF), ptfi¢emz v nepoSkozenych jatrech pievazuje aktivita FGF-1 (Nagasaki a Lieberman,
1991). Ve fibrotickych jatrech se zvySuje pfedevs§im exprese FGF-2. Nejvétsi mnozstvi FGF-1
a FGF-2 je v mozkové tkani, ale jsou syntetizovany témeét vSemi bunikami mesodermalniho
a neuroektodermalniho plivodu (Yayon a spol. 1991).

FGF-1 je vyznamnym mitogenem pro hepatocyty (Tanahashi a spol. 1994) a ovliviiuje
morfogenezi a diferenciaci jater. Pfi absenci FGF-1 a FGF-2 je patrna vyrazna nekréza
hepatocytii. FGF-1 potlacuje expresi kolagenu typu I a indukuje syntézu MMP-1 v plicnich
fibroblastech in vitro (Becerril a spol, 1999) a v MFB o¢ni rohovky snizuje expresi a-SMA
(Maltseva et al., 2001). FGF-1 pusobi jako antagonista TGF-B1, ktery expresi a-SMA
potencuje (Ramos a spol. 2010). Uginky FGF-1 by tedy mohly byt charakterizovany jako
indukce antifibrotického fenotypu (obr. €. 6). Po toxickém poskozeni jater tetrachlormetanem
klesa u knockoutovanych mysi postradajicich geny pro FGF-1 i FGF-2 fibroticka reakce (Yu
et al.,, 2003). Pfi absenci FGF-1 a FGF-2 dochazi k porucham produkce ECM. FGF-1 se
ucastni regenerace jater, ale jeho plisobeni na jaterni tkan je jesté malo prozkouméano.



4. CILE DISERTACNI PRACE

Cilem nasi prace bylo:

1) Sledovat ucinky rastového faktoru FGF-1 v kombinaci s heparinem na primokulturu
jaternich myofibroblastii ziskanych ze zdravych jater potkand, a to jak ve standardnim
kultivacnim prostiedi na plastu tak v 3D prostiedi kolagenniho gelu.

2) Sledovat ucinky rtstovych faktortt TFG-B1 a FGF-1 na bunécnou liniit HSC-T6 na
plastu a v 3D prostfedi kolagenniho gelu.



5. MATERIAL A METODIKA

5.1. Laboratorni zvirata

Projekt prace byl schvalen odbornou komisi pro ochranu laboratornich zvifat proti
tyrani Lékatské fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy v Praze (LFUK HK). Veskeré¢
prace s laboratornimi zvifaty byly provadény ve vivariu LFUK HK. Pro pokusy byli pouziti
samci potkand kmene Sprague-Dawley (Anlab-Praha), o hmotnosti 350-450 g. Potkani byli
chovani v mistnostech se stalou teplotou 22°C a dvanécti hodinovymi cykly stfidani svétla a
tmy. Standardni laboratorni dieta byla potkanim podavana ad libitum.

5.2. Perfuze jater a izolace jaternich MFB

Perfuze jater i izolace neparenchymové frakce jaternich bunék jsou specifikovany
Vv Peterova a spol. 2016.

5.3. Kultivace bunék

Jaterni myofibroblasty byly ziskdny opakovanym pasdzovanim neparenchymové
frakce jaternich bunék. Po ¢tvrté pasazi byla ¢ast bunék rozsuspendovana v 0,1% kolagennim
gelu a ¢ast bun¢k byla vysazena na plast. Kultivacni podminky jsou uvedeny v Peterova a
spol. 2016. Po 24 hodinové kultivaci byl ptidan FGF-1 (Peprotech) a heparin (Sigma) popf.
inhibitory SB431542 (100 nmol/ml, Sigma) nebo U0O126 (30 nmol/ml, Cell Signaling). Doba
kultivace i koncentrace FGF-1 jsou uvedeny ve vysledkové ¢asti. Koncentrace heparinu byla
10 pg/ml. Jaterni HSC byly ziskany z neparenchymové frakce jaternich bun&k. Buiky byly
sklizeny po 48 hodinach.

Linie HSC-T6 jsou imortalizované potkani HSC. Linie byla laskavé poskytnuta Prof.
Weiskirchenem (Institut fiir Molekulare Pathobiochemie, RWTH Universitatsklinikum
Aachen, Némecko). Kultivaéni podminky jsou uvedeny v Peterova a spol. 2016. Cast bunék
byla rozsuspendovana v 0,1% kolagennim gelu a ¢ast bun¢k byla kultivovana na plastu. Po 24
hodinach bylo médium vyménéno za bez sérové a byl piidan TGF-B1 (Ing/ml, Peprotech) na
24 hodin. Poté byl ptfidan FGF-1 (4 ng/ml, Peprotech) a heparin (10 pg/ml) nebo FGF-1,
heparin v kombinaci s TGF-B1 (1 ng/ml, Peprotech). Po 24 hodinach byly buriky sklizeny.

5.4. Priprava kolagenniho gelu

Ptiprava kolagenniho gelu je uvedena v Peterova a spol. 2016.

5.5. Izolace RNA
Izolace RNA je bliZze popsana v Peterové a spol. 2016.

5.6. Reverzni transkripce a qPCR

K reverzni transkripci jsme pouzili kit High-Capacity cDNA Archive Kit s ndhodnymi
primery (Applied Biosystems). Zmény v expresi jednotlivych geni byly sledovany
kvantitativnim real-time PCR (qPCR). Pro kvantifikaci cDNA byla pouZita technologie qPCR
se sondami a primery TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems). Exprese gent
byla normalizovéna na 18S RNA



5.7. Western blot

Elektroforéza probihala na gradientovych gelech Novex NuPAGE4-12% Bis-Tris gel
(Invitrogen Life technologies) za nereduk¢nich podminek. Nanasky proteinu se pohybovaly v
rozmezi 10 — 30 ug na jamku. Westernovy pfenos probihal na 0,2 um nitrocelulosovou
membranu Hybond (GE Healthcare). Jako kontrola nanasky bylo pouzito barveni membrany
Poceau S. Pouzité primarni i sekundarni protilatky jsou uvedeny v Peterova a spol. 2016.
Detekce byla provedena luminolem (Santa-Cruz). Snimky byly naskenovany, kvantifikovany
programem QUANTITY ONE 4.6 (Bio-Rad) a normalizovany na kontroly neovlivnénych
bunék.

5.8. Imunocytochemie

Bunky jsme imunocytochemicky obarvily na pfitomnost stresovych vldken a-SMA.
Ptesny postup je uveden V Peterova a spol. 2016.

5.9. Zymografie

Zelatinovou zymografii jsme stanovili aktivitu MMP-2 a 9 secernovanych do média,
Detailni postup je uveden v Peterova a spol. 2016.

5.10. ELISA

Hladiny extracelularniho TGF-B1 byly stanoveny v médiu s pouzitim komercnich
ELISA kith (Invitrogen Life Technologies) podle instrukci vyrobce.

5.11. Stanoveni DNA

Mnozstvi DNA jsme stanovili spektrofotometricky. Buiiky byly lyzovany 5%
kyselinou chloristou. K detekci jsme pouzili difenylamin a acetaldehyd. Celkové mnozstvi
bylo normalizovano na pocet bunék.

5.12. WST-1 test

Ke stanoveni viability bun¢k jsme pouzili Cell Proliferation Reagent WST-1 (Roche).
Proliferace byla stanovena spektrofotometricky a byla normalizovana na pocet vysazenych
bun¢k.

5.13. Statisticka analyza

Vysledky byly vyhodnoceny v programu GraphPad Prism (GraphPad Softwarw version 6).
K analyze byly pouzity neparametricky T-test a ANOVA.
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6. VYSLEDKY

Vprvni Casti  této prace jsme sledovali  vliv  kultivatniho  prostiedi
a FGF-1/H na primokulturu jaternich MFB, které jsme ziskali z neparenchymové frakce
jaternich bun¢k potkant (kmen Sprague-Dawley). V druhé casti jsme se zaméfili na vliv
kultivac¢niho prostiedi, TGF-B1 a FGF-1/H na bunécnou linii HSC-T6.

6.1. Vliv ristového faktoru fibroblasti FGF-1 na jaterni
myofibroblasty in vitro

6.1.1. Morfologie buné¢k

Rozdily mezi buiikami jsou patrné na jejich morfologii. Obr. ¢. 1 zobrazuje MFB 48
hodin po 4. pasazi kultivované na plastu (A) a kolagennim gelu (C) a HSC 48 hodin po izolaci
kultivované na plastu (B) a kolagennim gelu (D). MFB kultivované na plastu maji velka téla
s viditelnymi stresovymi vlédkny, ktera jsou patrna po imunocytochemickém barveni na a-
SMA (Obr. ¢. 2 A). Oproti tomu MFB kultivované v kolagennim gelu maji mensi protahla
téla s dlouhymi cytoplazmatickymi vybézky a maji tendenci se shlukovat. Kolagenni gel tlumi
VvV MFB expresi a-SMA v MFB (Obr. ¢. 2 C). HSC kultivované na plastu maji dlazdicovy tvar
bez viditelnych stresovych vlaken a-SMA (Obr. ¢. 2 B). HSC v kolagennim gelu netvoti
shluky jako MFB. Maji mala kulata téla bez cytoplazmatickych vybézka (Obr. ¢. 1 D) a
stresovych vlaken a-SMA (Obr. ¢. 2 D).

'R

T
S T =
4 ;.‘ . “’ v Y]

Obrazek ¢. 1 Jaterni MFB kultivované na plastu (A) a v kolagennim gelu (C) 48 hodin po vysazeni. Jaterni
HSC kultivované na plastu (B) a v kolagennim gelu (D) 48 hodin po vysazeni, zvétSeni 100x.
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Obrazek ¢. 2 Tmunocytochemické barveni a-SMA v MFB na plastu (A) a v kolagennim gelu (C) a HSC na
plastu (B) a v kolagennim gelu (D) 48 hodin po vysazeni, zvétSeni 1000x.

6.1.2. Vliv kultivacniho prostiedi na proliferaci MFB a
expresi proteint MFB fenotypu

Proliferaci na plastu i v kolagennim gelu jsme hodnotili WST-1 testem (graf ¢. 1A) a
stanovenim celkové DNA (graf ¢. 1B). Z grafi plyne, ze kultivaéni prostfedi nema na
proliferaci MFB vliv.

WST-1 test A DNA B

0.10
0.05 I

$

Absorbance
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Sx

>
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o
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¢

Graf ¢. 1: Vliv Kkultivaéniho prostiedi na proliferaci bunék, WST-1 test (A) a stanoveni
DNA (B) n=4, p < 0,05

Dale jsme sledovali expresi proteint typickych pro MFB (TGF-B1,
a-SMA, FN-EDA) a pro degradaci ECM (MMP-2). K analyze byla pouzita elektroforéza
s westernovym ptenosem. Kultivace MFB v kolagennim gelu byla provazena poklesem hladin
sledovanych proteini: TGF-B1 (snizeno 6x), a-SMA (sniZzeno 3x) a FN-EDA (snizeno 2,5x).
Exprese MMP-2 byla sniZena jen mirné (Obr. €. 3). Ke kontrole nandsky bylo pouZito barveni
membrany Ponceau S.

Kolagenni

Plast
gel

TGF-B1 Rl
asvi | - |
eon | )
MMP-2
!

Obrazek €. 3: Vliv kultivaéniho prostiedi na expresi markeri MFB — western blot

6.1.3. Koncentra¢ni fada plisobeni FGF-1

V na$i praci jsme testovali samotny FGF-1 o koncentracich 4 a 10 ng/ml média
s obsahem 0,5% séra (graf ¢.2). Sledovali jsme expresi genti typickych pro MFB (TGF-B1,
a-SMA, FN-EDA\) a pro degradaci ECM (MMP-2) na trovni mRNA. Vysledky jsou uvedeny
Vv relativnich hodnotéch, kdy jako 100 % je brana exprese v buiikach bez ovlivnéni FGF-1.
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Z vysledkt vyplyva, ze nejnizsi sledovana koncentrace 4 ng/ml je G¢inna, pii které dochazi
k indukci exprese TGF-B1, FN-EDA a MMP-2. Béhem nasledujicich experimentt jsme dle
téchto vysledku pouzivali FGF-1 (4 ng/ml).
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Graf ¢ 2: Koncentraéni fada FGF-1 — genova exprese markeri MFB na plastu (A, C, E, G)
a Vv kolagennim gelu (B, D, F, H), n=3, p < 0,05

6.1.4. Vliv FGF-1/H na proliferaci MFB

FGF-1 stejné jako ostatni riistové faktory miize ovliviiovat proliferaci a diferenciaci
bunék. Vliv na proliferaci jaternich MFB jsme sledovali v obou kultiva¢nich prostfedich
pomoci WST-1 testu (graf ¢. 3) a stanoveni mnozstvi DNA (graf ¢. 4). FGF-1/H bylo piidano
na ¢asové intervaly v rozmezi 24-96 hodin. Vysledky jsou uvedeny v procentech neovlivnéné
kontroly v daném c¢asovém intervalu kontroly. Z grafi plyne, Ze FGF-1/H na proliferaci
jaternich MFB nema vliv.
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Graf ¢. 3: Vliv FGF-1/H na proliferaci bunék v ¢ase na plastu (A) a v kolagennim gelu (B) — WST-1 test,
n=3, p < 0,05
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Graf ¢&. 4: Vliv FGF-1/H na proliferaci bunék v ¢ase na plastu (A) a v kolagennim gelu (B) — Stanoveni
DNA, n=3, p < 0,05

6.1.5. Casova k¥ivka ptisobeni FGF-1/H na expresi proteinti

Exprese vybranych proteini v MFB ovlivnénych FGF-1/H po dobu 24, 48, 72 a 92
hodin je uvedena na grafech ¢ 5-8. Protein TGF-p1 byl westernovym pienosem
nedetekovatelny, proto jsme ke stanoveni extracelularni koncentrace pouzily metodu ELISA.
Zjistili jsme, ze hladiny TGF-B1 secernovaného do média se pod vlivem FGF-1/H
signifikantné nemeéni (graf. ¢ 5).

A B
TGF-B1 TGF-B1
200 200
> >
3 2
€ 150 £ 150
o o
- 3
B 8
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100 8 100
2 2
Q. Q.
s IS IS o IS & B
: : : a3, ; : :
) o ) & o o
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o ® " ®° o ® i\ K

Graf ¢ 5: Vliv FGF-1/H v ¢ase na sekreci extracelularniho TGF-B1 do média MFB na plastu (A)
a v kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05

Proteiny a-SMA, FN-EDA a MMP-2 jsme stanovovali elektroforézou s westernovym
prenosem a denzitometricky kvantifikovali. Vysledky jsou uvedeny v procentech kontroly v
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daném Casovém intervalu. Grafy jsou doplnény reprezentativni fotografii membrany. Doba
expozice membran z bun¢k na kolagennim gelu byla delsi, zdavodu niz§i exprese
sledovanych proteint. Porovnéani exprese proteinti mezi butikami na plastu v kolagennim gelu
jsou uvedeny v kapitole 6.1.2 obrazek ¢. 3.

Z vysledkt je patrné, ze na plastu FGF-1/H zvySuje béhem prvnich 72 hodin expresi
FN-EDA (graf ¢. 6 A), ale expresi a-SMA snizuje (graf ¢. 7 A). V buikach kultivovanych
Vv kolagennim gelu exprese o-SMA (Graf ¢. 7 B) i FN-EDA (graf ¢. 6 B) mirné klesaly.
Exprese MMP-2 byla pod vlivem FGF-1/H snizena jen v bunikach na plastu po 96 hodinach
(graf¢. 9 A).
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Graf ¢&. 6: VIiv FGF-1/H v ¢ase na expresi FN-EDA v MFB na plastu (A) a v kolagennim gelu (B), n=3,
p <0,05
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Graf ¢&. 7: Vliv FGF-1/H v ¢ase na expresi a-SMA v MFB na plastu (A) a v kelagennim gelu (B), n=3,
p <0,05
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Graf ¢. 8: VIiv FGF-1/H v ¢ase na expresi a-SMA v MFB na plastu (A) a v kelagennim gelu (B), n=3,
p <0,05

6.1.6. Vliv FGF-1/H na aktivitu Zelatinaz

Aktivitu MMP-2, ktera byla secernovana do média bunikami na plastu i v kolagennim
gelu, jsme stanovili zelatinovou zymografii. Na obrazku ¢. 10 je reprezentativni fotografie
gelu, bild mista odpovidaji aktivit¢ MMP-2 a pro MMP-2. Zpracovéni vzorkl (denaturace a
op€tovna renaturace) umoznuje i inaktivnim pro-MMP travit Zelatinu. Pfesazenim bunék do
kolagenniho gelu aktivita vzrostla MMP-2. FGF-1/H vS$ak aktivitu tlumila v obou prostfedich.

Kolagenni gel Plast

FGF-1/H - + - +
Pro-MMP-2

Obrazek ¢&. 4: Aktivita MMP-2 secernované buiikami na plastu (C, D) a v kolagennim gelu (A, B) pod
vlivem FGF-1/H (B, D)

6.1.7. Exprese proteintt po inhibici TGFR |

Dle nasich zjisténi MFB exprimuji gen pro TGF-B1. Ke zji§téni mozné tcasti TGF-B1
na stimulaci MFB fenotypu jsme receptor pro TGF-B1 zablokovali inhibitorem SB 431542.
FGF-1/H 1 inhibitor jsme ptfidavali na dobu 48 hodin. Proteiny a-SMA, FN-EDA a MMP-2
jsme stanovovali elektroforézou s westernovym pifenosem a denzitometricky kvantifikovali.
Extracelularni TGF-B1 jsme stanovili metodou ELISA. Vysledky jsou uvedeny v procentech
ptislusné kontroly. Inhibice TGFR I vyznamné snizila sekreci TGF-B1 (graf ¢. 9 A, B)
i expresi FN-EDA (graf ¢. 10 A, B) jak v burikach na plastu tak v buiikach v kolagennim gelu.
Exprese a-SMA byla inhibici ovlivnéna jen v kombinaci s FGF-1/H (graf ¢. 11 A, B). Exprese
MMP-2 nebyla vyznamné ovlivnéna (graf ¢. 12).

16



TGF-B1

250 250 e

[ *k |

2 200 2 200
.-,‘3 £ *%
5 150 5 150 *%
S B !
£ 100 £ 100 -
@ @
3 8
g 50 s

NN
N\

> Y W 9
& ‘<‘\\ a""h '5"‘?
& «0 Q’b- b
G ) '
© ¥
Q'N\ ¥
QO

Graf & 9: Vliv inhibice TGFR | na sekreci TGF-p1 do média buiikami na plastu (A) a v kolagennim
gelu (B), n=3, p < 0,05
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Graf ¢&. 10: Vliv inhibice TGFR | na expresi FN-EDA v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B),
n=3, p <0,05
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Graf ¢ 11: Vliv inhibice TGFR | na expresi a-SMA v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B), n=3,
p <0,05
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Graf €. 12: Vliv inhibice TGFR I na expresi MMP-2 v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B),
ll=3, p S 0,05

Mechanismy plsobeni TGF-B1 1 FGF-1 jsou zprostfedkovany riznymi signalnimi
dréhami. Jednou z moznosti je pasobeni pfes proteiny Smad. Proto jsme sledovali u¢inek
FGF-1/H a inhibitoru SB 431542 na jejich fosforylaci. SB 431542 sice nema vliv na mnoZzstvi
Smad 2 (graf ¢. 16) a Smad 3 (graf ¢. 17), ale v builkéch na plastu snizuje jejich fosforylaci
(graf €. 18 A, 19 A). V buikéach v kolagennim gelu fosforylace klesa aZ po kombinaci
inhibitoru s FGF-1/H (graf ¢. 18 B, 19 B). FGF-1/H ma v rGznych prostiedich odli§né ucinky.
V MFB na plastu zvySuje fosforylaci Smad 2, ale v buiikdch v kolagennim gelu sniZuje
fosforylaci Smad 3.
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Graf ¢. 13: Vliv inhibice TGFR | na expresi Smad 2 v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B), n=3,
p <0,05
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Graf ¢ 14: Vliv inhibice TGFR | na expresi Smad 3 v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B), n=3,
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Graf ¢, 15: Vliv inhibice TGFR | na expresi p-Smad 2 v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B),

n=3, p<0,05
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Graf ¢, 16: Vliv inhibice TGFR | na expresi p-Smad 3 v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B),

n=3, p<0,05

6.1.8.

Exprese proteini po inhibici signdlni drahy MEK/ERK

Pii studiu signalnich drah FGF-1/H jsme pomoci inhibitoru U0126 zablokovali
signalni drahu MEK/ERK. Inhibitor mirn€ tlumil sekreci TGF-B1 v bunkach v kolagennim
gelu (graf ¢. 17 B) a v kombinaci s FGF-1/H i v buiikach na plastu (graf ¢. 17 A). Stejné
ucinky méla inhibice na expresi FN-EDA (graf ¢. 19 A, B). K mirnému poklesu hladiny a-
SMA doslo pii kombinaci inhibitoru a FGF-1/H v buikach na plastu, ale v bunkach



V kolagennim gelu tento efekt nenastal (graf ¢. 19 A, B). Na expresi MMP-2 nebyla
inhibitorem vyznamné ovlivnéna (graf ¢. 20 A, B).
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Graf ¢ 17: Vliv inhibice MEK/Erk na sekreci TGF-B1 v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B),
n=3, p<0,05
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Graf ¢. 18: Vliv inhibice MEK/Erk na expresi FN-EDA v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B),
n=3, p<0,05
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Graf ¢. 19: Vliv inhibice MEK/Erk na expresi a-SMA v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B),
n=3, p < 0,05
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Graf ¢ 20: Vliv inhibice MEK/Erk na expresi MMP-2 v buiikach na plastu (A) a v kolagennim gelu (B),
n=3, p < 0,05

6.2. VIiv TGF-p1 a FGF-1/H na bunéé¢nou linii HSC-T6

V druhé ¢asti jsme pracovali s bunénou linii HSC-T6, kterou nam laskavé poskytnul
prof. Weiskirchen (Institut fiir Molekulare Pathobiochemie, RWTH Universititsklinikum
Aachen, Germany). HSC-T6 je imortatizovana bunééna linie vykazujici typické znaky
aktivovanych HSC. Opét jsme porovnavali buiiky kultivované v 2D prostfedi na plastu
S buitkami v 3D prostiedi kolagenniho gelu. HSC-T6 jsme nejprve stimulovali cytokinem
TGF-B1. Poté jsme studovali vliv FGF-1 na navrat aktivovanych HSC zpét do klidového
stavu.

6.2.1. Morfologie bun¢k

Bunky kultivované na plastu samotné ¢i s pfidavky cytokind nevykazuji Zadné
morfologické zmény (obr. ¢. 5 A, B, C). Maji dlazdicovy tvar bez viditelnych stresovych
vlaken. Stresova vlakna jsou vSak patrna po imunocytochemickém barveni a-SMA. Kontrolni
buiiky jsou na a-SMA pozitivni, z ¢ehoz plyne, Ze se skutecné jedna o aktivované HSC (obr.
¢. 6 A). Po stimulaci bunék TGF-fldochazi k zesileni exprese a-SMA (obr. ¢. 6 B) avSak
FGF-1/H stimulaci vyvolanou TGF-B1 snizuje jen mirné (obr. ¢. 6 C).

Oproti tomu bunky kultivované v kolagennim gelu tvofi vyrazné shluky s dlouhymi
cytoplazmatickymi vybézky (obr. ¢. 5 D). Po ptfidini TGF-B1 se shluky zmenSuji a
cytoplazmatické vybézky zkracuji (11 E). FGF-1 potla¢uje morfologické zmény vyvolané
TGF-B1(11 F). Exprese stresovych vlaken pozitivnich na a-SMA je zcela potlacena vlivem
kolagenniho gelu (obr. ¢. 6 D, E, F).
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Obrazek ¢. 5: Morfologie HSC-T6 kultivovanych na plastu (A, B, C) a v kolagennim gelu (D, E, F)
s pfidavkem TGF-p1 (B, C) nebo TGF-p1 v kombinaci s FGF-1/H (C, F) po 72 hodinach od vysazeni,
zvétSeno 100 x

Obrazek ¢. 6: Imunocytochemické barveni a-SMA v HSC-T6 kultivovanych na plastu (A, B, C) a
v kolagennim gelu (D, E, F) s piidavkem TGF-$1 (B, E) nebo TGF-p1 v kombinaci s FGF-1/H (C, F) po 72
hodinach od vysazeni, zvétSeno 1000 x

6.2.2. VIiv TGF-B1 na expresi mRNA markert MFB fenotypu

Pomoci qPCR jsme stanovili expresi mRNA TGF-B1, FN-EDA, a-SMA a kolageny
typu la2 a lo4. Buiikky byly kultivovany na plastu nebo v kolagennim gelu, samotné nebo
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s ptidavkem vysSe uvedenych ristovych faktord. Vysledky jsou uvedeny v procentech
kontrolnich bunék na plastu.

Stimulace HSC-T6 na plastu rustovym faktorem TGF-f1 méla za nasledek
autoindukci mRNA TGF-B1 (graf ¢. 21 A) a zvySeni exprese a-SMA (graf ¢. 23 A). Na
expresi FN-EDA (graf ¢. 22 A) a obou typu kolagenu (graf ¢. 27 A, 28 A) nemélo piidani
TGF-B1 k bunécné kultuie zadny vliv. Piidavek FGF-1/H mél vliv pouze na mRNA TGF-1
(graf ¢. 21 A), kdy snizil expresi na hladinu kontrolnich bunék.

Burnky v kolagennim gelu reagovaly na TGF-B1 pouze zvySenou expresi a-SMA (graf
¢. 23 B). Na rozdil od bun¢k na plastu zde nedochazelo k parakrinni stimulaci exprese TFG-
B1 (graf ¢. 21 B). Shodné s bunkami na plastu jsme nepozorovali zddnou indukci kolagenu
(graf ¢. 24 B, 25 B) nebo FN-EDA (graf ¢. 22 B).
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Graf ¢ 21: Vliv TGF-g1 a FGF-1/H na autoindukci mRNA TGF-p1 v buiikich na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢&. 22: Vliv TGF-B1 a FGF-1/H na expresi mMRNA FN-EDA v buiikach na plastu (A) a v kolagennim
gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢&. 23: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA a-SMA v buiikach na plastu (A) a v kolagennim
gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢. 24: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA kolagenu 1a2 v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢ 25: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA kolagenu 104 v buiikkach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05

6.2.3. VIiv TGF-B1 a FGF-1/H na expresi markert MFB
fenotypu

Expresi mRNA jsme ovéfovali na urovni bilkovin. Elektroforézou s westernovym
prenosem jsme stanovili mnozstvi FN-EDA a a-SMA (obr. ¢. 7). TGF-B1 v obou prostiedich
indukoval expresi FN-EDA a FGF-1/H tuto stimulaci ¢asteéné potlacil, i kdyz hladiny FN-
EDA neklesly na uroven v kontrolnich bunkach. Podobné ucinky mély oba cytokiny i na
expresi a-SMA v bunkach na plastu. Kolagenni gel vliv TGF-B1 na expresi a-SMA zcela
potlacil.
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Obrazek ¢. 7: Western blot a-SMA a FN-EDA v HSC-T6 kultivovanych na plastu a v kelagennim gelu

6.2.4. VIiv TGF-B1 a FGF-1/H na proteolytickou aktivitu

Remodelace ECM je zavisla na rovnovaze mezi MMP a jejich inhibitory. Testovali
jsme vliv cytokind na regulaci zelatinaz MMP-2 a MMP-9 a membranové vazané MMP-14
a inhibitord TIMP-1, TIMP-2 a TIMP-3. Z grafti plyne, Ze v bunkéch kultivovanych na plastu
TGF-B1 zvysuje expresi mRNA MMP-2 (graf ¢. 29 A) a MMP-9 (graf ¢. 30 A), ale expresi
MRNA MMP-14 neovlivituje (graf ¢. 31 A). FGF-1/H neméa na mRNA stanovovanych MMP
zadny vliv (grafy ¢. 29, 30, 31). V bunkach v kolagennim gelu je vliv TGF-B1 i FGF-1/H
zcela potlacen kultivanim prostiedim (grafy ¢. 29 B, 30 B, 31 B).

Exprese mRNA TIMP jsou téz ovlivnéné cytokiny pouze v bunikach na plastu (grafy ¢.
32, 33, 34). TIMP-1 je vlivem TGF-B1 zvysen. FGF-1/H efekt TGF-B1 na expresi mRNA
TIMP-1 ¢aste¢né tlumi (graf ¢. 32 A). Naproti tomu TIMP-2 pod vlivem TGF-B1 klesa
a FGF-1/H tento efekt jesté prohlubuje (graf €. 33 A).
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Graf ¢ 26: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA MMP-2 v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢ 27: Vliv TGF-pl1 a FGF-1/H na expresi mRNA MMP-9 v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢ 28: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA MMP-14 v buiikich na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢ 29: Vliiv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA TIMP-1 v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢ 30: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA TIMP-2 v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢ 31: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA TIMP-3 v buiikich na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05

Na urovni bilkovin jsme stanovovali mnozstvi MMP-2 a TIMP-1. V bunkédch na
plastu nedochazelo pod vlivem TGF-B1 ani FGF-1 k Zadnym zménam exprese MMP-2, ale
TIMP-1 je vlivem TGF-B1 zvysen. Oproti tomu v buiikach v kolagennim gelu TGF-B1 snizuje
expresi aktivni MMP-2 a exprese TIMP-1 se neméni.
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Obrazek €. 8: Western blot MMP-2 a TIMP-1 v HSC-T6 kultivovanych na plastu a v kolagennim gelu

Proteolytickou aktivitu MMP-2 a MMP-9 secernovanych do média jsme stanovovali
zelatinovou zymografii (obr. €. 15). Zpracovani vzorkl (denaturace a opétovna renaturace)
umoziuje normalné inaktivnim pro-MMP travit Zelatinu. Proteolytickd aktivita v tomto
pfipadé odpovida latentnim formam enzymi. Builky kultivované na kolagennim gelu
secernovaly vétsi mnozstvi pro-MMP-2 i pro-MMP-9. TGF-B1 v kombinaci s FGF-1/H
snizovali jejich mnoZstvi v obou prostiedich.

proMMP-2 proMMP-2

Obrazek & 9: Zelatinova zymografie MMP-2 a MMP-9 secernovanych HSC-T6 kultivovanych na plastu
a Vv kolagennim gelu
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7. DISKUZE

Klicové bunky jaterni fibrozy jsou HSC a MFB. V neporusenych jatrech HSC ukladaji
triacylglyceroly a retinoidy, ale po poskozeni jater tuto vlastnost ztraceji a jsou aktivovany,
roste jejich kontraktilita, méni se fenotyp a tyto buiky poté nazyvame MFB. V prvni ¢asti této
prace jsme sledovali vliv kultiva¢niho prostfedi a FGF-1/H na primokulturu jaternich MFB,
které jsme ziskali opakovanych pasdzovanim neparenchymové frakce jaternich bun¢k bohaté
na HSC. V druhé c¢asti prace jsme se zaméfili na vliv kultivacniho prostiedi a cytokint
TGF-B1 a FGF-1/H na bunécnou linii HSC-T6, ktera ptedstavuje ¢asné aktivované HSC.

7.1. VlIiv FGF-1/H na jaterni MFB in vitro

TGF-B1, hlavni profibrogenni cytokin, je uvolilovan z nekrotickych bunék béhem
poskozeni jater (Braunersreuther a spol., 2012). Je nezbytny pro pfeménu fibroblastii na
myofibroblasty. Indukuje expresi markeri MFB fenotypu jako jsou a-SMA, kolagen a
fibronektin (Kim a Ballock 2014). Bun&¢ny FN existuje ve dvou variantach a to EDA a EDB.
TGF-B1 zvySuje hromadéni FN-EDA izoformy (Muro a spol., 2008, Serini a spol., 1998).
Profibrogenni u¢inky TGF-B1 jsou jesté zesileny jeho schopnosti parakrinné i autokrinné
stimulovat svoji vlastni expresi (Wen et al. 2003). Hladina TGF-B1 v bunkéch je zavisla na
tuhosti prostiedi (Vaughan a spol., 2000), coZ potvrzuji 1 naSe vysledky. Kolagenni gel klade
MFB mensi odpor nez plastové misky, proto pfesazeni MFB do kolagenniho gelu ma za
nasledek mnohonasobné snizeni exprese TGF-B1, pod jehoz vlivem klesaji i mnoZzstvi FN-
EDA a a-SMA. Dlouhodoba kultivace na plastu vedla v naSich experimentech ke zvySené
syntéze TGF-B1, ktery je jedni z hlavnich cytokinii indukujici pfeménu plivodné klidovych
HSC na MFB. Za markery odlisujici MFB od klidovych HSC jsou povazovany a-SMA a
fibulin 2 (Knittel a spol., 1999). A naopak klidové HSC jsou pozitivni na reelin a desmin
(Mermall a spol., 1998). Pro ovéfeni MFB fenotypu jsme opakované pasdzované bunky
porovnavaly s klidovymi HSC. Rozdily mezi bunikami byly patrné jiz z jejich morfologie.
Opakované pasazované bunky byly pozitivni na stresova vladkna obsahujici a-SMA. Na
zéklad¢ stanoveni a-SMA, fibulinu 2, reelinu a desminu jsme dosli k zavéru, Ze bunky po
¢tyfech pasazich maji zcela MFB fenotyp. Piesazeni téchto bunék do kolagenniho gelu jejich
fenotyp tlumi, ale stale se jednd o MFB.

Pti kultivaci na plastovych miskdch se mrtvé bunky uvoliuji z podkladu do média
a pied sklizenim bunék jsou odstranény. Z kolagenniho gelu se odumftelé buiiky uvolnovat do
média nemohou a masivni apoptéza by mohla ovliviiovat budouci stanoveni. Z tohoto diivodu
jsme povazovali za nutné stanovit viabilitu a proliferaci bun¢k. Je znamo, ze proliferace
plicnich fibroblasti je kolagennim gelem sniZena (Mio a spol., 1996). Z naSich vysledki vSak
plyne, Ze viabilita ani proliferace jaternich MFB se pod vlivem kultiva¢niho prostfedi neméni.

TGF-B1 indukuje pfeménu fibroblastt na MFB epitelo-mezenchymalni tranzici
(EMT). A i kdyz molekularni mechanismy, kterymi se ¥idi TGF-B1 vyvolana EMT, nejsou
zcela objasnény, vétSina experimentll naznacuje, ze je zprostiedkovana piedevSim Smad
signalni drdhou (Ramos a spol.,, 2010). TGF-B1 pasobi na bunky pfedev§sim Smad
zprostiedkovanou signalizaci, 1 kdyZ jsou zndmy 1 na Smad nezévislé signalni drahy jako jsou
MEK/ERK, p38, PI3 a JNK (Attisano a Wrana, 2002). Kim a kolektiv prokézali, ze
autoindukce TGF-B1 je zprostiedkovana pravé JNK signalni drahou (Kim a spol., 1990).
Tvrzeni Ramose a kolektivu, Ze TGF-B1 indukuje zmény v expresi prostfednictvim proteinti
Smad (Ramos a spol. 2010), se potvrdila i v jaternich MFB v naSich experimentech. Po
zablokovani receptoru TGFR I pomoci inhinitoru SB 431552 doSlo k poklesu exprese
fosforylovanych forem Smad 2 i 3.

Ristoveé faktory FGF byly ptivodné izolovany z hypofyzy skotu jako mitogeny, které
by mohly stimulovat rGst a proliferaci bun¢k. FGF-1 je vyznamnym mitogenem pro
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hepatocyty (Tanahashi a spol., 1994), ale jeho vliv na proliferaci jaternich MFB nebyl dosud
zdokumentovan. Z naSich vysledkll vyplyva, Ze na rozdil od hepatocyti FGF-1 neplisobi na
MFB jako mitogen. Proliferace bunék se béhem ¢asového intervalu 24 az 96 hodin nezménila.
FGF-1 v kombinaci s heparinem ma antifibrogenni u¢inky na plicni fibroblasty (Ramos
a spol., 2006), kde snizuje expresi kolagenu typu I a zvySuje expresi kolagendz (Becerril a
spol., 1999). V myofibroblastech o¢ni rohovky inhibuje expresi a-SMA (Maltseva a spol.,
2001). Koncentrace FGF-1 pouzité pii pokusech in vitro se podle dostupné literatury pohybuji
od 1 do 80 ng/ml. Z nasich vysledk je patrné, Zze G¢inna koncentrace FGF-1 je jiz 4 ng/ml.

Bylo prokazéno ze FGF-1/H je schopen eliminovat u¢inky TGF-B1 prostfednictvim
MEK/ERK kinazy, coz ma za nasledek fosforylaci ERK-1 a defosforylaci Smad 2 (Ramos a
spol., 2010, Shimbori a spol., 2016). Nase experimenty dokéazaly, ze FGF-1 zvySuje expresi
fosforylovaného Smad 2.

Pfi naSich experimentech se hladina secernovaného TGF-B1 do média pod vlivem
FGF-1 nezménila ani v del§im ¢asovém intervalu, coz potvrzuje vysledky Kim a kolektivu 1
Ramose a kolektivu (Kim a spol., 1990, Ramos a spol., 2010). Inhibitor TGFR I v naSich
experimentech sniZil koncentraci TGF-f1 v médiu na plastu i v kolagennim gelu. Sekrece
extracelularniho TGF-B1 vSak byla snizena i pfi pouziti inhibitoru MEK/ERK signalni drahy
U0126 kombinaci s FGF-1/H. Z ¢ehoz vyplyva, ze indukce TGF-B1 i pisobeni FGF-1/H na
ni, je zavisla na vice extracelularnich signalech s pfesahy do jinych signalnich drah.

V lidskych ledvinnych bunikdch TGF-B1 aktivuje PI3 signani drahu, ¢imz reguluje
alternativni sestfih FN pre-mRNA a dochazi ke zvyhodnéni EDA izoformy (Phanish a spol.,
2015). V naSich experimentech MFB kultivované na plastu reagovaly na FGF-1/H narGstem
exprese FN-EDA a poklesem exprese v MFB v kolagennim gelu. Hladiny poklesly i po
pouziti inhibitori SB 431542 a U0126, které inhibuji jiné signalni drdhy neZ je PI3. To
naznacuje, ze exprese FN-EDA béhem naSich experimentt nebyla regulovana pouze TGF-B1.

TGF-B1 indukuje nejprve expresi FN-EDA a poté spoleéné stimuluji expresi a-SMA
(Serini a spol., 1998). Pti naSich experimentech mél pridavek FGF-1/H k MFB za nésledek
pokles exprese a-SMA v obou prostiedich. Coz je v souladu s praci Maltsevy a kolektivu o
ucinku FGF-1/H na MFB o¢ni rohovky (Maltseva a spol., 2001). Zmény na Grovni FN-EDA
béhem nasich pokusi nekorelovaly se zménami v expresi a-SMA. Hladina a-SMA byla
ovlivnéna predevsim kultivaénim prostfedim a az poté inhibitory signalnich drah. Kultivace v
kolagennim gelu hrala ve snizeni mnozstvi a-SMA klicovou roli. Coz potvrzuje vysledky
Arory a kolektivu, Ze exprese a-SMA je zavisla pfedevsim na tuhosti prosttedi (Arora a spol.,
1999).

Poruseni rovnovahy mezi degradaci a syntézou slozek ECM je kli¢ovym faktorem pfi
vzniku jaterni fibrozy. Degradace ECM je zplsobend aktivitou matrix metaloprotedz. MMP
jsou regulovany na nékolika riznych urovnich, naptiklad expresi geni, aktivaci proenzymu
nebo inhibici specifickymi inhibitory (Birkedal-Hansen a spol., 1993). TGF-B1 reguluje
expresi MMP v mnoha buiikach, vyvolava transkripci MMP-2 a zvySuje jeji aktivitu v
lidskych vazivovych fibroblastech (Xie a spol. 2013). FGF-1/H v lidskych plicnich
fibroblastech nevyvolava Zadné zmény v expresi MMP-2 na Grovni genl ani v jeji aktivité
(Becerril a spol., 1999). Z nasich vysledkt vyplyva, ze v souladu s efektem FGF-1/H na plicni
fibroblasty, mnozstvi MMP-2 v MFB neni ovlivnéno. Experimenty s inhibitorem TGFR [
vSak prokézaly, ze TGF-B1 nema na indukci syntézy MMP-2 Zadny vliv, coZ nesouhlasi s
tvrzenim Xie a kolektivu. Nicméné piesazeni bunck do kolagenniho gelu zvysilo aktivitu
MMP-2. FGF-1/H aktivitu MMP-2 tlumila v obou kultiva¢nich prostiedich. Tento vysledek je
v rozporu s vysledky Becerril a kolektivu.

Z nasi prace vyplyva, ze FGF-1/H ma za urcitych podminek antifibrotické t¢inky na
jaterni MFB. Kolagenni gel uklidituje MFB fenotyp
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a moduluje ucinky FGF-1/H, pravdépodobné skrze integriny zprostfedkované zasahy do
signalni drahy FGF-1/H.

7.2. VlIiv TGF-p1 a FGF-1/H na bunéé¢nou linii HSC-T6

V druhé ¢asti prace jsme se vénovali bunééné linii HSC-T6. Jako HSC-T6 se oznacuje
jeden z klonti izolovanych doktorem Friedmanem, ktery piedstavuje dobie zavedeny model
aktivovanych HSC (Gressner a Weiskirchen 2006).

Aktivaci HSC-T6 jsme zesilili ptidavkem TGF-B1, coz je dobfe patrné po obarveni
stresovych vldken a-SMA v bunikach na plastu. Kolagenni gel stejné jako v MFB expresi a-
SMA potlacil. Nase vysledky ukazaly, ze TGF-B1 v HSC-T6 na plastu vyvolava expresi
vlastni mRNA, coz potvrzuje praci Kim a kolektivu o autoregulaci TGF-f1 (Kim a spol.,
1990). Dale indukoval expresi a-SMA, ale na expresi mRNA prokolagenu la2 ani 104 nemél
vliv. ZvySeni exprese FN-EDA vlivem TGF-B1, popsané v pracich Muro a kolektiv nebo
Serini a kolektiv (Muro a spol., 2008, Serini a spol., 1998), bylo pfi naSich experimentech v
HSC-T6 detekovano az na urovni proteind.

Interakce mezi buitkami a ECM méni jejich fenotyp. Opétovné jsme k napodobeni in
vivo podminek pouzili kolagenni gely. Bylo publikovdno nékolik studii, kde TGF-$1
stimuluje kontrakci nativnich kolagennich gelt tim, Ze indukuje expresi a-SMA v HCS
(Kharbanka a spol., 2004). Arora ve své praci uvadi, ze TGF-B1-indukovany narist a-SMA v
gingivalnich fibroblastech je zavisly na rigidité¢ kultiva¢niho prostiedi (Arora a spol., 1999).
Interakce kolagennich vldken s integrinem a21 mize byt dle naSeho ndzoru omezujicim
faktorem v regulaci FN-EDA a a-SMA. Z naSich vysledku plyne, ze TGF-B1 nedokaze
indukovat expresi a-SMA v kolagennim gelu. Exprese FN-EDA neni zavisla na rigidité
prostfedi a TGF-B1 indukuje jeho expresi.

NasSe vysledky ukazuji, Ze prostfednictvi FGF-1/H miiZze dochézet ke snizeni MFB
diferenciace, ale mechanismus neni zaloZzen pouze na down-regulaci exprese gen. FGF-1/H
snizil TGF-B1 autoindukci, ale také stimuloval expresi mRNA oa-SMA. Na urovni proteinli
snizil FGF-1/H v buiikdch na plastu hladiny FN-EDA i1 a-SMA. Nase vysledky odpovidaji
piedchozim studiim, kdy FHF-1/H obratil MFB fenotyp v plicnich fibroblastech (Ramos a
spol., 2006). Plicni fibroblasty vykazovaly sniZenou tvorbu kolagenu a a-SMA. Na rozdil od
bunék v kolagennim gelu, v buiikdch na plastu je zvySena exprese a-SMA doprovazena
zvySenou expresi FN-EDA, v ¢emz se shodujeme s jinymi studiemi (Wu a spol., 2014
Jarnagin a spol., 1994). Celkové vzato, HSC-T6 jsou buiiky, které¢ pokud jsou stimulovany,
jsou schopny exprimovat nékteré (ale ne vSechny) profibrogenni markery. Exprese mohou byt
modulovany trojrozmérnym prostiedim. FGF-1/H muze snizit nékteré z téchto zmén.

Proteolyza ECM je klicovym faktorem pfii progresi jaterni fibrozy. Je zprosttedkovana
MMP a jejich inhibitory. ZvySeni obratu ECM je cilem anti-fibrotické terapie. Béhem
akutniho poskozeni jater pod vlivem cytokind a rastovych faktord, véetné TGF-B1, rostou
hladiny MMP-2, MMP-9 a TIMP-1 (Knittel a spol., 1999), coz naznacuje jejich roli pfi
remodelaci jaterni tkané. MMP-9 byla nalezena v jizv€ spolu s aktivovanymi HSC (Han a
spol., 2006). V naSich experimentech stimulace bunék TGF-B1 podporuje expresi mRNA
MMP-2, MMP-9 a TIMP-1 a snizuje expresi MRNA TIMP-2, ale na Grovni proteinti nebyly
zadné zmény patrné. FGF-1/H mirné potlacil sekreci MMP-2 a MMP-9 secernovanych do
média. FGF-1/H snizuje expresi mRNA TIMP-1. TIMP-1 je dilezity pro inhibici MMP-9,
zatimco TIMP-2 reguluje aktivitu MMP-2 (Seo a spol., 2003). Pfedchozi studie ukazaly, ze
3D prostfedi bohaté na kolagen typu I stimuluje remodelaci ECM, idukci MMP-9 v HSC
(Knittel 1999, Takahara 2004). To je v souladu s naSimi vysledky, kde kolagenni gel
stimuluje v HSC-T6 expresi mMRNA MMP-2. FGF-1/H zptsobuje mirny pokles sekrece

pro-MMP-2 a pro-MMP-9.
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8. ZAVER

V nasi praci jsme se vénovali studiu antifibrotického uc¢inku FGF-1 na primokulturu
jaternich MFB a bunécénou linii HSC-T6, ktera prezentuje dobife zavedeny model
aktivovanych HSC.

Porovnavali jsme zmény exprese genu i proteinti, které jsou charakteristické pro MFB
fenotyp. Pomoci TGF-B1 jsme indukovali MFB fenotyp v buiikach na plastu, coz prezentuje
stav s vysokou pevnosti v tahu a dale v bunikach v kolagennim gelu coz reprezentuje prostiedi
s nizkou pevnosti v tahu. Ristovy faktor FGF-1 v kombinaci s heparinem snizoval v bunikach
expresi a-SMA a v bunkach na kolagennim gelu i expresi FN-EDA.

Z nasich vysledka déle vyplyva, ze 3D kultivace v kolagennim gelu vyznamné méni
fenotyp jaternich MFB. Dochazi ke snizeni exprese klicového profibrogenniho cytokinu TGF-
B1 1 sniZzeni expresi MFB markert FN-EDA a a-SMA. Exprese FN-EDA je zavisla na TGF-
B1, zatimco exprese a-SMA je v prvni fad€ urCena kultivaénim prostfedim. Kolagenni gel téz
aktivuje pro-MMP-2. FGF-1/H mutze mit za ur€itych podminek antifibrogenni ucinky na
jaterni MFB.

Hvézdicové bunky HSC-T6 jsme stimulovali pomoci TGF-B1. FGF-1/H vyrazné
snizoval hladiny FN-EDA v obou prostiedich a signifikantn¢ snizil expresi a-SMA v butikach
na plastu. Z téchto vysledkl jsme dosli k zavéru, ze FGF-1 miize mit antifibrogenni U¢inky
také na aktivované HSC.

Naruseni TGF-B1 signalni drahy piedstavuje potencidlni strategii pro 1é¢bu fibrozy.
Prokazali jsme, Ze FGF-1 by mohl antagonizovat signaly iniciované TGF-B1 a ovliviiovat tak
progresi jaterni fibrozy.
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