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SOUHRN

Fibrotizacni pochody v jatrech jsou disledkem aktivace urCitych typt bunck —
jaternich hvézdicovych bunék (HSC) a jaternich myofibroblastl (MFB). V této praci
jsme se zabyvali vlivem kultivaéniho prostfedi na expresi geni v jaternich MFB
potkantl. Srovnavali jsme bézny zptsob kultivace bunék na polystyrenovych Petriho
miskéch s kultivaci v trojrozmérném (3D) prostiedi a sledovali vliv dvou rozdilnych
latek - rGstového faktoru FGF-1 a WY-14643, ligandu receptort PPARa.

MFB byly izolovany opakovanym pasdzovanim z frakce neparenchymovych
jaternich bun¢k potkani. Poté byly vysazeny na plast a do kolagenniho, respektive
fibrinového gelu. Do kultivaéniho média byly pfidany sledované latky. Bunky byly
sklizeny v riznych ¢asovych intervalech. Poté z nich byla izolovana celkovd RNA a
syntetizovana cDNA. Exprese genli byla stanovena pomoci rtRT-PCR. Data byla
statisticky zpracovana pomoci Studentova t-testu (p < 0,05).

NaSe prace ukézala, ze ristovy faktor FGF-1 a ligand PPARa WY-14643
ovliviluji expresi gendl jaternich myofibroblastii. Uginek obou latek byl Gasové
zavisly. Mezi ovlivnénymi geny byly proteiny extraceluldrni matrix, matrixové
metaloproteindzy i nékteré cytokiny. Zjistili jsme, ze je rustovy faktor FGF-1 i
synteticka latka WY-14643 rozdilné ovliviluji expresi mRNA v buiikach
kultivovanych na plastové Petriho misce a v bunikdch kultivovanych v 3D prostiedi

kolagenniho gelu.

Klic¢ova slova: jaterni myofibroblasty, exprese gent, jaterni fibroza



SUMMARY

Liver fibrogenesis is the result of activation of two cell types — hepatic stellate
cells (HSC) and liver myofibroblasts (MFB). We have studied the influence of
cellular environment on gene expression in rat liver MFB. We have compared the
common way of cell cultivation on polystyrene Petri dishes with cell culture in three-
dimensional (3D) environment. The cells were treated with two different substances
— fibroblast growth factor FGF-1 and the ligand of PPARa receptors WY-14643.

MFB were isolated from a fraction rat liver nonparenchymal cells by repeated
passaging. They were plated on polystyrene culture dishes or in colagen or fibrin
gels. The studied substances were added into the cultivation medium. The cells were
harvested at different time intervals. Total RNA was isolated from the cells and
cDNA was sythetised. Gene expression was determined by rtRT-PCR. Data were
statistically analysed by Student t-test (p < 0,05).

Our study showed that growth factor FGF-1 and PPARa ligand WY-14643 affect
gene expression in liver MFB. Among the genes affected there were extracellular
matrix proteins, matrix metaloproteinases and some cytokines. We have found that
both the growth factor FGF-1 and the synthetic substance WY-14643 differently
affect mRNA expression in cells cultured on plastic substrate and in the 3-D structure

of collagen gel.

Keywords: liver myofibroblasts, gene expression, liver fibrosis
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UvOoD

Jaterni fibroza je dynamicky proces vznikajici po toxickém, infekénim nebo
metabolickém poskozeni jaterniho parenchymu a projevuje se nadmérnou akumulaci
vazivovych bilkovin. Jde o dynamicky proces, kdy normalni extracelularni matrix je
degradovana matrixovymi metaloproteindzami (MMP) a nahrazena vazivem, v némz
prevazuje kolagen typu I, ktery je syntetizovdn aktivovanymi jaternimi
hvézdicovymi buiikami (HSC) a jaternimi myofibroblasty (MFB).

Jaterni hvézdicové bunky se nachéazeji v Disseho prostoru a jejich hlavni funkci
ve zdravych jatrech je skladovani vitaminu A. Pfi poskozeni jater dochézi k jejich
aktivaci, zméné fenotypu a produkci patologické extracelularni matrix (ECM) bohaté
na kolagen typu 1.

Prace zabyvajici se studiem bunék zapojenych do tvorby ECM ukazuji, ze
aktivované¢ HSC nejsou jedinym zdrojem patologické ECM v jatrech, ale do procesu
fibrotizace se zapojuji také jaterni myofibroblasty. Ty mohou byt rtizného ptavodu.
Portalni myofibroblasty se nachazeji v pojivové tkani kolem portalnich cév a
zlucovodli a byly popsany také tzv. ,interface* myofibroblasty lokalizované v
jaternim parenchymu.

V této praci jsme se zamétili na ovlivnéni exprese geniti myofibroblastt, které
jsou pravdépodobné portalniho piivodu, kultivovanych na plastu a v kolagennim
gelu, pficemz jsme navazali na vysledky Mgr. Aleny Jiroutové a spol. MFB jsme
ovliviiovali jednak pfirozené¢ se vyskytujicim cytokinem, kyselym rlstovym
faktorem fibroblasti (FGF-1), jednak syntetickou latkou WY-146433, ligandem
receptori PPARa.
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1. TEORETICKA CAST

1.1. JATERNI FIBROZA

Jaterni fibr6za je dynamicky proces vedouci k nadmérné akumulaci proteint
extracelularni matrix (ECM) v jatrech, zejména kolagenu typu I a III, proteoglykanti
a glykoproteinti. Vznika jako odpovéd’ na pretrvavajici poskozeni jater u mnoha typt
chronickych jaternich onemocnéni — chronické hepatitidy B a C, obstrukce
Zlu€ovodu, nealkoholické steatohepatitidy (NASH) a pifi nadmérném uZivéni
alkoholu.

Proces jaterni fibrozy je charakterizovan nekrozami jaternich bunck, tvorbou
vaziva a prestavbou jaterniho parenchymu, kdy nekrotickd funkéni tkan je
nahrazovana vazivem a zaroven vyrazné stoupd i novotvorba vaziva. Fibrogennich
procesi se Ucastni fada bun€k a chemickych latek (cytokinti, chemokinti, ristovych
faktord). Rozvinuta jaterni fibroza ptechazi do jaterni cirhozy, ktera obvykle vede k
selhani jater, portalni hypertenzi a Casto vyzaduje transplantaci jater. Portalni
hypertenze se objevuje v disledku zvySeného odporu v jaternim fecisti. Ten miize
byt bud’ mechanicky (vznika pii ptestavbé struktury jater a fibrézy) anebo funkéné
podminény (endotelidlni dysfunkce, aktivace HSC, zvySend produkce endotelinu,
snizena produkce NO).

Fibrotizacni pochody v jatrech jsou disledkem aktivace urCitych typt bunck —
jaternich hvézdicovych bun€k (HSC) a jaternich myofibroblastli (MFB). K aktivaci
bun¢k dochazi plisobenim profibrogennich cytokint. Jejich zdrojem jsou odumirajici
nahrazovani ECM bohatou na kolagen typu I (viz. kapitola 1.4). Matrix hromadici se
v Disseho prostoru je pficinou ztraty fenestrace jaterniho endotelu, tzv. kapilarizace
sinusoid. Jednotlivé typy fibréz se liSi histologickym nalezem. U chronické
hepatitidy B, hepatitidy C a chronické cholestazy se fibréoza vyviji na okraji
portalnich trakt jako duasledek zanétlivého poskozeni jaterni tkané a nekrdz
hepatocyti. U jaterniho poSkozeni navozeného alkoholem a NASH se fibréza vyviji
v pericentralni a perisinusoiddlni oblasti jako nasledek poskozeni jaterni tkané

oxidativnim stresem (Pinzani 2000).
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1.2. FIBROGENNI BUNKY V JATRECH - JATERNI HVEZDICOVITE
BUNKY A JATERNI MYOFIBROBLASTY

1.2.1. HSC

Jaterni hvézdicové builkky (HSCs) jsou buiky, kter¢ hraji klicovou roli
v odpovédi jater na poskozeni. Tvofi piiblizné tfetinu neparenchymalni bunécné
populace, coz je okolo 15% normalni jaterni tkan€. Nachazi se v Disseho prostoru,
prostoru mezi bunikami jaterniho parenchymu (hepatocyty) a endotelidlnimi bunikami
sinusoid (Jezequel a spol. 1984, Li a Friedman 2001).

HSC maji vietenovité télo, svymi napadné dlouhymi rozvétvenymi
cytoplasmatickymi vybézky zasahuji pod bunky endotelu a obtaceji se kolem
sinusoid. Na luminalni stran¢ zasahuji vybézky mezi hepatocyty. Tento blizky
kontakt mezi HSC a ostatnimi typy bun¢k napomahd mezibunéénému transportu
mediatorh a cytokind. Krom¢ toho maji HSC piimé spojeni s nervovymi
zakoncenimi, kterd maji vyznam pfi vasoregulaci (Bioulac-Sage1990).

V normalnich jatrech je zékladni funkci HSC skladovani a transport retinoidi.
Za normdlnich okolnosti je 50-80% vitaminu A uskladnéno v jatrech, z toho vétSina
v HSC ve formé& esterti retinolu uzavienych do cytoplazmatickych kapének. Pocet
kapének kolisd v zdvislosti na mnozstvi vitaminu A v organismu (Senoo a spol.
1997). Béhem aktivace HCS dochazi ke ztrate¢ kapének obsahujicich vitamin A.
Zatim neni jasné, zda ztrata retinolu je potfebna k aktivaci HSC a které retinoidy
muzou aktivaci urychlit nebo ji naopak predejit.

Béhem poskozeni jater rizné etiologie se méni morfologie HSC, bunky se
aktivuji. Méni se také exprese gend. Tyto zmény zahrnuji proliferaci HSC, zvyseni
kontraktility, fibrogenezi, chemotaxi HSC, degradaci ECM, ztratu retinolu, produkci
cytokinh a chemoatraktaci leukocyti. Vysledkem jsou zménéné bunky
fibroblastického typu (Friedman 2000). Piechody mezi ob&éma fenotypy se d¢&ji
zpoc¢atku pomoci parakrinnich a posléze autokrinnich drah a diky interakcim
mezi HSC a ECM.

K aktivaci HSC nedochazi okamzZit¢ po poSkozeni jater, ale s pretrvavajicim

poskozenim roste pocet aktivovanych buné€k. In vitro pifi kultivaci na plastiku
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(Jiroutova a spol. 2005) a také u HSC kultivovanych na kolagennim gelu typu I (Sato
a spol. 2003) dochazi k aktivaci HSC za 5 — 7 dni. Pocet HSC v poskozenych jatrech
stoupad v dusledku plsobeni ristovych faktori pilisobicich pfes tyrosinkinazoveé
receptory (Ankoma-Sey a spol. 1998). Nejvyznamnéj$im mitogenem produkovanym
HSC béhem poskozeni jater je rustovy faktor desti¢ek (PDGF). Dochazi k autokrinni
tvorbé PDGF a také vyssi expresi PDGF receptorti na membrané bunék (Friedman
2000). DalSimi mitogeny zpisobujicimi proliferaci HSC jsou TGFp1, thrombin,
endotelin-1 (ET-1) aj. (Li a Friedman 2001).

Aktivované HSC jsou schopny kontrakce (Rockey a spol. 1993). HSC jsou diky
své lokalizaci povazovany za tkanove specifické pericyty, které reguluji pratok krve
sinusoidami. Jsou citlivé na vasokonstrikéni latky jako je thrombin, angiotensin II,
tromboxan a prostaglandin. V aktivovanych HSC byla prokdzana produkce
endotelinu-1 (ET-1), latky bézné¢ produkované buiikami endotelu (Li a Friedman
2001). ET-1 zvySuje expresi hladkosvalového alfa aktinu (a-SMA), zdkladniho
cytoskeletarniho markeru buné€k hladkych svalii a myofibroblasti. Aktivované HSC
brani toku krve kontrakci sinusoid cirhotickych jater a tim podporuji rozvoj portalni
hypertenze.

HSC se po aktivaci stavaji zdrojem cytokini v jatrech. HSC produku;ji
transformujici rastovy faktor o (TGF-a) a epidermdlni riistovy faktor (EGF) dilezity
pro proliferaci jaterni tkan¢ béhem regenerace jater (Li a Friedman 2001). Tyto
cytokiny také stimuluji proliferaci bunék. HSC dale produkuji ristovy faktor
hepatocytii (HGF), jehoz produkce klesé pti akutnim poskozeni jater (Mahler 1993),
prozanétlivy interleukin-6 (IL-6) (Reeves a Friedman 2002, Li a Friedman 2001),
ktery stimuluje HSC k expresi kolagenu typu I a tim pfispiva k akutni odpovédi a
HSC (Friedman 2008). IL-10 mé& zna¢nou antifibrogenni aktivitu, snizuje expresi
kolagenu I a zvySuje expresi intersticialni kolagenazy (MMP-13) ( Thompson a spol.
1998).

V odpovédi na poskozeni jater HSC produkuji latentni formu transformujiciho
rustového faktoru P1 (TGF-BI), ktery je aktivovan proteolyticky (pfedevSim
plazminem) (Friedman 2000). K nariistu exprese TGF-B1 dochazi jak pti fibroze

jater u lidi tak i pfi experimentalné navozené fibroze (Friedman 2008). TGF-B1 je
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hlavnim stimulem HSC k produkci ECM. Pies mnoho zdrojii tohoto cytokinu je
nejdulezitejsi jeho autokrinni exprese.

HSC podporuji chemotaxi monocytil a tim 1 zanétlivou reakci produkei faktoru
stimulujiciho kolonie makrofagh (M-CSF) a monocytového chemotaktického
proteinu-1 (MCP-1), které reguluji migraci, akumulaci a rist makrofag (Czaja a
spol. 1994). Dale exprimuji razné adhezni molekuly dilezité pro migraci bunck. Jsou
to napf. intrabunééné adhezni molekuly 1 (I-CAM-1), adhezni molekuly 1
vaskularnich bun¢k (V-CAM-1) a adhezni molekuly nervovych bunc¢k (N-CAM)
(Czaja a spol. 1994). Exprese I-CAM-1 roste po aktivaci HSC a uplatiiuje se
pii adhezi lymfocyta k aktivovanym HSC (Li a Friedman 2001). Aktivované¢ HSC
jsou schopny migrovat do mist poskozeni, produkovat metaloproteindzy, schopné
degradace normalni subendotelialni ECM a syntetizovat patologickou ECM. Tato
zména slozeni ECM ovlivituje chovani hepatocytt, bun¢k endotelu sinusoid a HSC.
Klicovym chemoatraktantem je PDGF a monocytovy chemotakticky protein 1

(MCP-1) (Olaso a spol. 1998).

Cytokiny MMP aktivace HSC ECM
Poskozeni Hojeni Osud HSC

Obr. 1.1: Schematické zobrazeni déjli, ke kterym dochazi béhem fibrogeneze (zdroj: Han
2006)

Parakrinni podnéty poskozenych sousednich buné¢k, hepatocytti, endotelovych a
Kupferovych bun¢k a trombocytl, podporuji zmény ve slozeni ECM. Hepatocyty a
Kupferovy buniky jsou silnymi zdroji reaktivnich kyslikovych radikalt (ROI)
(Mahler 1999), které stimuluji fibrogenni potencial HSC. Jejich aktivita je zesilena
pii nedostatku nebo Uplném chybéni antioxidantd, k ¢emuz dochazi pti poskozeni
jater. Také buniky endotelu hraji dalezitou roli v aktivaci HSC. PoSkozeni bunék
endotelu sinusoid stimuluje produkci fibronektinu (izoformy EIITA), ktery ma

schopnost aktivace HSC (Jarnagin a spol. 1994).
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Otazka zaniku HSC neni zatim zcela jasnd. Béhem hojeni akutniho a
experimentalniho poSkozeni jater pocet aktivovanych HCS klesa, jakmile je
obnovena integrita tkang. Jsou dvé mozZné cesty zaniku aktivovanych HSC. Bud’ je to
navrat do klidového stavu nebo apoptoéza. Navrat do klidového stavu ovliviiuje
IL-10, ktery potlacuje zanét a zvySuje aktivitu intersticidlni kolagendzy. Jeho
produkce je béhem aktivace HSC podporovana, jelikoz snizuje expresi kolagenu typu
I a poskytuje negativni zp€tnou vazbu k omezeni hromadéni vaziva (Friedman 2000).
Druhou moznou cestou zaniku aktivovanych HSC je apoptoza, kterd byla studovana
v souvislosti se zvySenou expresi CD95 L (Fas ligand), Bel-2 a p53 (Friedman 2000)
[10]. Apoptoza je u HSC spojena s poklesem exprese tkanového inhibitoru MMP-1
(TIMP-1) ( Murphy a spol. 2002).

1.2.2. Myofibroblasty

Jak uZ bylo uvedeno vySe, v patogenezi jaterni tkané hraji diileZitou roli jaterni
hvézdicové bunky, prvni popsany typ neparenchymovych jaternich bunék, ze kterych
po aktivaci vznikaji tzv. septalni myofibroblasty, které se nachazejici na rozhrani
mezi parenchymem a fibrotickym septem. Tyto myofibroblasty se daji
charakterizovat pomoci zékladnich cytoskeletdlnich proteinti — hladkosvalového alfa
aktinu (a-SMA), desminu, kyselého glidlniho fibrilarniho proteinu (GFAP) a adhezni
molekuly N-CAM. V poslednich letech se védecka vetejnost zajima také o dalsi typy
myofibroblasti pfitomnych v jatrech, a to o portadlni myofibroblasty nachazejici se
v pojivové tkani kolem portdlnich cév a zluCovodi. Byly také popsany tzv.
minterface* myofibroblasty lokalizované v jaternim parenchymu. Jednozna¢ny znak
pro odliSeni téchto tfi typt myofibroblasti zatim neni k dispozici (Cassiman a spol.
2002). Aktivované HSC 1 portalni MFB exprimuji o- SMA a jsou GFAP negativni.
Lisi se expresi fibulinu-2 a desminu. Aktivované HSC jsou fibulin-2 negativni a
desmin pozitivni, zatimco portdlni MFB jsou fibulin-2 pozitivni a desmin negativni
(Ramadori a Saile 2002, Jiroutova a spol 2007).

HSC v normalnich jatrech exprimuji GFAP, asi polovina exprimuje desmin
(pouze u potkant), ale jsou a-SMA negativni. Po poskozeni jater nebo in vitro

po dvou dnech kultivace na plastu se aktivuji, zacinaji proliferovat, méni tvar,
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exprimuji a-SMA a ztraci pozitivitu na GFAP. Pokud je kultura bunék 4-5 krat
pasazovana, HSC hynou apoptézou a jsou nahrazeny proliferujicimi portalnimi
MFB, které kontaminuji primarni kulturu HSC (Ramadori a Saile 2004). Po 2-3
pasazich se vlastnosti kultury vyrazné¢ méni. Buiiky ztraci pozitivitu na desmin, ale
vétsSina bunck exprimuje fibulin-2. Portalni MFB exprimuji prokolagen typu I a
domnivame se, ze jsou ¢asnymi mediatory pii vzniku bilidrni fibrozy jater, na rozdil
od HSC, které odpovidaji za pozd¢jsi bunécnou odpoved’ (Wells a spol. 2004).

MFB mizou byt také ziskany jako vedlejsi frakce neparenchymovych bunck
pomoci elutriatni centrifugace nebo mohou byt vykultivovany z Casti
intrahepatéalnich zlu¢ovodi po podvazu ductus choledochus. HSC a MFB se lisi
svym pivodem a umisténim v jatrech.

Studie Knittela a spol. (1999a) ukézala, ze populace aktivovanych HSC a
portalnich MFB se li$i expresi urcitych proteint a studie Jiroutové a spol. (2007) toto
potvrdila. Aktivované HSC tedy nejsou jedinym druhem bunck, ktery se podili
na produkci ECM v poskozenych jatrech.

MFB kultivované na plastu i v kolagennim gelu exprimuji hladkosvalovy
alfa-aktin. Ve velikosti bun¢€k je podstatny rozdil, viz. Obr. 1.2 a 1.3 (nami izolované

buiky).

Obr. 1.2: Exprese a-SMA, MFB kultivované na plastu, zvétSeno 600x
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Obr. 1.3: Exprese a-SMA, MFB kultivované v kolagennim gelu, zvétSeno 600x (zdroj

Jiroutova A., nepublikované vysledky)

1.3. TERAPIE JATERNI FIBROZY

V 1é¢bé¢ jaterni fibrozy bez ohledu na etiologii jsou doporucena obecna opatieni,
jakymi jsou abstinence alkoholu, dieta s diirazem na dodrZzeni doporucené davky
vitamint a stopovych prvkii. Komplikacemi mohou byt ascites, ktery se 1é¢i podanim
diuretik a sniZenim pfijmu sodiku, encefalopatie a krvaceni z varixl, kde jako
prevence slouzi podani betablokatori. Tyto komplikace vedou casto k indikaci

transplantace jater (Pfibramska a Husova 2007).

1.3.1. Nové cesty v terapii jaterni fibrozy

V poslednich letech se v experimentalnich studiich objevuji vysledky, které
ukazuji na moznost ¢astecné reversibility jaterni fibrézy (Benyon a Iredale 2000).
Tato zjiSténi podnitila vyvoj novych typt antifibrotickych lé¢iv. Antifibrogenni 1é¢ba
sméfuje k potlaceni zakladniho onemocnéni - v pfipadé virovych hepatitid se
vyuzivaji interferony a a vy, nebo k potlaceni zanétlivé reakce a imunitni odpovédi,
kdy se vyuzivaji kortikosteroidy. DalSim z cili antifibrogeni terapie mize byt
inhibice aktivace a proliferace zminénych fibrogennich bunc¢k (antioxidanty,
vitaminy a nekteré cytokiny) nebo degradace ECM proteini (antagonisté TGFf)

(Ptibramskd a Husova 2007). Aktivace HSC je mimo jiné vyvolana kyslikovymi

19



radikaly. Pozitivnich vysledkl bylo dosazeno vyuzitim antioxidantii (napf. vitamin
E, N-acetylcystein) (Houglum a spol. 1997, Chojkier a spol 1998, Kim a spol. 2001).
Také inhibice PDGF receptoru vyuZzivajici tyrosinkindzové inhibitory (napf.
genistein, imatinib) blokuje aktivaci HSC in vitro 1 in vivo. Tyto pfistupy se vSak
testuji jen experimentalné. Spontanni navrat fibrozy k normalnimu stavu jaterni tkané
(Casto po odstranéni vyvolavajiciho faktoru) je spojeny s apoptozou HSC, takze se
uvazuje o indukci apoptozy jako prostiedku 1écby jaterni fibrozy (Lotersztajn a spol.
2005, Iimuro a Brenner 2008).

Jednou zdalSich moznosti je terapeutické vyuziti agonistl receptort
aktivovanych peroxizomovymi proliferatory (PPAR) a to hlavné¢ PPAR-y. PPAR-y
vazou antidiabetické¢ thiazolidindiony stejné¢ jako eikosanoidy, které maji
fibrézy. Tyto jejich vlastnosti byly potvrzeny u experimentalniho modelu a jsou
prislibem pro 1é¢bu fibrézy (Lotersztajn a spol. 2005).

V budoucnosti by mohlo byt také vyuzivano cileného dopravovani 1é¢iv k mistu
poskozeni. K tomu je mozné vyuzit slouceniny kovalentné vazané na cyklické
peptidy, které se specificky vazou na receptory exprimované fibrogennimi bunikami.

Uvazuje se také o moznostech genové terapie. Jde o dopravu genu pro MMP
(zejména MMP-1) do mist poskozeni s vyuzitim virovych a nevirovych vektort.
Pouziti virovych vektord (zejména adenoviry a adeno-asociované viry) s sebou nese
velka rizika, jako jsou imunogenicita a toxicita vektoru, endogenni rekombinace viru

a onkogenni efekty viru.

1.3.2. PPAR receptory a jejich mozné ovlivnéni

Receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory (PPAR) jsou skupinou
jadernych receptorti, které funguji jako transkripéni faktory regulujici expresi gent.
Hraji dualezitou roli v regulaci B-oxidace mastnych kyselin, akumulaci triglyceridi
v jatrech a ovliviiyji citlivost bun¢k k insulinu. Existuji téi typy PPAR — a, v a B/9.
V nasi praci jsme se zaméfili na typy a a y. PPAR-a se nachazi pfedevSim v jaterni a
svalové tkani, kde se podileji na regulaci B-oxidace mastnych kyselin. PPAR-y se

vyskytuji zejména v tukové tkani, kde reguluji jeji diferenciaci a akumulaci
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triglyceridii a dale ve svalové a jaterni tkani kde ovliviiuji (zvySuji) citlivost bunék
k insulinu (Michalik a spol. 2006, Kallwitz a spol. 2008).

K aktivaci PPAR dochazi po navazani specifickych ligandt, tzv. PPAR agonistd,
které se liSi u jednotlivych typi PPAR. Agonisty PPAR-a jsou mastné kyseliny
exogennimi agonisty jsou pak fibraty. Agonisty PPAR-y jsou prostaglandiny a
leukotrieny, exogennimi ligandy jsou thiazolidindiony. Po navéazani agonisty
aktivovany PPAR vytvofi heterodimer s nukledrnim retinoidnim receptorem X
(RXR) a ten se navaze na specifické regulacni elementy, tzv. peroxisome proliferator
responsive elements (responzivni elementy pro peroxisomové proliferatory)
lokalizované¢ v nekodujicich oblastech genti. Tato vazba aktivuje transkripci
specifickych genli a naslednou syntézu pfisluSnych proteinli, ¢imz dochézi

k vlastnimu biologickému u¢inku PPAR (Anderlové a spol. 2006) viz obr 1.4.

VyZiva, Lipooxigenasy,
Cyklooxigenasy

tukova tkan

<

Prostaglandiny,
Leukotrieny

Obr. 1.4: Cesty pusobeni PPAR-a a PPAR-y (zdroj: en.wikipedia.org)

PPAR-y agonisté maji protizanétlivé Uc¢inky, antifibroticky potencial (Burgess a
spol. 2005) a maji schopnost fidit genovou transkripci a diferenciaci bunék. Existuje
tedy moznost, ze PPAR-y agonist¢é mohou zasahovat do biologickych déju, které
ovlivituji fenotyp aktivovanych HSC. Bylo zjisténo, ze ptsobeni ligandii PPAR-y
na kultury lidskych HSC inhibuje proliferaci bunék, jejich migraci a expresi
chemokint (Marra a spol. 2000).

21



1.3.3. WY-14643

Tato latka, také zndma pod ndzvem pirixinova kyselina mad sumdrni vzorec

C14H14CIN;0O5S.
Y
x> N
Cl

Obr. 1.5: Strukturni vzorec latky WY-14643

CH

HaC COOH

Aktivuje PPAR-a ale také PPAR-y receptory. WY-14643 po navazéani
na PPAR-a zvySuje expresi gend, které koduji peroxisomdlni a mitochondridlni
enzymy B-oxidace a transportni proteiny mastnych kyselin. Tim brani akumulaci
lipidii v jatrech a nabizi moznost vyuziti jako prevence steatohepatitidy.

Dal§i moznou cestou ochrany jater diky latce WY-14643 je zvySena exprese
gent, které zvySuji expresi enzymli CYP4A (cytochrom P450 4A). Tyto enzymy
Stépi prozanétlivé cytokiny (prostaglandiny, leukotrieny) a koncové produkty
peroxidace lipidi, a tim snizuji zanétlivou odpovéd’ imunitniho systému v jatrech (Ip
a spol. 2003).

V fad¢ praci se diskutuje vliv WY-14643 na expresi genl dileZitych pfi rozvoji
jaterni fibrozy. Pokusy provedené na mysich krmenych potravou s nizkym obsahem
methioninu a cholinu (MCD) ukazaly, ze WY-14643 ptridany do potravy potlacuje
fibrézu i expresi kolagenu typu I (Ip a spol. 2004). WY-14643 zptisobuje proliferaci
peroxizomu a hepatomegalii (zvétSeni jater) u hlodavci (Issemann a Green 1990).
Toyama a spol. 2004 zjistili, ze WY-14643 vyrazn€ sniZuje thioacetamidem
indukovanou fibrézou u potkanii, pravdépodobné aktivaci antioxidacnich enzymu
katalazy a superoxiddismutdzy, které potlacuji oxidacni stres hepatocytii. Snizena
byla exprese kolagenu typu I i rastového faktoru TGFB-1. Tato zjisténi byla
stimulem pro na$i praci, ve které jsme se zaméfili na plisobeni latky WY-14643
na expresi genll jaternich myofibroblasti. Vedle kolagenu typu I jsme mezi

sledované geny zahrnuli i dal$i proteiny matrix — osteopontin, thrombospondin 2,
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proteoglykan lumikan, enzym hyaluronansyntazu 2, metaloproteinazy 2, 3, 7, 9 a 13,
inhibitor metaloproteinaz TIMP-1, inhibitor aktivatoru PAI-1 a profibrotické
cytokiny TGF-B1 a CTGF.

1.4. SYNTEZA A DEGRADACE EXTRACELULARNI MATRIX

Jaterni extracelularni matrix (ECM) je komplikovanou strukturou makromolekul,
ktera podléhd remodelaci béhem ristu a poskozeni jater. Jaterni ECM tvofi nosné
pletivo, které mechanicky udrzuje strukturu tkané a také poskytuje mnoho signalii
pfitomnym bunkam (hepatocytim, zanétlivym buitkkdm, apod.) nutnych k udrZeni
polarity bunky, migraci, proliferaci a diferenciaci. Signaly vznikajici pfi interakci
molekul ECM se specifickymi bunénymi receptory (integriny) jsou prevadény
do buiiky a prostfednictvim cytoskeletu ovliviiuji transkripci gent. ECM slouZi jako
zasobarna riustovych faktord, které se uvoliuji v piipadé poskozeni tkang, ¢imz
dochazi k zesileni fibrotiza¢nich pochodii. Normalni i patologicka ECM se sklada
z kolagenni a nekolagenni komponenty. Kolagenni slozka sestava z kolagenti
ruznych typl, nekolagenni slozka z glykoproteinii a proteoglykanti (Taimr 2002).
Strukturni jednotka kolagenu ma tvar pravovotocivé trojSroubovice a sklada se ze tti
fetézel a.

Ve zdravych jatrech se v Disseho prostoru nachazi nizkohustotni subendotelova
matrix sestavajici z kolagenti typu IV, VI a XIV, glykoproteinli a proteolykani.
Naopak intersticidlni matrix, jejiz hlavni soucasti je fibrildrni kolagen (napt. typ I a
IIT), bunécny fibronektin, undulin (kolagen XIV) aj., se nachazi v pouzdre, kolem
velkych cév a vportdlni oblasti. V poskozenych jatrech je nizkohustotni
subendotelovd matrix, kterd svym sloZzenim pfipomind bazalni membranu,
nahrazovéna intersticidlni matrix bohatou na kolagen I (Li a Friedman 1999).

HSC jsou hlavnim zdrojem ECM ve zdravych i poskozenych jatrech. Produkuji
Sirokou Skalu latek: kolagen typu I, III, IV, V, VI a XIV, proteoglykany,
glykoproteiny (bunéény fibronektin, laminin, kyselinu hyaluronovou). Béhem

chronického poskozeni jater dochédzi ke zméné fenotypu HSC a zvySeni syntézy
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ECM bohat¢ na kolagen typu I. Akumulace tohoto typu ECM je disledkem
nerovnovahy mezi syntézou a degradaci ECM, jenz se posunuje ve prospéch
fibrogeneze. HSC se velkou mérou podileji na degradaci ECM a to syntézou
enzyml, zejména matrixovych metaloproteindzz (MMP) a jejich inhibitord —
tkanovych inhibitord metaloproteinaz (TIMP) (Li a Friedman 2001).

Matrixové metaloproteinazy se déli do 5 skupin podle své substratové specifity:

- intersticidlni kolagenazy (MMP-1,-8,-13)

- zelatinazy (MMP-2,-9)

- stromelysiny (MMP-3,-7,-10,-11)

- membranového typu (MMP-14,-15,-16,-17,-24,-25)
metaloelastazy (MMP-12)

Zmény v aktivité proteaz béhem posSkozeni jater vedou k prestavbé ECM.
Aktivované HSC exprimuji vSechny kli¢ové komponenty které vedou k degradaci
ECM, zejména zelatindzy MMP-2 a 9, stromelysin 1 (MMP-3) a kolagendzu
MMP-13 (ekvivalent MMP-1 u potkantl). Aktivace latentni formy MMP-2 vyZzaduje
interakci s hepatocyty (Theret a spol. 1997). Vyrazné zvysend exprese MMP-2 je
charakteristickd pro cirhozu. ECM bohatd na kolagen I, ktera pirevazuje
v poskozenych jatrech, zesiluje aktivaci HSC a to vede k produkci MMP-2 pozitivni
zpétnou vazbou (Friedman 2000).

Aktivita MMP je fizena na urovni genové exprese, proteolytickou aktivaci
prekurzort MMP a vazbou na tkanové inhibitory metaloproteinaz (TIMP). HSC
produkuji funkéni TIMP-1 a TIMP-2, které béhem poSkozeni jater inhibuji aktivitu
intersticidlni kolagenazy a to vede k poklesu degradace hromadici se intersticidlni
matrix. Exprese TIMP-1 inhibuje apoptézu HSC a tim znédsobuje pocet aktivovanych
bunék (Murphy a spol. 2004). HSC také exprimuji receptor pro aktivator
uroplasminogenu (uPA-R) a jeho inhibitor (PAI-1), které se uplatituji pfi aktivaci
MMP (Friedman 2008).

Kysely a bazicky ristovy faktor fibroblastti (FGF-1 a FGF-2) patii do rodiny 23

dosud znamych ristovych faktorti fibroblasti a maji afinitu k ¢tyfem rGznym

receptorim FGF. FGF-1 a FGF-2 nejsou secernovany bunikami, ale mohou se
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vyskytovat na bunééné¢ membran¢ a v ECM. FGF-1 a FGF-2 mohou byt uvoliiovany
z poskozenych bun€k nebo exocytdzou zavislou na cest¢ ER-Golgiho aparat.

V podminkéch in vitro pisobi FGF-1 na bunky rtzného plvodu. Je piitomny
v perisinusoidalnich HSC v regenerujicich se jatrech. FGF-1 a FGF-2 jsou
polypeptidy a ve zdravych jatrech se nachdzi v ECM nebo ve vazbé na bunécnou
membranu (Ornitz a Itoh 2001). Tyto polypeptidy jsou zde v inaktivované form¢ a
jejich aktivace a syntéza je zahajena po ztraté¢ nebo poskozeni jaterni tkdné. Yu a
spol. 2003 prokézali, ze neptitomnost FGF-1 a FGF-2 ma za nasledek intenzivni
nekrozy hepatocytd, ale neovliviiuje proces obnovy jaterni tkané po akutnim
ptusobeni CCly. U mysi postradajicich geny pro FGF-1 1 FGF-2 klesa pocet HSC, je
potlacena migrace HSC do mist poSkozenych CCly a je potlacena indukce kolagenu
typu I. Dochéazi také k vyraznému poklesu fibrogeneze vyvolané chronickym
podavanim CCly. Oba faktory ptisobi nezéavisle na sobé¢ pfti indukci kolagenu typu I
jako odpovédi na poskozeni jater. Zda se, ze FGF-1 a FGF-2 maji dilezitou ulohu
pfi prestavbé ECM a neplsobi jen jako faktory stimulujici déleni fibroblasti.
Chronicka aktivace FGF-1 a FGF-2 miize byt na jedné stran¢ zdkladem nemoci
abnormalni a nadmérné ECM jako je fibrogeneze, na stran¢ druhé, nepfitomnost
FGF-1 a FGF-2 mize vyustit v poruchy produkce ECM spojené s rozlicnymi
patologickymi stavy, jako je hojeni ran, ptfestavba tkané¢ a deficience spojené se
starnutim. To naznacuje moznost vyuziti FGF-1 a FGF-2 a jejich ptedpokladanych
receptorti (FGFR1 a FGFR2) v HSC jako mozny cil prevence jaterni fibrozy a jinych
nemoci spojenych snadmérnou produkci nebo deficitem ECM. FGF-1 se sice
uplatituje pfi posSkozeni a regeneraci jater (Marsden a spol. 1992), ale jeho ptisobeni

na jaterni buiiky je malo prostudovéno.
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2. METODICKA CAST

2.1. PRISTROJE A CHEMIKALIE

Pristroje
centrifuga (Hettich 32 R)
inkubator (Fisher Scientific)
inverzni mikroskop (Nikon)
mikrovlnna trouba (Daewoo)
peristalticka pumpa (Verder)
pH metr (WTW)
digitalni teplomér
CO; inkubétor pro bunécné kultury (Snijders Scientific)
trepacka (Biometra)
homogenizator ULTRA-TURRAX T 10 basic (IKA)
centrifuga (Hettich Universal 16)
spektrofotometr BioMate 3 (Thermo SpeCtronic)
zafizeni pro elektroforézu EASY-CAST model B1A (OWL Scientific)
zdroj pro elektroforézu (Biometra)
UV transiluminator (UVP)
termocykler pro real-time PCR 7500Fast (Applied Biosystems)
termocykler pro PCR T-personal (Biometra)

vortex (Scientific Industries)

Nastroje a material
pinzeta, zahnuté pinzety, ostré o¢ni niizky, pean, flexila, injek¢ni stiikacka s
jehlou 25 G, silnéjsi chirurgicky silon
Braunyly MT vel. 2 (Braun)
polyamidové sito UHELON 130T, pory 67 um (Silk and Progress)

Chemikalie pouzité pri perfuzi jater a pri izolaci a kultivaci bunék

DNaza I (Roche)
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Fetalni teleci sérum - FBS (PAA)

Glutamin (Gibco)

Hanksiiv solny roztok bez vépniku a hoi¢iku HBSS(-) (Gibco)
Hanksiiv solny roztok s vapnikem a hoi¢ikem HBSS(+) (Gibco)
Heparin (Zentiva)

Kolagenaza B (Roche)

Kultiva¢ni médium DMEM (Sigma)

Lidsky rekombinantni FGF-1 (Sigma) - zasobni roztok: 10 ug FGF-1/ml
H,O s 0,1% albuminu, sterilizovan filtraci

Nembutal

Optiprep (Nycomed)

Penicilin G, K salt (Serva)

Pronéza (Roche)

Streptomycin sulfat (Serva)

Wy 14643 v DMSO (Cayman)

Chemikalie pouZité pripravé geli
Hov¢ézi fibrinogen (Calbiochem)
Hovézi hrombin (Sigma)

Kolagen z potkanich Slach

Chemikalie pouzité pri sklizeni bunék
PBS pufr (NaCl, KH,PO4, Na,HPO4.2H,0, doplnéno RNAse-free vodou)
TS pufr (Tris, NaCl, MgCl,)
GTC(-) pufr (guanidium izothiokyanat, citrat sodny)
GTC(+) pufr (guanidium izothiokyanat, citrat sodny, merkaptoethanol)
Merkaptoethanol (Serva)

Chemikalie pouZité pri izolaci RNA a méreni koncetrace vyizolované RNA

RNeasy mini kit (Qiagen)
TRIS-HCI pH 7,5 (tris(hydroxymethyl)aminomethan + HCl)

27



Chemikalie pouZzité pri elektroforéze
Agar6za Seakem LE (FMC Bio Products)
10x boratovy pufr (0,5 M kyselina borita, 50 mM tetraboritan sodny,
100 mM siran sodny, 10 mM EDTA)
Formaldehyd (FLUKA)
Ethidium bromid (Sigma)
Denatura¢ni pufr (formamid, 37% formaldehyd, 10x boratovy pufr,

glycerol, 2% vodny roztok bromfenolové modii, H,O)

Chemikalie pouZité pri syntéze cDNA a real-time PCR

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)

TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)

sondy: TagMan Gene Expression Assays (Applied Biosystems)

Tabulka 2.1: Sondy pouzité pfi syntéza cDNA a real-time PCR

Gen GenBank pristupové Cislo | Katalogové €islo

Ctgf NM_022266.2 Rn00573960_g1

Has-2 NM_013153.1 Rn00565774 _m1

Lum NM_031050.1 Rn00579127_m1

Mmp-2 (Zelatinaza A) NM_031054.2 Rn02532334 s1
Mmp-3 (stomelyzin-1) NM_133523.1 Rn00591740_m1
Mmp-7 (matrilyzin) NM_012864.2 Rn00563467_m1
Mmp-9 (Zelatinaza B) NM_031055.1 Rn00579162_m1
Mmp-13 (kolagenaza3) NM_133530.1 Rn01448194 m1
Spp-1 NM_012881.2 Rn00563571_m1

Pai-1 NM_012620.1 Rn00561717_m1

Col1a2 NM_053356.1 Rn00584426 m1

Tgf-B1 NM_021578.2 Rn00572010_m1

Tsp-2 XM_214778.4 Rn01513690_m1

Timp-1 NM_053819.1 Rn00587558 m1

18S RNA NR_003286.2 Hs03003631_g1

Pouzity software

7500 Fast System SDS Software version 1.3.1

Microsoft Excel 2003
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2.2. LABORATORNI POTKANI

Projekt pokust byl schvéilen odbornou komisi Lékatské fakulty UK v Hradci
Kralové dne 8.1.2001. Veskeré prace se zvitaty byly provadény ve vivariu LF HK.

Pro experiment byli pouziti samci potkani Sprague-Dawley (Anlab — Praha),
o hmotnosti 350 - 450g. Potkani byli chovani v klimatizovanych mistnostech

pii teploté 22°C a potrava jim byla poskytnuta ad libitum.

2.3. PERFUZE JATER

2.3.1. Perfuzni roztoky

Perfuze jater byla provadéna in situ postupné sterilnimi roztoky HBSS(-) (100
ml) a 0,2% pronazy (100 ml) a 0,01% kolagenazy (200 - 250 ml) v HBSS(+).
Teplota roztoki byla 37°C, pH bylo 7,35 a rychlost perfuze 10 ml/min. Perfuze
kolagenazou byla pteruSena v okamziku, kdyz konzistence jater ukazovala, ze
struktura jaternich lalokl byla rozrusena.

Po cely cas perfuze byla jatra zahtivana lampou na 37°C. Teplota byla udrZzovéana
100 W zarovkou a kontrolovana kovovym digitdlnim teplomérem vsunutym

pod jatra.

2.3.2. Anestezie zvifete, laparotomie a kanylace v. portae

Potkanovi byl podan Nembutal i. p. v davce 50 mg/kg. Poté bylo zvife fixovano
k podlozce v poloze na zadech, jeho bficho bylo oholeno a operacni pole
dezinfikovano 70% ethanolem.

Bfisni dutina byla oteviena rozstfizenim do tvaru V. Nizkami byla nastfizena
ktize i bti$ni svaly ve stfedni ¢afe nad symfyzou, nastiih byl nadzvednut chirurgickou
pinzetou a niizkami byla stiihana klize 1 svaly dutiny bfiSni nahoru a lateraln¢ na obé&
strany. Stfih byl ukon€en u Zeber potkana, aby nebyl zpiisoben pneumotorax. Kize a

svalovina bfi$ni stény byla uchopena do peanu a pieklopena na hrudnik potkana.
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Pomoci pinzet a malych ntzek byly uvolnény jatra od vSech ligament,
odklopenim jaternich laloki kranidln¢ byla odkryta portalni zila a zbavena okolniho
tuku a vaziva. Pod ociSténou v. portae byly pfipraveny tfi ligatury, jedna co nejblize
ke stfevu, druhd a tfeti asi 1 cm od jaterniho hilu.

Poté byl potkanovi podan do v. saphena roztok heparinu (2500 U). Misto vpichu
bylo po aplikaci kratkodobé¢ stlaceno.

Podvaz blize stfev byl zatazen Uplné, heparinizovana flexila byla zavedena
do v. portae a fixovana dvéma podvazy. Poté byla nasazena proplachovaci hadicka a
zahajena perfuze. Neprodlené byla pfestfizena v. cava inferior.

Jatra byla promyta asi 100 ml HBSS(-), pak byla perfundovana roztokem
pronazy a poté roztokem kolagendzy. Po ukonceni perfuze bylo pinzetou

nadzdvizeno sternum, ntizkami odstfiZeno vazivo a jatra vyjmuta.

2.4. IZOLACE JATERNICH HVEZDICOVITYCH BUNEK

V lamindrnim boxu bylo rozstfizeno jaterni pouzdro, bunéfna suspenze
pfenesena do lahve 0,001% roztokem DNézy a inkubovana 30 min ve vodni 14zni
za tfepani pii1 37°C. Buné&cna suspenze byla prefiltrovana pies polyamidovou tkaninu
o velikosti pért 67 um do 50 ml centrifugacnich zkumavek, doplnéna HBSS(+) a
centrifugovana 7 minut pii 400 g a pfi 4°C. Po odsati supernatantu byly bunky
resuspendovany v HBSS(+) a centrifugace byla za stejnych podminek opakovana.
Potom byly buiiky resuspendovany v HBSS(+) a pfidan komeréni 60% Optiprep
do konecné koncentrace 17%. Bunécnd suspense byla opatrné promichana a pielita
do 15 ml zkumavek, ptevrstvena 11,5% Optiprepem, 2 ml HBSS(+) a centrifugovana
17 min. pti 1400 g a pfi teploté 20°C. Bélortizova vrstva bunék na rozhrani vodni
faze a Optiprepu byla odpipetovéana, ziedéna HBSS(+) a centrifugovéana pii 450 g,
aby byly odstranény zbytky Optiprepu. Po odsati supernatantu byly buiky
resuspendovany v kultivaénim médiu obohaceném o fetalni teleci sérum (FBS)
v koneéné koncentraci 10% a o glutamin (kone¢na koncentrace 4 mM). Do média

byla pfidéna antibiotika penicilin (100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml).
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Pocet ziskanych bunc€k byl stanoven pocitanim v Biirkerové komitrce. Nezivé
buiiky byly obarveny 0,2% trypanovou modfi.

Buiiky byly vysazeny na Petriho misky splochou 60 cm?

a kultivovany
v termostatu v atmosféfe 5% CO, a pii vlhkosti 85%. Buiiky byly pasazovany jednou
tydné. Médium bylo ménéno po dvou az tfech dnech. Po ¢tvrté pasazi byly buiky
vysazeny na fibrinovy nebo kolagenni gel v Petriho miskach o ploge 8 cm? v po&tu
250, respektive 200 tis. Druhy den byly buiiky pievrstveny vrstvickou stejného gelu.
Jako kontrolni buiiky byly pouzity buiiky kultivované na plastiku 60 cm® v po&tu
800tis. 24 hodin pfed pfidanim sledovanych latek (FGF-1 a WY-14643) bylo
médium vyménéno za bezsérové a v miskach s gely byla koncentrace FBS sniZovéana
opakovanou vyménou média. Poté byly FGF-1 a WY-14643 pfidany do média a
bunky byly dale kultivovany v termostatu v atmosféte 5% CO, a pfi vlhkosti 85%
po dobu 6, 12 a 24 hodin.

2.5. IZOLACE KOLAGENU Z OCASNICH SLACH POTKANU

K izolaci kolagenu byl pouzit ocas mladého potkana (o hmotnosti 180 - 200 g).
Ocasni Slachy byly vypreparovany do fyziologického roztoku tak, aby bc¢hem
preparace nevyschly, nastiihany na drobné kousky a zvazeny. Jejich suspenze
ve sterilnim fyziologickém roztoku byla nechana za pomalého michani pies noc
pii 4°C. Poté byla prefiltrovana a resuspendovana v 0,25 M kyseliné€ octové. Kolagen
byl zroztoku extrahovan za stalého michani po dobu 48h pii 4°C. Extrakt byl
dialyzovan pti 4°C proti n€kolika vyménach 0,02 M kyseliny octové a nasledné
centrifugovan pii 9000 ot/min 40 min ve zkumavkach Corex. Koncentrace kolagenu
byla stanovena vazkové po vysusSeni vzorku pii 80°C. Poté byl kolagen nafedén
na koncentraci 1,33 mg/ml 0,02M kyselinou octovou a sterilizovan filtraci ptes 0,45

um filtr. Kolagen byl uskladnén pfti 4°C nebo zamrazen pfi -70°C.

31



2.6. PRIPRAVA GELU

Kultivace bunék v prostfedi gelti 1épe imituje poméry ve tkdni nez kultivace
na plastovém povrchu. Pfi pfipravé geli bylo vyuzito diive publikovanych postupii

(Elsdale a Bard 1972, Gillery a spol. 1989), které byly upraveny pro nase podminky.

2.6.1. Fibrinovy gel

Fibrinogen byl navazen podle poctu misek, za michani rozpustén v PBS pH 7,41
a napipetovan do Petriho misky o ploge 8 cm?®. Thrombin byl pfidan do koncentrace
0,092 U/1,4 ml gelu). Smé&s obsahujici 1 mg fibrinogenu/ml byla nechéna
polymerovat 1 - 2 hodiny v CO; inkubatoru. Poté byl gel piekryt médiem. Dalsi den
bylo medium odsato a na gel byla pipetovana bunécna suspense. Buitky béhem noci
adherovaly ke gelu. Byly piekryty 0,4 ml roztoku fibrinogenu a polymerace

probéhla, jak je popsano shora. Medium bylo vyménovéano kazdy den.

2.6.2. Kolagenni gel

Zasobni roztok kolagenu v kyselin€ octové byl smichan se 4x koncentrovanym
DMEM v poméru 3:1, takze vyslednd koncentrace kolagenu byla 0,1%. Dva ml
roztoku byly ihned pipetovany do Petriho misek o plose 8 cm” a ponechany 1 -
2 hodiny polymerovat. Gel byl piekryt médiem. Nasledujici den byla na gel
napipetovana suspense bunék. Adherujici buiiky byly pak ptekryty 0,4 ml kolagenu.

Medium bylo vyméiovano denné.

2.7. SKLIZENI BUNEK Z GELU PRO IZOLACI RNA (neenzymaticky)
Sklizeni bunék bylo provadéno v casovém intervalu 6, 12 a 24 hodin po piidéani

sledovanych latek (FGF-1 a WX14643) do média bunck kultivovanych v gelu nebo

na plastové Petriho misce.
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Kontroly

Z misek bylo slito medium. Bunky byly dvakrat oplachnuty PBS a jednou TS
pufrem. Byl pfidan TS pufr, buiiky seskrabnuty bunécnou skrabkou a vyplachnuty
TS pufrem do zkumavky. Ta byla centrifugovana 5 minut pti 3500 ot./min a 4°C.
Supernatant byl dokonale odstranén, pfidan lyzacni roztok GTC(+) a bunky byly

v roztoku jemné suspendovany.

Buriky v gelech

Z misek bylo slito medium. Bunky byly dvakrat oplachnuty PBS a jednou TS
pufrem. Gely byly seskrabnuty bunécnou Skrabkou do zkumavek Corex. Ty byly
centrifugovany 5 minut pii 12000 g pti 4°C. Supernatant byl dokonale odstranén a
piidan lyzacni roztok GTC(+) podle mnozstvi vzorku. Poté byla provedena
homogenizace ultra-turaxem. Vzorky byly zamrazeny pii -70°C nebo bylo

pokraCovano ve zpracovani.

2.8. IZOLACE RNA A MERENI KONCENTRACE A CISTOTY RNA

K izolaci RNA byl pouzit Qiagen RNeasy mini kit. Kit vyuziva metody, ktera
kombinuje selektivné vazebné vlastnosti membrany na bazi silikagelu s rychlosti
microspinové technologie. Specializovany systém pufrli umoZziiuje RNA s fetézcem
delsim nez 200 bazi, aby se vazala se na silikagelovou membranu. Po ptidani
ethanolu se vzorek aplikuje na kolonku, kde se celkova RNA vaze na membranu a
kontaminujici slozky vzorku jsou odmyty.

Postupovalo se podle ndvodu dodaného vyrobcem.

Koncentrace RNA byla métena v 10 mM TRIS-HCI pH 7,5. Absorbance byla
meiena na spektrofotometru BioMate 3 proti blanku pfi 260 nm. Koncentrace byla
vypoctena podle vzorce:

koncentrace (pg/pl) = 40 - absorbance - zfedéni / 1000
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2.9. GELOVA ELEKTROFOREZA

Principem elektroforetické separace je pohyb nabitych molekul v elektrickém
poli. Molekuly se rozd¢luji na zakladé pohyblivosti v gelu, kterd zavisi na néboji
separované molekuly a jeji molekulové hmotnosti, intenzité elektrického pole a typu
a porozit¢ gelu. Hlavnim nositelem naboje nukleovych kyselin jsou negativné nabité
fostatové skupiny, a proto se nukleové kyseliny v elektrickém poli pohybuji k opaéné
nabité elektrodé — anodé.

Postup:

Byl pfipraven 1% agarézovy gel, do kterého byl jest¢ za horka pfidan
formaldehyd (8 ml 37% formaldehydu/100 ml agarézy). Gel byl nalit
na elektroforetickou desku se vsunutym hiebinkem a nechan 0,5 h ztuhnout. Poté byl
vlozen do vany pro horizontalni elektroforézu.

Vzorky RNA byly nafedény vodou prostou RNaz (RNase-free) na koncentraci
0,5 pg/pl, ptidan denaturacni pufr v mnozstvi minimalné jako mnozstvi vzorku a
roztok ethidium bromidu. Vzorky byly napipetovany na gel a zahajena elektroforéza
pii napéti 40 V. Elektroforéza probihala po dobu 2,5 h. Elektroforeogram byl
vyhodnocen na UV transiluminatoru. Hodnocena byla kvalita RNA, tj. prouzky

ribozomalni RNA a nepfitomnost degradacnich produktl (viz. Obr. 2.1).
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Obr.2.1: Kontrola kvality izolované RNA pomoci agarézové elektroforézy (clona 8, doba

expozice 1,5s)

2.10. SYNTEZA ¢cDNA

Syntéza cDNA (komplementarni DNA) byla provedena reverzni transkripci.
Principem je pfevedeni mRNA na cDNA pomoci enzymu reverzni transkriptazy.
Reakci zacinaji ,orandom primery* (tzv. ndhodné primery), které se na zaklad¢
komplementarity bazi mohou navazat kdekoliv na RNA. Poté je reverzni
transkriptazou s pomoci dodanych deoxynukleotid trifostati (ANTP) nasyntetizovan
komplementarni fetézec DNA.

Pro syntézu cDNA byl pouzit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit a
k reakci byly vyuzity random primery o délce 6 bazi.

Postup:

Byl pfipraven premix podle tabulky 2.2 na pfislusny pocet reakci s 10% rezervy.
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Tabulka 2.2: Premix pro syntézu cDNA — mnoZstvi na 1 reakci

1 rce (pl)
10x RT pufr 2.0
25x dNTP smés 0.8
10x Random primery 2.0
Multiscribe RT (50 U/pl) 1.0
Rase-free H,O 4.2
celkem 10.0

RNA byla vodou prostou RNaz (RNAse-free) nafedéna na koncentraci 1 pg

RNA na celkovy objem 10 pl. Kezfedéné RNA bylo napipetovano po 10 pl

premixu. Vzorky byly umistény do termocykleru a podrobeny teplotnimu programu:

25°C 10 min, 37°C 120 min, 85°C 5 min, 4°C oo.

2.11.

REAL-TIME RT PCR (rtRT-PCR)

Zakladnim principem PCR (polymerazova fetézova reakce) je amplifikace DNA

v opakujicich se cyklech, které maji tfi kroky:

1.

denaturace - reak¢ni smés je zahtata na 94-98°C. Tim dojde k rozruSeni
vodikovych vazeb mezi komplementarnimi bazemi dvouvldknové DNA (a
primert), ¢imz vzniknou jednofetézce DNA.

annealing — teplota reakéni smési je snizena na 50-65°C. Primery
(specifické oligonukleotidy), které jsou v reakéni smési v nadbytku, se
navéazou na zédklad¢ komplementarity bazi na jednovldknovy DNA templat.
DNA polymeraza se navdaZze na DNA snavdzanym primerem a zacne
syntézu nového feté¢zce DNA.

elongace — teplota tohoto kroku zavisi na pouzit¢ DNA polymeraze.
Vtomto kroku DNA polymerdza syntetizuje novy fetézec DNA
komplementarni k templatu. Na zakladé¢ komplementarity bazi ptipojuje

na rostouci konec templatu deoxynukleotid trifosfaty ve sméru 5" - 3.

Metoda real-time PCR (tzv. PCR v redlném case) je zaloZena na méfeni mnozstvi

PCR produktu v prib¢hu amplifikace. K piesné kvantifikaci amplikond se pouziva

sondy znacené fluorescencnim barvivem. V soucasnosti je asi nejvice rozSifena
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metoda vyuzivajici 5'-exonukledzové aktivity DNA polymerdzy. Klicovym je zde
pouziti oligonukleotidové sondy (nejcastéji sonda TaqgMan), ktera se specificky vaze
na sekvenci mezi obéma primery. Sonda je na jednom svém konci znacena
fluorescencni latkou a na druhém konci zhaSeCem fluorochromu. Pii syntéze
komplementarnich vladken hydrolyzuje DNA polymerdza TagMan sondu, dojde
k uvolnéni fluorescencni latky a k naristu fluorescence, ktera je detekovana a

zaznamenana v realném cCase (viz. Obr. 2.2 — 2.5) (zdroj: lem.ocol.cz).

Forward primer Q sonda 9
5 - .

L

| 3

3 5

5 3

_5'

A

Reverse primer

Obr. 2.2: Fluorescenéni substrat (F) a jeho zhasec€ (Q) jsou navazany na 3'a 5" konce
TagMan sondy.

3’ 5

5 3

_5'

Obr. 2.3: Elongace fetézce: TagMan polymeraza prodluzuje fetézec ve sméru 5°- 3'.

Dokud je sonda navazana na fetézec cDNA, zafeni emitované fluorescencnim substratem je

pohlcovano zhasecem.
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Obr. 2.4: Kdyz TagMan polymeraza dorazi k sondé, postupné ji odbourava, az odstépi
fluorofor. Ten se timto oddali od zhaSece a detekovana fluorescence stoupa.
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Obr. 2.5: Polymerizace je dokoncena.

Kvantitu lze stanovit absolutné za pouziti standardii o znamé koncentraci nebo
relativné. Pro naSe stanoveni jsme pouzili bezrozmérnou absolutni kvantifikaci
s vyhodnocenim miry exprese pomoci kalibracnich kiivek pro kazdy stanovovany
gen. Vzdy je tfeba pouzit vnitini kontrolu - referen¢ni tzv. house keeping gen
(provozni gen, gen se stabilni expresi), jehoz cDNA je amplifikovdna spolené se
stanovovanym genem.

Vypocty miry exprese cilového (target) genu a odpovidajictho house keeping
genu jsou zaloZeny na uréeni cyklu, tzv. Ct (cycle threshold), pfi kterém oba geny

dosahnou stejné urovné fluorescence.

38



Postup:
Pro real-time PCR byl pouzit TagMan Universal PCR Master Mix a jako sondy

TagMan Gene Expression Assays. Jako house keeping gen (endogenni kontrola) byl
pouzit gen 18S RNA.

cDNA byla nafedéna 1:10, jeden ze vzorkll byl pouzit pro sestaveni kalibra¢ni
fady (kvantita byla polozena rovna jedné) a dale natedén 1:100 a 1:1000 (kvantita
pak rovna 0,1 resp 0,01). Master mix byl namichan se sondou a zfedénou cDNA
v poméru uvedeném v tabulce ¢. 2.3. Jako negativni kontrola byl pouZzit master mix

se sondou a injek¢ni voda misto vzorku cDNA.

Tabulka 2.3: Premix pro syntézu rtRT-PCR — mnozstvi na 1 reakci

1 reakce (pl)
2x Tagman Master Mix 10
1. proba + primery 1
naredéna cDNA + H,O 9
celkem 10

Pfipraveny master mix byl rozpipetovan po 11 pl na jamku. Nafedéna cDNA
byla rozpipetovana po 9 pl na jamku v duplikatech. Deska se vzorky byla vloZena
do termocykleru pro rtRT-PCR 7500 Fast a byl spuStén tepelny program

ve standardnim modu (viz. Obr. 2.6).

Thermal Cycler Protocal
Thermnal Prafile WAum Inclemenl} Ramp F\ate]
Stage 2 Stage 2
| Reps: [1 | Reps:[a0 |

10:00 0:15
50.0

2:00

Stage 1
Reps: [1

‘ ‘ Help

Settings

Sample Valume [pL] :
Run Mode

Data Collection : ‘ J

Obr. 2.6: Teplotni profil reakce

Vyhodnoceni vysledki:

K vlastni analyze byl pouzit 7500 Fast System SDS Software. Po skonceni PCR

reakce byla provedena zdkladni analyza dat - nastaveni urovné fluorescence tzv.
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treshold (v naSem ptipad¢ 0,2). Threshold nastavujeme tak aby lezel v logaritmické
¢asti kiivky nartstu produktu, nebo pii logaritmickém zndzornéni zhruba v ptlce
vysky kiivky (viz. Obr. 2.7 — 2.9). Oddéleni Sumu a signalu (tzv. base line) bylo
nastaveno automaticky. Software na zaklad¢ kalibracnich kiivek vypocital hodnoty
Ct a nasledné relativni kvantitu exprese daného genu ve vzorcich. Vysledna hodnota
exprese se spocitala podle vzorce:

relativni kvantita stanovovaného genu
relativni kvantita 18s RNA

vysledna kvantita =

Vysledky byly zpracovany v programu Microsoft Excel, ve kterém byl provedena

1 statistickd analyza dat pomoci Studentova t-testu (p < 0,05).
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Obr. 2.7: Kalibraéni kfivka 18s RNA
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Obr. 2.8: Kalibraéni kfivka genu Timp2
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Experimenty jsme provadéli na kultufe jaternich myofibroblastli ziskanych
opakovanym pasazovanim neparenchymové bunééné frakce =z jater potkani.
K pokustim byli pouziti samci kmene Sprague-Dawley o hmotnosti 450 — 550 g.
Jatra byla po perfuzi enzymy vyjmuta a smés neparenchymovych bunc¢k byla
izolovéna centrifugaci na hustotnim gradientu.

Testované latky FGF-1 a WY-14643 v koncentracich 10 ng/ml a 100 nM
(Nakamachi a spol. 2007) byly pfidany k buiikdm na plastu a v kolagennim gelu.
Nejprve jsme se zaméfili na sledovani vlivu téchto latek na bunky vysazené
na plastové misky ve tfech intervalech 6, 12 a 24 hodin. Sledovali jsme piipadné
zmény v morfologii bunék, néasledné jsme izolovali RNA a sledovali expresi 14
genl. Pokusy byly provadény na buiikéch kultivovanych v bezsérovych podminkach.

V druhé casti pokusu jsme se vénovali studiu exprese genli u jaternich
myofibroblasti kultivovanych v kolagennim gelu opét po ptidani WY a FGF. Diky
casové a technické narocnosti piipravy gelii jsme se vybrali pouze jeden Casovy

interval a to 12 hodin, kdy zmény na plastu byly maximalni.
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4. VYSLEDKY

4.1. MORFOLOGIE BUNEK

Obr. 4.1 a 4.2. ukazuji myofibroblasty 24 hodin po 4. pasdZzi vysazené
na polystyrenovou misku, respektive pienesené do kolagenniho gelu. MFB
kultivované na plastu rostou volné rozprostieny po dnu plastové Petriho misky, maji
velké télo s velkym jadrem a patrnymi jadérky. MFB kultivované v kolagennim gelu
maji mensi protahlé télo s dlouhymi cytoplazmatickymi vybézky a maji tendenci se

shlukovat.

Obr. 4.2: MFB kultivované v kolagennim gelu 24hod, zvétseni 100x
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4.2. EXPRESE GENU NA PLASTU

V tabulkach ¢. 4.1 a 4.2 jsou uvedeny primérné hodnoty relativni exprese 14
genl v procentech, kontrolni buniky na plastu bez ovlivnéni jsou brany jako 100%.

V tabulce je uveden vzdy prumér £ SEM (standardni chyba primeéru).

Tabulka €. 4.1: Exprese gen( na plastu - ovlivnéni ristovym faktorem FGF-1

Gen 6hod 12hod 24hod

Mmp-2 86 +3 85+10 90+4°

Mmp-3 162+9° | 172145 | 141+23

Mmp-7 97 +10 98+17 | 138+12°

Metaloproteinazy,
inhibitory, inhibitor Mmp-9 100+ 13 84 + 16 121+ 23
aktivatoru

Mmp-13 252+41 | 341+41°%| 105+ 18

Timp-1 102 +4 129+5° 1029

Pai-1 170+20 | 228+95 | 122+ 30

Tgf-B1 116+ 6 120+ 5° 98 +8

Cytokiny

Ctof 91+3 92+4 92+3°

Col1a2 9% +5 86 +8 104 £ 6

Tsp-2 105+ 2 127 £ 37 91+10

Proteiny a proteoglykany Spp 109+ 2 91+8 94 +7
Lum 82+4 69+6° 72+3°

Has-2 163+17 | 133+13 | 116+ 16

n 2 4 4

@ statisticky vyznamna zména exprese genu (p < 0,05)

n pocet hodnot pouzitych pro vypocet praméru
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Tabulka €. 4.2: Exprese gen( na plastu - ovlivnéni WY-14643

Gen 6hod 12hod 24hod
Mmp-2 85+10 104 =7 93+6
Mmp-3 126+6 |198+35%| 162 +42
Mmp-7 110+ 4 1189 80+15
Metaloproteinazy,
inhibitory, inhibitor Mmp-9 101+16 | 58+ 15° 74+7°
aktivatoru
Mmp-13 137+25 | 345+123 | 135+ 34
Timp-1 105+12 | 111 +3° 92 + 11
Pai-1 113+29 | 146+65 | 103 + 21
Tof-p1 100+ 9 101 +6 9% +7
Cytokiny
Ctgf 83+18 78+1° 114 + 8
Col1a2 935 917 95+2°
Tsp-2 95+ 20 128 + 29 99+8
Proteiny a proteoglykany Spp 96 +1° 84 +4° 99 + 6
Lum 92+5 86 + 11 130 + 20
Has-2 88 +12 128 +8° 82+8
n 2 3 3

@ statisticky vyznamna zména exprese genu (p < 0,05)

n pocet hodnot pouzitych pro vypocet priméru

Z tabulek 4.1 a 4.2 je ziejmé, Ze k nejvétsim zméndm v expresi MMP u bunék
kultivovanych na plastu ovlivnénych FGF-1 a WY-14643 doslo ve 12tihodinovém
intervalu. FGF-1 vyvolal nejvétsi zmény v expresi MMP-3 a -13 a v expresi
inhibitoru PAI-1, kde je zvySeni dvoj- az trojnasobné. Kyselina pirixinova ovlivnila
bunky kultivované na plastu podobnym zplisobem, jen exprese MMP-9 byla po 12

hod. snizend. FGF-1 zptsobil malé, ale vSech intervalech se opakujici snizeni

exprese lumikanu, zatimco exprese hyaluronansyntazy 2 byla mirn¢ zvySena.
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Vliv FGF na expresi MMP = Mmp-2
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Graf 4.1: Vliv FGF-1 na expresi matrixovych metaloproteinaz (MMP)
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Graf 4.2: Vliv WY-14643 na expresi matrixovych metaloproteinaz (MMP)

Jiné mozné vyjadieni vysledkl je grafické. Z grafi 4.1 a 4.2 je ziejmé, Ze
k nejvétsim zmeénam v expresi MMP u bunék kultivovanych na plastu ovlivnénych
FGF-1 a WY-14643 doslo ve 12tihodinovém intervalu. FGF-1 vyvolal nejvétsi
zmény v expresi MMP-3 a -13. Kyselina pirixinova ovlivnila buiiky kultivované

na plastu podobnym zptsobem, jen exprese MMP-9 byla po 12 hod. sniZena.
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Vliv FGF na expresi cytokin(, Timp-1 a Pai-1

350 - = Tgf-B1

300 - = Pai-1
= 250 | Timp-1
@ 1 u Ctgf
::.’_ 200 + {
Q
‘E 150 7 1 {
g " -
?,_" 100 1 [} 8 i.-

50 +

0 : :
6 hod 12 hod 24hod

Graf 4.3: Vliv FGF-1 na expresi cytokina, TIMP-1 a Pai-1

Vliv WY-14643 na expresi cytokini Timp-1 a Pai-1
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Graf 4.4: Vliv WY-14643 na expresi cytokinu, TIMP-1 a Pai-1

Z grafti 4.3 a 4.4 je zfejmé, ze k nejveétsim zmeéndm v expresi cytokini a TIMP-1
a PAI-1 u bunék kultivovanych na plastu ovlivnénych latkami FGF-1 a WY-14643
dochdzelo opét ve 12 hodinovém intervalu. Nejvetsi zmény exprese vykazoval
inhibitor PAI-1, u kterého bylo zvySeni pfiblizné dvojnasobné. Zmény v expresi Pai-

1 byly vyraznégjsi v ptipadé ovlivnéni ristovym faktorem FGF-1.
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Vliv FGF na expresi proteini " Spp
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Graf 4.6: Vliv WY-14643 na expresi protein(

Z grafi 4.5 a 4.6 je patrné, Ze knejvétsi zméné v expresi genll u bunék
kultivovanych na plastu ovlivnénych latkami FGF-1 a WY-14643 ve 12. hodinovém
intervalu. Nejvétsi nartst v expresi po pusobeni FGF-1 1 WY-14643 vykazoval Tsp-2
a Has-2. Malé, ale ve vSech intervalech se opakujici snizeni exprese bylo pozorovano

u lumikanu, které bylo vyrazné&jsi po piisobeni FGF-1.
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4.3. EXPRESE GENU V KOLAGENNIM GELU

V tabulkach ¢. 4.3 a 4.4 jsou uvedeny primérné hodnoty relativni exprese 14
genu v procentech, kontrolni buniky v kolagennim gelu bez ovlivnéni jsou brany jako

100%. V tabulce je uveden vzdy primér + SEM (standardni chyba priméru).

Tabulka €. 4.3: Exprese genu v kolagennim gelu - ovlivnéni latkami FGF-1 a WY-14643

Gen FGF-1 WY-14643
Mmp-2 133+ 24 363 + 167
Mmp-3 304 + 64 267 + 54
Mmp-7 128 + 26 248 + 107
Metaloproteinazy,
inhibitory, inhibitor Mmp-9 233173 332+134
aktivatoru
Mmp-13 341+64° 481 £ 208
Timp-1 139 £ 26 432 £ 232
Pai-1 158 + 25 158 + 81
Tgf-B1 104 £ 14 148 £ 61
Cytokiny
Ctgof 149 £ 30 425 + 215
Col1a2 118 £ 12 181 + 66
Tsp-2 151 £ 29 214 + 102
Proteiny a proteoglykany Spp 159 + 13° 621 £+ 361
Lum 105 £ 21 174 £ 58
Has-2 118 £ 15 367 £ 102
n 3 3

@ statisticky vyznamna zména exprese genu (p < 0,05)

n pocet hodnot pouzitych pro vypocet praméru

Z tabulky ¢. 4.3 je patrné, ze pusobeni FGF-1 a zejména WY-14643 na expresi
sledovanych gent bylo v buiikach péstovanych v kolagennim gelu vyraznéjsi nez
tomu bylo u buné€k na plastu. Kromé proteaz MMP-3 a -13 doslo ke zvySeni MMP-2,

-7 1 -9. Kyselina pirixinova podstatné ovlivnila jest¢ expresi inhibitoru TIMP-1,
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cytokinu CTGF, proteini a proteoglykanti extracelularni matrix a hyaluronan
syntazy, kterd je lokalizovana v plasmatické membranég. Jde o zvySeni v desitkach az
stovkach procent, nejvétsi zvySeni bylo zaznamenano u osteopontinu, pfiblizné¢ na

Sestinasobek.

Tabulka €. 4.4: Exprese genu v kolagennim gelu - ovlivnéni latkami FGF-1 a WY-14643

Gen 0 FGF-1 WY-14643
Mmp-2 251 % 16 322 + 36 904 £ 420
Mmp-3 203 + 24 573+49° | 503+39°
Metaloproteinazy, Mmp-7 512 6+2 71
"I‘:r']?gl‘fg Mmp-9 104 165 19+3
aktivatoru Mmp-13 323+109 | 908+213 | 933+13°
Timp-1 37 £10 48 £ 10 104 + 34
Pai-1 42 £13 71£27 59 + 26
Tgf-p1 139 £ 21 218 £ 71 471 + 168
Cytokiny
Ctgf 149 £ 37 167 £ 53 261 £ 130
Col1a2 115 £ 12 133 £ 17 225 1 101
Tsp-2 112 £ 37 196 + 94 251+ 113
) rs{gggﬁ :ny Spp 15+7 26 + 14 40 + 10
Lum 250 £ 42 249 £ 43 507 + 241
Has-2 64 £ 10 72£2 207 £ 32
n 3 3 3

@ statisticky vyznamna zména exprese genu (p < 0,05)

n pocet hodnot pouzitych pro vypocet priméru

Tabulka 4.4, kde za 100% bylo vzata exprese genii na plastu, ukazuje, jak

rozdilné mtize byt hodnoceni ucinku latek, jestlize se jejich u¢innost zkouma v 3D

kultute, za podminek blizsich stavu ve tkani.
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5. DISKUSE

V této diplomové praci jsme studovali vliv kultiva¢niho prostedi na expresi genti
v jaterni myofibroblastech potkantii. Srovnavali jsme béZny zpusob kultivace bun¢k
na polystyrenovych Petriho miskéach s kultivaci v trojrozmérném (3D) prostiedi.
Timto prostfedim byl fibrinovy nebo kolagenni gel. Sledovali jsme vliv dvou
rozdilnych latek, ristového faktoru FGF-1, ktery se pfirozené vyskytuje ve tkanich, a
syntetické latky, kyseliny pirixinové, bézné oznacované kodem WY-14643. Bunky
byly izolovany z jater potkanti, podrobeny 4 pasdzim a pak vysazeny bud’ znovu
na plast anebo do sendvice vytvoren¢ho ze dvou vrstev gelu.

Jde o pilotni studii, kterd méla ukazat, jestli a do jaké miry je plisobeni téchto
dvou biologicky aktivnich latek rtizného charakteru zavislé na prostiedi, které jaterni
MFB obklopuje. Studované bunky jsou jednim ztypl bunck, které se uplatiiuji
pii vzniku jaterni fibrozy a jsou relativné snadno dostupné z jater normalnich
potkanli. PiedbéZzné pokusy ukézaly, ze exprese gend studovand pomoci cDNA
arrayi vtéchto MFB se shoduje sexpresi geni v portdlnich myofibroblastech
izolovanych jinou nezavislou metodikou z jater potkanti s pocinajici biliarni fibr6zou
(Jiroutova a spol., nepublikované vysledky).

Koncentraci obou latek jsme zvolili podle dostupné literatury. Pro optimalni
vysledek jsme studovali expresi gend na plastech ve tfech casovych intervalech, 6,
12 a 24 hodin. Nejvyraznéj$i zmény jsme zaznamenali po 12 hodinach pisobeni
obou latek a tohoto intervalu jsme se proto pridrzeli. Jako 3D prostiedi jsme zkouseli
fibrinovy gel, protoze fibrinova loziska se vytvareji v jatrech poskozenych riznymi
zpusoby, pravdépodobné jako pocatek fibrotickych zmén (Neubauer et al. 1995,
Luyendyk et al. 2004). VétSich zmén po aplikaci obou latek jsme ale docilili
pii pouziti gelu tvoteného kolagenem typu I, ktery jsme izolovali z ocasnich Slach
potkanid, a proto jsme se po pocateCnich pokusech (vysledky nejsou uvedeny)
vénovali jen gellim kolagennim.

Interakce slozek ECM, napiiklad kolagenu, s integriny vede ke zméndm
konformace proteinovych fetézcl, které je tvofi a k redistribuci integrint
v plasmatické membrané. Integriny vytvateji shluky a tyto zmény se zpétné odrazeji

v terciarni struktute bilkoviny. Uvnitf builky dochazi k reorganizaci cytoskeletu.

51



Rustové faktory rovnéz interaguji s bunkou prostiednictvim specifickych receptori.
Tyto receptory se mohou asociovat s integriny a tim muze dojit ke zméné signald,
které jsou vysilany do buniky (Ross 2004).

Exprese genli v builkach in vitro se studuje v riznych systémech. Naptiklad
syntéza kolagenu v lidskych koznich fibroblastech je ovlivnéna jak podminkami
kultivace, v jednoduché vrstvé nebo v 3D prostiedi kolagenniho gelu, tak latkami
pfidanymi do kultivaéniho media. Askorbat, retinoidy i rGstové faktory TGF-f a
FGF-2 ptisobi na inkorporaci prekursort do kolagenu rtizné podle prostiedi, v némz
se bunky nachazeji (Geesin a spol. 1993). Pouhé potazeni kultivacni nadobky
kolagenem muze mit n¢kdy vliv na expresi genti kédujicich rizné slozky matrix
(Ortega-Velazquez a spol. 2004) ovSem 3D struktura je bliz§i pomérim ve tkani
(Cukierman a spol. 2001).

Fetalni hovézi sérum beézné ptidavané do kultivacnich medii stimuluje d€leni
bun¢k, naptiklad bunc¢k hladkého svalstva izolovanych z praseci aorty. Kolagenni
matrix tlumi Gcinek séra i riistového faktoru PDGF ptidaného do media (Thie a spol.
1993). V nasich pokusech jsme v rozhodujici fazi pokusu (uz 24 hod. pfed ptidanim
latek) sérum vyloucili nebo jeho koncentraci v gelech postupné omezili.

Ristovy faktor FGF-1 v koncentraci 1 az 10 ng/ml media stimuluje v buiikdch
hladkého svalstva expresi vSeobecné rozsifené slozky ECM osteopontinu (Li a spol.
2002). Ma asi také urcitou Ulohu pifi vzniku jaterni fibrézy. Pii podavani
tetrachlormethanu mysim se nedostatek FGF-1 a FGF-2 pfiznivé projevil snizenou
expresi kolagenu I (Yu a spol. 2003). Podle naSich znalosti jeho U¢inky na bunky
kultivované v trojrozmérné matrix dosud zkoumany nebyly. V naSich pokusech
pfi kultivaci MFB na plastu stimuloval FGF-1 expresi metaloproteinizz MMP-3 a
MMP-13, pfiCemZ byla ale zvySena i1 exprese aktivdtorového inhibitoru PAI-1.
Utinek FGF-1 na buiiky v kolagennim gelu byl $irsi, zvysena byla napiiklad i
exprese MMP-9.

Jakozto ligand PPARa, zasahuje WY-14643 do metabolismu lipidd. Muze
do zna¢né miry normalizovat steatézu a dalsi patologické zmény v jatrech vyvolané
podavanim methionin a cholin deficientni (MCD) potravy mySim Ligand WY-14643
pridany do této diety snizuje expresi kolagenu I a v celkovém vysledku i jaterni

fibrozu. Exprese kolagenazy a zelatindz se ptritom nezvysSuje (Ip a spol. 2004).
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WY-14643 podstatné snizil fibrézu u potkani, kterym byl podavan thioacetamid.
Autofi pficitaji tento vysledek antioxidaénimu ptlisobeni kataldzy (Toyama a spol.
2004).

V nasich pokusech byl patrny zna¢ny vliv. WY-14643 na expresi metaloprotedz .
Na plastu to byly MMP-3 a -13, v kolagennim gelu potom i dal$i. Podstatné byla ale
stimulovana také exprese inhibitoru TIMP-1. Z proteini matrix byl ovlivnén
zejména osteopontin a thrombospondin-2, z cytokini rastovy faktor CTGF. V celych
jatrech se mize daleko vice projevit exprese genti ve hvézdicovych buiikach, zatimco
myofibroblasty tvoii podetni mensinu. Uginek WY-14643 na jejich subpopulaci
muze byt rozdilny. Rovnéz vliv koncentrace je obtizné porovnavat pifi pokusech
in vivo a in vitro.

Vysledky obsazené v této studii naznacuji, ze FGF-1 1 WY-14643 mtzou ovlivnit
expresi metaloproteinaz a dalSich proteinti v myofibroblastech, které maji svou ulohu
pii vzniku jaterni fibrozy. Aktivita MMP mulze piitom hrat velkou roli
pfi reverzibilité¢ fibrotickych zmén. Nase vysledky je tfeba rozsifit na vEétsi pocet
stanoveni a expresi na irovni mRNA, kterou jsme studovali, je tieba ovéfit na trovni

bilkovin. Je nutno se také zjistit, jak zavisi G€inek obou latek na jejich koncentraci.
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ZAVER

NaSe prace ukézala, ze ristovy faktor FGF-1 a ligand PPARa WY-14643
ovliviluji expresi genil jaternich myofibroblasti. Byla zjiSténa casova
zavislost plisobeni téchto latek na buiiky kultivované na plastové Petriho misce. Také
byl zaznamenan vyrazny rozdil v ptsobeni FGF-1 a WY-14643 na bunky
kultivované na plastové Petriho misce a na bunky kultivované v 3D prostredi
kolagenniho gelu. Pfi srovndni exprese genit bunék kultivovanych v gelech
s buiikami na plastu je patrna kumulace vlivu gelu a pouzitych ¢inidel.

Otazka mozné reverzibility jaterni fibréozy mize byt vyfeSena diky aktivité
enzymil schopnych degradovat patologickou ECM, zejména matrixovych
metaloproteinaz. Proto by U¢inky nami pouzitych latek ovliviiyjicich expresi geni

v jaternich MFB mély byt dale zkoumany.
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