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1. POUZITE ZKRATKY

o-SMA

CTGF
DDR
DMEM
ECGF-p
ECM
EDTA
EGF
EMT
ERK
FACIT

Fbin2
FBS
FGF
FGF-1/H
FGFR
Fndc3a

FN-EDA
GFAP
HBBS
HEPES
HSC
HSC-T6
IL

JNK
LAP
LLC

Hladkosvalovy a aktin

Rustovy faktor pojivové tkané

Discoidin Domain Receptor

Dulbeccovo modifikované Eaglovo médium

Ristovy faktor endotelovych bunck

Extracelularni matrix

Ethylendiamintetraoctova kyselina

Epidermélni ristovy faktor

Epitelo-mezenchymalni tranzice

Kinaza regulujici extraceluldrni signal

Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple
helices

Fibulin 2 (gen)

Fetalni bovinni sérum

Rustovy faktor fibroblastl

FGF-1 v kombinaci s heparinem

Receptor pro FGF

Fibronectin type Ill domain containing 3a (gen pro
FN-EDA)

Fibronektin obsahujici extra doménu A

Kysely gliovy fibrilarni protein

Hankstv roztok
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonova kyselina
Jaterni hvézdicové bunky

Buné¢na linie aktivovanych hvézdicovych bunék
Interleukin

c-Jun NH2-terminalni Kinaza

Latentni peptid asociovany s TGF

Velky latentni komplex
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LTBP
MACIT

MCP-1
M-CSF
MEK
MFB
MMP

NK
p38
PBS
PDGF
PI3K
gPCR

RONS
SDS
SLC
TBS
TGFR
TGF-B
TIMP
TNF
u-PA
VCAM-1
VEGF
WST-1

Protein vazajici latentni TGF

Membrane-Associated Collagens with Interrupted Triple
helices

Monocytarni chemotakticky protein 1

Ristovy faktor makrofagt

Mitogenem aktivovana kinaza kindza

Myofibroblasty

Matrix metalopoteinaza

Pocet stanoveni

Ptirozeni zabijeci

Protein 38

Fosfatovy pufr

Rustovy faktor desti¢ek

Fosfatidylinositol-3-kinaza

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném
Case

Reaktivni formy kysliku a dusiku

Dodecylsulfat sodny

Maly latentni komplex

Tris pufr

Receptor pro TGF-p1

Ristovy transformujici faktor 3

Tkanovy inhibitor matrix metaloproteinaz

Tumor nekrotizujici faktor

Urokinazovy aktivéator plazminogenu

Adhezivni molekula cévnich bunék

Vaskularni a endotelovy riistovy faktor
2-(4-jodofenyl)-3-(4-nitrofenyl)-5-(2,4-disulfofenyl)-2H-

tetrazolium, monosodna sul
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2. PREDMLUVA

Jaterni fibréza je dynamicky proces, pii kterém dochazi k nadmérnému
uklddani vazivové tkané. Nastup jaterni fibrézy je pozvolny a k vétSiné
komplikaci dochazi az po rozvinuti cirth6zy. Ukladani vaziva ovliviiuje jaterni
spojené. V roce 2012 bylo v Ceské republice 24 208 pacientt s jaterni fibrozou
a cirhozou. Roéné je diagnostikovano piibliznd 1 700 novych pacienti (Ustav
zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky). V poslednich letech
dosahl vyzkum problematiky jaterni fibrozy a cirh6zy velkého pokroku zjisténim,
ze 1 pokrocild fibroza muze byt reverzibilni d&j. V nasi praci jsme se zabyvali
rustovymi faktory pfitomnymi ve fibrotickych i zdravych jatrech a jejich vlivu na

reverzibilitu fibrozy.

Jaterni tkan se skladd z hepatocytl, endotelovych bunck, tkanovych
makrofag  (Kupfferovy bunky) a perivaskularnich mezenchymalnich
bunck — hvézdicovych bun¢k (HSC). Pifi posSkozeni jater dochédzi k nekroze
jaterniho  parenchymu. K nasledné fibrotizaci tkan€ pfispivaji HSC
a myofibroblasty (MFB). Vyzkum celého procesu vedouciho k fibrotizaci tkané
V poslednich dvou desetiletich pomohl k popsani dynamiky jizveni tkan¢
a pochopeni celé fady molekularné biologickych mechanismi, které jej kontroluji.
Zéasadnim momentem byla identifikace HSC jako hlavnich producenti kolagenu
Vv jatrech. Za fyziologickych podminek je jejich hlavni funkci skladovani vitaminu
A. Po poskozeni jater dochazi k proliferaci a aktivaci HSC. Vysledkem aktivace
je pfeména na buikky MFB typu. Hlavnim cytokinem podporujicim pfeménu
klidovych HSC na aktivované je transformujici riistovy faktor TFG-B1. Potencuje

syntézu proteinti extracelularni matrix (ECM) a inhibuje jejich odbouravani.

ECM tvofti slozitou sit’, kterd slouzi jako opora bunc¢k a poskytuje jim
zivotn¢ dilezité signaly. Pii poSkozeni jater se méni kvantita i kvalita ECM, obsah
kolagenu se ttikrat zvySuje. Hromadéni ECM je charakteristickym rysem jaterni
fibrozy. Pasobeni ECM lze do urcité miry napodobit kultivaci bun¢k v gelu
obsahujicim slozky ECM, napiiklad kolagen typu 1. Proteolyza ECM

je zprostiedkovana enzymy matrix metaloproteinazami (MMP) a tkanovymi
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inhibitory matrix metaloproteinaz (TIMP). Béhem akutniho poskozeni jater pod
vlivem cytokinti a rustovych faktord, véetné TGF-B1, rostou hladiny MMP, coz

naznacuje jejich roli pfi remodelaci jaterni tkane.

Rastovy faktor fibroblasti FGF-1 ovliviluje proliferaci, migraci
a diferenciaci bunék v raznych tkanich. V kombinaci s heparinem ma
antifibrogenni ucinky na plicni fibroblasty (Ramos a spol., 2006). Ristovému
faktoru FGF-1 byla dosud vénovana daleko mensi pozornost nez faktoru FGF-2,
1 kdyZ se oba ve fibrotickych jatrech vyskytuji a jejich koncentrace se Vv prabéhu
fibrézy méni. Cilem této prace je objasnit pusobeni FGF-1 na MFB a HSC nejen
za podminek bézné uzivanych v tkanovych kulturach, ale i v prostiedi, kdy jsou

bunky obklopeny slozkami ECM, jako je kolagen 1.
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3. CILE PRACE

Cilem nasi prace bylo:

1) Sledovat ucinky rustového faktoru FGF-1 v kombinaci s heparinem
na primokulturu jaternich myofibroblasti ziskanych ze zdravych jater
potkanii, a to jak ve standardnim kultivacnim prosttedi na plastu tak v 3D

prostiedi kolagenniho gelu.

2) Sledovat ucinky rastovych faktort TFG-B1 a FGF-1 na bunénou linii
HSC-T6 na plastu a v 3D prostiedi kolagenniho gelu.
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4. UVOD DO PROBLEMATIKY

4.1. JATRA

Jatra jsou nejvetsi zlazou v lidském téle. Zastavaji klicovou tulohu
v zajiStovani latkové vymeény, zejména v metabolismu lipid, sacharidd
a aminokyselin. Ucastni se detoxikace xenobiotik a amoniaku, syntézy bilkovin
krevni plazmy, syntézy a degradace hormoni a syntézy zluci. Jatra slouzi také

jako zasobarna glykogenu, Zeleza a vitaminu A.

Jatra se nachazeji na pravé stran¢ dutiny bfiSni pod brénici, maji pfiblizné
klinovity tvar. Zakladni morfologickou jednotkou jater je jaterni lallicek. Jatra
dospélého jedince obsahuji 50 az 100 tisic lalickt. Lalacky jsou tvoieny
hvézdicovitymi tramci hepatocytl, které obklopuji centrdlni zilu ve stfedu
lalic¢ku. Mezi tramci probihaji sinusoidy. Nachazeji se zde také zlucové kanalky,
které se sbihaji do termindlnich Zlu¢ovodi uloZenych mezi sousednimi laliicky.
Soucasti vystelky jaternich sinusoid tvofené endotelovymi bunikami jsou
Kupfferovy bunky. Mezi sténami sinusoid a jaternimi builkami se nachazi
perisinusoidalni Disseho prostor. Disseho prostor je vyplnén jemnou siti
retikularnich vlaken, nachazime zde také HSC. Krom¢ parenchymovych bunék
(hepatocyty) je v jaterni tkani zastoupena neparenchymova frakce, do které
fadime Kupfferovy buriky, endotelové bunky, HSC a NK bunky (Ehrmann a spol.,
2014). Procentualni zastoupeni bun¢k je uvedeno na obrazku ¢. 1. HSC, jejichz

studiu je pfedmétem této race, se vyskytuji v piiblizné 1 %.

4.2. JATERNI FIBROZA A CIRHOZA

Zatimco v minulosti byla fibréza povazovana za nevratny proces,
v soucasné dob¢ je poklddana za proces dynamicky. Je reakci na chronické
poskozeni jaterni tkan€. Prvni klinické studie zabyvajici se potencialni
reverzibilitou jaterni fibrézy probéhly uz v roce 1970, ale vétsi pozornosti
se dockaly az o deset let pozdé¢ji, kdy byly za hlavni producenty kolagenu
v jatrech oznaeny HSC (Bataller a Brenner 2005).
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Pozdéjsi experimenty prokazaly, Ze 1 pokrocila jaterni fibroza
je reverzibilni, pfi¢emz nezbytna degradace ECM je fizena HSC (Bataller
a Brenner 2005). Nejucinngjsi antifibrogenni terapii vSak 1 nadale ziistava

odstranéni fibrogenniho stimulu.

Hepatocyty Neparenchymové buriky
60-80 % 20-40 %
Endotelové burky Kupfferovy buriky Lymfocyty Cholangiocyty Hvézdicové bunky
50 % 20% 25% 5% 1%
T-lymfocyty NK-buriky B-lymfocyty
63 % 31% 6%

Obriazek ¢. 1: Procentualni zastoupeni bunék jaterni tkané (pievzato z Ehrmann a spol., 2014)

Jaterni cirhéza je pokrocilé stadium jaterni fibrozy, kterd je doprovazena
naruSenim jaterni vaskularity. Je charakteristickd tvorbou regenera¢nich uzld
ohranicenych vazivem. Mezi hlavni disledky jaterni cirhozy patii posSkozeni
funkce jaternich bunék, portalni hypertenze a rozvoj hepatocelularniho

karcinomu.

Nastup jaterni fibrézy je vétSinou pozvolny a k vétSiné komplikaci dochazi
az po rozvinuti cirhdézy. Pribéh fibrézy ovliviiuje kombinace genetickych
a environmentdlnich faktordt. B¢hem epidemiologickych studii  byly
identifikovany polymorfismy v né€kolika genech (interleukin 10, TGF-1, CD14
atd.), které mohou mit vliv na progresi jaterni fibrozy (Bataller a Brenner, 2005).
Environmentalnich faktort je cela fada a vétSinou se jednd o kombinaci nékolika
faktori. Klicovym faktorem je zanét jaterniho parenchymu vyvolany nejcastéji
virovymi hepatitidami, metabolickymi chorobami (nealkoholicka steatohepatitida,

Wilsonova choroba, hemochromatoza), autoimunitnimi reakcemi nebo
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chronickym puasobenim toxickych latek (alkohol aj.) (Ehrmann a Hulek, 2014).
V naSich podminkach jsou nejcastéjSimi pticinami hepatitida B a C

a alkoholismus.

K poskozeni hepatocytii dochazi predevsim vlivem hypoxie, oxida¢niho
stresu ze zvySené tvorby reaktivnich forem kysliku a dusiku (RONS), zlucovymi
kyselinami pii cholestaze, nebo tumor nekrotizujicim faktorem (TNF) u virovych
onemocnéni. Fibrogenni kaskdda je aktivovana lysosomdlnimi enzymy

uvolnénymi z odumfielych hepatocyti.

Pisobenim lysosomalnich enzymt dochazi k uvoliiovani chemokint,
rustovych faktord a ostatnich cytokini z ECM, coz vede k aktivaci Kupfferovych
bunck, fagocytéze apoptickych i1 nekrotickych hepatocyti a syntéze dalSich
cytokind (Alcolado a spol., 1997). Cytokinové molekuly tvofené Kupfferovymi
bunkami stimuluji proliferaci a aktivaci HSC, fibroblasti a hepatocyti na MFB.
Kromé& toho pisobi chemotakticky na prozanétlivé buiky i HSC. V dusledku
téchto zmén dochazi ke zvysené tvorbé ECM, prevazné kolagent typu I a III,
proteoglykant a glykoproteini a jejich ukladani v Disseho prostoru. V piipadé
pretrvavajiciho posSkozeni HSC a MFB proliferuji a dochazi k parakrinni
1 autokrinni aktivaci bun€k zejména prostiednictvim TGF-81 a dal§i produkci
kolagenu typu I (Olaso, 1998). Hromadénim fibrozni matrix je omezen pohyb
metaboliti mezi krvi v sinusoidach a hepatocyty, ¢imz dochazi k dalSimu
poskozeni funkce hepatocytii. K regeneraci jater provazené degradaci fibrotické
tkan¢ dochéazi hlavné u poSkozeni jater, které je intenzivni, ale tva kratce.
U poskozenti, ke kterym dochazi opakované v mensi intenzité, je regenerace slabsi

a proces fibrotizace vyrazngjsi.

Pfi studiu jaterni fibrozy se pouzivaji jak zvifeci in vivo modely tak
in vitro modely. V in vivo modelech se fibroza (resp. cirh6za) vyvolava toxickym
poskozenim jater zvifete napiiklad podanim tetrachlormetanu, thioacetamidu nebo
dimethylnitrosaminu. V nasi praci jsme pouzivali in vitro model, kdy jsme
pro ziskani MFB izolovali neparenchymovou frakci jaternich bun¢k z potkanich
jater. Opakovanym pasazovanim na plastovych Petriho miskdch jsme ziskali

bunky s myofibroblastickym fenotypem (Knittel a spol., 1999, Ogawa a spol.,
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2007, Jiroutova a spol., 2013). Jako model aktivovanych HSC jsme pouzili
bunécnou linii HSC-T6, jeden zklonl izolovanych z jater potkana kmene

Sprague-Dawley Dr. Friedmanem.

4.3. EXTRACELULARNI MATRIX

ECM je slozena z glykosaminoglykanti, proteoglykant, glykoproteint,
kolagenti a z multiadheznich molekul (obr. ¢. 2). ECM v Disseho prostoru
se sklada predevsim z fibronektinu a kolagenu typu I, Ill, V. Toto slozeni
je vhodné pro usnadnéni oboustranné vymény makromolekul mezi plazmou

a hepatocyty (Martinez-Hernandez a Amenta, 1992).

| EXTRACELULARNI MATRIX |
|
1
| Proteiny | |Proteog|ykany| |Gkaosamaninoegkany
+  perlecan hyaluronan
kolagen elastin |+ dekorin
l { l . biglykan | Glykoproteiny |
fibrilarni  nefibrildrni FACIT +  syndekan - laminin
typl -« typlV . typXIV lumikan « fibronektin
typlll «  typ Vi « tenascin
typV entaktin
undulin
vitronektin
osteonektin
fibrilin

trombospondin

Obrazek €. 2: Slozeni ECM (pievzato z Gressner a Weikirchen, 2006)

V neposkozenych jatrech ECM tvofi nosné pletivo, které mechanicky
udrzuje strukturu tkané a poskytuje signaly pro piitomné builkky (hepatocyty,
HSC, myofibroblasty, epitelidlni buiiky, atd.). Adhezivni interakce mezi bunikami
a proteiny ECM hraji dulezitou roli v embryonalni morfogenezi a v regulaci
genové exprese v bunkach dospélého organizmu (Juliano a Haskill, 1993).

Signaly se dostdvaji pomoci specifickych bunéénych receptori (integriny
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a neintegrinové receptory) intracelularné na cytoskelet, odkud ptes rizné signalni
dréhy ovliviuji transkripei gend a tim ovliviiuji migraci, proliferaci a diferenciaci

bunék.

Jaterni fibroza je spojena s velkymi zménami v kvantité i1 kvalit¢ ECM.
V pokrocilych stadiich jatra obsahuji az Sestkrat vétsi mnozstvi ECM s pfevahou
kolagenu typu I. Na ECM jsou navazany cytokiny a rustové faktory, které se
v pripad¢ poskozeni tkané uvoliuji a zesiluji fibrotiza¢ni pochody. Hlavnimi

producenty ECM v poskozenych jatrech jsou aktivované HSC a myofibroblasty.

4.3.1. RECEPTORY PROTEINU ECM

Komunikace mezi buikami a ECM je zprostfedkovana integrinovymi
a neintegrinovymi receptory. Neintegrinové receptory zahrnuji povrchové vazané
proteoglykany (syndekan, CD44) a receptory s discoidinovou doménou (DDR).
Nejdalezitejsi receptory zajist'ujici interakci mezi buikami a ECM jsou integriny
a DDR.

4.3.1.1. Integriny

Integriny jsou skupinou heterodimernich receptorii lokalizovanych na
povrchu bunék. Receptory tvofi nekovalentné véazané podjednotky o a .
V soucasné¢ dobé je znamo 16 typi o podjednotek a 9 typl P podjednotek.
Kombinaci podjednotek o a B vznikaji heterodimery, které se 1i8i schopnosti vazat
ruzné ligandy (ptiklady viz. tabulka ¢. 1). Kazda podjednotka je sloZena ze dvou
extracelularnich domén, transmembranové CcCasti a kratké cytoplazmatické
domény. Vazba integrinu na ligand zavisi na extracelularni koncentraci

dvojmocnych kationti Mg?*, Mn®*a Ca**. (Elbe, 2013).

Nékteré integriny - napiiklad oS5B1, ktery patii mezi fibronektinové
integriny, které vazi né€kolik odliSnych ligandd. Buiky casto exprimuji vice
integrini schopnych reagovat s jednim konkrétnim proteinem ECM. Je zndmo

alespon 8 integrinti vazajicich fibronektin a 5 vazajicich laminin.
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Existuji dva pohledy na mechanismus pfenosu signalu integriny. Jedna
Z teorii naznacuje, ze integriny prendseji signdl na cytoskelet, ¢imz reguluji tvar
bunck a vnitini bunééné usporadani. Tvar bunky a organizace cytoskeletu muze
regulovat expresi celé fady gent a tim i ovlivilovat bunéény rast nebo diferenciaci
bun¢k. Druhd teorie integriny zprostfedkované signalizace je povazuje
za skute¢né receptory, které jsou schopné vyvolat biochemické signaly v buiice.
Nékteré studie ukazaly, Ze po vazbé ligandu na integrin dochazi k aktivaci

tyrozinové kaskady (Juiano a Haskill, 1993).

Z integrinu, které zprostfedkovavaji vazbu bunék na kolagen a fibronektin,
HSC exprimuji integriny olfl, o2pl a aSBl. Aktivace HSC zvySuje expresi
integrinu a5B1, jehoz interakce s ECM vede ke zvySeni syntézy kolagenu. Na
druhé strané stimulace avp3 a avp5 vede Kk aktivaci proteiniz MMP-2, MMP-3
a MMP-9, coz ma za nasledek zvySenou degradaci ECM. Integriny spolupracuji
S rustovymi faktory pfitomnymi v ECM. Napiiklad avp6 a avp8 aktivuji latentni
formu TGF-B1.

Receptor Ligand
alfl Laminin, kolagen
a2p1 Laminin, kolagen, fibronektin
a3p1 Laminin, kolagen, fibronektin
adp1 Fibronektin, VCAM-1
aSp1 Fibronktin
a6p4 Laminin
avps Vitronektin
avp6 Fibronektin, LTBP

Tabulka €.1: Piiklady integrind a jejich liganda
4.3.1.2. Neintegrinové receptory

Rodina receptori s diskoidinovou doménou (DDR) jsou tyrozinkinazové
receptory, které vazi s vysokou afinitou kolagen a stimuluji syntézu MMP. Jsou
podobné typickym tyrozinkindzovym receptorim, ale jejich extracelularni ¢ést
obsahuje diskoidinovou doménu shodnou s doménou u hlenky Dictyostelium
discoidin. DDR rodina zahrnuje dva typy receptord, DDR1 a DDR2. (Hou a spol.,
2001, Vogel a spol., 2006).
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DDRI1 a DDR2 se od sebe lisi afinitou k riznym typtim kolagenu. DDR1
vaze jak fibrilarni tak nefibrilarni kolagen (typ I — V, VIII a XI), zatimco DDR2
je aktivovan pouze fibrilarnimi typy (zejména I a III). Oba typy receptorti se hojné
vyskytuji v lidskych tkanich, ale jejich distribuce v buiikkdch se vzajemné
vylu¢uje. DDRI1 je pfitomen piedevSim v epitelovych tkdnich a je zapojen
do ristu nekterych epitelidlnich nadori, véetné karcinomu prsu. Na rozdil od toho
DDR2 se nachazi v mezenchymalnich bunkach a wvyskytuje ve vysokych
koncentracich v buiikkach stromatu v blizkosti nadorovych bunék pozitivnich
na DDR1 (Olaso a spol., 2001).

DDR receptory se aktivuji pouze, je-li kolagen v nativnim stavu.
Denaturovany kolagen, ktery jiz nema strukturu trojSroubovice, napftiklad
zelatina, nedokdze indukovat aktivitu kinazy. Na rozdil od vétSiny
tyrozinkinazovych receptort, které¢ jsou pln¢ aktivovany béhem nékolika malo
minut, kK aktivaci DDR dochazi aZz n€kolik hodin od vazby kolagenu na receptor.
Receptory se skladdaji z extracelularni o podjednotky a membrdnoveé vézané
B podjednotky, ktera obsahuje intracelularni doménu. Hladina DDRI1
v cirhotickych jatrech je v porovndni s neposkozenymi jatry nckolikanasobné
zvySena. Zvysena exprese je pozorovana v hepatocytech, leukocytech a bunkach
ZluCového epitelu (Song a spol., 2011). Ve svych studiich Olaso a kolektiv
prokdzali, Ze indukce jaterni fibrozy na zvifecich modelech méla za nasledek
i up-regulaci DDR-2 v HSC (Olaso a spol., 2001). Nicméné narlstu exprese
DDR-2 predchazela zvySend syntéza kolagenu, coz naznacuje, Ze DDR-2 spiSe

udrzuje fibrozu, nez aby ji aktivoval (Vogel a spol., 2006).

4.3.2. PROTEINY ECM - KOLAGEN

Kolagen patii mezi nejrozsifené;si proteiny v lidském téle, tvoii pfiblizné
25 % vsech bilkovin. Polypeptidovy fetézec obsahuje opakujici se sekvence
aminokyselin, Glycin-X-Y, kdy X je nejastéji prolin a Y je ¢asto hydroxyprolin,
ktery vznikd postranslatni modifikaci prolinu. Béhem syntézy dochazi
ke glykosylaci nékterych hydroxylysini a vzniké fada intermolekularnich vazeb
mezi aminokyselinami v fetézcich. Charakteristickym znakem kolagenu je jeho
trojetézcova helikalni struktura, kde jsou kolem sebe obtocCeny tii polypeptidové

fetézce. Retézce jsou bud’ totozné, nebo vznika heterotrimer. Naptiklad kolagen
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typu I se vyskytuje ve dvou formach. Jedna forma je heterodimer skladéjici
se z dvou fetézci ol a jednoho fetézce 02 - [oylo02g). Druhd forma
je homodimer, ktery tvoii tii fetézce al - [aiy]s. Translaci z n€kolika genti vnikaji
vlakna pro-o-fetézci, které jeSt€ v bufice prochazeji posttranslaénimi
modifikacemi (hydroxylace a glykosylace) a agreguji do trojSroubovice
prokolagenu. Prokolagen je uzavien do vezikul a dochazi k odstéprni
nehelikalnich  segmentti, ¢imz vznikd zakladni monomerni jednotka
kolagenu — tropokolagen. Ten se exocytézou dostava mimo buiku,
kde polymeruje do kolagennich mikrofibril. Mikrofibrily se skladdaji do fibril
a ty pot¢ do kolagennich vldken. Extracelularné monomery tropokolagenu
polymeruji a vznika kolagenni vldkno. Kolagenni fibrily jsou zpevnény
kovalentnimi pfi¢nymi vazbami (cross-link), které vznikaji mezi lysinem

a hydroxylysinem.

Kolageny jsou rozdéleny do ¢tyt podskupin: fibrilarni kolageny (typ L, 11,
111, V a XI), FACIT kolagen (Fibril Associated Collagens with Interrupted Triple
helices; typy IX, XII, XIV, WVI, XX a XXI), kolageny bazalni membrany (typ
IV) a MACIT kolageny (Membrane-Associated Collagens with Interrupted Triple
helices; typy XIII a XVII).

V lidském téle se nachazi vice neZ dvacet druhii kolagenu, pficemz
v lidskych jatrech bylo dosud nalezeno deset rliznych typii. Rozlozeni kolagenu
ve zdravych a cirhotickych jatrech je uvedeno na obrazku 3. Ve fibrotickych
jatrech je obsah kolagenu zvySen, aZ Ctrnactkrat. Stoupéd zastoupeni fibrilarnich

kolagenti typu I (Gressner a Weiskirchen, 2006).
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Obrazek 3: Distribuce kolagenu v normalnich a cirhotickych jatrech (upraveno z Gressner
a Weiskirchen, 2006)

4.3.3. GLYKOSAMINOGLYKANY, PROTEOGLYKANY,
GLYKOPROTEINY

Glykosaminoglykany tvofi opakujici se disacharidové podjednotky.
Obsahuji aminocukry (N-acetyl-D-galaktosamin nebo N- acetyl-D-glukotosamin)
navazany na uronovou kyselinu (D-glukuronovou nebo L-iduronovou).
Glykosaminoglykany, proteoglykany a glykoproteiny tvofi siln€ hydratovany gel,

coZ je zpusobeno negativné nabitymi sulfatovymi skupinami spolu s karboxylem.

Proteoglykany jsou slozené proteiny, na které jsou kovalentné navazany
glykosaminoglykany. Jedinym volnym glykosaminoglykanem je kyselina
hyaluronova. Je souc¢asti vétSiny tkani. Jeji obsah ve fibrotickych jatrech stoupa

spolu s hladinami kolagenu (Gressner a Weiskirchen, 2006).

Mezi glykoproteiny obsazen¢ v ECM fadime laminin, fibronektin,
tenascin, entaktin, fibulin a osteonektin. Laminin tvofi sit bazalni membrany
a je schopen vazat perlekan a kolagen a tvofit nadmolekulové utvary vazbou
na buné&cné integriny. Fibronektin ovliviluje bunécnou adhezi, morfologii, migraci
a cytoskeletalni organizaci. Vytvaii granule a filamenta, kterd se ukladaji
do elastinové sité. Osteonektin a tenascin spiSe neZ strukturni funkci plni funkci

signalizani. Vazi se na bunécné receptory, interaguji s protedzami, hormony
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i se strukturnimi proteiny ECM. Jejich hladiny se méni béhem embryonélniho

vyvoje a za patologickych stavl (Bornstein, 2009).

Proteoglykany jsou tvofeny kyselinou hyaluronovou, proteiny
a glykosaminoglykany. Jejich klasifikace zalezi na sloZeni
glykosaminoglykanového fetézce. V jatrech jsou proteoglykany zastoupeny
perlekanem, syndekanem, biglykanem, dekorinem a heparansulfatem.
Heparansulfat je za fyziologickych podminek odpovédny za vazbu FGF, kdezto
dekorin a biglykan reverzibiln¢ vazi TGF-B1. Béhem jaterni fibrozy dochazi
k poklesu exprese heparansulfatu a narustu exprese glykosaminoglykand
dermatan a chondroitinsulfatu. Hyaluronan je produkovan aktivovanymi HSC

a jeho koncentrace béhem fibrozy osmkrat stoupa (Alcolado a spol., 1997).

4.3.4. DEGRADACE ECM

Mnozstvi a kvalita ECM je zavisla na syntéze a degradaci jejich slozek.
Pii degradaci fibrotické tkané v jatrech se uplatiuji enzymy MMP, které jsou
produkovany ptedevsim HSC (Li a Friedman 2001). MMP jsou schopné §tépit

témer vSechny slozky ECM a bazalni membrany.

MMP jsou tvofeny N-terminalnim signalnim peptidem, propeptidem,
katalytickou doménou obsahujici Zn* a hemopexinovou doménou obsahujici
vazebné misto pro TIMP. MMP jsou exprimovany jako proenzymy, které jsou
aktivovany mimo buniku odstépenim propeptidové domény. K pieméné
na biologicky aktivni formu dochazi pomoci proteaz (plazmin, trypsin, plasmovy
kalikrein) (Santala a spol., 1999, Saunders a spol., 2005) nebo oxida¢nim stresem.
V n&kterych piipadech je pro-MMP 3§tépena jinou jiz aktivni MMP. Cast
vytvofenych molekul proenzyml je vylu€ovana do extraceluldrniho prostoru
a ¢ast molekul MMP zistava ukotvena v cytoplazmatické membrané (Sternlicht,

2001).

MMP jsou regulovany na né€kolika urovnich. Na trovni genli mize byt
jejich exprese pod vlivem TGF-f1 a jinych rustovych faktora, ale i

mezibunéénymi interakcemi nebo interakcemi mezi buikou a ECM. Dalsimi
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urovnémi regulace je aktivace proenzymu ¢i inhibice enzymu. Inhibice se kromé

tkanovych inhibitort TIMP tGcastni i a2-makroglobulin.

Kolagenazy MMP-1, MMP-8 a MMP 13 jsou produkovany $irokou Skalou
bun¢k, mimo jiné i HSC, myofibroblasty, endotelovymi buinikami, makrofagy
a neutrofily vyskytujicimi se v jaterni tkani. Kolagenazy jsou schopné
proteolytického Stépeni fibrilarnich kolagenidi, coz vede k rozvinuti helikalni
struktury kolagenu, ktery se stavd ndchylngjsi k degradaci ostatnimi enzymy.
Kolagen typu I je $tépen srovnatelné MMP-1, MMP-8 i MMP-13 (Mitchell a spol
1996, Marini a spol., 2000). Dalsimi substraty jsou napi. perlekan a agrekan
(Arner a spol., 1997).

Zelatinizza MMP-2 je tvofena piedeviim endotelovymi buitkami (Lafleur
a spol., 2002), degraduje fibrillin a kolagen typu IV (Kraft a spol., 2002). Pti
aktivaci pro-MMP-2 se uplatiuji TIMP-2 a MMP-14. Dochazi k vytvoteni
komplexu obsahujiciho pro-MMP-2, TIMP-2 a MMP-14. K aktivaci jsou nutné
alespont dvé molekuly MMP-14. Jedna molekula je vazéna v komplexu a druha
je volna a maze Stépit pro-MMP-2. TIMP-2 musi byt vi¢i MMP-2 ve spravném
stechiometrickém poméru, Vv piipad¢, ze koncentrace TIMP-2 je pfili§ vysoka
dochizi kpotladeni exprese MMP-14 i MMP-2. Zelatinzza MMP-9
je secernovana monocyty, makrofagy a endotelovymi buiikami. Na rozdil
od MMP-2 je MMP-9 schopna piimé proteolyzy kolagenu typu I. Kromé Zelatiny
a kolagenu typu I MMP-9 stépi interleukin 8 (IL-8), ¢imz spousti aktivaéni
kaskadu TGF-B1 (Diekmann a Tschesche, 1994).

Mezi stromelysiny patti MMP-3, MMP-7, MMP-10 a MMP-11. Enzymy
této skupin jsou syntetizovany fibroblasty, monocyty a makrofagy. MMP-10
je tvofen 1 v endotelovych bunikach a HSC. Substraty jsou predevsim kolagen typu
IV (Imai a spol., 1995), fibronektin (del Mar Barbacid a spol., 1998), laminin
a fibrinogen (Bini a spol., 1999). MMP-3 hraje dilezitou roli v aktiva¢ni kaskadé
zelatinaz a MMP-13.

MMP membranového typu jsou lokalizovany na fad¢ bunék. Hepatocyty

exprimuji MMP-15, endotelové bunky MMP-16 a monocyty MMP-17. Mezi
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jejich substraty patii kolageny typa I, 11, II, IV a V, fibronektin, laminin, Zelatina
aJ. MMP-14 uvoliuje na membrané vazany betaglykan (Loyden a spol., 2007).
Maji vyznam v aktivaci jinych MMP, pfedev§im MMP-2 a MMP-13 (Sato a spol.,
1997).

Metaloelastiza MMP-12  je produkovana monocyty, makrofagy,
dendritickymi bufikami v neaktivni formé. K aktivaci dochazi pomoci plazminu,
trombinu (Raza a spol., 2000) aj. Substratem je myelin, kolagen typu IV,

fibronektin, laminin, proteoglykan, elastin (Shapiro a spol., 1993) aj.

Produkce ucinnych MMP zavisi mimo jiné na mnozstvi produkovanych
TIMP. TIMP 1-4 jsou tvofeny fadou bun€k mimo jiné i myofibroblasty, HSC,
endotelovymi buitkami, makrofdgy a monocyty, které se nachazeji v jaterni tkani.
Hlavni funkci TIMP je inhibice MMP. TIMP-1 putsobi také jako rustovy faktor
pro fadu bunék (Hayakawa a spol. 1992) a potlacuje apoptozu HSC (Lin a spol.
2001). TIMP-2 kromé aktivace ¢i inhibice MMP-2 inhibuje angiogenezi (Seo
a spol., 2003) a proliferaci endotelovych bunék, kterou vyvolaly angiogenni
rastové faktory. TIMP-3 reguluje TNF-a (Kassiri a spol., 2005) a TGF-B1
(Garcia-Alvarez a spol., 2009) a na rozdil od TIMP-1 jeho zvySena exprese
indukuje apoptozu (Matthews a spol., 2007). TIMP-4 inhibuje aktivitu MMP-1,
MMP-2, MMP-3, MMP-7, MMP-9 (Liu a spol., 1997), MMP-14 (Hernandez-
Barrantes a spol., 2001), MMP-19 (Stracke a spol., 2000) aj.

4.4, FIBROGENNI BUNKY V JATRECH

4.4.1. HVEZDICOVE BUNKY

HSC spolu s portalnimi fibroblasty a v malé mife i S hepatocyty jsou
zdrojem bunék myofibroblastického fenotypu. Nachazi se v Disseho prostoru, kde
jsou v pfimém kontaktu s endotelovymi bunikami sinusoid a hepatocyty (Jezequel
a spol., 1984, Li a Friedman, 2001). Jejich t€lo ma vietenovity tvar, ze kterého
vychéazeji dlouhé cytoplazmatické vybézky. Pravé cytoplazmatické vybeézky
umoziuji tésné spojeni s okolnimi buiikami. Zasahuji mezi hepatocyty,
ale nachazeji se i pod buiikkami endotelu, kde se obtaceji kolem sinusoid. Toto

uspofadani napoméha mezibunéénému transportu medidtorti a cytokind.
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4.4.1.1. HSC za fyziologickych podminek

Ve zdravych jatrech jsou HSC zastoupeny pfiblizn€¢ jednim procentem
z celkového poctu bunck. Za fyziologickych podminek je jejich hlavni funkci
skladovani vitaminu A v charakteristickych tukovych kapénkach ve formé esterti
retinolu-retinoidt. Vice nez osmdesat procent retinoidi v jatrech je ulozeno pravé
v HSC. Celkovy pocet HSC je zavisly na mnozstvi vitaminu A v organismu
(Senoo a spol., 1997).

K dalsim funkcim HSC ve zdravych jatrech patii stimulace proliferace NK
bun¢k (Naturals Killers) imunitniho systému, pomoci IL-15. Slouzi téz jako

antigen prezentujici buniky T- lymfocytim.

4.41.2. Aktivace HSC

Po poskozeni jater dochazi k proliferaci a aktivaci HSC, zménam v jejich
genové expresi a zmén¢ fenotypu. Vysledkem aktivace je pfeména na buiky
myofibroblastického typu (Friedman, 2000). Jsou schopné syntetizovat slozky
ECM, cytokiny, riistové faktory, MMP a jejich TIMP (obr. €. 4).

INICIACE PERPETUACE

Poranéni Proliferace

Oxidaéni stres Kontrakce

g" e
Bunétny fibronektin > /_\,\?_,

PDGF I ETI/' '
X TGF- ﬁl Fibrogeneze

Z D ﬁ \,V' .
Z=S ( . MMP-2
Navrat do indového'u, o= 2 Degradace matrix
MCP-1
stavu M1 l '

HSC chemotaxe

ApoPtoza »

Ztrata retinoidu

R~

Leukocytova chemotaxe

Obrazek ¢. 4: Aktivace HSC (pievzato z Friedman, 2008)
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V Casné fazi, tzv. iniciaci, jsou HSC parakrinn¢ stimulovany okolnimi
buitkami a zménami ve slozeni ECM. Poskozeni endotelovych bunék ma
za nasledek uvolnéni bunécného fibronektinu (izoforma EDA). Dale endotelové
bunky vytvareji urokindzovy aktivator plazminogenu (u-PA), ktery ma vliv
na pfeménu TGF-B1 z latentni na aktivni profibrogenni formu. TGF-B1 Ize
povazovat za hlavni profibrogenni cytokin. Podporuje pfeménu klidovych HSC na
aktivované, potencuje syntézu proteini ECM a inhibuje jejich odbouravani.
Dal§im dulezitym zdrojem parakrinnich podméti jsou krevni desticky, které
produkuji rastovy faktor desticek (PDGF), epidermalni rtstovy faktor (EGF)
a TGF-B1. Kupfferovy bunky prostfednictvim cytokinti (pfedevSim TGF-B1)
stimuluji syntézu ECM, proliferaci bunék a uvolnovani retinoidd z HSC.
Hepatocyty a Kupfferovy butiky jsou téz zdrojem reaktivnich forem kysliku, které
stimuluji HSC. In vitro oxidacni stres zvySuje proliferaci a syntézu kolagenu.
Kromé okolnich bunék se v casné fazi aktivace HSC uplatiiuje i ECM, ktera

je zasobarnou rustovych faktorii (Friedman, 2008).

Druhd faze aktivace je oznaCovana jako perpetuace. HSC ztraceji
schopnost skladovat vitamin A. Zda je aktivace HSC podminéna tbytkem retinolu

z plazmy neni v soucasnosti zcela objasnéno.

Béhem iniciace dochazi ke zvySené syntéze PDGF receptorti na povrchu
HSC. V perpetuaci dochazi k proliferaci HSC pod vlivem autokrinné
produkovaného PDGF (Friedman, 2000). Mezi dal$i mitogeny ovliviujici
proliferaci patii vaskularni a endotelovy ristovy faktor (VEGF) (Yoshiji a spol.,
2003), trombin, EGF, TGF-a a FGF-2 (Bataller a Brenner, 2005).

Béhem perpetuace dochazi k masivni fibrogenezi, zvysené produkci
patologické ECM. Jak jiz bylo zminéno, nejvyznamnéjSim cytokinem fibrogeneze
je TGF-B1, ktery je secernovan autokrinné i parakrinng. Uastni se aktivace
zanétlivych bunck, pfemény ECM a ovliviiuje 1 aktivitu fibroblastii. Potencuje

tvorbu kolagennich i nekolagennich slozek ECM (Gressner a Weiskirchen, 2006).

Aktivované HSC jsou charakteristické expresi a-SMA. Diky a-SMA maji

buniky schopnost kontrakce, kterd umoziiuje zmenSeni plochy poranéné tkané
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(Rockey a spol., 1993). Kontrakci vybézku, které obepinaji sinusoidy, je blokovan
tok krve v sinusoidach, coz je jedna z pfic¢in portalni hypertenze (Bataller
a Brenner 2005).

Aktivované HSC produkuji cytokiny TGF-o a EGF, potiebné pro
proliferaci jaternich bunék pii regeneraci (Li a Friedman, 2001). Zanétlivou

reakci v jatrech podporuji aktivované HSC tvorbou ristovych faktort makrofagi

M-CSF a monocyti MCP-1 (Czaja a spol., 1994).

K aktivaci HSC nedochazi bezprostiedné¢ po poskozeni jater. Pocet
aktivovanych HSC koreluje s dobou, po kterou pietrvava poskozeni. Pti kultivaci
in vitro dochazi k aktivaci HSC za 5 — 7 dni, a to jak pii kultivaci na plastu
(Jiroutova a spol., 2005), tak pii kultivaci na kolagennim gelu typu I (Sato a spol.,
2003).

4.4.1.3. Zanik aktivovanych HSC

V priibé¢hu akutniho hojeni se pocet aktivovanych HSC snizuje. Ke snizeni
stavu aktivovanych HSC vedou dvé cesty apoptéza nebo ndvrat do klidového
stavu. Molekuly CD95 L (Fas ligand), Bcl-2 a p53 indukuji v HSC intracelularni
apoptické mechanismy. Aktivované HSC exprimuji Fas receptor 1 Fast ligand,
diky ¢emuz mohou podléhat autokrinni indukci apoptoézy (Friedman 2000).
TIMP-1 inhibuje apoptozu HSC prostfednictvim inhibice MMP (Murphy a spol.,
2002).

Pfi navratu do klidového stavu se uplatiiuje IL-10, ktery je produkovan
makrofagy. Odpoveéd’ na otdzku, které aktivované HSC se navrati do klidového

stavu, a které podlehnou apoptdze, neni v soucasnosti zcela znama.

44.2. MYOFIBROBLASTY

HSC spolu s portalnimi fibroblasty a v malé mife 1 hepatocyty jsou
zdrojem bunc¢k myofibroblastického fenotypu. VSechny zdroje jsou uvedeny
na obrazku ¢. 5. Fibroblasty i HSC po aktivaci méni svlij fenotyp. Hlavnim
markerem myofibroblastického fenotypu je exprese a-SMA. MFB maji podobny
vzhled a funkci bez ohledu na typ tkané (Shirol a Shirol 2012).
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V jaterni tkani byly doposud rozliseny tfi typy MFB (Cassiman a spol.,
2002). Portalni MFB nachazejici se okolo malych portalnich cév a zlucovodu,
které proliferuji u chronickych cholestatickych 1€zi a iniciuji ukladani kolagenu
(Kinnman a Housset 2002, Magness a spol., 2004). Septalni MFB jsou
lokalizované na rozhrani mezi parenchymem a fibrotickymi septy. Treti
subpopulaci jsou tzv. interface MFB, které se nachéazeji v oblasti mezi

parenchymem a stromatem portalnich poli nebo sept.

Rozliseni MFB od HSC je mozné diky zakladnim cytoskeletarnim
proteinim. Pro klasifikaci se nejCastéji pouzivaji vimentin, desmin, fibulin-2,
GFAP a a-SMA (Mermall a spol., 1998). MFB jsou charakteristické expresi
a-SMA a fibulinu 2. zatim co HSC jsou pozitivni na desmin a GFAP (Ramadori
a Saile 2002, Jiroutova a spol., 2007).

Ay,

unky kostni drené

HSC
Myofibroblasty\

Portdlni fibroblasty Hepatocyty

Obrazek ¢. 5: Zdroje myofibroblasti v jaterni tkani (upraveno z Friedman 2007)

45. RUSTOVE FAKTORY MODULUJICI BUNECNY FENOTYP

451. TGF-B1

Rodina ristovych faktori TGF-B je prezentovana vice nez Ctyficeti
signalnimi proteiny (Tandon a spol., 2010). Clenové této rodiny moduluji $irokou

fadu biologickych procesti vcetné bunécné proliferace, diferenciace, syntézy
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extracelularni matrix (ECM), migrace a apoptézy. Hraji hlavni roli b&€hem
prenatalniho vyvoje a v postnatalni remodelaci a rlstu rtiznych tkani a orgénd.
TGF- B je u savcu pfitomen ve tfech izoformach, které jsou kodovany riznymi
geny na riznych chromozomech. TGF-B1 izoforma je siln¢ exprimovana pii

nemocech charakterizovanych fibrézou.

VSechny tii izoformy jsou vyluCovany mnoha typy bunck jako
biologicky inaktivni agregaty, tzv. malé latentni komplexy (SLC). SLC se skladaji
z TGF-B a zlatentniho peptidu LAP-1. LAP-1 zlstdva nekovalentné spojen
s TGF-B1 a tvoii neaktivni komplex, dokud nezméni svoji konformaci nebo
nedojde k proteolyze. V nékterych piipadech muze z SLC vznikat velky latentni
komplex (LLC). LLC navic obsahuje protein vazajici latentni TGF-B (LTBP-1)
(OKlii a spol., 2011). LTBP-1 je produktem jiného genu pro TGF-B1 a usnadiuje
sekreci TGF-B1 z bunky. Secernovany LTBP-1 se vaze na povrch bunck
a ECM. Asociace latentniho TGF-B1s buiitkami a ECM zprostiedkovana LTBP-1
mize slouzit k extracelularnimu ulozeni TGF-1. Z komplexu mtze byt TGF-f1

Vv ptipad¢ potieby uvolnén plasminem (Khalil a spol., 2001).

Receptory pro TGF- B existuji ve tiech izoformach. Typy receptorti I a II
maji serin/threonin kinazovou aktivitu (Liu a spol., 2011) a maji vysokou afinitu
k TGF- Bl. Receptor typu III je tvofen transmembranovym betaglykanem
(Lambert a spol., 2011). Receptory tvoti homo i heterodimery. Po vytvofeni
komplexu TGF- B1 s heterodimernim receptorem I a II dochazi k fosforylaci
Smad 2 a 3. Fosforylované proteiny Smad 2 a 3 vstupuji do bunécného jadra a
reguluji transkripci specifickych genid (Inagaki and Okazaki 2007). Kromé TGF-f3
indukované signalni transdukce Smad jsou dobfe znamy Smad nezavislé signalni
drahy, naptiklad ERK1/2 a p38 (O’Connor a Gomez 2013, Leask and Abraham
2004).

TGF-B1 je nejsiln€jsim doposud zndmym inhibitorem rlstu a proliferace
pro normalni i nadorové modifikované epitelové bunky (Allington a Schiemann
2011), endotelové buiiky, fibroblasty, nervové bunky, hepatocyty, keratinocyty aj.
Rozsah inhibice rastu vyvolané TGF- B1 zavisi na typu bunc¢k a koncentraci

TGF- B1 a ptitomnosti dalSich faktord (Tandon a spol., 2010). Zajimavou
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skutecnosti je fakt, ze pfi nizkych koncentracich TGF- 1 je inhibovan rist bunék
hladké svaloviny, fibroblastii a chondrocytd. Pti vyssi koncentraci ale dochazi
k opaénému jevu, a to ke stimulaci téchto bunék. Tento jev je cCastecné
zprostfedkovana PDGF, ktery je silnym mitogenem pro buiiky mezenchymalniho
puvodu. Syntéza a sekrece PDGF je stimulovana nizkou koncentraci TGF-B1 a
naopak vys$si koncentrace TGF-Bl mé za nésledek snizenou expresi PDGF

(Keskiner 2016).

TGF-B1 hraje klicovou roli v regulaci bunééného cyklu. Stimuluje expresi
proteinti p21 a p15, které zastavuji buiku v G1 fazi cyklu a za urcitych podminek

indukuje apoptozu (Allington a Schielmann 2011).

TGF-B1 lze povazovat za hlavni profibrogenni cytokin. Pod jeho vlivem
dochazi k aktivaci HSC a fibroblasti na myofibroblasty. TGF- Bl indukuje
expresi SMA-a ve fibroblastickych bunkach rtizného ptivodu (Malmstrom et al.,
2004, Meyer-terc-Vehn et al., 2006, Hinz 2007). Vyssi hladiny TGF-B1 indukuji
syntézu bunécného fibronektinu a jeho zaclenéni 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-B1 podporuje hromadéni FN-EDA
izoformy (Muro a spol., 2007, Serini a spol., 1998).

4.5.2. RUSTOVE FAKTORY FIBROBLASTU FGF

45.2.1. FGF super rodina

Ristové faktory fibroblastl FGF jsou strukturné podobné polypeptidy,
které maji z 30-50 % homologni sekvence aminokyselin. Lidské FGF koduje 22
gent. 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).

FGF byly poprvé izolovany z hypofyzy skotu jako mitogeny, které by
mohly stimulovat rast bun¢k. Ackoliv byly FGF pivodné pojmenovany diky

svym ucinklim na fibroblasty, nékteré z nich vibec rust fibroblastti nevyvolavaji.
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Pro spravnou biologickou aktivitu FGF je nezbytnd vazba na heparansulfat
respektive heparin. Afinita FGF k heparansulfitu omezuje jejich difuzi
a uvolnovani 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 polo¢as (Damon a spol., 1989, Klagsbury 1990).
Chrani FGF pted proteazami a kyselinami (Yayon a spol., 1991). Heparansulfat se
muze nachazet také na membrané bunék, kde tvoii komplexy s FGF a jejich

receptory, ¢imz zesiluje signal v bunice (Ornitz 2000).

FGFR jsou povrchové vazané tyrozinkinazové receptory. Extracelularni
cast 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 dana
alternativnim sestfihem v imunoglobulinim podobné doméné III. Alternativni
sestith mRNA vytvofi nckolik forem FGF receptoru, které se liSi ve své
extracelularni sekvenci a maji unikatni ligand-vazebné vlastnosti. Vyznamnym
rysem FGFR je schopnost kiizové reaktivity mezi témito receptory a jejich
ligandy. Extraceluldrni doména urcuje vazebnou specifitu a zprostiedkovava
ligandem indukovanou dimerizaci receptoru, nezbytnou pro FGF signalizaci

(Schlessinger a spol., 2000).

4522. FGF-1

Jatra hlodavctl i ¢lovéka obsahuji FGF-1 (kysely FGF, aFGF) i FGF-2
(bazicky FGF, bFGF), pficemz v neposkozenych jatrech pfevazuje aktivita FGF-1
(Nagasaki a Lieberman, 1991). Ve fibrotickych jatrech se zvySuje pfedevSim
exprese FGF-2. Nejvétsi mnozstvi FGF-1 a FGF-2 je v mozkové tkani, ale jsou
syntetizovany témét vSemi buiikami mesodermdlniho a neuroektodermalniho

pavodu (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 vyraznd 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 a spol., 2001). FGF-1
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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 u knockoutovanych mysi postradajicich geny pro oba faktory
FGF-1 i FGF-2 klesa fibroticka reakce (Yu a spol., 2003). Pii absenci FGF-1
a FGF-2 dochazi k porucham produkce ECM. FGF-1 se ucastni regenerace jater,

ale jeho pusobeni na jaterni tkan je jesté malo prozkoumano.

Fibroblast Aktivovany myofibroblast
TGF-B1

——
4—
FGF-1

|

FGF-1 je antagonistaTGF-B1

Kontrakce (a-SMA)
Syntéza slozek ECM
Syntéza fibrogennich cytokin(

Obrazek ¢. 6: Vliv rustovych faktorti FGF-1 a TGF-$1 na zménu fenotypu bunék.
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5. METODICKA CAST

5.1. LABORATORNI ZVIRATA

Projekt prace byl schvalen odbornou komisi pro ochranu laboratornich
zvifat proti tyrani Lékarské 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 potkani kmene Sprague-Dawley
(Anlab-Praha), o hmotnosti 350-450 g. Potkani byli chovani v mistnostech
se stalou teplotou 22°C a dvanacti hodinovymi cykly stiidani svétla a tmy.

Standardni laboratorni dieta byla potkantim podavana ad libitum.
5.2. PERFUZE JATER A IZOLACE JATERNICH MYOFIBROBLASTU

5.2.1. Perfuze

Jatra byla postupné promyvana Hanksovym roztokem bez vapniku
(HBBS(-)), 0,2% roztokem pronazy (Roche) a 0,01% roztokem kolagenazy
(Roche) v Hanksové roztoku obsahujicim vapnik (HBBS (+)). pH roztoktu bylo
upraveno roztokem 0,5M sodné soli HEPES. Pritok roztoki béhem perfuze byl
nastaven na 10 ml/min. Perfuze byla ukonéena v okamziku, kdy z konzistence
jater bylo patrné, ze struktura jaternich laloki je rozrusena. Teplota jater byla
béhem celé perfuze udrZzovana na 37°C pomoci lampy se 100 W Zarovkou.

Teplota byla métena digitalnim teplomérem vsunutym pod jatra.

5.2.2. 1zolace bunék

Bunééna suspenze byla inkubovana s 0,001% roztokem DNazy (Roche).
Kizolaci bylo vyuzito centrifugaéni médium Optiprep (Sigma-Aldrich). Ve
zkumavce byla navrstvena nejprve bunécnéd suspenze v 17% Optiprepu a poté
vrstva 11,5% Optiprepu v HBSS (+) a nakonec bylo vSe ptevrstveno HBSS
(+)Vrstva vytvofena na rozhrani 11,5% Optiprepu a HBSS (+) obsahuje
neparenchymovou frakci jaternich bunék obohacenou o HSC. Bunky byly
kultivovany v 0,1% kolagennim gelu a na plastu pfi standardnich podminkach.

Jak je popséano dale.
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5.3. KULTIVACE BUNEK

Jaterni myofibroblasty byly ziskdny opakovanym pasdzovanim
neparenchymové frakce jaternich bunc€k. Po c¢tvrté pasazi byla cast bunck
rozsuspendovana v 0,1% kolagennim gelu a ¢ast bun¢k byla vysazena na plast.
Kultivace probihala v atmosféfe 5 % CO, a pii vlhkosti 85 %. Buiky byly
kultivovany v médiu DMEM (Biowest) s pfidavkem 10% fetalniho bovinniho séra
(FBS, Biowest). Po 24 hodinové kultivaci byl pfidan FGF-1 (Peprotech) a
heparin (Sigma-Aldrich) popi. inhibitory SB431542 (100 nmol/ml, Sigma-
Aldrich) nebo UO126 (30 nmol/ml, Cell Signaling). Doba kultivace i koncentrace
FGF-1 jsou uvedeny ve vysledkové ¢asti. Konetraci heparinu (10 pg/ml) jsme
vybrali z literatury (La Vallee a spol. 1998).

Jaterni HSC byly ziskany zneparenchymové frakce jaternich bunék.
Bunky byly kultivovany pii standardnich podminkach (DMEM, 10% FBS, 5 %
CO,, vihkost 85 a sklizeny po 48 hodinach.

Linie HSC-T6 jsou imortalizované potkani HSC. Linie byla laskavé
poskytnuta Prof. Weiskirchenem (Institut fiir Molekulare Pathobiochemie, RWTH
Universititsklinikum Aachen, Némecko). Buiky byly kultivovany za
standardnich podminek (DMEM, 10% FBS, 5 % CO,, vihkost 85 %). Cast bungk
byla rozsuspendovéana v 0,1% kolagennim gelu a ¢ast bunék byla kultivovana na
plastu. Po 24 hodinach bylo médium vyménéno za bez sérové a byl pridan
TGF-B1 (1ng/ml, Peprotech) na 24 hodin. Poté byl ptidan 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 bunky sklizeny.

5.4. PRIPRAVA KOLAGENNIHO GELU

Ocasni Slachy byly ziskavany z padesatidennich potkant. Kolagen typu I
byl extrahovan 0,25M kyselinou octovou pii 4°C, dialyzovan oproti 0,02M
kyselin¢€ octové a nafedén na vyslednou koncentraci 1,33 mg/ml. Pro dlouhodobé

skladovani byl roztok kolagenu zamrazen na -70°C.

Pii pfipravé gelu byl roztok kolagenu v kyseliné octové smichén s 4x

DMEM v poméru 3:1. Vtomto roztoku byly rozsuspendovany bunky, 2 ml
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roztoku byly preneseny na plastové misky (8 cm?). Po polymeraci byl gel
prevrstven 1,5 ml média s 10% FBS.

5.5. IZOLACE RNA

Buné¢na membrana MFB byla lyzovana guanidinthiokyanatem. Bunky
kultivované v kolagennim gelu byly lyzovéany i s gelem, bez pouziti enzymi.
RNA z lyzatd byla extrahovana fenol-chloroformovou metodou (Chomczynsky
1987). Cistota RNA byla stanovena spektrofotometricky méfenim 260/280 nm.
V piipadé potfeby byla RNA piecisténa na kolonach Nucleospin® RNA XS
(Macherey-Nagel). lzolace RNA z potkanich HSC probihala podle stejného

postupu.

HSC-T6 kultivované na plastu byly po seskrabani z Petriho misek tiikrat
promyty PBS a lyzovany RLT pufrem (soucast RNeasy Mini Kitu, Qiagen).
Kolagenni gel byl rozpustén kolagenasou NB Proved Grade z Clostridium
histolyticum (Serva). Po promyti PBS s pfidavkem EDTA byly buriky lyzovany
RLT pufrem. Celkovd RNA byla izolovana kitem RNeasy Mini Kit podle

instrukci vyrobce.

5.6. REVERZNI TRANSKRIPCE A gPCR

Vyizolovana RNA byla pomoci kitu High-Capacity cDNA Archive Kit
s nahodnymi primery (Applied Biosystems) pievedena na cDNA. 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). Sledované geny se
specifikaci jsou uvedeny v tabulce ¢. 2. Pfi stanoveni jsme postupovali dle pokynii

vyrobce. Exprese genil byla normalizovana na 18S RNA.
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Gen Katalogové Cislo
18S RNA Hs03003631 gl
Acta 1 Rn01641150 m1
Desmin Rn00574732_m1
Fbin2 Rn01425962_m1
Fndc3a Rn01465936_m1
MMP-14 Rn00579172_m1
MMP-2 Rn01538171 ml
MMP-9 Rn00579162_m1
Prokolagen | alfa 2 Rn00584426 _m1
Prokolagen 1V alfa 1 Rn01482925 m1
Reelin Rn01442363 ml
SMAD 3 Rn00565331_m1
TGF-p1 Rn00572010 m1
TIMP-1 Rn00587558_m1
TIMP-2 Rn00573232_m1
TIMP-3 Rn00441826 _m1
VEGF Rn00582935 m1

Tabulka ¢. 2: Katalogova ¢isla Tagman gene expression assay

5.7. WESTERN BLOT

Buiiky byly z plastovych Petriho misek seskrabany a tfikrat promyty PBS.
Kolagenni gel byl degradovan kolagenazou NB Proved Grade z Clostridium
histolyticum (Serva) a bunky byly tiikrat promyty PBS s pfidavkem EDTA.
Proteiny byly extrahovany lyzaénim pufrem (Cell Signaling). Obsah proteinu
Vv lyzatu byl stanoven spektrofotometricky s vyuzitim Bicinchoninic Acid Protein
Assay Kit (Sigma-Aldrich). Nanasky proteinu se pohybovaly v rozmezi 10 — 30
pg na jamku. Elektroforéza probihala na gradientovych gelech Novex NuPAGE4-
12% Bis-Tris gel (Invitrogen Life technologies) za neredukénich podminek.
Proteiny byly pieneseny na 0,2 pm nitrocelulosovou membranu Hybond
(GE Healthcare). Jako kontrola nanaSky bylo pouzito barveni membrany Poceau
S. Membrany byly inkubovany s primarnimi protilatkami pies noc pii 4°C (tab. €.
3) Sekundarni protilatky byly zakoupeny od firmy Santa-Cruz. Detekce byla
provedena luminolem (Santa-Cruz). Snimky byly naskenovany, kvantifikovany
programem QUANTITY ONE 4.6 (Bio-Rad).

39



Primarni protilatka | Klon Typ protilatky | Vyrobce Redéni
Anti-EDA-FN IST-9 monoklondlni Santa-Cruz 1:200
Anti-MMP2 H-76 polyklondlni Santa-Cruz 1:250
Anti-p-Smad2/3 D27F4 monoklonalni Cell Signaling 1:1000
Anti-Smad?2/3 D7G7 monoklonalni Cell Signaling 1:1000
Anti-TGFp1 V polyklonalni Santa-Cruz 1:100
Anti-TIMP1 R-17 polyklondlni Santa-Cruz 1:100
Anti-aSMA 1A4 monoklonalni Sigma-Aldrich 1:500

Tabulka ¢. 3: Prehled pouzitych primarnich protilatek
5.8. IMUNOCYTOCHEMIE

MFB a HSC byly kultivovany po dobu 24 hodin, poté byl pfidan FGF-1
s heparinem a inhibitor SB431542. Po 72 hodinach byly bufiky zafixovany

paraformaldehydem a permeabilizovany 0,1% Tritonem X-100.

HSC-T6 byly kultivovany po dobu 24 hodin, poté bylo médium vyménéno
za bezsérové a byl pfidan TGF-B1. Po 24 hodinové kultivaci byly pfidany
FGF-1/H nebo FGF-1/H s TGF-B1. Bunky

v kombinaci zafixovany

paraformaldehydem a permeabilizovany 0,1% Tritonem X-100.

Nespecifické vazby byly 30 minut blokovany 1% FBS. Fixované preparaty
byly inkubovany s protilatkou proti a-SMA (Mouse monoclonal Anti-Actin
a-Smooth Muscle antibody clone 1A4; Sigma-Aldrich) pti 4°C pies noc. Jako
sekundarni protilatka byly pouzity polyklonnalni kozi anti-mysi imunoglobuliny
znacené kienovou peroxidasou (Dako). Jadra byla obarvena DAPI. K prodlouzeni
fluorescence preparatd bylo pozito Vectashield mounting medium for

fluorescence H-1000 (Vector).

5.9. ZYMOGRAFIE

Aktivita Zelatindz byla méfena v médiu. MFB byly kultivovany
na kolagennim gelu i na plastu po dobu 24 hodin. Poté byly trypsinizovany
a pfesazeny na plastové misky do bez sérového média. Po 24 hodinové kultivaci

s FGF-1 a heparinem bylo odsato médium.

HSC-T6 byly vysazeny na kolagenni gel a plast. Po 24 hodinach bylo

médium vyménéno za bez sérové a byl pfiddn TGF-B1 na 24 hodin. Poté byly
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buiiky trypsinovany a piesazeny opét do bez sérového média s pridavkem FGF-1,

heparinem a TFG-B1 na plastové misky. Po 24 hodinach bylo odsato médium.

Obsah proteini v médiu byl stanoven spektrofotometricky s vyuzitim
Bicinchoninic Acid Protein Assay Kit (Sigma-Aldrich). Vzorky byly
elektroforeticky rozdéleny na 8% SDS-polyakrylamidovém gelu s obsahem 0,1%
Zelatiny. Nanaska vzorkd byla 5 mg na jamku pro MFB a 30 mg na jamku pro
HSC-T6. Gel byl dvakrat promyt po dobu 30 minut 2,5% roztokem Tritonu X-
100. Nasledné byl gel inkubovan v inkubaé¢nim pufru (50 mM Tris-HCI, 15 mM
chlorid sodny, 10 mM chlorid vapenaty, pH 7,4) po dobu 16 hodin. Gel byl

obarven Comassie blue a odbarven (10% kyselina octova, 40% methanol).

5.10. ELISA

Hladiny extraceluldarniho TGF-B1 byly stanoveny v médiu s pouzitim
komerénich ELISA kit (Invitrogen Life Technologies) podle instrukci vyrobce.
Bunky byly kultivovany na plastu a na kolagennich gelech po dobu 24 hodin poté
bylo pfidano FGF-1, heparin a inhibitory SB431542 a UO126. Doba putsobeni
je uvedena v tabulce a v grafech. Minimalni detekovatelné mnozstvi TGF- Bl
je méné nez 15,6 pg/ml. Celkové mnozstvi TGF- 31 bylo normalizovano na pocet

bunck a objem média.

5.11. STANOVENI DNA

MFB byly kultivovany standardnim zptsobem na plastu i v kolagennim
gelu. Casové intervaly kultivace s FGF-1/H jsou uvedeny ve vysledkové &asti.
MFB byly z plastovych Petriho misek seSkrabany a tfikrat promyty PBS.
Kolagenni gel byl degradovan kolagendzou a bunky byly tfikrat promyty PBS
s pfidavkem EDTA. Bunky byly lyzovany 5% Xkyselinou chloristou po dobu
30 minut pfi 70°C. K hydrolyzatu byl pfidan difenylamin a acetaldehyd. Smés
byla inkubovéna do druhého dne ve tmé pii pokojové teploté. Obsah DNA byl
stanoven spektrofotometricky. Celkové mnozstvi bylo normalizovano na pocet

bunék.
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5.12. WST-1 TEST

MFB byly kultivovany na plastu a v kolagennim gelu standardnim
zpusobem v uspoiadani na 96-ti jamkové desce. Po Uplynuti jednotlivych
Casovych intervali bylo do jamek ptidano Cell Proliferation Reagent WST-1
(Roche). Desky byly inkubovany 2 hodiny pii 37°C, 5% CO; a 85% vlhkosti.
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. VYSLEDKOVA CAST

V prvni ¢asti této prace jsme sledovali vliv kultivacniho prostiedi
a FGF-1/H na primokulturu jaternich MFB, které¢ jsme ziskali Z neparenchymové
frakce jaternich bunék potkani (kmen Sprague-Dawley). V druhé casti jsme

se zaméfili na vliv kultiva¢niho prostiedi a FGF-1/H na buné¢nou linii HSC-T6.

6.1. VLIV RUSTOVEHO FAKTORU FIBROBLASTU FGF-1
NA JATERNI MYOFIBROBLASTY IN VITRO

6.1.1. CHARAKTERIZACE BUNEK NA ZAKLADE
MORFOLOGIE A EXPRESE a-SMA

Pred zacatkem vlastniho studia vlivu kolagenniho gelu a FGF-1/H bylo
nezbytné charakterizovat fenotyp bunck. Porovnéavali jsme fenotyp MFB
ziskanych opakovanym pasazovanim primokultury HSC s HSC po dvoudenni

kultivaci, které jesté maji klidovy fenotyp.

Rozdily mezi bunikami jsou patrné jiz na jejich morfologii. Obr. €. 7
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 vldkny,
ktera jsou patrna po imunocytochemickém barveni na a-SMA (Obr. ¢. 8 A).
Oproti tomu MFB kultivované v kolagennim gelu maji mens$i protahla téla
S dlouhymi cytoplazmatickymi vybézky a maji tendenci se shlukovat. Kolagenni
gel tlumi v MFB expresi a-SMA v MFB (Obr. ¢. 8 C). HSC kultivované na plastu
maji dlazdicovy tvar bez viditelnych stresovych vlaken a-SMA (Obr. ¢. B). HSC
Vv kolagennim gelu netvoii shluky jako MFB. Maji mala kulatd téla bez
cytoplazmatickych vybézka (Obr. ¢. 7 D) a stresovych vlaken a-SMA
(Obr. ¢. 8 D).
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Obrazek ¢. 7 Jaterni MFB kultivované na plastu (A) a v kolagennim gelu (C) 48 hodin po
vysazeni, zvétSeni 100x. Jaterni HSC kultivované na plastu (B) a v kolagennim gelu (D) 48

hodin po vysazeni, zvétSeni 100x.

-

Obrazek ¢. 8 Imunocytochemické barveni a-SMA v MFB na plastu (A) a v kelagennim gelu
(C) a HSC na plastu (B) a v kolagennim gelu (D) 48 hodin po vysazeni, zvétSeni 1000x
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6.1.2. CHARAKTERIZACE BUNEK NA ZAKLADE EXPRESE
GENU MFB FENOTYPU

Pro charakterizaci bun¢k jsme vybrali markery typické pro MFB fenotyp
(fibulin-2, a-SMA), pro klidové HSC burnky (desmin, reelin) a FN-EDA nezbytny
pro diferenciaci fibroblastli. Jejich exprese jsme sledovali na Grovni mRNA.
Opakované pasazované burnky siln¢ exprimovaly Fibulin-2 (Graf ¢.1 A) a a-SMA
(Graf ¢.1 B). Exprese reelinu (Graf ¢. 2 A) a desminu (Graf ¢. 2 B) byla naopak
zvySend v HSC po dvoudenni kultivaci. FN-EDA byl exprimovan v obou typech
bunck. Z grafi vyplyva, ze Ctyfikrat pasdzovana frakce neparenchymovych
jaternich bunék ma myofibroblasticky fenotyp. Kultivace bun¢k v kolagennim
gelu expresi gent fibulinu-2 a a-SMA tlumi, ale ne natolik aby ziskaly fenotyp
klidovych HSC.
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Graf ¢. 1: Charakterizace myofibroblastického fenotypu-exprese mMRNA markera MFB, n=4,
p <0,05
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Graf & 2: Charakterizace myofibroblastického fenotypu-exprese mRNA markeri klidovych
HSC, n=4, p < 0,05
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Graf €. 3: Charakterizace myofibroblastického fenotypu-exprese mRNA FN-EDA, n=4,
p=0,05

6.1.3. VLIV KULTIVACNIHO PROSTREDI NA PROLIFERACI
MFB A EXPRESI PROTEINU MFB FENOTYPU

Proliferaci na plastu i v kolagennim gelu jsme hodnotili WST-1 testem
(graf ¢. 4A) a stanovenim celkové DNA (graf ¢. 4B). Z graft plyne, Ze kultivaéni

prostfedi nema na proliferaci MFB vliv.
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Graf ¢. 4: Vliv kultivaéniho prostfedi na proliferaci bunék, WST-1 test (A) a stanoveni
DNA (B) n=4, p < 0,05

Dale jsme sledovali expresi proteini typickych pro MFB (TGF-BI,
a-SMA, FN-EDA) a pro degradaci ECM (MMP-2). K analyze byla pouzita
elektroforéza s westernovym pienosem. Kultivace MFB v kolagennim gelu byla
provazena poklesem hladin sledovanych proteini: TGF-B1 (snizeno 6x), a-SMA
(snizeno 3x) a FN-EDA (sniZeno 2,5x). Exprese MMP-2 byla snizena jen mirné
(Obr. ¢. 9). Ke kontrole nanasky bylo pouzito barveni membrany Ponceau S,
nebot’ pienosu bun€k do kolagenniho gelu dochazi ke zméné morfologie bunék,
pfi které se méni exprese proteinli béZzn¢ pouZzivanych pii normalizaci western

blotu (Jiroutova a spol., 2013).

Plast Kolagenni
gel
TGF-B1 e -
wsvA | - |
eon |
MMP-2 _—
e c— e —
b

Obrazek ¢. 9: Vliv kultiva¢niho prostiedi na expresi markeria MFB — western blot
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6.1.4. KONCENTRACNI RADA PUSOBENI FGF-1

Koncentrace FGF-1 pouzité pii pokusech in vitro se podle dostupné
literatury pohybuji od 1 do 80 ng/ml. V nasi praci jsme testovali samotny FGF-1
o koncentracich 4 a 10 ng/ml média s obsahem 0,5% séra (graf ¢.5). Sledovali
jsme expresi genu typickych pro MFB (TGF-B1, a-SMA, FN-EDA) a pro
degradaci ECM (MMP-2) na urovni mRNA. Vysledky jsou uvedeny v relativnich
hodnotach, kdy jako 100 % je brana exprese kontroly bez ovlivnéni FGF-1.
které dochazi kindukci exprese TGF-Bf1, FN-EDA a MMP-2. Béhem

nasledujicich experimenti jsme dle téchto vysledki pouzivali FGF-1 (4 ng/ml).
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6.1.5. VLIV FGF-1/H NA PROLIFERACI MFB

FGF-1 stejn¢ jako ostatni rdstové faktory mize ovliviiovat proliferaci
a diferenciaci bunék. Vliv na proliferaci jaternich MFB jsme sledovali v obou
kultiva¢nich prostiedich pomoci WST-1 testu (graf ¢. 6) a stanoveni mnozstvi
DNA (graf ¢. 7). FGF-1/H bylo pfidano na ¢asové intervaly v rozmezi 24-96
hodin. Vysledky jsou uvedeny v procentech neovlivnéné kontroly v daném

casovém intervalu. Z grafl plyne, Ze FGF-1/H na proliferaci jaternich MFB nema

vliv.
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Graf ¢&. 6: 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 ¢ 7: Vliv FGF-1/H na proliferaci bunék v ¢ase na plastu (A) a v kolagennim gelu (B) —
Stanoveni DNA, n=3, p < 0,05
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6.1.6. CASOVA KRIVKA PUSOBENI FGF-1/H NA EXPRESI
PROTEINU

Exprese vybranych proteint v MFB ovlivnénych FGF-1/H po dobu 24, 48,
72 a 92 hodin je uvedena na grafech ¢. 8-11. Heparin blokuje reverzni transkripci
pii syntéze cDNA, proto metoda qPCR nebyla pouzitelna. Protein TGF-1 byl
westernovym pienosem nedetekovatelny, proto jsme ke stanoveni extraceluldrni
koncentrace pouzily metodu ELISA. Zjistili jsme, ze hladiny TGF-B1

secernovaného do média se pod vlivem FGF-1/H signifikantné neméni (graf. ¢ 8).
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Graf ¢&. 8: Vliv FGF-1/H v ¢ase na sekreci extracelularniho TGF-$1 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 pienosem a denzitometricky kvantifikovali. Vysledky jsou
uvedeny v procentech kontroly v daném ¢asovém intervalu. Grafy jsou doplnény
reprezentativni fotografii membrany. Doba expozice membran z bunck na
kolagennim gelu byla delsi, z divodu nizs$i exprese sledovanych proteind.
Porovnani exprese proteinli mezi bunikkami na plastu v kolagennim gelu jsou

uvedeny v kapitole 6.1.3 obrazek ¢. 9.

Z vysledkt je patrné, ze na plastu FGF-1/H zvySuje béhem prvnich 72
hodin expresi FN-EDA (graf ¢. 9 A), ale expresi a-SMA snizuje (graf ¢. 10 A).
V bunkach kultivovanych v kolagennim gelu exprese a-SMA (Graf ¢. 10 B)
I FN-EDA (graf ¢. 9 B) mirn¢ klesaly. Exprese MMP-2 byla pod vlivem FGF-1/H
sniZena jen v builkéch na plastu po 96 hodinach (graf ¢. 11 A).
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Graf ¢. 11: Vliv FGF-1/H v ¢ase na expresi a-SMA v MFB na plastu (A) a v kolagennim gelu
(B), n=3, p £0,05

6.1.7. VLIV FGF-1/H NA AKTIVITU ZELATINAZ

Aktivitu MMP-2, ktera byla secernovana do média bunkami na plastu
I v kolagennim gelu, jsme stanovili zelatinovou zymografii. Na obrazku ¢. 10 je
reprezentativni  fotografie gelu, bilda mista odpovidaji aktivit¢ MMP-2
a pro-MMP-2. Zpracovani vzorkl (denaturace a opétovnd renaturace) umoziuje
I inaktivnim pro-MMP travit Zelatinu. Pfesazenim bunék do kolagenniho gelu

aktivita vzrostla MMP-2. FGF-1/H vsak aktivitu tlumila v obou prostiedich.

Kolagenni gel Plast

FGF-1/H - + - +

Pro-MMP-2
MMP-2

Obriazek ¢&. 10: Aktivita MMP-2 secernované buiikami na plastu a v kolagennim gelu pod
vlivem FGF-1/H, n=3
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6.1.8. EXPRESE PROTEINU PO INHIBICI TGEFR |

Dle naSich zjisténi MFB exprimuji gen pro TGF-B1. Ke zjisténi mozné
ucasti TGF-B1 na stimulaci MFB fenotypu jsme receptor pro TGF-B1 zablokovali
inhibitorem SB 431542. FGF-1/H i inhibitor jsme piidavali na dobu 48 hodin.
Proteiny a-SMA, FN-EDA a MMP-2 jsme stanovovali elektroforézou
s westernovym prenosem a denzitometricky kvantifikovali. Extracelularni
TGF-B1 jsme stanovili metodou ELISA. Vysledky jsou uvedeny v procentech
prislusné kontroly. Inhibice TGFR I vyznamné snizila sekreci TGF-B1 (graf ¢. 12
A, B) i expresi FN-EDA (graf ¢. 13 A, B) jak v burikach na plastu tak v bunkach
V kolagennim gelu. Exprese a-SMA byla inhibici ovlivnéna jen v kombinaci

s FGF-1/H (graf ¢. 14 A, B). Exprese MMP-2 nebyla vyznamné ovlivnéna.
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Graf ¢. 12: Vliv inhibice TGFR | na sekreci TGF-B1 do média buiikami na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05
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Graf ¢ 13: 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 ¢. 14: Vliv inhibice TGFR I na expresi a-SMA v buiikkich na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05
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Graf ¢ 15: Vliv inhibice TGFR | na expresi MMP-2 v buiikich na plastu (A)
a v kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05

Mechanismy piisobeni TGF-B1 1 FGF-1 jsou zprostfedkovany riznymi
signalnimi drahami. Jednou z moznosti je pusobeni pfes proteiny Smad. Proto
jsme sledovali t¢inek FGF-1/H a inhibitoru SB 431542 na jejich fosforylaci. SB
431542 sice nemd vliv na mnozstvi Smad 2 (graf ¢. 16) a Smad 3 (graf ¢. 17), ale
v burikach na plastu snizuje jejich fosforylaci (graf ¢. 18 A, 19 A). V bunkach
Vv kolagennim gelu fosforylace klesa az po kombinaci inhibitoru s FGF-1/H (graf
¢. 18 B, 19 B). FGF-1/H ma v riznych prostfedich odlisné ucinky. V MFB na
plastu zvySuje fosforylaci Smad 2, ale v buiikdch v kolagennim gelu sniZuje

fosforylaci Smad 3.
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Graf ¢ 16: Vliv inhibice TGFR 1 na expresi Smad 2 v buiikich na plastu (A)
a v kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05
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Graf €. 17: Vliv inhibice TGFR 1 na expresi Smad 3 v buiikich na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05
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Graf ¢ 18: Vliv inhibice TGFR | na expresi p-Smad 2 v buiikich na plastu (A)
a v kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05
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Graf €. 19: Vliv inhibice TGFR | na expresi p-Smad 3 v buiikich na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05
6.1.9. EXPRESE PROTEINU PO INHIBICI SIGNALNiI DRAHY
MEK/ERK

Pii studiu signédlnich drah FGF-1/H jsme pomoci inhibitoru U0126
zablokovali signalni drahu MEK/Erk. Inhibitor mirné tlumil sekreci TGF-B1
Vv bunikach v kolagennim gelu (graf ¢. 20 B) a v kombinaci s FGF-1/H i v burikach
na plastu (graf ¢. 20 A). Stejné ucinky méla inhibice na expresi FN-EDA (graf
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¢. 21 A, B). Kmirnému poklesu hladiny a-SMA doslo pti kombinaci inhibitoru
a FGF-1/H v bunikach na plastu, ale v buikach v kolagennim gelu tento efekt
nenastal (graf ¢. 22 A, B). Na expresi MMP-2 nebyla inhibitorem vyznamné
ovlivnéna (graf ¢. 23 A, B).
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Graf & 20: Vliv inhibice MEK/Erk na sekreci TGF-p1 v buiikach na plastu (A)
a v kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05

A
FN-EDA FN-EDA
500- 500- %k
| " |
2 400 2 400-
£ B g |
§ 300- ! _§ 300
S 8
T 2004 T 200-
(=] (=]
g 100+ £ 100-
od - i V772, 0 : = .

Graf ¢. 21: Vliv inhibice MEK/Erk na expresi FN-EDA v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05
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Graf ¢ 22: Vliv inhibice MEK/Erk na expresi a-SMA v buiikkach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05
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Graf ¢ 23: Vliv inhibice MEK/Erk na expresi MMP-2 v buiikach na plastu (A)

a v kolagennim gelu (B), n=3, p < 0,05
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6.2. VLIV TGF-p1 A FGF-1/H NA BUNECNOU LINII HSC-T6

V druhé ¢asti jsme pracovali s bunécnou linii HSC-T6, kterou ndm laskavé
poskytnul prof. Weiskirchen (Institut fiir Molekulare Pathobiochemie, RWTH
Universitétsklinikum Aachen, Germany). HSC-T6 je imortatizovana bunécna linie
vykazujici typické znaky aktivovanych HSC. Opét jsme porovnavali bunky
kultivované v 2D prostiedi na plastu s buitkami v 3D prostfedi 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 BUNEK

Bunky kultivované na plastu samotné ¢i s piidavky cytokini nevykazuji
zadné morfologické zmény (obr. ¢. 11 A, B, C). Maji dlazdicovy tvar bez
viditelnych stresovych vlaken. Stresovd vldkna jsou vSak patrna po
imunocytochemickém barveni a-SMA. Kontrolni bufiky jsou na a-SMA pozitivni,
z ¢ehoz plyne, Ze se skuteéné jedna o aktivované HSC (obr. ¢. 12 A). Po stimulaci
bunék TGF-B1 dochazi k zesileni exprese a-SMA (obr. ¢. 12 B) avsak FGF-1/H
stimulaci vyvolanou TGF-B1 snizuje jen mirné (obr. ¢. 12 C).

Oproti tomu buiiky kultivované v kolagennim gelu tvofi vyrazné shluky
s dlouhymi cytoplazmatickymi vybézky (obr. ¢. 11 D). Po pfidani TGF-B1 se
shluky zmenSuji a cytoplazmatické vybézky zkracuji (obr. €. 11 E). FGF-1
potla¢uje morfologické zmény vyvolané¢ TGF-B1 (obr. ¢. 11 F). Exprese
stresovych vlaken pozitivnich na o-SMA je vlivem kolagenniho gelu zcela

potlacena (obr. ¢. 12 D, E, F).
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Obrazek ¢. 11: Morfologie HSC-Té6 kultivovanych na plastu (A, B, C) a v kolagennim gelu
(D, E, F) spridavkem TGF-p1 (B, C) nebo TGF-p1 v kombinaci s FGF-1/H (C, F) po 72

hodinach od vysazeni, zvétSeno 100 X

Obrazek €. 12: Imunocytochemické barveni a-SMA v HSC-T6 kultivovanych na plastu (A,
B, C) a v kolagennim gelu (D, E, F) s pfidavkem TGF-p1 (B, E) nebo TGF-p1 v kombinaci

s FGF-1/H (C, F) po 72 hodinach od vysazeni, zvétseno 1000 x
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6.2.2. VLIV TGF-pl A FGF-1/H NA EXPRESI mRNA MARKERU
MFB FENOTYPU

Pomoci qPCR jsme stanovili expresi mMRNA TGF-B1, FN-EDA, a-SMA
a kolageni typu 102 a 1a4. Buiiky byly kultivovany na plastu nebo v kolagennim
gelu, samotné nebo s pridavkem vyse uvedenych ristovych faktort. Vysledky

jsou uvedeny v procentech kontrolnich bunék na plastu.

Stimulace HSC-T6 na plastu rustovym faktorem TGF-B1 méla za nasledek
autoindukci mMRNA TGF-B1 (graf ¢. 24 A) a zvySeni exprese a-SMA (graf ¢. 26
A). Na expresi FN-EDA (graf ¢. 25 A) a obou typu kolagenu (graf ¢. 27 A, 28 A)
nemélo pridani TGF-B1 k bunééné kultute zadny vliv. Pfidavek FGF-1/H mél vliv
pouze na MRNA TGF-B1 (graf ¢. 24 A), kdy snizil expresi na hladinu kontrolnich
bunck.

Bunky v kolagennim gelu reagovaly na TGF-B1 pouze zvySenou expresi
a-SMA (graf ¢. 26 B). Na rozdil od bun¢k na plastu zde nedochazelo k parakrinni
stimulaci exprese TFG-B1 (graf ¢. 24 B). Shodné s buitkami na plastu jsme
nepozorovali zadnou indukci kolagenu (graf ¢. 27 B, 28 B) nebo FN-EDA (graf
¢. 25 B).
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Graf ¢. 24: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na autoindukci mMRNA TGF-$1 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 mMRNA FN-EDA v buiikich na plastu (A)
a v kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢. 26: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA o-SMA v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢. 27: Vliv TGF-B1 a FGF-1/H na expresi mRNA kolagenu 102 v buiikach na plastu (A)
a v kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢. 28: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mRNA kolagenu 104 v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
6.2.3. VLIV TGF-f1 A FGF-1/H NA EXPRESI MARKERU MFB
FENOTYPU

Expresi mRNA jsme ovéfovali na Urovni bilkovin. Elektroforézou
s westernovym pienosem jsme stanovili mnozstvi FN-EDA a a-SMA (obr. ¢. 13).
TGF-B1 v obou prosttedich indukoval expresi FN-EDA a FGF-1/H tuto stimulaci
castecné potlacil, 1 kdyz hladiny FN-EDA neklesly na uroveii v kontrolnich
bunkach. Podobné ucinky mély oba cytokiny i na expresi a-SMA v bunikach
na plastu. Kolagenni gel vliv TGF-B1 na expresi a-SMA zcela potladil.
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Obrazek ¢. 13: Western blot a-SMA a FN-EDA v HSC-T6 kultivovanych na plastu
a v kolagennim gelu, n=3
6.24. VLIV TGF-p1 A FGF-1/H NA PROTEOLYTICKOU
AKTIVITU

Remodelace ECM je zavisla na rovnovaze mezi MMP a jejich inhibitory.
Testovali jsme vliv cytokini na regulaci zelatindz MMP-2 a MMP-9
a membranoveé vazané MMP-14 a inhibitord TIMP-1, TIMP-2 a TIMP-3. Z grafu
plyne, ze v bunkach kultivovanych na plastu TGF-f1 zvySuje expresi mRNA
MMP-2 (graf ¢. 29 A) a MMP-9 (graf ¢. 30 A), ale expresi mMRNA MMP-14
neovliviigje (graf ¢. 31 A). FGF-1/H nema 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 kultivacnim prostiedim (grafy ¢. 29 B, 30 B, 31 B).

Exprese mMRNA TIMP jsou téZ ovlivnéné cytokiny pouze v buitkkdch na
plastu (grafy ¢. 32, 33, 34). TIMP-1 je vlivem TGF-B1 zvySen. FGF-1/H efekt
TGF-B1 na expresi mRNA TIMP-1 c¢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 ¢. 29: Vliv TGF-g1 a FGF-1/H na expresi mMRNA MMP-2 v buiikach na plastu (A)

a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢. 30: Vliv TGF-g1 a FGF-1/H na expresi mMRNA MMP-9 v buiikiach na plastu (A)

a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢. 31: Vliv TGF-B1 a FGF-1/H na expresi mMRNA MMP-14 v buiikiach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢ 32: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mMRNA TIMP-1 v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢&. 33: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mMRNA TIMP-2 v buiikach na plastu (A)
a Vv kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05
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Graf ¢ 34: Vliv TGF-p1 a FGF-1/H na expresi mMRNA TIMP-3 v buiikach na plastu (A)
a v kolagennim gelu (B), n=4, p < 0,05

Na turovni bilkovin jsme stanovovali mnozstvi MMP-2 a TIMP-1.
V burikach 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
Vv buiikdch v kolagennim gelu TGF-B1 snizuje expresi aktivni MMP-2 a exprese

TIMP-1 se neméni.
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Obrazek ¢. 14: Western blot MMP-2 a TIMP-1 v

a v kolagennim gelu, n=3

Proteolytickou aktivitu MMP-2 a MMP-9 secernovanych do média jsme

stanovovali Zelatinovou zymografii (obr. €. 15). Zpracovani vzorki (denaturace

a opétovna renaturace) umoziiuje normalné inaktivnim pro-MMP travit Zelatinu.

Proteolytickd aktivita v tomto pfipadé odpovidd latentnim formdm enzymi.

Bunky 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.
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Obrizek & 15: Zelatinova zymografie MMP-2 a MMP-9 secernovanych HSC-T6
kultivovanych na plastu a v kolagennim gelu, n=3

70



7. SHRNUTI NEJDULEZITEJSICH VYSLEDKU

V prvni ¢asti prace jsme sledovali ucinky FGF-1 na primokulturu jaternich
myofibroblastii ziskanych ze zdravych jater potkani, a to jak ve standardnim

kultiva¢nim prostiedi na plastu, tak v 3D prostiedi kolagenniho gelu.

Z nasich experimentl vyplyva, ze FGF-1 neovlivituje proliferaci MFB, ale ma
vliv na expresi proteint kliCovych v patogenezi jaterni cirhdzy: hladkosvalového
a aktinu (a-SMA) a fibronektinu (FN-EDA). FGF-1 snizuje expresi a-SMA
a zvySuje expresi FN-EDA v MFB na plastu. Pisobeni FGF-1/H v kolagennim
gelu je mirnéjsiho razu.

TGF-B1 se vaze pomoci povrchového receptoru TGFR I na membranu
bunék a spousti fosforylaci proteinit SMAD a aktivuje drahu MEK/Erk. Zjistovali
jsme zda FGF-1 zasahuje signalizace zprostfedkované TGF-B1. TGFR | jsme
zablokovali inhibitorem SB 431542, MEK1/2 drahu jsme inhibovali pomoci
UO126. Z naSich vysledkl vyplyva, Ze vliv obou inhibitort je podobny. Exprese
FN-EDA pod vlivem inhibitor klesa, ale exprese a-SMA klesa az po pridani
FGF-1/H k inhibitoru.

V druhé ¢asti prace jsme sledovali vliv rastovych faktord TGF-fla FGF-1

na bunécnou linii HSC-T6 na plastu a v 3D prostiedi kolagenniho gelu.

Zaméfili jsme se na UCinky FGF-1 na casné aktivované HSC, které
podléhaji regulaci TGF-B1 ve vétsi mife nez aktivované MFB. Po stimulaci bun¢k
na plastu ristovym faktorem TGF-B1 siln¢ vzrostla exprese a-SMA a FN-EDA.
FGF-1/H snizuje tuto expresi na pivodni uroven. Dale FGF-1/H mirn¢ zvySuje
hladiny MMP-2 vylu¢ovanych do média. Kolagenni gel méni morfologii bunék
1 exprese markeri MFB, pfedevS§im a-SMA. Stimulace bun¢k TGF-B1 ke zvySeni
hladiny FN-EDA, ale ne hladiny a-SMA. I pies rozdilné chovani bunék na plastu
a v kolagennim gelu FGF-1/H snizuje expresi FN-EDA Vv obou prosttedich.
Z naSich experimentit vyplyva, Ze FGF-1 by mohl byt antagonistou TGF-BI,

1 kdyZ mechanismus neni zatim objasnén.
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8. DISKUZE

Klicové bunky jaterni fibrozy jsou HSC a MFB. V neporuSenych jatrech
HSC ukladaji triacylglyceroly a retinoidy, ale po poSkozeni jater tuto vlastnost
ztraceji. HSC jsou aktivovany, roste jejich kontraktilita, méni se fenotyp a tyto
bunky poté nazyvame MFB. V prvni Césti této prace jsme sledovali vliv
kultivacniho prostiedi a FGF-1/H na primokulturu jaternich MFB, které jsme
ziskali opakovanych pasazovanim neparenchymové frakce jaternich bunék bohaté
na HSC. V druhé ¢asti prace jsme se zaméfili na vliv kultiva¢niho prostiedi
a cytokintit TGF-B1 a FGF-1/H na buné¢nou linii HSC-T6, ktera ptedstavuje ¢asné
aktivované HSC.

8.1. VLIV FGF-1/H NA JATERNI MFB IN VITRO

TGF-B1, hlavni profibrogenni cytokin, je uvoliiovan z nekrotickych bunék
béhem poskozeni jater (Braunersreuther a spol., 2012). Je nezbytny pro pfeménu
fibroblasti na myofibroblasty. Indukuje expresi markerd MFB fenotypu jako jsou
a-SMA, kolagen a fibronektin (Kim a Ballock 2014). Bunéény 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 bunkach je zavisla na tuhosti prostiedi
(Vaughan a spol., 2000), coZ potvrzuji i naSe vysledky. Kolagenni gel klade MFB
mensi odpor neZ plastové misky, proto presazeni MFB do kolagenniho gelu ma za
nasledek mnohonisobné sniZeni exprese TGF-B1, pod jehoZz vlivem klesaji
1 mnozstvi FN-EDA a a-SMA. Dlouhodobé kultivace na plastu vedla v naSich
experimentech ke zvySené syntéze TGF-B1, ktery je jedni z hlavnich cytokind
indukujici pfeménu ptivodné 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 ovéteni MFB fenotypu jsme opakované pasdZované builky porovnavaly
s klidovymi HSC. Rozdily mezi buiikami byly patrné jiz z jejich morfologie.
Opakované pasazované builkky byly pozitivni na stresova vldkna obsahujici

a-SMA. Na zaklad¢ stanoveni a-SMA, fibulinu 2, reelinu a desminu jsme dosli
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k zavéru, Ze bunky po Ctyfech pasazich maji zcela MFB fenotyp. Piesazeni téchto

bun¢k do kolagenniho gelu jejich fenotyp tlumi, ale stale se jedna o MFB.

Pti kultivaci na plastovych miskach se mrtvé builky uvoliuji z podkladu
do média a pied sklizenim bunék jsou odstranény. Z kolagenniho gelu
se odumielé bunky uvolnovat do média nemohou a masivni apoptéza by mohla
ovliviiovat budouci stanoveni. Z tohoto diivodu jsme povazovali za nutné stanovit
viabilitu a proliferaci bunck. 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 prostredi

neméni.

TGF-B1 indukuje pfeménu fibroblasti na MFB epitelo-mezenchymalni
tranzici (EMT). A i kdyz molekuldrni mechanismy, kterymi se tidi TGF-B1
vyvolanda EMT, nejsou zcela objasnény, vétSina experimentll naznacuje, ze je
zprostiedkovana piedev§im Smad signalni drahou (Ramos a spol., 2010). TGF-B1
pusobi na buiky predev§im Smad zprostfedkovanou signalizaci, 1 kdyZ jsou
znamy i na Smad nezavislé signalni drahy jako jsou MEK/ERK, p38, PI3K a JNK
(Attisano a Wrana, 2002). Kim a kolektiv prokézali, ze autoindukce TGF-f1
je zprostfedkovana pravé JNK signalni drahou (Kim a spol., 1990). Tvrzeni
Ramose a kolektivu, Ze TGF-B1 indukuje zmény v expresi prostfednictvim
proteini Smad (Ramos a spol. 2010), se potvrdila 1 v jaternich MFB vV naSich
experimentech. Po zablokovani receptoru TGFR I pomoci inhinitoru SB 431552

doslo k poklesu exprese fosforylovanych forem Smad 2 i 3.

Ristové faktory FGF byly pivodné izolovany z hypofyzy skotu jako
mitogeny, které by mohly stimulovat rist a proliferaci bunék. FGF-1 je
vyznamnym mitogenem pro hepatocyty (Tanahashi a spol., 1994), ale jeho vliv na
proliferaci jaternich MFB nebyl dosud zdokumentovan. Z naSich vysledki
vyplyva, ze na rozdil od hepatocytt FGF-1 neptsobi 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
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expresi kolagenaz (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 vysledkt je patrné, ze ucinna koncentrace FGF-1 je jiz 4 ng/ml.

Bylo prokézédno ze FGF-1/H je schopen eliminovat ucinky TGF-B1
prostiednictvim MEK/ERK kindzy, Coz ma za nasledek fosforylaci ERK-1
a defosforylaci Smad 2 (Ramos a spol., 2010, Shimbori a spol., 2016). Nase

experimenty dokézaly, ze FGF-1 zvySuje expresi fosforylovaného Smad 2.

Pti 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 i Ramose a kolektivu (Kim a spol., 1990, Ramos a spol., 2010).
Inhibitor TGFR I v naSich experimentech snizil koncentraci TGF-B1 v médiu na
plastu i v kolagennim gelu. Sekrece extracelularniho TGF-1 vsak byla snizena
i pti pouziti inhibitoru MEK/ERK signalni drahy U0126 kombinaci s FGF-1/H.
Z ¢ehoz vyplyva, Ze indukce TGF-B1 1 pisobeni FGF-1/H na ni, je zavisla na vice

extracelularnich signalech s presahy do jinych signélnich drah.

V lidskych ledvinnych buitkkdch TGF-B1 aktivuje PI3K signani drahu,
¢imz reguluje alternativni sestfth 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 naristem exprese FN-EDA a poklesem exprese
v MFB v kolagennim gelu. Hladiny poklesly 1 po pouziti inhibitord SB 431542
a U0126, kter¢ inhibuji jiné signalni drahy neZ je PI3K. To naznacuje, ze exprese

FN-EDA béhem naSich experimentl nebyla regulovana pouze TGF-B1.

TGF-B1 indukuje nejprve expresi FN-EDA a poté spole¢né stimuluji
expresi 0-SMA (Serini a spol., 1998). Pfi naSich experimentech mél ptidavek
FGF-1/H k MFB za nasledek pokles exprese a-SMA v obou prostiedich. CoZ je
v souladu s praci Maltsevy a kolektivu o u¢inku FGF-1/H na MFB o¢ni rohovky
(Maltseva a spol., 2001). Zmény na urovni FN-EDA béhem naSich pokusi
nekorelovaly se zménami v expresi a-SMA. Hladina a-SMA byla ovlivnéna

predevsim kultivacnim prostiedim a az poté inhibitory signalnich drah. Kultivace
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Vv kolagennim gelu hrala ve snizeni mnoZzstvi a-SMA kli¢ovou roli. Coz potvrzuje
vysledky Arory a kolektivu, zZe exprese a-SMA je zavisla pfedev§im na tuhosti

prostiedi (Arora a spol., 1999).

Poruseni rovnovahy mezi degradaci a syntézou slozek ECM je kliCovym
faktorem pfi vzniku jaterni fibrézy. Degradace ECM je zpusobena aktivitou
matrix metaloprotedz. MMP jsou regulovany na nékolika riznych urovnich,
naptiklad expresi genil, aktivaci proenzymu nebo inhibici specifickymi inhibitory
(Birkedal-Hansen a spol., 1993). TGF-B1 reguluje expresi MMP v mnoha
bunkach, 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 rovni gentl 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 I v8ak prokazaly, Zze TGF-f1 nema
na indukci syntézy MMP-2 zadny vliv, coz nesouhlasi s tvrzenim Xie a kolektivu.
Nicméné presazeni bunék do kolagenniho gelu zvysilo aktivitu MMP-2. FGF-1/H
aktivitu MMP-2 tlumila v obou kultivaénich prostfedich. Tento vysledek je
v rozporu s vysledky Becerril a kolektivu (Becerril a spol., 1999).

Z nasi prace vyplyva, ze FGF-1/H ma za ur€itych podminek antifibrotické
ucinky na jaterni MFB. Kolagenni gel wuklidiuyje MFB fenotyp
a moduluje uc¢inky FGF-1/H, pravdépodobné skrze integriny zprostiedkované

zasahy do signalni drahy FGF-1/H.
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8.2. VLIV TGF-B1 A FGF-1/H NA BUNECNOU LINII HSC-T6

V druhé ¢asti prace jsme se vénovali bunééné linii HSC-T6. Jako HSC-T6
se oznacuje jeden z klonl izolovanych doktorem Friedmanem, ktery pfedstavuje

dobie zavedeny model aktivovanych HSC (Gressner a Weiskirchen 2006).

Aktivaci HSC-T6 jsme zesilili pfidavkem TGF-B1, coz je dobie 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-B1 (Kim a spol., 1990). Dale indukoval expresi
a-SMA, ale na expresi mRNA prokolagenu 102 ani lo4 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 pifi naSich

experimentech v HSC-T6 detekovano aZ na urovni proteind.

Interakce mezi buikami a ECM méni jejich fenotyp. Opétovné jsme
k napodobeni in vivo podminek pouzili kolagenni gely. Bylo publikovano nékolik
studii, kde TGF-B1 stimuluje kontrakci nativnich kolagennich geli tim, Zze
indukuje expresi a-SMA v HCS (Kharbanka a spol., 2004). Arora ve své praci
uvadi, ze TGF-Bl-indukovany narist a-SMA v gingivalnich fibroblastech je
zavisly na rigidit¢ kultivacniho prosttedi (Arora a spol.,, 1999). Interakce
kolagennich vlaken s integrinem a2B1 muze byt dle naSeho nazoru omezujicim
faktorem v regulaci FN-EDA a a-SMA. Z naSich vysledkd 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.

Nase vysledky ukazuji, ze prostfednictvi FGF-1/H mlze dochéazet ke
snizeni MFB diferenciace, ale mechanismus neni zalozen pouze na down-regulaci
exprese gend. FGF-1/H snizil TGF-B1 autoindukci, ale také stimuloval expresi
mRNA o-SMA. Na trovni proteinli sniZil FGF-1/H v buiikach na plastu hladiny
FN-EDA i a-SMA. Nase vysledky odpovidaji predchozim studiim, kdy FHF-1/H
obratili MFB fenotyp v plicnich fibroblastech (Ramos a spol., 2006). Plicni
fibroblasty vykazovaly sniZzenou tvorbu kolagenu a a-SMA. Na rozdil od bun¢k

v kolagennim gelu, v buiikach na plastu je zvySena exprese a-SMA doprovazena
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zvySenou expresi FN-EDA, v ¢emZ se shodujeme s jinymi studiemi (Wu a spol.,
2014 Jarnagin a spol., 1994). Celkov¢ vzato, HSC-T6 jsou buiky, které¢ pokud
jsou stimulovany, jsou schopny exprimovat nékteré (ale ne vSechny)
profibrogenni markery. Exprese mohou byt modulovany trojrozmémym

prosttedim. FGF-1/H muze snizit n¢které z téchto zmén.

Proteolyza ECM je kliCcovym faktorem pii progresi jaterni fibrozy. Je
zprosttedkovana MMP  a jejich inhibitory. ZvySeni obratu ECM je cilem
anti-fibrotické terapie. Béhem akutniho posSkozeni jater pod vlivem cytokint
a rastovych faktort, véetné TGF-B1, rostou hladiny MMP-2, MMP-9 a TIMP-1
(Knittel a spol., 1999), coz naznacuje jejich roli pfi remodelaci jaterni tkang.
MMP-9 byla nalezena v jizvé 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 drovni
proteinli nebyly Z4dné 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 dulezity pro inhibici MMP-9, zatimco TIMP-2 reguluje aktivitu
MMP-2 (Seo a spol., 2003). Pfedchozi studie ukazaly, ze 3D prostiedi 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 zpusobuje mirny pokles sekrece
pro-MMP-2 a pro-MMP-9.
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9. ZAVER

V naSi praci jsme se veénovali studiu antifibrotického ucinku FGF-1
na primokulturu jaternich MFB a buné¢nou linii HSC-T6, ktera prezentuje dobie

zavedeny model aktivovanych HSC.

Porovnavali jsme zmény exprese genli 1 proteinli, které jsou
charakteristické pro MFB fenotyp. Pomoci TGF-B1 jsme indukovali MFB fenotyp
v buiikach na plastu, coz prezentuje stav s vysokou pevnosti vtahu a dale

v bunkach v kolagennim gelu coz reprezentuje prostiedi s nizkou pevnosti v tahu.

Znasich vysledku dale vyplyva, ze 3D kultivace v kolagennim gelu
vyznamné meéni fenotyp jaternich MFB. Dochézi ke snizeni exprese kli¢ového
profibrogenniho cytokinu TGF-f1 1 snizeni expresi MFB markeri FN-EDA
a a-SMA. Exprese FN-EDA je zavisla na TGF-B1, zatimco exprese a-SMA je
vprvni fadé¢ wurcena kultivaénim prosttedim. Kolagenni gel téz aktivuje
pro-MMP-2. Ristovy faktor FGF-1 v kombinaci s heparinem snizoval v buiikdch
expresi a-SMA a v bunikach na kolagennim gelu i expresi FN-EDA. FGF-1/H

muze mit za ur¢itych podminek antifibrogenni uc¢inky na jaterni MFB.

Hvézdicové buiky HSC-T6 jsme stimulovali pomoci TGF-B1. FGF-1/H
vyrazn¢é sniZzoval hladiny FN-EDA v obou prostfedich a signifikantné snizil
expresi a-SMA Vv bunikach na plastu. Z téchto vysledkil jsme dosli k zavéru, ze

FGF-1 mize mit antifibrogenni u¢inky také na aktivované HSC.

Naruseni TGF-B1 signalni drahy ptfedstavuje potencidlni strategii pro 1écbu
fibrozy. Prokazali jsme, ze FGF-1 by mohl antagonizovat signaly iniciované

TGF-B1 a ovliviiovat tak progresi jaterni fibrozy.
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