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SOUHRN

Jaterni tkan je tvofena riznymi typy bunék. Jaterni hvézdicovité buiky a jaterni
myofibroblasty (MFB) jsou zodpovédné za tvorbu extracelularni matrix pfti fibrotizaci jater,
ktera je dasledkem jejich chronického poskozeni. V této diplomové praci jsme sledovali
expresi n¢kterych genti v jaternich myofibroblastech v zavislosti na kultivaénim prostiedi a
pod vlivem rustového faktoru FGF-1.

MFB jsme izolovali z frakce neparenchymovych jarernich bunék potkanti opakovanym
pasdzovanim. Buiky jsme kultivovali na polystyrenovych Petriho miskach a v kolagennim
gelu. V casti pokust jsme do kultivaéniho media pfidavali FGF-1 s heparinem, ktery
potencuje ucinek tohoto ristového faktoru.

Z bunék jsme izolovali celkovou RNA, ze které jsme reverzni transkripci ziskali
komplementarni DNA (cDNA). Genovou expresi jsme stanovili s pouzitim qRT-PCR a data
statisticky zpracovali. M¢étili jsme expresi gentl pro kolagen typu I (Col Ia 2, osteopontin,
metalloproteasy MMP-9, MMP-13 a tkanovy inhibitor metalloprorteas TIMP-1.

Zjistili jsme, ze kultivacni prostfedi do zna¢né miry ovliviiuj€¢ myofibroblasty, coZ se
projevuje 1 na genove expresi. Dale z experimentl vyplynulo, Ze heparin zvySuje u¢inek FGF-
1 na buiiky, ¢imz zvySuje expresi genli zejména pro metaloproteinazu 13 a osteopontin. Dale
jsme zjistili, ze 1 samotny heparin zvySuje expresi téchto gend.

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



SUMMARY

Liver tissue is composed of different cell types. Hepatic stellate cells and liver myofibroblasts
(MFB) are responsible for the production of extracellular matrix accompanying liver fibrosis
that is a consequence of their chronic damage. The expression of several genes in MFB
cultured in different conditions and infuenced by the growth factor FGF-1 were studied in this
diploma work.

MFB were isolatede from the fraction of rat hepatic nonparenchymal cells by repeated
passaging. Cells were cultured on polystyrene Petri dishes and in collagen gel. In some
experiments, FGF-1 together with heparin that potentiates the effect of the growth factor were
added to the cultivation medium.

Total cellular RNA was isolated and reverse-transcribed to obtain complemetary DNA
(cDNA). Gene expression was determined with the use of gRT-PCR and the date were
statistically evaluated We determined the expression of collagen type | (Col la 2), osteopontin
metalloproteinases MMP-9, MMP-13 and of tisue inhibitor of metallopropteinases TIMP-1.

We heve found that the culture medium largely affects myofibroblasts, which is also reflected
in gene expression. Further experiments showed that heparin increases the effect of FGF-1 on
cells, thereby increasing the gene expression of particular metalloproteinases 13 and

osteopontin. Furthermore, we found that heparin itself increases the expression of these genes.

Key word: hepatic myofibroblasts, gene expression, hepatic fibrosis



Seznam pouZitych zkratek:

ACEI

ADAM-TS

ALT

AST

AT-1

CFTR

DR

ECM

EGF

EGF

ERK/MAPK

ET-1

FGF

GFAP

GGT

HGF

HOE 077

HSC

HSPG

IF/MFS

IGF

IL

Angiotensin-Converting-Enzyme Inhibitor

A Disintegrin And Metalloproteinase with Thrombospondin Motif
Alanine Transaminase

Aspartate Aminotransferase

Angiotenzin 1

Cystic Fibrosis Rransmembraneconductance Regulator
Death Receptors

Extracellular Matrix

Epidermal Growth Factor

Epithelial Growth Factor

Extracellular Signal-Regulated Kinases/Mitogen-Activated Protein
Kinase

Endothelin 1

Fibroblast Growth Factor

Glial Fibrillary Acidic Protein
Gamma-Glutamyl Transpeptidase
Hepatocyte Growth Factor

Prolyl 4-hydroxylase Inhibitor
Hepatic Stellate Cells
Heparan Sulfate Proteoglycan

Interface Myofibroblasts

Insulin-like Growth Factor

Interleukin


http://en.wikipedia.org/wiki/Disintegrin
http://en.wikipedia.org/wiki/Metalloproteinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Epidermal_growth_factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Extracellular_signal-regulated_kinases
http://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Mitogen-activated_protein_kinase
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=Heparan%20sulfate%20proteoglycan%20core%20protein
http://en.wikipedia.org/wiki/Insulin-like_growth_factor_1

LDL

MCP-1

M-CSF

MFS

MMP

MMTV

MRI

MT-MMP

NAFLD

N-CAM

NF«B

PAF

PDGF
PDGFR

PET

PI-3 k

RANTES

RAS

ROS

SMAD

STAT-1

TGF

TIMP

Low Density Lipoprotein

Monocyte Chemoattractant Protein-1
Monocyte Colony Stimulating Factor
Myofibroblasts

Matrix Metalloproteinase

Mouse Mammary Tumor Virus
Magnetic Resonance Imaging
Membrane-type Matrix Metalloproteinases
Non-alcoholic Fatty Liver Disease
Neural Cell Adhesion Molecule
Nuclear Factor kappa B

Placental Angiogenic Factor

Platelet-Derived Growth Factor
Platelet-Derived Growth Factor Receptor

Positron Emission Tomography
Phosphoinositide 3-kinase

Regulated upon Activation Normal T-cell Expressed, and presumably
Secreted

Renin-Angiotensin System

Reactive Oxygen Species

Sma Mother Against Decapentaplegic

Signal Transducers and Activators of Transcription-1
Transforming Growht Factor

Tissue Inhibitor of Metalloproteinases


http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=Monocyte%20chemoattractant%20protein%2d1
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=Monocyte%20colony%20stimulating%20factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Mouse_mammary_tumor_virus
http://www.google.cz/url?sa=t&rct=j&q=MRI&source=web&cd=1&ved=0CDUQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FMagnetic_resonance_imaging&ei=TqBxT4zUGvOO4gSb4pCfDw&usg=AFQjCNG06thrk0TReRrCBgtCXk9Mef9TJg
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=Membrane%2dtype%20matrix%20metalloproteinases
http://en.wikipedia.org/wiki/Non-alcoholic_fatty_liver_disease
http://www.google.cz/url?sa=t&rct=j&q=N-CAM&source=web&cd=1&ved=0CCYQFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FNeural_cell_adhesion_molecule&ei=BJ1xT-7PLNPc4QSA-M3tDg&usg=AFQjCNGnyxz93dvPtFA7gP_e-o_vL53FPw
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=Placental%20angiogenic%20factor
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoinositide_3-kinase
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=regulated%20upon%20activation%20normal%20T%2dcell%20expressed%2c%20and%20presumably%20secreted
http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=regulated%20upon%20activation%20normal%20T%2dcell%20expressed%2c%20and%20presumably%20secreted
http://en.wikipedia.org/wiki/Renin-angiotensin_system

TRAIL TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

10


http://www.copewithcytokines.de/cope.cgi?key=TNF%2drelated%20apoptosis%20inducing%20ligand

OBSAH:

L. UV O e 13
2. TEORETICKA CAST....ouviiiiiiiiiiiiiiiii e 14
2.1. Jaterni fibroza.........coooii i 14
2.2. Klinicke hledisko jaterni fibrozy .............cooviiiiiiiiiiii e, 14
2.3. Stavha Jater. ... ..o 16
2.4. Fibrogenni bunky .........coiiiiiiiii i 18
2.4.1. Hvézdicove butiky ..........cooiiiiiiiii e 18
2.4.2. Zéanik hvézdicovychbunék................oooiiiiiiii . 22
2.4.3. Myofibroblasty............ccooiiiii 23
2.5. Vliv kultivaénich prostiedi 2D/3D na myofibroblasty.................. 24
2.6. RUStOVE faktory....c.oviiiii 25
2.6, TGP 25
2.6.2. PDGF ... 26
2.6.3. FGF .. 27
2.6.3. 1. FGF-L.. 29
2.7. Extraceluldrni matriX..........oooiiii i, 30
2.7.1. Matrixové metaloproteindzy............cceovviirienieiieniannann.n, 33
2.8. Diagnostika jaterni fibrozy............cooiiiiiiiiiiii 36
2.9. LéCba jaterni fibrOzy.......c.cooviiiiiiiiii 37
2.9.1. Odstranéni podnétu fibrozy...........cooiiiiiiiiiiiiiin, 38
2.9.2. Redukce zanétu a imunitni odpoveédi.................ooeiinll. 38
2.9.3. Inhibice aktivace HSC..............ooiiiiiiiii 39
2.9.4. Potlaceni projevili aktivovanych HSC.............................. 39
2.9.5. Stimulace apoptOzZy........ovuviiviiiiiiii e 40
3. METODICKA CAST.....ooviiiiiiiiiiiiiiiii e, 41
3.1. Laboratorni potkani.............cooeiiiiiii i 41
3.2, Perfuze Jater......o.oei 41
3.2.1. Perflzni 10ZtOKY....c.ovneii e 41
3.2.2. Anestezie potkana, laparotomie a kanylace v. portae............. 41
3.3. Izolace jaternich neparenchymovych bunék a kultivace myofibroblastt
.................................................................................. 42
3.4. Ptiprava média pro kultivacibunék......................ooi 42
3.4.1. 1zolace kolagenu z ocasnich Slach potkana........................ 42
3.4.2. ptiprava kolagenniho gelu...............coooiiiiiiiiii . 42

11



o

3.5. Izolace RNA, jeji Cisténi a méfeni koncentrace.......................... 43

351 . Lyzabun€k.....ccooviiii e 43
3.5.2. Rozpousténi buncék na plastu..............ooviiiiiiiiii i, 43
3.5.3. Fenol — chloroformova extrakce..............cccooiiiiiininnnn, 43
3.5.4. Pfecisténi RNA na kolondch Nucleospin® RNA XS............. 43
3.5.5. Méteni Koncentrace. ........c.vvvniiiiiee i eneeennn, 44
35,0, 44
3.6. Ovéfeni Cistoty RNA gelovou elektroforézou........................... 44
3.6, L. PIINCID. e 44
30,2, POStUP . ..t e 44
3.7.Syntéza C DN A . ... i e 45
S 7. L PIINCID. e 45
7. 2. POSTUD . ..t 45
3.8. Kvantitativni Real-time PCR.................cooiiiiii . 45
3.8 L. PrINCIP. ., 45
3.9.Vyhodnoceni vysledkl............ccooiiiiiii i, 49
3.10. Ptistroje a chemikalie................oooiiiiiiiiii 49
EXPERIMENTALNT CAST........ooooiiiiiiiiiiieeee e 52
4.1. Morfologie bun€k............c.ooiiiiiiiii e 52
4.2. Genova exprese na plastu.........coooeiiiiiiiiiiii i 54
4.3. Genova exprese na kolagennim gelu......................oooinL . 57
DISKUSE. . ..ttt e 59
<3 61
Seznam pouZité Literatury..........coviiiiiiiii i 62

12



1. UVOD

Jaterni fibréza je dynamicky proces vedouci k nadmérnému hromadéni soucasti
extracelularniho matrixu (ECM) v jatrech. Fibroza vznikéd po metabolickém, infekénim nebo
toxickém poskozeni jater. Dochazi k degradaci fyziologické matrix pomoci matrixovych
metaloproteinaz a k jeji ndhradé za patologickou matrix. Nejvice zastoupenouslozkou
patologické matrix je kolagen I, ktery je syntetizovan predevSim aktivovanymi jaternimi
hvézdicovymi bunkami (HSC). Takze zakladnim rozdilem ve struktufe ECM u fibrotickych
jater je vyrazna prevaha fibrilarnich kolagennich vlaken a dochéazi zde k poruSe homeostazy
ECM. Jaterni hvézdicové bunky se nachazeji v Disseho prostoru a jejich hlavni funkei

ve zdravych jatrech je skladovani vitaminu A.

Jaterni ECM ovSem netvofi jen nosné pletivo, které mechanicky udrZzuje strukturu tkanég, ale
poskytuje i mnoho signalil pfitomnym bunkam (hepatocytim, zanétlivym bunkam apod.)
nutnym k udrZeni polarity buniky, migraci, proliferaci a diferenciaci.

Myofibroblasty jsou buiky, které tvoii kontraktilnich filamenta exprimuji hladkosvalovy
aktin a jsou v podstaté prechodem mezi fibroblasty

a bunkami hladké svaloviny. V jaterni tkdni existuji celkem tfi typy myofibroblastii. Jsou to
portalni, septalni a tzv interface myofibroblasty. I myofibroblasty se podileji do zna¢né miry
na tvorb¢ patologické ECM.

V praci se zabyvam vlivem rastového faktoru FGF-1 (kyselého FGF, aFGF) v kombinaci
S heparinem a samotného heparinu na expresi genu v jaternich myofibroblastech z jater
potkanti. Dale sleduji expresi v zavislosti na kultivacnim prostiedi. Navazuji tak na praci
Mgr. Aleny Jiroutové PhD. a na diplomovou praci Mgr. Evy Peterové na téma ,,VIiv
rustovych faktort na expresi genti v jaternich myofibroblastech.
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2. TEORETICKA CAST

2.1. Jaterni fibroza

Obecny uvod o fibroze jater

Jaterni fibroza je dynamicky proces, ktery vede k nadmérnému hromadéni soucasti
extracelularniho matrix (ECM) v jatrech. Zmnozeni vaziva zpiisobi zjizevnaténi jaterni
tkané a je odpoveédi organizmu na pretrvavajici poskozeni jater. Zakladni procesy po riznych
typech poskozeni vedouci k fibrotizaci riznych organd jsou si podobné. Ve fibrotickych
jatrech je pfitomno nejen veétsi mnozstvi extracelularni matrix, ale také jeji slozeni se méni.
Zikladnim rozdilem ve struktuie ECM u fibrotickych jater je vyrazna pfevaha fibrilarnich
kolagennich vlaken.

Proces fibrotizace je multikomponentni. Dochazi k poruse homeostazy ECM. Fibrogenni
kaskady se ucastni fada bunék, ve hie je mnoho chemickych a biologickych tcastnika
(cytokinti, chemokinti aj.) (Taimr a spol., 2002).

Zaroven s jaternim poskozenim dostanou jatra podnét k regeneraci. To vede k dalsimu
naruseni jaterni architektury a ptedevSim cévnich struktur jako jsou portalni Zila a jaterni Zila,
to miize nakonec zptisobit vznik portalni hypertenze a tedy i riziko nebezpe¢ného krvaceni.
(Wallace a spol., 2008)

2.2. Klinické hledisko jaterni fibrozy
Akutni, ndhodné:

Jsou ndhodné reakce na bézné terapeutické davky nebo i1 pfeddvkovani napt. paracetamolem,
tedy otravy Iéky. To miize vést k masivni nekroze jater, akutnimu selhani jater a smrti.

Chronické:

Chronické poskozeni jater souvisi s progresivni fibrozou. V dnes$ni dobé jsou nejcastéjSimi
pfi¢inami fibroz jater a v disledku toho i jaterni cirhdzy virové infekce a nadmérna
konzumace alkoholu. V posledni dob¢ se stale ¢asté&ji objevuje non-alkoholicka jaterni fibroza
zpusobena diabetem nebo obezitou tedy nealkoholickou jaterni steatozou (NAFLD), ktera

muze v kone¢ném dusledku dojit az do stadia cirhozy jater stejné jako u alkoholikt (Williams,
2006).
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Tabulka 1:

Strucny ptehled nejcastéjsich chronickych jaternich onemocnéni vcetné jejich pticin, 1éCby a

diagnostiky.
onemocnéni pti¢ina incidence 1é¢ba diagnostika
ockovani, HBV
Hepatitida B | dsDNA viry (HBV), 350 mil. lidi na svété vakcina ELISA, PCR
Hepatitida C | ss-RNA virus (HCV) 170 mil. lidi na svété o¢kovani neexistuje, ELISA, PCR
antivirotika na bazi
INF-Y, nukleosidové
analogy
HBYV vakcina - vhodna
Hepatitida D | ssSRNA virus (HDV) ¢ast osob s HBV je i pro HDV ELISA, PCR
infikovana i HDV,
Autoimunitni | nekontrolovany utok IS na | mnohem ¢astéji u zen | hlavné glukokortikoidy | postupné vylouceni
hepatitida vlastni hepatocyty jinych pticin
chelatac¢ni latky na
Wilsonova mutace genu pro typ vychytani médi
nemoc ATPasy 1: 5000 az 1:30000 (penicilamin) Riizna kritéria,
transportujici vylouéeni jinych
méd’,akumulace Cu v pricin
jatrech
Cysticka Homozygotni mutace v
fibréza CFTR 1z 2500 Ursodeoxycholat genotypova PCR
ZvySeni ROS, hypoxie,
produkce acetaldehydu pos-
Alkoholismus | kozujiciho jatra, velmi Casté, civilizani | abstinence !!! biopsie jater,
hepatoprotektiva,
Endotoxiny vyvolavajici choroba. gluko- mikroskopie
kortikoidy ke sniZeni
v jatrech zanét 10. nejCastejsi pticina | TNF
smrti
obstrukce zily k odtoku
Budd-Chiari krve 12100000 antikoagulancia, stenty
k presmérovani toku
syndrom z jater, Casto dusledek krve

trombozy

(Wallace a spol., 2008)
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Obr. 2.1.: Mikronodularni cirh6za jater

zdroj: Hypertextovy atlas patologie, www.muni.cz/atlases, Josef Feit et al. (
publikuji s laskavym svolenim autora MUDr. Josefa Feita Csc., Masarykova
Univerzita, Brno)

2.3.  Stavba jater

Makroskopicka struktura:

Lidska jatra lezi pod branici na pravé stran€ bfiSni dutiny a maji zhruba klinovity tvar. Vazi
asi 1 500 g, u Zen byvaji mensi nez u muzi.K branici ptiléhaji hladkou brani¢ni plochou (
facies diaphragmatica), na které se nachazi tipon srpovitého vazu ( ligamentum falciforme). Z
druhé strany na jatra naléhaji organy bifisni dutiny, tato plocha se nazyva facies visceralis.
Uprostied visceralni plochy se nachazi jaterni brana (porta hepatis), kudy do jater vstupuje
jaterni tepna a vratnicova Zila, a kde vystupuji zlucové vyvodné cesty. Ve zlucnikové jame je
vrostly Zlu€ovy méchyi. Okolni organy a velké cévy vytvareji na viscerdlni ploSe jater
otisky.Jatra se déli na 4 laloky. Vétsi pravy lalok (lobus dexter), mensi levy lalok (lobus
sinister), pticemz délici linie je tvofena prubé¢hem srpovitého vazu (ligamentum falciforme
hepatis), dale pak na ocasaty lalok (lobus caudatus) a ¢tyihranny lalok (lobus quadratus Toto
rozdéleni odpovida krevnimu zasobeni jednotlivych laloki - pravy lalok jaterni je zdsoben
tepennou krvi z pravé vétve jaternich tepen a Zilni krev pfitéka pravou vétvi vratnicové Zily,
zlu¢ je odvadéna pravym zlu€ovodem. U levého laloku je situace analogicka.

Laloky jater je mozno délit celkem do osmi segmentl.Pravy jaterni lalok je rozdélen do ¢ty
segmentl: V., VL., VIL. a VIIL segment. Levy jaterni lalok je rozdélen také do ¢ty segmentil,
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rozeznava se I1. a I11. segment, dale segment 1., ktery tvofen tkani ocasatého laloku (lobus
caudatus) a segment IV. — ¢tythranny lalok (lobus quadratus) (Necas E a kol., 2006).

Mikroskopicka struktura:

Morfologickou jednotkou je jaterni lalticek. Rozlisuje se lalicek centralni vény a lalic¢ek
portalni. Lalticky jsou od sebe nezietelné oddéleny malym mnozstvim vaziva a v mistech, kde
se styka nékolik lalickt je interlobuldrni prostor neboli portobiliarni prostor. V fidkém
kolagennim vazivu portobilidrniho prostoru probihéd interlobularni artérie, vena a zlucovy
kanalek. Lalicek centralni vény je slozen z plochych tramct jaternich bunék — hepatocytl
usporadanych radialn€ vedle sebe kolem centralni veny. Tramce jsou slozeny z jedné az dvou
fad hepatocytli a diky tésnému spojeni vytvaieni Gzky kanalek bez vlastni vystelky — tedy
primarni zluéovod. Na obvodu lali¢ku tsti primarni zlucovody do kanalki vystlanych
plochym az kubickym epitelem, tzv. Herringovych kanalkt, které odvadéji zlu¢ do
interlobularnich Zlu¢ovoda v portobiliarnim prostoru. Mezi tramci jaternich buné€k probihaji
Siroké fenestrované kapilary zvané jaterni sinusoidy a jsou vystlané endotelem a misty se

mezi nimi vyskytuji jaterni makrofagy — Kupfferovy bunky. Mezi jaternimi sinusy a trdmci
hepatocytii se nachazi uzky Stérbinovity prostor — Disseho prostror, kde se nachazeji
retikularni vlakna a Itovy bunky (hvézdicovité buiky), které obsahuji velké mnozstvi lipidi a
vitaminu A (Martinek a spol., 2009).

Obr. 2.2.: Jaterni lalicek je
zhruba Sestiuhelnikovy prostor v
parenchymu jater, ktery se
periodicky opakuje a tvofi tak
zakladni stavebni jednotku jater.
V jeho stfedu je umisténa vena
centralis , kterou odtéka krev do
jaternich zil. K této zile se
radialné sbihaji trdmce
hepatocytli a mezi nimi uzaviené
sinusoidy. Do sinusoid se krev
dostava z portalnich prostord,
které vytvareji neostrou hranici
mezi jednotlivymi lalicky. Tyto
prostory jsou zasobeny z portalni

zdroj: Hubickova a spol., Histopatologicky atlas, str. 2, 3. Lékaiska fakulta UK v Praze,
(publikuji s laskavym svolenim spoluautorky MUDr. Lucie Hubi¢kové PhD, tstav
embriologie a histologie, 3. LF UK Praha)
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2.4, Fibrogenni bunky

2.4.1. Hvézdicové buniky

Jaterni hvézdicovité buiiky (HSC), které pochdzeji z mezenchymu, po své aktivaci produkuji
vV nadbytku proteiny extracelularni matrix (ECM) a to pfedevsim kolagen. HSC bunky lze
krom¢ cClovéka nalézt 1 u prasat, mysi, ko¢ek a laboratornich potkanti. Mimo jatra se
hvézdicové buiky vyskytuji i ve slinivce bfisni, v travici trubici, v plicich a ledvinach. Na
chronické ¢i akutni poskozeni jaterniho parenchymu reaguji HSC svoji aktivaci, ktera spociva
predevsim v nadpodukci kolagenu typu | a 111, ktery se uklada do okoli bun¢k a zpiisobuje tak
jeho fibrotizaci (Ehrman a spol., 2010).

Jaterni hvézdicové buiiky se nachédzeji v subendotelidlnim prostoru mezi basolaterarni stranou
hepatocytli a antiluminalni stranou sinusovych endotelidlnich bunék. Tvoii zhruba jednu
tfetinu neparenchymalni bunééné populace a asi 15 % celkového poctu bun€k v normalnich
jatrech.

HSC maji vietenovity tvar s ovalnymi nebo prodlouzenymi jadry. Bunky obsahuji ¢etné trny
— vybézky a razné studie zjistily, Ze tyto vybézky slouzi piedevSim ke snimani
chemotaktickych signali. Tésny kontakt mezi HSC a sousednimi typy buncék usnadiiuje
mezibunécny pienos rozpustnych mediatorti, zejména cytokinti, dale HSC pfimo navazuji na
nervova zakonceni, takze HSC se pfimo ucastni i neurohumoralni regulace (Valek a spol.,
2006)

HSC se vyskytuji ve dvou zékladnich fenotypovych formach. V klidovam stavu maji ptiblizné
kulaty tvar, v jejichz cytoplazmé se ukladaji tukové kapénky s rozpusSténymi estery retinolu —
retinoidy. Tyto bunky v klidové formé maji velmi nizkou mititickou, fyziologickou a
proteosyntetickou aktivitu a nejsou schopny kontrakce. (Friedman, 2008)

Pro aktivovanou formu téchto bunck je typicky hvézdicovity tvar. Jejich dlouhé
cytoplazmatické vybézky ovijeji sinusoidy a vybihaji 1 mezi hepatocyty. Exocytézou se
zbavuji tukovych kapének s retinoidy. NavySuje se jejich proteosynteticka aktivita — tvorba
kolagenu extracelularné. Buiika ziskavéa schopnost stazlivosti, protoze ve 100 % aktivovanych
HSC je pfitomen alfa aktin hladké svaloviny (a-SMA) . Po aktivaci mohou HSC hrat
dulezitou roli v metabolismu lipoproteint a v regulaci cholesterolu. (Nechutova, 2006)

Po své aktivaci buiiky zvySuji fibroprodukei, stavaji se kontraktilnimi a migruji k lozisku
probihajiciho zanétu, dale produkuji a do svého okoli uvoliuji skalu cytokint. Nékteré z nich
— ptedev$im TGF-p a pravdépodobné i endotelin-1 a angiotenzin-2 ptsobi autokrinné a také
parakrinné a tim stimuluji a aktivuji dal§i HSC v okoli. Dochazi tak k vytvofeni pozitivné
zpétnovazebné autokrinni smycky, coz vede k exponencidlnimu nariistu mnoZstvi
aktivovanych hvézdicovitych bunck a také mnoZzstvi utvatfeného kolagenu.

(Fan a spol., 2006)

Obrazek 2.3.:
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Fenotypové zmény HSC pfi poskozeni jater. Mezi hlavni zmény fenotypu po aktivaci patii
proliferace, kontraktilita, fibrogeneze, degradace normalni matrix, chemotaxe a ztrata
retinoidi.

Iniciace Perpetuace )
transkrip&ni udalosti zvyseni sekrece cytokina
parakrinni stimulace exprese receptoru tyrosin kinaz
¢asné zmény ECM ) zrychlena remodelace ECM

- Proliferace

po Skozeni @7 @ kontraktilita
oxidativi 4

e PDGF
ET-1
fibrogeneze
5 _  TGF-B4
zvvsena degradace

f  TMMP-2 matrix
S ﬁ

reverse " PDGF,
{ pogE, Mer
] MCP-1 serum
apoptéza .| ReSeni ‘ HSC chemotaxe

@

chemotaxe
leukocyti

ztraty retinoidi

Zdroj: Friedman, S.L. et al. (2000) Molecular regulation of hepatic fibrosis, an integrated
cellular response to tissue injury. J Biol Chem 275, 2247-2250 (publikuji s laskavym
svolenim Dr. Friedmana).

Zahajeni bunéné aktivace

Prvotni zmény ve hvézdicovych bunkach jsou pravdépodobné disledkem parakrinni
stimulace vSech sousednich typli bunck — sinusovych endotelidlnich, Kupfferovych,
hepatocytil, trombocytil, leukocyta.

Endotelialni bunky se na aktivaci samotnych HSC ucastni tak, Ze produkuji bunécny
fibronektin a TGF- B, tedy latentni formu tohoto faktoru transformuji do aktivni profibrogenni
formy.

Bylo zjisténo, Ze TGF- zKupfferovych bun¢k vyrazn€ stimuluje syntézu ECM
hvézdicovymi buikami. Kupfferovi buiky dale produkuji protizdnétlivé a prozanétlivé
cytokiny IL-10 a IL-12. Cytokin IL-10 reguluje fibrogenezi v kultivovanych HSC sniZenou
tvorbou kolagenu a zvysenou produkci kolagenazy (Spi¢ak J a kol. 2010).
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Obrazek 2.4.:

Naékres zndzoriiuje porovnani normalnich jater a jater zasazenych fibrézou s aktivovanymi
HSC. Normalni jatra: Modfe znazornéna HSC v subendotelidlnim prostoru mezi hepatocyty a
endotelidlnimi bunikami. U hepatocytl jsou ndzorné mikroklky, u endotelialnich bun¢k zase
cetné fenestrace prispivajici k rychlému transportu zivin pifes subendotelidlni prostor.
Fibroticka jatra: zobrazeny aktivované HSC a okolni fibrézni matrix (zluté), dochazi ke
zménam a ztratdm mikroklki hepatocytt a ztratdm endotelidlni fenestrace.

Normalni jatra Aktivované HSC pii fibroze

(Zdroj: Friedman SL, Mechanisms of Disease: mechanisms of hepatic fibrosis and therapeutic
implications, Nature Clinical Practice Gastroenterology & Hepatology 1, 98-105, (2004) —
publikuji s laskavym svolenim Dr. Friedmana)

Aktivace HSC je tedy dusledek souhry faktort z prostiedi, vlivu ECM a okolnich bunék.
Aktivaci Ize rozdélit dle Friedmana na 2 faze. Jsou to faze inicia¢ni (preinflamatorni ) a faze
udrZovaci. Prvni fadze pfedev§im zvySuje citlivost na HSC k cytokinlim a ta druha vytvari
nadmérné mnoZstvi ECM, zahrnuje parakrinni i autokrinni stimulaci a hlavné udrzuje
aktivovany genotyp HSC (Jing-Ting a spol., 2008)

Zahajeni aktivace zahrnuje rychlé zmény v expresi gent a fenotypu, coz zpusobuje, ze buiky
reaguji na cytokiny. Perpetuaéni faze aktivace HSC zahrnuje hlavné proliferaci, kontraktilitu,
fibrogenezi, degradaci matrix, chemotaxi a ztratu retinoida (Reeves a spol., 2002)

Tabulka 2
Parakrinni faktory podilejici se na aktivaci HSC a buiiky, které tyto faktory produkuji.

zdrojové bunky parakrinni faktor
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hepatocyty lipoperoxidy, TGFpB1, TGF o, IL-6, IGF-1, IGFBP
kupfterovy bunky lipoperoxidy, TGFB1, TGF a, IL-6, TNFa, PDGF, Zelatindza B
endotelialni bunky TGFp1, ET-1, PDGF, bunécny fibronektin

trombocyty PDGF, TGFp1, EGF
lymfocyty TGFa, interleukiny
monocyty TNFo, TGFB1, PDGF
Tabulka 3

Spoluptisobeni parakrinnich a autokrinnich faktord vedouci ke zménam pomahajicim udrzet
HSC v perpetuacni fazi

funkéni zména faktor (parakrinni/autokrinni)
proliferace HSC PDGF, EGF, TGFa, bFGF, RANTES, IGF-1, CTGF, PDGF
HSC chemotaxe PDGF, bFGF, IGF-1, M-CSF, MCP-1
leukocytarni chemotaxe M-CSF,MCP-1
fibrogeneze TGFp1, acetaldehyd, retinoidy, IL1-B, IL-6 TNFaa
kontraktilita ET-1, PAF,oxid dusnaty, thrombin
MMP-2 + MMP-9 (degradace normalni matrix), snizeni aktivity
degradace matrix MMP-1
zvyseni aktivity (exprese) TIMP-1

(Svegliati-Baroni a spol, 2001)

Casné zmény jsou vysledkem parakrinni stimulace HSC okolnimi buitkami. Hepatocyty jsou
narusovany mnoha hepatotoxickymi latkami, metabolity alkoholu, viry, zlu¢ovymi kyselinami
atd. PoSkozené hepatocyty uvolnuji kyslikové radikaly a fibrogenni mediatory jako TGF-B1,
TNF-a, EGF, IGF a ty indikuji akumulaci leukocyti, hodné hepatocyti piitom zahyne
V procesu apoptozy. Bylo prokdzano, ze aktivované HSC fagocytuji apoptoticka téliska po
zaniklych hepatocytech. Samotny proces fagocytdozy vede k tvorbé profibrogennich cytokinti
jako TGF-B1 ale i k produkci ECM, zejména kolagenu typu 1 a to jak na trovni mRNA tak i
na arovni proteinu (Fan J et al, 2006).

Reaktivni kyslikové radikaly (ROS)

Vyznamnym zdrojem ROS jsou Kupfferovy burky, ale ROS mohou vnikat i v HSC,
hepatocytech nebo leukocyteh . Kupfferovy buiiky ovliviiuji HSC také tvorbou oxidu
dusnatého, ktery pisobi proti ROS a inhibuje tak aktivaci HSC a omezuje jejich kontraktilitu
(Pinzani a spol., 2002).

Druha faze aktivace HSC, udrzuje buiiky v aktivnim stavu. Zahrnuje zejména ztraty retinoidd,
pfi¢emz vyznam tohoto jevu je nejasny. K vylucovani dochazi ve forme retinolu, ne ve formeé
esteri — retinoid. Neni UpIn€ jasné, zda je ztrata retinolu dileZitd pro iniciacni fazi ¢i
k udrzeni fibrogeneze
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S perpetuacni fazi rovnéz souvisi tvorba receptort PDGF na povrchu HSC, ¢imz se zesili
vnimavost HSC k PDGF, coz je silny mitogen. Tento receptor zreceptorové rodiny
tyrosinkindz se uplatiuje pfi pfenosu mnohych cytokinovych signdli jako jsou FGF, HGF,
EGF, VEGF do HSC bélem proliferace. Intracelularni cesty po aktivaci PDGF receptoru

zahrnuji zejména ERK/MAP kinazu, PI-3-kinazu a STAT —1 (Omary a spol. 2007)

Tabulka 4.
Srovnani stavu klidovych a aktivovanych HSC

Fenotypova forma Klidova HSC Aktivovana HSC
Bunéény tvar Kulovity hvézdicovity

tukové kapénky + vitamin A

bohat¢ intracytoplasmatickeé
skladovani

uvolnovani exocytdzou

kolagen 1, 3

proteosynteticka aktivita ve
fyziologickém rozsahu

nadprodukce, syntéza pievazuje
nad degradaci

mitotickd, syntetickd aktivita

nizka

vyrazné€ zvySena

ptitomnost intermediarnich
filament

100 % vimetin, 30 % desmin,
GFAP

100 % vimetin, desmin a GFAP
beze zmény

kontraktilita

ne, 0 % a-SMA

ano, 100 % HSC obsahuje a-
SMA

membranové receptory

fyziologické povrchova
exprese

navysena exprese receptoru

pro PDGF, TGF-p, IL

(Nechutova H, 2006)

Hvézdicovité bunky jater mohou byt pii poSkozeni atakovany bud’ piimo, tedy vlastni
pusobici noxou nebo nepiimo, tedy metabolickymi zplodinami z jinych bunéénych druha
zastoupenych v jatrech (Bachem MG et al, 1993).

2.4.2. Zanik hvézdicovych bunék

Apoptoza je dulezity mechanismus ke snizeni poctu aktivovanych hvézdicovitych bunck
béhem riznych fazi jaterni fibrozy. AktivovanéHSC jsou vice citlivé na apoptotické stimuly
nez hvézdicovité bunky v klidovém stavu. (Taimr P et al, 2003)

Iredale a spol. ve své studii z roku 1998 uvadéji, ze i u relativné pokrocilého stadia jaterni
fibrézy u potkanti mize dojit v pomérné kratkém case k obnoveni jaterni architektury vlivem
ztraty HSC bunék apoptézou. Spontanni zotaveni z jaterni fibrozy je tedy disledkem ztraty
HSC obsahujici a-SMA. Nelze vSak vyloucit, ze nékteré¢ z bun€k misto apoptdzy podstoupi
ptechod do klidového fenotypu (Iredale a spol., 1998).
Apoptoza aktivovanych HSC je nejspi§ automaticky nastavenym mechanismem — tzv. default
mechanism v jatrech, ktery je ovSem b&hem aktivni faze poskozeni blokovan fadou
solubilnich faktord. Ale uz béhem aktivace jsou HSC schopny na svém povrchu vytvaret tzv.
death receptory (DR). Pfi aktivaci téchto DR receptorti dochdzi ke spusténi jedné z predem
naprogramovanych intracelularnich cest vedoucich k apoptoze. Soucasti téchto apoptotickych
cest jsou jsou kaskady proteaz, konkrétné kapsaz.
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Mezi nejvyznamngjsi smrtici receptory patii tzv. TRAIL ( TNF-related apoptosis-inducing
ligand), ktery se ve zvySené mife tvoii na povrchu HSC béhem jejich aktivace. Tim padem se
stavaji senzitivnéjsi na vnéjsi proapoptotickou signalizaci.

Pravdépodobné i NK-bunky jsou antifibrogennim reguldtorem. Klidové HSC nereaguji na
proapoptotické signaly poskytované NK-buiikami, ale po aktivaci se stavaji vnimavéj$imi na
tyto podnéty Za dalsi vyznaméjsi DR v HSC Ize povazovat i Fas a NGFR (nerve growht
factor receptor) (Wang a spol., 2004)

HSC, které podl¢haji apoptdze exprimuji vysoké hladiny TIMP, takze po odstranéni
apoptotickych bun¢k dochédzi k degradaci jizvy pomoci MMP-13. Odstranéni aktivovanych
HSC miize tedy vést k uplnému nebo &asteénému uzdraveni jaterni fibrézy. (Safka, 2011)

2.4.3. Myofibroblasty

Jak uz bylo vySe feCeno, jaterni hvézdicové bunky po aktivaci ztraceji svou schopnost
skladovat estery vitaminu A a méni se na myofibroblasty, které produkuji a secernuji soucasti
poljiva, tedy kolageny, elastin, strukturalni proteoglykany a kyselinu hyaluronovou. Ke
zjizevnaténi jaterni tkané mensi mirou piispivaji fibrocyty z kostni diené, portalni fibroblasty
a bilidarni epitelové buiky. Krom&€ mezibunééné hmoty produkuji myofibroblasty 1
profibrotické cytokiny a enzymy, které regujuji katabolismus ECM. (Schneiderka P, 2008)
Jaterni myofibroblasty (MFS) piedstavuji heterogenni populaci bun€k. VétSinou obsahuji
hladkosvalovy a-aktin (a-SMA), ktery se vyskytuje pievazné ve fibrotickych a cirhotickych
jatrech. Jaterni myofibroblasty jsou velmi proliferativni a kontraktilni bunky, které aktivné
ptispivaji k progresi chronickych jaternich onemocnéni. Z histopatologického hlediska
V chronicky postizenych jatrech existuji rtiizné populace MFS, které se vzajemné 1iSi podle
antigenniho profilu nebo lokalizace v jatrech (Forbes a spol., 2011).

Portalni myofibroblasty se nachéazeji v pojivové tkani v blizkosti portalnich cév a Zlucovodi.
Jejich ptitomnost za ischemickych podminek vede k obstrukcim téchto cév a zluCovodu a
miiZe vyustit az k cholestatickym onemocnénim jako je biliarni fibroza. (Novo E et al, 2009)
Portdlni MFS na svém povrchu exprimuji adhezivni molekuly N-CAM a kysely glidlni
fibrilarni protein (GFAP) (Cassiman a spol., 2002).

Déle to jsou myofibroblasty odvozené od bun¢k kostni dien¢ oznaCované jako IF/MFS
(interface myofibroblasty), které jsou umisténé v oblasti mezi parenchymem a stromatem portalnich
poli nebo sept. Dal$im typem jsou septdlni MFS umisténé okolo vytvofenych fibrotickych sept
(Spi¢ak a spol., 2010).

Interface MFS jsou o-SMA pozitivni buiky lokalizované na rozhrani mezi fibrotickymi
septy a okolni parenchym. Tyto butiky pochazeji z aktivace nebo transdiferenciace HSC nebo
portalnich fibroblastu. Lidské IF/MFS exprimuji na svém povrch vSechny typické faktory
jako jsou v a-SMA, GFAP, BDNF ( Brain-deriver neurotropic factor), NGF (nerve growht
factor), ale i adhezni molekuly N-CAM (Busletta a spol., 2003)

K rozliSeni jednotlivych typli myofibroblastickych bunék je mozné vyuzit zikladnim
cytoskeletarni proteiny. Pro jejich klasifikaci se nejcastéji pouzivaji vimentin, desmin, GFAP
a a- SMA. V aktivovanych HSC a portalnich myofibroblastech je obsazen a-SMA, ale k
produkci GFAP nedochazi. HSC je moZné rozliSit od portalni MFS na ziklad€ rozdilné
exprese fibulinu 2 a desminu. Aktivované HSC produkuji desmin ale fibulin-2 nikoliv. U
portalnich myofibroblastii je tomu ptesn¢ naopak (Peterova, 2001).
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2.5. Vliv kultiva¢nich prostiedi 2D/3D na HSC

In vitro vykazuji HSC kultivované v trojrozmérném (3D) gelu a na dvourozmérném (2D)
plastu zésadni rozdily, nejen ve tvaru bunky, ale i v expresi genti. U bun¢k kultivovanych na
gelu byly prokazany interakce mezi kolagennim gelem a HSC. Dochazi k nim pomoci
integrini stejné jako in vivo mezi ECM a HSC (Peterova, 2011).

V zavislosti na kultivaénim prostfedi, na substratu, vykazuji kultivované myofibroblasty
celkem 3 zakladni typy morfologii. Pokud jsou MFS kultivovany na povrchu polystyrenu (2D
prostfedi), na povrchu potazenym lysinem ¢i aminoalkylsilanem, nebo na povrchu potazenym
kolagenem typu | nebo 111, maji MFS plochy polygonalni tvar s dobie rozvinutymi stresovymi
vlakny. Jsou-li MFS kultivovany na nebo v intersticialnim kolagenim gelu typu | nebo 1V,
vykazuji buiiky asteroidni tvar a maji dlouhé vétvené vybézky. Zaobleny tvar lze nalézt pii
kultivaci na Matrigelu, coz je tzv. Engelberth-Holm-Swarm extracelularni matrix (EHS-
ECM) produkovana my$im sarkomem a obsahujici komponenty bazalni membrany (Uemura
a spol. 2005, Sato a spol., 2003).

Substrat, tedy kultivacni prosttedi, na némz jsou HSC kultivovany dale ovliviiuje rychlost ale
predevsim stupeii aktivace HCS na myofibroblasty. Zavisi zde predev§im na tuhosti substratu.
Na substratech se stfedni tuhosti bunky nejsndze ptijmou stabilni stiedni fenotypovou formu.
Pro diferenciace bun€k v zavislosti na tuhosti substratu je dulezita i jejich ptilnavost
K proteinim matrice a vznik mechanického napéti mezi bunkami a substratem. Ptidani
rastového faktoru TGF-B ke kultivovanym klidovym HSC nehraje zdaleka takovou roli
Vv jejich diferenciaci na myofibroblasty jako pravé mechanické vlastnosti kultivacniho
prostiedi. Takze aktivace HSC pfi kultivaci je zavisla spiSe na fyzikalnich nez na chemickych
vlastnostech podkladu. Tato zjiSténi tedy naznacuji, ze zmény v tuhosti jaterni tkédné jsou
kli¢ovym faktorem v progresi fibrozy (Olsen a spol., 2011).

Takahara a spol. zkoumali vliv kultiva¢niho prostiedi na expresi matrixovych metaloproteindz
v MFS, vztah mezi ECM a HSC in vitro. Cerstvé izolované krysi HSC kultivovali na
kolagenu typu 1, na matrigelu a v trojrozmérném kolagenu typu | (3D gel). Vyrazné zvySena
exprese gent pro MMP-3, 9, 13 a 14 byla detekovana pouze u HSC kultivovanych na 3D
gelu. Zaroven pomoci zymografie prokazali Zelatinazovou aktivitu MMP-9 vyvolanou
ERK/MAPK kinazami (Takahara a spol., 2003).
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Obrazek 2.5. A-D

Obrazek A ukazuje tvar HSC po kultivaci na polystyrenu, obrazek B
tvar HSC po kultivaci na kolagennim gelu typu |, obrazek C tvar
HSC po kultivaci v kolagennim gelu a obrazek D tvar HSC po
kultivaci na matrigelu (zdroj: Sato a spol., 2004).

Potazeni kultivacnich misek kolagenem typu I zvysuje proliferaci
bunék a syntézu kolagenu v HSC, kdezto pritomnost kolagenu typu
IV zvysuje esterifikaci retinolu a v mensi mife stimuluje produkci
kolagenu. Kolagenni gel typu | stimuluje expresi MMP-13 v
lidskych fibroblastech. HSC v kolagennim gelu exprimuji vice
MRNA metaloproteinas MMP-2, MMP-14 a jejich inhibitoru
TIMP-2, ale méné MMP-13 nez bunky na samotném polystyrenu,
polystyrenu pokrytém kolagenem I nebo Vv matrigelu (Jiroutova,
2011).

Kolagen typu I se Casto voli jako 3D kultivacni prostiedi, protoze
tvofi prostfedi bliz$i Zivému modelu nez polystyrenova Petriho
miska. Komunikace mezi myofibroblasty a ECM je zprostfedkovana
pomoci integrint (Peterova, 2011).

2.6.  Ristové faktory

Fibrogenni kaskady v jatrech se ucastni fada bun¢k (viz. vyse), ve hie je ptfi tomto procesu i
mnoho chemickych a biologickych ucastnikii jako jsou cytokiny, chemokiny a rlstové
faktory. Mezi nejvyznaméjsi patii TGF-, TNF-a, PDGF a FGF, ale i jiné faktory jako je
napi. ET-1.

26.1. TGF-p

TGF-B patfi mezi hlavni fibrogenni cytokiny, pifedev§im TGF-B1 hraje ustfedni roli pfi
fibréze tim, ze ptispiva k pfilivu buiick podilejicich se na fibroze, tak k vlastni aktivité
hvézdicovych bungk.
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Tento faktor je produkovan Kupfferovymi bunkami a zvySuje a indukuje expresi genll pro
kolagen typu 1 a 2 (Stalnikowitz a spol., 2003). Transformujici rustovy faktor beta ma celkem
3 izoformy, TGB-B1, TGF-f2 a TGF-B3, znichz pravé TGF-B1 je nejsiln€jsi modulator
bunécné proliferace a diferenciace. Tato izoforma se obvykle vylucuje v latentnim stavu jako
polypeptidovy homodimer, latentni TGF-f velky 25 kD (L-TGF-B) a jeho hlavnim
rezervoarem je krevni sérum a také se vaze na proteoglykany v ECM. Kromé Kupfferovych
bunék je tvoten i HSC, v mensi mife pak i endotelidlnimi bunikymi a hepatocyty. Tento faktor
je ptitomen jak v normalnich, zdravych, tak i ve fibrotickych jatrech, jeho koncentrace jsou
vsak zna¢né zvySené u cirhdzy, tak i u experimentalné vyvolané fibrozy.

Vedle urychleni aktivace HSC a stimulace syntézy ECM vykazuje TGF-Bl i jiné
mechanismy profibrogenniho pisobeni. A to zejména snizenim koncentraci kolagenazy a
naopak zvysenim exprese gent pro inhibitory proteaz jako jsou TIMP-1 a PAI-1, ¢imz vlastné
chrani matrix pied degradaci (Reeves, 2002).

Signalizace zprostfedkovand TGF-f3 se kromé proliferace a diferenciace bun¢k podili 1 na
zdarném prubchu embryogeneze, morfogeneze ale i apoptozy. Ligandy TGF-B vazané na
specifické glykoproteiny ECM se pusobenim matrixovych metaloproteindz odstépi. Tim
dojde K jejich uvolnéni do mikroprostfedi a nasledné vazbé na specifické bunééné receptory.
Existuji 2 typy TGF-f receptorti a to TGF-BRI a TGF-BRII. KdyZ se ligand navaZze na TGF-
BRII, dojde k agregaci a fosforylaci TGF-BRI, ktery se tak aktivuje. TGF-BRI poté fosvoryluje
latentni cytoplazmatické transkripéni faktory zrodiny SMAD proteind. Tyto faktory po
aktivaci tvofi homodimery a heterodimery a translokuji do jadra bunky, kde spoustéji expresi
cilovych gent.

Kromé¢ Smad proteinii mize aktivovat ligandovy komplex receptorti pro TGF-B 1 celd fada
jinych signéalnich drah vcetné¢ NFkB, ERK/MAPK, p38 MAPK aj. Samotny TGF-B mtize
fungovat i jako silny tumor supresor i jako onkogen (Klener a spol., 2010).

2.6.2. PDGF

Z chemického hlediska se jedna o dimerni glykoprotein skladajici se z 2 fetézcii A nebo B
(homodimerni PDGF) nebo z jejich kombinaci, tedy AB (heterodimerni PDGF). Tento
rustovy faktor odvozeny od desticek se podili mj. na ristu bunék, na mitdze a dulezitou roli
sehrava pii angiogenezi. Je to silny mitogen pfedev§im pro buiiky mezenchymalniho ptivodu,
pro hladkosvalové buiiky a gliové buiiky.

Signalizaéni sit’ tvoii celkem 4 ligandy - PDGF A az D a dva receptory — PDGFR-a a
PDGFR-B. VSechny izoformy PDGF jsou syntetizovany jako homodimery spojené
disulfidickymi mustky, pouze izoformy A a B jsou schopny tvofit heterodimery (Heldin CH,
1992).

Jak uz bylo feceno vyse, aktivace HSC a jejich proliferace je vysledkem ptlisobeni
nejucingj$im proliferaénim faktorem na pocatku rozvoje jaterni fibrozy. Perpetuacni faze je
pak spiSe spojena s vyS$§i expresi repeptorti pro PDGF. Signaliza¢ni drahy zde funguji tak, Ze
aktivovany PDGFR aktivuje signalizacni molekuly, které dale aktivuji signaliza¢ni drahu
ERK/MAPK. Pro mitogenezi je diileZitd i aktivace fosfoinositol 3-kinazy. Pro proliferativni
odpovéd na PDGF je dulezity i trvaly pfijem extracelularniho Ca?* a zvySeni intracelularniho
pH (Friedman, 2000).
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PDGF se vaze na n€kolik plazmatickych bilkovin a také na proteiny extracelularni matrix,
coz usnadiuje lokalni koncentrace faktoru. PDGF funguje jako mistni autokrinni a parakrinni
rustovy faktor. V dospélém organismu se tzaké podili na procesech hojeni ran. Aberantni
exprese PDGF je pozorovana i u cévnich proliferativnich onemocnéni jako je ateroskleroza.
Homodimerni PDGF-AA je na rozdil od PDGF-AB a PDGF-BB $patnym mitogenem pro
cévni a jiné hladkosvalové bunky . Nicméné spolu s bFGF, ktery zvySuje expresi PDGFR-a,
pusobi synergicky na syntézu DNA v téchto bunkach. PDGF nekomunikuje s epitelialnimi a
endotelovymi bunkami, protoze tyto typy bunék neexprimuji na svém povrchu PDGF
receptory.

membranovych receptort pro IL1, EGF, 5-hydroxytryptamin, LDL a transferin (Adams EF et
al, 1991).

2.6.3. FGF

Rustovych faktort fibroblasti je celkem 23 (FGF 1 — FGF-23), pifedstavuji tedy jednu
Z nejvétSich rodin polypeptidovych ristovych faktorl, které plni dilezité funkce v obdobi
embryondlniho vyvoje a v obdobi dospé€losti. V embryonalnim obdobi FGF ftidi vyvoj
parenchymovych orgéant a podili se i na komunikaci mezi epitelidlnimi a mezenchymalnimi
buiikami.

V dospélosti jsou FGF dulezité pti hojeni ran, u tkanovych ndhrad, uplatiiuji se pfi
metabolismu a napomahaji udrzeni homeostazy (Olsen SK, 2003). FGF maji molekulové
hmotnosti od 17 do 24 kDa a mezi FGF rtznych druhti obratlovct existuje 13 az 71% identita
v sekvencich aminokyselin. Zejména u obratlovei jsou velmi evoluéné konzervované geny
kodujici jednotlivé FGF.

VétSina FGF, konkrétné 3 az 8, 10, 15, 17 az 19 a 21 az 23 maji aminotermindlni signalni
pepetidy a diky nim jsou rychle vylicovany z bunék. U FGF 9, 16 a 20 signalni peptidy chybi,
piesto jsou vSak z bunék vylucovany. FGF 1 a 2 rovnéz nemaji signalni sekvence a nejsou
Z bunék secernovany, mohou vsak byt k dispozici na buné¢ném povrchu v ramci ECM (Ornitz
DM et al, 2001).

Tabulka 3.
Charakteristika proteinii rodiny FGF

Nazev synonyma signalizace pres poznamky
vysokoafinitni receptory

aFGF, kysely |FGFR-1- 11l ba llic; FGFR-2 -
FGF-1 FGF lMiballlc bez signalni sekvence, pouze 1

FGFR-3 - Il balll c; FGFR-4 forma mRNA

bFGF, bazicky |FGFR-1 - Ill balllc; FGFR-2 - |4 proteinové izoformy, bez

FGF-2 FGF Ilc; signilni
FGFR-3 - 11l c; FGFR-4 aminokyselinové sekvence
misto integrace MMTV v
FGF-3 Int-2 FGFR-1-111 b; FGFR-2-111 b myS$im
genomu
KFGF, kaposi | FGFR-1-11l ¢; FGFR-2-111 c; Identifikovan pfi screeningu
FGF-4 |FGF FGFR-3-11l ¢ nadoru
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zaludku, vztah ke Kaposiho
hst-1 FGFR-4 sarkomu
ma signalni sekvenci
FGF-5 FGFR-1-111 c; FGFR-2-11l ¢ ma signdlni sekvenci
FGFR-1-111 ¢; FGFR-2-111 c;
FGF-6 hst-2 FGFR-4 ma signdlni sekvenci
ma signalni sekvenci,
FGF-7 KGF FGFR-2-11l ¢ specificky pro
endotelidlni bunky
FGFR-1; FGFR-2-11l ¢; FGFR-3-
FGF-8 AIGF Il c; 7 izoforem, vSechny se signdlni
FGFR-4 sekvenci
FGFR-2-111 ¢; FGFR-3-1ll ba lll
FGF-9 GAF C: bez signalni sekvence, neni
FGFR-4 angiogenni
ma signalni sekvenci,
FGF-10 |KGF-2 FGFR-1-111 b; FGFR-2-111 b strukturou a
funkci podobny FGF-7
FGF-10 vSechny obsahuji jaderné
az 14 zatim neznamé lokaliza¢ni
motivy, Zadny nema signalni
sekvenci
gen pro FGF-15 je aktivovan
FGF-15 zatim neznamé E2A-Pbx1
FGF-16 FGFR-17; FGFR-1-111 c; FGFR-
az 19 2-1ll c vSechny maji signalni sekvence
FGF-20 | XFGF-20 zatim neznamé sekvencni homologie a FGF-9

(Powers a spol., 2000)

Vsechny FGF maji spole¢né nékteré strukturalni charaktristiky a vétSina z nich je schopna
vazat heparin.

Mezi prvni objevené FGF patii FGF 1 a FGF 2 oznacované jako kysely a bazicky FGF. Byly
izolovany z tkan¢ hypofyzy u skotu. U lidi je aFGF (kysely) slozen ze 155 aminokyselin. FGF
2 s molekulovou hmotnosti 18 kDa je s FGF 1 sekvenéné identicky z 55 %. Kromé 18 kDa
formy bFGF byly zjistény 3 dalsi formy tohoto faktoru s hmotnostmi 22.5, 23.1 a 24.2 kDa
(Powers a spol., 2000).

Receptory pro FGF jsou tyrozinkindzovymi receptory, které obsahuji dva nebo 3 podobné
imunoglobulinové domény a sekvenci pro vazani heparinu. Alternativni sesttih mRNA genu
pro FGFR ur€uje sekvenci C-termindlni poloviny imunoglobulinové domény III, takze
rozliSujeme III b a III ¢ izoformy FGFR (Ornitz a spol., 2001).

Existuje celkem 5 zdkladnich typti FGFR. Po transla¢nim sestfihu, ktrery se ovSem tyka pouze
prvnich ¢tyt receptorit (FGFR 1 az 4) dojde k vytvofeni celkem 48 riznych izoforem FGFR.
K interakcim s FGF dochédzi pomoci FGFR domén D2 a D3. KaZzdy receptor miize byt
aktivovan riznymi FGF, kromé FGF-7, ktery aktivuje pouze Il b izoformu receptoru FGFR-
2 (Duchesne a spol., 2006).
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Celkem nedavno byl objeven dalsi ¢len receptori FGF a to FGFR-5, byl objeven ve
stromalnich buiikdch mySich lymfatickych uzlin. Byly rozliSeny celkem 2 alternativni
transkripty oznacené jako FGFR-5 [ a vy, pficemz [ obsahuje tfi extracelularni
imunoglobinové domény a y transkript pouze dvé. FGFR-5 postrada na rozdil od FGFR-1 az
4 intracelularni tyrosinkynazovou doménu (Sleeman a spol., 2001).

2.6.3.1. FGF-1

Jeden z nejvyznaméjSich zdroju FGF-1 je mozkova tkan. aFGF je protein o molekulové
hmotnosti 16 kDa s izoelektrickym bodem 5,5 az 6 o délce 140 aminokyselin. Byly v§ak
popsany 1 varianty aFGF o délkach 134 a 155 aminokyselin. Neobsahuje disulfidické vazby a
neni glykosylovan. Je vysledkem posttranslacni modifikace proteinu ECGF-f (ristovy faktor
endotelidlnich bunék).

aFGF je 16 kDa protein 140 aminokyselin (Pl = 5,5-6). Varianty o délce 134 a 155
aminokyselin byly popsany také. aFGF neobsahuje disulfidické dluhopisy a neni
glykosylovan. aFGF je odvozen posttranslacni zpracovani ECGF-beta (endotelidlnich bunck
rustovy faktor).

Existuje vSak 1 zkracend varainata aFGF generovana odstranénim druhého exonu po
alternativnim sestiihu. Po sestfiu gen koduje pouze 60 aminokyselinovy aFGF s hmotnosti 6,7
kDa. Takto modifikovany aFGF vyvolava pouze minimalni proliferaci fibroblastu.

Existuji doménky, Ze zkracena varianta aFGF plisobi jedineénym mechanismem pro
endogenni regulaci reakci na aFGF (Cytokines & Cell Online, k 8.3.2012).

Mnoho rastovych faktort je schopno vazat heparin resp. heparan sulfat (HS) in vitro, ovSem
bylo demonstrovano, Ze interakce s HS/heparinem in vivo je nutna pro biologickou aktivitu
aFGF . Heparin je nezbytnou soucasti pro vazbu ristovy faktoru aFGF na jeho receptory a tim
i k jeho biologické aktivité. Heparin vazany na aFGF vykazje zvySenou stabilitu aFGF v
piitomnosti kyseliny, tepla, stabilitu vii¢i miné oxidaci a proteolyze (Taylor, 2012).

aFGF ma tyrosinkinazovou aktivitu pravé skrze asociaci s heparansulfatem (HSPG), ktery se
nachazi na povrchu témét vSech bunécnych typt véetné endotelia, kde se vyskytuje v podobé
mémbranoveé asociované¢ho receptoru a dale je soucasti ECM nebo mutze byt jako volna
molekula. Heparin se nachazi béhem zanétu v krvi a vaze se na aFGF s pomérné nizkou
afinitou (Strain a spol., 2000)

Heparan sulfat je linearni polysacharid nachédzeji se ve vSech ZivociSnych tkéanich a

extracelularni matrix. Castéji se viak vyskytuje ve formé heparan sulfat proteoglykani
(HSPG). HSPG vznik4 spojenim dvou nebo tii fetézcl heparan sulfatu v tésné blizkosti
povrchu buiikky nebo proteint ECM (Gallagher a spol, 2000). Je ¢lenem
glykosaminogykanové rodiny sacharidi a velmi tizce souvisi se strukturou heparinu. Oba se
skladaji z rtznych opakujicich se disacharidovych podjednotek obsahujici sulfat. Nejcastéjsi
disacharidova podjednotka HS se sklada z glukuronové kyseliny spojené s N-acetyl-D-
glukosaminem a obvykle tvofi pfiblizné 50% celkovych disacharidovymi podjednotek
(Gallagher a spol. 1985).

HSPG jsou tedy slozené zproteinového jadra, které¢ je kovalentné piipojeno ke
glykosaminoglykanovym fetézcim. Bilkovinnd ¢ast urcuje lokalizaci proteoglykanu na
povrchu bun¢k nebo v ECM, glykosaminoglykanova ¢ast zprostiedkovava interakce s ligandy
ECM. Pomoci téchto interakci mohou HSPG ovliviiovat bunéénou adhezi, migraci, proliferaci
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a diferenciaci. HSPG se chovaji jako koreceptory rustovych faktord a podileji se tak na mnoha
vyvojovych a patologickych procesech vcetné hojeni ran apod. Mezi nejvyznaméjsi HSPG
patii syndekany a glypikany (Woods a spol., 2000).

Vsechny FGF molekuly maji vysokou afinitu k heparan sulfatu. Cetné studie dokazuji, Ze
heparan sulfait ve form¢é HSPG hraje piimou roli na tvorbé ucinnych FGF/FGFR
signalizacnich komplexti. Az do roku 1999 neexistoval zadny ptimy dikaz o tom, ze HSPG
jsou nutné pro biologickou aktivitu faktort FGF in vivo. Studie od Lin a spol. z roku 1999
vSak dokazala, ze heparan sulfat je nezbytny pro funkci FGF b&hem vyvoje Drosophila
melanogaster (Ornitz a spol., 2000).

Vazba na volny heparin ¢1 HSPG sniZuje titr FGF, kterého se pak nedostava k aktivaci FGFR
Naopak s bunkou asosociované heparin a HSPG jsou nezbytné pro spravnou vazbu FGF na
FGFR, vyvolavaji internalizaci FGF a mohou sami spoustét signalni odpovéd. Jejich
mnozstvi se v endotelu zvétsuje ptisobenim hypoxie. HSPG nachdzejici v ECM pak zvysuji
lokalni koncentraci a navozuji dlouhodobou stimulaci ECM (Bucinska, 2009)

2.7. Extracelularni matrix

Jaterni extracelularni matrix je komplikovanou strukturou makromolekul, kterd podléha
remodelaci béhem ristu a poSkozeni jater. Jaterni ECM tvofi nejen nosné pletivo, které
mechanicky udrzuje strukturu tkané, ale poskytuje také mnoho signali ptitomnym buiikdm
(hepatocytiim, zanétlivym bunkdm apod.) nutnym k udrzeni polarity buiky, migraci,
proliferaci a diferenciaci. VétSina molekul ECM  vytvari signaly, které jsou pomoci
specifickych buné¢nych receptori, piedev§im integrinti, pfevadény intracelularné a ovliviuji
transkripci gentl. Rada rastovych faktord se vaze na ECM a uvoliiuje se v piipadé poskozeni
tkdn¢, ¢imz dale zesiluje hojici se (fibrotizacni) pochody. Matrix také vytvaii cesty pro
migraci bun¢k. Normalni 1 patologicky ECM se skldda z kolagenni a nekolagenni
komponenty. Hlavnim nesolubilnim fibroznim proteinem v tkanich je kolagen (Taimr, 2002).
ECM ve zdravych jatrech zahrnuje kolageny, nekolagenni glykoproteiny, ristové faktory,
glykosaminoglykany, proteoglykany aj. V normalnich jatrech je pfedevs§im kolagen typu | a
11 a XI. Tyto kolageny jsou pievazné v pouzdrech, v oblasti kolem velkych cév.
V pokrocilém stadiu fibrozy se obsah kolagenu 3 zvySuje az desetinasobné (Schuppan a
spol., 2001).

Vyvoj fibrozy jater s sebou nese vyznamné zmény v mnozstvi i kvalité jaterni ECM a existuji
presvédcivé dikazy o tom, ze HSC bunky jsou ve fibrotickych jatrech jeho hlavnimi
producenty. Pti chronickém poskozeni jater se aktivuji HSC a znich vznikajici a-SMA
pozitivni myofibroblasty produkujici Sirokou Skdlu kolagennich i nekolagennich bilkovin.
Fibrotickd jatra obsahuji asi Sestkrat vy$§i mnozstvi ECM nez jatra zdrava. V Disseho
prostoru se hromadi piedevsim kolageny Il a V a fibronektin na pocatku akutniho jaterniho
poskozeni. Pfi hojicich procesech ve fibrotickych jatrech je dilezitd pfestavba ECM, coz
znamena synéza a degradace ECM, pificemz degradace ptfevlada a dochazi tedy k Ubytku
ECM. Tyto déje maji za nasledek obnovu normalni jaterni architektury (Benyon a spol.,
2000).

Existuje celkem 19 typl kolagenu a asi 80 az 90 % celkového kolagenu je tvofeno typy I az
III. V jatrech bylo doposud potvrzeno celkem 10 typt kolagenu (I, III, IV, V, VI, VIII, XIV,
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XV, XVIII a XIX). Tyto kolageny mizeme rozdélit do 3 skupin. Fibrilarni kolageny, s
fibrilami spojené (fibril-associated) a blanotvorné (sheer-forming). Typickym fibrilarnim
kolagenem je kolagen I. Strukturdlni jednotka kolagenu I se skldda ze tfi vlaknitych
podjednotek - [al(l)]2[a2(1)], které vytvareji typickou trojSroubovici (triple helix).Mezi dalsii
fibrilarni kolageny fadime kolagen II, II1, a V. Mezi fibrilarni kolageny jsou navazany kratké
kolageny druhé skupiny (napt. VI a IX), které pomahaji udrzovat komplexni strukturu vladken.
Vsechny kolageny jsou tvofeny sekvenci aminokyselin Gly-Pro-X (Li a spol.,, 2001).

Normalni i fibrozni jaterni ECM je tvofena tfemi zdkladnimi slozkami a to kolageny,
glykoproteiny a proteoglykany. Z kolagent to jsou zejména kolageny I, Ill, V a XI. Mezi
glykoproteiny miizeme fadit fibronektin, laminin, merosin a tenascin, mezi proteoglykany pak
patti heparan, dermatan, chondroitin sulfaty, perlecan a jiné. MnoZzstvi a rozloZeni téchto
makromolekul je velmi variabilni a zavisi hlavné na véku a stavu jater. U norméalnich jater
jsou Vv subendotelianim prostoru a na bazalnich membranach non-fibrilarni, kolagenni
proteiny — predev§im typy IV, VI a VIX, dale glykoproteiny a proteoglykany. Tato tzv.
subendotelialni ECM je u zdravych jater dilezita zejména pro zachovani funkci rezidentnich
jaternich bunék vcetné hepatocyti a HSC.

Déle mtizeme v jatrech rozliSit tzv. intersticidlni ECM, které se vétSinou vyskytuje ve formeé
pouzder lokalizovanych v oblasti cév a portalni zily. Sklada se z fibrilarnich proteini a to
zejména z kolagenti typu I a III, bené¢ného fibronektinu a dalSich glykokonjugatt. Pii procesu
fibrozy dochazi k vyznamnym zméndm v jaterni ECM a to jak kvantitativnim tak 1 ke
kvalitativnim. Celkovy obsah kolagennich i1 nekolagennich slozek se pii fibréze zvysuje
trikrat az osmkrat. Déale dochdzi ke zménam v typu ECM, mnozstvi subendotelidlni ECM se
snizuje a naopak piibyva intersticialni ECM bohatou pravé na fibrilarni komponenty. Tento
proces lze oznacit jako ,kapilarizaci®, coz vede K tibytku hepatocytii a k odstranéni fenestrace
endotelu (Li a spol., 1999).

Fibrogenni kolageny, tedy I, III a V jsou nejhojnéjSimi proteiny v jaterni ECM. Jsou dulezité
Z hlediska mechaniky jater, piispivaji k pevnosti jater vtahu. Tyto kolageny netvofi
samostatné struktury, jsou spiSe zabudovany do kompozitnich vlaken a relativni zastoupeni
jednotlivych kolageni tohoto typu urCuje mechanické vlastnosti danych vldken i jejich
odolnost k proteazam. Kolagen I ma né€kolik pieruSeni , ktera umoziuji vytvofeni pevné
trojSkoubovicové struktury (Wells, 2005).

Na postrannich fetézcich dochazi k interakcim mezi Sroubovicemi resp. mezi lyziny nebo
hydroxylyziny jednotlivych Sroubovic a vznika tak aldolovy cross-link, ktery stabilizuje
Sroubovice. Reakci katalyzuje extracelularni enzym lyzyl oxidaza (Harvey a spol., 2000)

Obrazek 2.5.: Rozdéleni hlavnich slozek ECM v normalnich a fibroznich jatrech.

Vzajemny vztah mezi riznymi slozkami ECM neni zatim kompletné znam a je zobrazen jen
schematicky.

PV = portélni Zily, HA = jaterni tepna, SC = jaterni hvézdicovité buniky, ES = sinusové
endotelialni buniky, PF = portalni fibroblasty, SD = Disseho prostor, BD = zlu¢ovod, H =
hepatocyty, TS = septa, S = sinusoidy, P = portadlni  trakt
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Zdroj: Wells RG, Function and metabolism of collagen and other extracellular matrix
proteins, FUNCTIONS OF THE LIVER, str. 264 (publikuji s laskavym svolenim Dr.
Wellsové)

2.7.1. Matrixové metaloproteinazy

Pokud je mozna regenerace jater, tedy pokud je jaterni fibroza vratnym procesem, musi
existovat enzymy, které stépi nadbyte¢né kolagenni struktury a podileji se tak na odstranéni
nebo minimalizaci fibrozy. Tyto enzymy se oznacuji jako matrixové metaloproteinazy.

Rodina enzymiti metaloproteinaz, dale zahrnuje skupiny astacind, disintegrin metaloproteinaz
(ADAM) a disintegrin metaloproteinazs trombospodinovou casti (ADAM-TS). Jak jiz bylo
fe¢eno, MMP jsou enzymyobsahujici ve své struktufe Zn**. Existuje vice nez 20 MMP u lidi
a jsou objevovany dalsi. Matrix metaloproteinazy, nékdy také nazyvané matrixiny, vykazuji
spole¢né vlastnosti mezi které patii jiz zminovana pfitomnost Zn2+ v aktivnim misté, dale
schopnost §tépit alesponl jeden protein extracelularni matrix, syntéza v inaktivni podobé ve
formé zymogenu, inaktivni podobé se na Zn*" vaZe cysteinova oblast a dal$im spoleénym
znakem MMP je, Ze jejich regulace probiha pomoci tkanovych inhibitord TIMPs (tissue
inhibitors metaloproteinases) (Hasman, 2001).

Vsechny matrixiny jsou syntetizovany jako prepro-enzymy a vyluCovan jakoneaktivni pro-
MMP (Hideaki N a spol., 1999). Matrixové metaloproteinazy jsou kolektivné schopné
odbouravat v podtaté vSechny slozky ECM a maji 1 dalsi funkce zejména v remodelaci tkani
ve fyziologickych situacich pfi migraci bunék, pii tkanovych nahradah, angiogenezi a
embryogenezi. Je pravdépodobné, ze rtizné skupiny MMP, které maji rtizné substratové
specifity, spolupracuji bud’ paraleln¢ nebo kaskadovité pro dosazeni u¢inné a cilené degradace
ECM.

MMP lIze rozdélit do 5 skupin podle jejich substratové specifity:

1. Kolagenazy:

a) Fibroblastova kolagenaza (MMP-1)
b) Neutrofilni kolagenaza (MMP-8)
¢) Kolagenaza — 3 ( MMP-13)

2. Stromelysiny:

a) Stromelysin -1 (MMP-3)
b) Stromelysin —2 (MMP-10)
¢) Stromelysin -3 (MMP-11)
d) Metaloelastaza (MMP-12)
e) Matrilysin (MMP-T7)
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3. Zelatinazy:

a) Zelatindza— A (MMP-2)
b) Zelatindza — B (MMP-9)

4. Metaloproteinazy membranového typu:

a) MT1-MMP (MMP-14)
b) MT2-MMP (MMP-15)
c) MT3-MMP (MMP-16)
d) MT4-MMP (MMP-17)
e) MT5-MMP (MMP-24)
f) MT6-MMP (MMP-25)

5. Dalsi MMP:

a) MMP-12 (metaloelastaza)
b) MMP-19
c) MMP-20 (enamelysin)
d) MMP-21 (X-MMP)
e) MMP-23 (CA-MMP)
f) MMP-27 (C-MMP)
g) MMP-28 (epilysin)
(Kdhéri a spol., 1997)

Struktura MMP je charakterizovana signalnim peptidem, propeptidem, katalytickou doménou
obsahujici vazebné misto pro zinek, dale hemopexinovou doménu (hemopexin-like domain),
ktera chybi u matrilysinu. Zelatindzy navic maji jako soucast katalytické domény fibronektin

typu II a MMP membranového typu maji jesté transmembranovou doménu na C-termindlnim
konci (Knéuper a spol., 1996).

Kolagenazy:

MMP-1 ma stépi predevsim intersticialni kolageny, tedy kolageny typu I, II, III, VII, X a
v aktivni formé ma molekulovou hmotnost 42 kDa (Woessner, 1991).

MMP-1 vznikd ve formé proenzymu, ktery mize byt aktivovan na svou biologicky aktivni
formu plazminem (Santala a spol., 1999). Déale mize byt MMP-1 aktivovan serinovymi
protedzami jako jsou plazmaticky kalikrein, trypsin, kathepsin G, tryptazy a chymazy, ale i
MMP-10 mize aktivovat MMP-1 (Saunders a spol., 2005).

Dalsi ze skupiny kolagenaz MMP-8 piednostné $tépi kolagen typu 1 (Marini a spol., 2000),
ale ma 1 dalSi substraty, napt. kolagen typu II a III. MMP-8 je aktivovan plasminem MMP-3 a
10 (Kédhéri a spol., 1997).

K produkci MMP-8 dochazi také v bronchialnich epitelidlnich bunkach, u neutrofild,
monocytli a makrofagli infiltrujicich bronchialni epitelidlni oblast, takZe u bronchitidy a
dalsich plicnich onemocnéni mize MMP-8 hrat roli pfi destrukei tkané pridusek a plic (Prikk
a spol., 2001).
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Dalsi z kolagenaz MMP-13 je glykosylovany protein o hmotnosti 60 kDa (Knéuper a spol.,
1996), ktery stépi nejvice kolagen typu II, dale pak kolageny I, III, IV, IX, X, XI, Zelatinu,
laminin aj. MMP-13 je aktivovan plasminem, MMP-2, MMP-3 a MMP-10. (Ké&héri a spol.,
1997).

Stromelysiny:

Druhou skupinou matrixovych metaloproteinaz jsou stromelysiny. MMP-3, 7, 10 a 12 jsou
vytvaieny jako proenzymy, které ke své aktivaci potiebuji proteolytické stépeni (Saunders a
spol.,(2005), Moilanen a spol.,(2003)). MMP-3 a 7 stépi kolagen 1V, aggreean a nidogen,
MMP-10 a 11 navic jesté elastin. MMP-3 je aktivovan plasminem, kalikreinem a chymazami,
MMP-7 tryptazou, elastazou a kathepsinem G, MMP-10 fibrinem a MMP-12 plasminem a
MMP-3 (Kédhéri a spol., 1996).

Karboxylova, tedy C-terminalni hemopexinova doména metaloproteinizy MMP-3 nema
zadnou znamou funkci a lIze ji odstranit bez ztraty enzymatické aktivity( Wilhelm a spol.,
1992). Osteopontin rovnéz slouzi jako substrat pro MMP-3.

MMP-7 je konstrukéné odlisny od ostatnich matrix metaloproteinaz, tim, ze mu chybi C-
terminalni hemopexinova j doména a obsahuje atypicky Sesty exon (Gaire a spol., 1994).
Enzymy této skupin jsou syntetizovany piedevsim fibroblasty, monocyty a makrofagy. MMP-
10 je tvofen i v endotelidlnich buiikach a HSC (Peterova, 2011), ale napi. MMP-10 je
produkovan i osteoblasty chondrocyty vétsinou mononuklearnich bun€k kostni diené. (Bord a
spol., 1998).

Zelatinazy:

Tteti skupina matrixovych metaloproteinaz zahrnuje MMP-2 a 9. Zelatinaza-A (MMP-2) ma
molekulovou hmotnost 72 kDa, §tépi zelatinu, kolagen typu IV, fibronektin a tenascin. Muze
byt aktivovana MMP-1, MMP-7, MT 1-MMP a MMP-13. Zelatinaza-B (MMP-9) 3t&pi
zelatinu, kolageny typu IV a XIV a a-2 makroglobulin. Aktivovana muze byt Plazminem
MMP-3 a Zelatinazou-B. Ob¢ Zelatinazy jsou secernovany piedevsim endotelidlnimi bunikami
ale i monocyty (Kéhari a spol., 1997).

Hemopexinova doména MMP-2 je dilezité pro interakci s inhibitory jako je TIMP-2 a
TIMP-4 (Bigg a spol., 1999). Nedavno bylo zjisténo, Zze na aktivaci MMP-2 se podili i
trombin a Ze heparan sulfat je nezbytny pro tuto trombin zprostiedkovanou aktivaci (Koo a
spol., 2010).

Zelatindza-B se &asto nachdzi a uplatiiuje v mistech aktivni prestavby tkani a
neovaskularizace. Exprese MMP-9 je vysoka zejména v obdobi embryonalniho vyvoje, dale
pak v mistech zanétu a u rtiznych patologickych procest jako artritida, nadory. Mimo jiné i
MMP-9 je zodpovédna za invazivni chovani trofoblasti a metastatickych nadorovych bunék
(Thiennu, 1998).

Metaloproteindzy membranového typu:
MMP-14 ma Sirokou substratovou specifitu zahrnujici kolagen typu I, II, III, dale zelatina,

elastin, tenascin a nidogen,( Sato a spol., 1994) dale iniciuje aktivaci n€kterych rozpustnych
MMP, reguluje funkce bunécnych receptort a jejich signalizaci. MMP-14 je syntetizovana
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jako latentni zymogen a k aktivaci je nutné N-terminalni proteolytické $tépeni (Remacle a
spol., 2005)

Vsechny MT-MMP maji transmembranovou doménu a kratkou C-terminalni oblast pies
kterou muize ovliviiovat intracelularni proteiny, které reguluji bunécnou funkci nebo
lokalizaci. U MT-4 a 6 MMP chybi MT- smycky na transmembranové doméné a jejich
cytoplazmatické C-terminalni konce jsou vazany k bunééné membrané¢ GPI kotvou, coz
znamena, ze tyto 2 enzymy predstavuji funkéné odliSnou vétev enzymatické rodiny MMP
(Lambert a spol., 2004). Hepatocyty napiiklad exprimuji MMP-15, endotelialni bunky MMP-
16 a monocyty MMP-17 (Peterova, 2011).

Tkanové inhibitory metaloproteinaz (TIMP):

Existuji rizné mechanismy, které inhibuji nebo reguluji ¢innost MMP. K inhibici mtze napf.
dojit rliznymi interakcemi se Zn®'na aktivnim misté enzymu, rozitépenim aktivni ¢asti
enzymu nebo vazbou molekuly na enzym, ¢imz vznikne jeho neaktivni forma. MMP je mozné
regulovat 1 na Grovni transkripce.

Proteolytickd aktivita MMP zapojenych do degradace ECM musi byt rovnéz piesné fizena
jejich inhibitory — TIMP. (Brew a spol., 2000)

Tkanové inhibitory metaloproteinaz jsou piirodni inhibitory MMP, které se vyskytuji ve
vetSing tkani a télnich tekutin. Inhibici aktivit jednotlivych MMP se podileji na tkanové
remodelaci extracelularni matrix. Rovnovaha mezi ¢innosti MMP a TIMP se podili na
normalnich i patologickych udalostech (Evrosimovska a spol., 2011).

Zatim byly popsany celkem 4 tkanové inhibitory oznacené jako TIMP-1, 2, 3 a 4. Jsou to
latky o molekulové hmotnosti 21 az 30 kDa, které jsou bud’ vylu¢ované nebo nebo povrchové
ve spojeni s MT-MMP. TIMPs maji mimo jiné i1 vliv na rast bun¢k a na jejich pteziti. Jako
prvni z téchto inhibitori byl vroce 1985 identifikovan TIMP-1, ktery stimulovalrtst
nékterych bunéénych linii. Také se zjistilo, Zze tento inhibi¢ni protein produkuji kultivované
fibroblaty. TIMP-1 inhibuje MMP-1, 3 a 9 1épe nez TIMP-2. TIMP-2 také potencuje aktivutu
a stimuluje rast lymfoidnich bunék. TIMP-2 je produkovan lidskymi keratinocyty v oblastech
poranéni (Brew K et al, 2000). TIMP-2 ma na MMP-2 dvoji u¢inek — k aktivaci proMMP-2,
ktera je zprosttedkovand MT-MMP, je vyzadovana 1 pfitomnost mensiho mnozstvi TIMP-2,
ale vétsi koncentrace MMP-2 naopak inhibuji a to asi desetkrat efektivnéji nez TIMP-1
(Arthur a spol., 2002).

Vysoké koncentrace TIMP-3 podporuji apoptézu mnoha bunécnych typt in vivo ale i in vitro
a dochazi k tomu rliznymi interakcemi TIMP-3 a apoptotickymi receptory na povrchu bunék.
TIMP-3 dale inhibuje MMP-2 a MMP-9, zatimco TIMP-4 nema specifitu K uréitym
metaloproteinazam a inhibuje je vSechny (Evrosimovska a spol., 2011)

2.8.  Diagnostika jateni fibrézy

Existuji celkem nedavné diikazy o tom, Ze 1 pokrocilé stadium jaterni fibrozy je reverzibilni
(Friedman, 2004). Pfi 1ébé jaterni fibrozy je hlavni najit optimalni zplsob diagnostiky.
Zakladem diagnostiky je jaterni biopsie, ale jeji znacnou nevyhodou je fakt, Ze je nachylna
k vybérové chybé. Modernim kvantitativnim diagnostickym postupem se v posledni dobé
stalo méfeni fibrogenni mRNA pomoci RT-PCR, kde lze sledovat zmény v expresi genli ve
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fibrotickych buikach. Zde miizeme usuzovat na rozvijejici se fibrozu jesté diive, nez ji
prokaze biopsie.

Dalsi moznisti jak diagnostikovat jaterni fibrozu jsou zobrazovaci techniky jako CT, MRI,
PET, pomoci kterych lze hodnotit intrahepatalni architekturu, texturu jater, krevni tok, ale i
métit pocet aktivovanych HSC pomoci bunééné specifického indikatoru, ktery se vaze na
receptory HSC. Tyto zovrazovaci techniky jsou nejspolehlivéjsi u pacientd s malou nebo
zadnou fibrozou nebo naopak s velmi pokrocilym stadiem fibrozy. Méné spolehlivé jsou u
ruznych mezifazi fibrézy at’ uz pti progresi nebo pti procesu hojeni

V soucasné dob¢ se k diagnostice zacinaji vyuzivat i tzv. markery jaterni fibrozy a to zejména
z divodu, ze se jedna o neinvazivni ukazatele jaterni fibrozy. Existuji dva zdsadné odlisné
ptistupy vedouci k rozdéleni markerti na dvé tiidy.

Markery 1. tfidy jsou pfimé sérové markery reflektujici obrat mezibunééné hmoty anebo
fibrogenni zmény jaternich bunck. Jsou to vesmés nakladné jednotlive laboratorni testy
zaloZené na metabolismu v jatrech béhem fibrogeneze.

Tyto markery maji ovSem omezené klinické vyuziti. Patfi sem napf. N-terminalni propeptid
prokolagenu III (PIIINP). Neni ale specificky jen pro jatra, jeho vyssi hodnoty lze zaznamenat
také u plicni fibrozy, akromegalii, pankreatitidé nebo revmatoidnich chorobach. OvSem ani
dalsi latky jako glykoproteiny (undulin, tenascin), anabolické a katabolické enzymy kolagenti
jako prolylhydroxyldza a matrixové metaloproteinazy se neosvédcCily jako pfili§ presvedcivé
markery jaterni fibrozy. Jako nejlepsi marker I. tfidy se zda byt kyselina hyaluronova, kterd u
studii cirh6zy zpisobené nealkoholovou steatdzou vykazovala citlivost 86 — 100 % se
specificitou 88 %.

Markery II. tfidy jsou kompilatem nepifimych sérovych markerti, kterymi se hodnoti
vSeobecné funkéni zmény, spiSe nez metabolismus mezibunééné hmoty anebo fibrogenni
premény bunky. Jde o viceméné levné rutinni laboratorni (jaterni) testy nebo jejich panely.
Tyto markery byly vybrany tak, aby za pouziti riznych statistickych modelii a matematickych
algoritmti poskytovaly co nejlepsi nastroj pro detekci a grading fibrézy. Bylo navrzeno mnoho
rtiznych kombinaci parametrt jako jsou poméry aktivit enzymi, koagulaéni testy atd. Casto se
bere v tvahu pokles poctu trombocytl, zpiisobeny u cirhotiki sekvestraci trombocyti do
zvétsené sleziny a snizenou syntézou trombopoietinu v metabolicky insuficientnich jatrech.
Nejcastéji pouzivanymi algoritmy jsou fibrotest a actitest, oba zaloZzené na haptoglobinu, alfa-
2-makroglobulinu apolipoproteinu A1, GGT, bilirubinu a v ptipad¢ actitestu jesté ALT.
Castymi jsou dale tzv. Wai-skore (AST, ALP, trombocyty), ELF-test (TIMP-1, PIIINP,
Kyselina hyaluronova) a hepaskore (bilirubin, GGT, kyselina hyaluronova, alfa-2-
makroglobulin, vék a pohlavi) (Schneiderka, 2008).

2.9. Lécba jaterni fibréozy
Zakladem antifibrézni terapie je odstranéni pltvodce fibrozy a v souSasné dobé je to

nejefektivngj$i zplsob, jak 1éCit pacienta s jaterni fibrozou. Tento piistup je U€inny zejména
pti chronické hepatitidé typu B nebo C, pti poskozeni jater v disledku konzumace alkoholu
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nebo uzivani drog ¢i vlivem pfetizeni jater Zelezem nebo médi. VétSina z téchto latek mtize
vyvolat poskozeni jater a nekteré z nich, zejména alkohol a feritin mohou ptimo aktivovat
HSC. Na zaklad¢ soucasného chapani bunéénych a molekularnich poznatkl o jaterni fibroze,
1ze 1é¢bu rozdélit celkem do nékolika krokl. Za prvé je to odstranéni fibrozniho, poté redukce
zanétu a imunitni odpovédi a pouziti ptipravki k inhibici aktivace HSC resp. stimulovat
apoptozu  HSC a potlaceni projeva jiz aktivovanych HSC (Razzaque, 2005).

Podle Friedmana je rozvijejici se terapie jaterni fibrézy nasledujici:

1. Redukce primarniho onemocnéni
2. Inhibice aktivace HSC
3. Inhibice déju zpisobenych jiz aktivovanymi HSC — proliferace, kontraktilita......
4. Stimulace apoptozy HSC
5. Degradace matrix
(Friedman, 2010)

2.9.1. Odstranéni podnétu fibrézy

Odstranéni fibrozniho podnétu znamena odstranit pficinu, fibrozy. TakZe napf. u alkoholiki je
to trvald a naprostd abstinence, 1é€ba virové infekce u hepatitid, odstranéni ptebytecného
zeleza u hemochromatézy atd. (Peterova, 2011)

2.9.2. Redukce zanétu a imunitni odpovédi

Pti omezeni zanétu a jeho mechanismtl, 1ze pozorovat snizeni aktivace HSC. Pro 1é¢bu zanétu
jsou asi nejpouzivangjsi kortikoidy, které se vyuzivaji k protizanétlivé 1écbé jiz nékolik
desetileti. Lé¢i se jimi napf. autoimunitni hepatitida, akutni alkoholova hepatitida apod.
Ovsem kortikoidy nemaji piimy antifibroticky uc¢inek na na HSC. Pfi redukci zanétu je
mozné pouzit i antagonisty TNF-a, ale jejich antifibroticky efekt na jatra zatim nebyl
zaznamenan (Spi¢ak a spol. 2010).

TNF-asociované imunitni poskozeni mohou omezit antagonisté RGD sekvenci, coZ je
sekvence Arg-Gly-Asp a funguje adhezivni ligand pro ECM U primarni biliarni fibrozy lze
Podobny ucinek jako tato kyselina ma 1 jeji derivat oznacCovany jako NCX-1000, jenz
uvoliiuje oxid dusnaty, ¢imZ redukuje zanét. U pacientd s chronickym onemocnénim jater je
velmi aktivni renin-angiotenzinovy systém (RAS). Vzhledem k tomu, Ze angiotenzin II (AT-
I1) stimuluje kontraktilitu a proliferaci HSC a zvySuje expresi prozanétlivého TGF-B, se
mnohé klinické studie zamétili na mozné pouziti inhibitoru angiotenzin konvertujiciho
enzymu (ACE-i) a blokatoru AT-I. Zjistilo se, ze ACE-i vyrazné snizuje jaterni fibrozu. Dalsi
studie také prokazuji, ze uziti ACE-i v kombinaci s jinymi latkami jako jsou interferony,
mesylat a vitamin K, vykazuje velmi silné inhibi¢ni ucinky na rozvoj jaterni fibrozy a
proliferaci HSC ('Y oshiji a spol., 2007)

Za dalsi protizanétlivy a mozna i antifibrozni 1€k je povazovan kolchicin. Existuje nékolik
randomizovanych klinickych studii, které mély posoudit, zda ma kolchicin néjaké G€inky u
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pacientl s nealkoholickou i alkoholickou fibrézou jater a mély posoudit vliv tohoto pfipravku
na imrtnost pacienti (Rambaldi a spol., 2001)

Dr. Kersenobitch a jeho tym uz v r. 1979 provedli dvojitou studii, které se ti€astnilo celkem
43 pacientd, z nichz 20 dostalo placebo a 23 1 mg kolchicinu po dobu 5 dni v tydnu po dobu
experimentu. K amrti v souvislosti s jaterni fibr6zou doslo u 4 pacientti na kolchicinu a u 8 na
placebu. Pravdépodobnost pieziti u kolchicinu byla tedy vétsi nez u placeba, ale rozdil
nedosahl statisticky vyznamné urovné. U 3 piezivSich na kolchicinu doslo k ustupu fibrozy,
coz prokazala biopsie jater, u dal$ich Sesti pacientti na kolchicinu doslo ke zlepseni jaternich
testd, zmizel ascites a zmenSila se slezina. Pfezivsi pacienti na placebu vykazovali spise
zhorseni fibr6zi a to zejména pokles sérové koncentrace albuminu u pacientii s cirh6zou
(Kersenobitch a spol., 1979)

pacientll s hepatitidou C, pficemz snizil dle ofekavani zanétlivou aktivitu a mozna mél 1
antifibroticky ué¢inek. (Spi¢ak a spol., 2010)

2.9.3. Inhibice aktivace HSC

Dalsim z lé€ebnych postupti je omezeni pfemény HSC na myofibroblasty. Vzhledem k tomu,
ze vyraznym stimulem aktivace HSC je oxidacni stres, uplatiiuji se zde zejména antioxidanty,
které v experimentalnich studiich snizovaly fibrogenezi a to zejména vitamin E (a-tokoferol).
Herbalni 1éky a substance, jako je napt. Silymarin, se pii 1écbé fibrozy vyuzivaji uz dlouho.
Silymarin je rostlinny vytazek z rostliny ostropestiec mariansky se tradicné vyuziva k 1écbé
hepatopatii. Jedna se o smés tii bioflavonoidt — silybinu, silydianinu s silychristinu. Pti
studiich na tkanovych kulturach zpomalil rozvoj jaterni fibrozy (Spi¢ak a spol., 2010).
Silymarin ma metabolické a bunécné regulac¢ni ucinky reguluje propustnost bunéénych
membran, inhibuje 5-lipoxygenazu a odstranuje reaktivni kyslikové radikaly (Saller a spol.,
2001)

Velmi G¢inna pii fibroze je také latka oznacena jako XCHT nebo japonsky Sho-saiko-to, je
bylinnad substance ziskana celkem ze sedmi raznych rostlin a je soucasti japonské a ¢inské
herbalni mediciny. Ovliviiuje aktivity TNF-a, metaloproteinaz, interferonti, snizuje oxidacni
stres a ovliviluje NK-bunky.

Pti experimentech na tkanovych kulturach ptiznivé ovlivitoval aktivaci i1 kontraktilitu HSC S-
adenosylmethionin, u kterého bohuzel dodnes nebyly zjistény antifibrotické ucinky.

U polyenylfosfatidylcholinu jsou pfedpokladany ochranné u¢inky na bunécné membrany. Po
podani u alkoholické hepatitidy dochazi ke snizeni fibrozy (Spi¢ak a spol., 2010).

2.9.4. Potlaceni projevi aktivovanych HSC

Toto potlaceni spociva v tom, ze urcit¢ molekuly dokézi blokovat tyrosinkindzové receptory
riznych profibrogennich cytokinli a tim omezit jejich aktivitu. Jedna se tieba o antagonisty
TGF-B, které dokazi inhibovat aktivitu tohoto silného mitogenu, ¢imz snizuji produkci
patologické ECM, ale také se podileji na degradaci této ECM. Déle se jedna o latky, které
blokuji expresi genil pro kolagen nebo piimo syntézu kolagenu (zejména kolagen I). Jedna se
zejména o halofuginon (Spi¢ak a kol., 2010).
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K potlaceni projevli aktivovanych HSC byly dale navrzeny latky jako HOE 077 nebo
Safironil, které funguji jako inhibitory prolyl-4-hydroxylazy a blokuji tak syntézu kolagenu.
Studie téchto dvou latek byla provedena u jater poskozenych CCIl,. Vyhoda téchto latek
spociva vtom, ze na rozdil od ostatnich antifibrogennich latek nenic¢i kolagen i1 v jinych
tkanich jako je kuze, kosti a cévy, ale jsou zaméfeny vyhradné¢ na jatra. Jsou totiz
syntetizovany jako neaktivni proformy s amidovanymi karboxylovymi skupinami a k jejich
aktivaci je nutnd oxidativni deaminace, ke které dochazi pomoci cytochromu P-450.
Koncentrace P-450 je v jatrech vyrazné vyssi nez v jinych tkanich, takze 1ze predpokladat, ze
HOE 077 a Safironil budou specifické pro jatra, resp. odbouravani jaterniho kolagenu (Yuan a
spol., 1998)

2.9.5. Stimulace apoptézy HSC

Stimulovat apoptézu je mozné napi. fungalnim toxinem — gliotoxinem. Jedna studie se
zaméfila na U¢inky této latky u krys, u nichZ byla fibr6za vyvolana pomoci thioacetamidu.
Vysledky prokazaly, ze gliotoxin opravdu zpusobuje apoptozu HSC in vivo, coz znamenalo
vyrazné zlepseni fibrozy (Dekel a spol., 2003)

Antagonisté a i B integrinu snizuji proliferaci HSC a rovnéZ indukuji jejich apoptdzu.
Vzhledem Kk tomu, Ze v jaternim parenchymu je selektivni distribuce fady proapoptotickych
receptort, bylo by teoreticky moznd je vyuzit k selektivni stimulaci a tim ke spusténi
apoptozy pouze HSC. TakZze napt. nejaky selektivni agonista TRAIL-R2/DRS5, tifeba
monoklonalni protilaitka TRA-8, mize indukovat apoptézu HSC, aniz by doslo k apoptdze
okolnich hepatocytii. Jedna se zatim ovSem pouze o terapeuticky koncept.

Regulatorem fibrozy jater jsou také NK-bunky, u nichz se v experimentupodarilo prokazat
jejich schopnost indukovat apoptozu aktivovanych HCS pomoci tvorby TRAIL ligandu,
pridemz nasledné opravdu poklesla fibrotizace jater (Spi¢ak a spol., 2010).
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3. METODICKA CAST

3.1.  Laboratorni potkani

Projekt prace byl schvalen odbornou komisi pro ochranu laboratornich zvitat
proti tyrani Lékatské fakulty Univerzity Karlovy v Hradci Kralové (LF HK).
Veskeré prace s laboratornimi zvitaty byly provadény ve vivariu LF HK.

Pro pokusy byli pouziti samci potkanid kmene Sprague-Dawley (Anlab-Praha),
0 hmotnosti 350450 g. Potkani byli chovani v mistnostech se stalou teplotou
22°C a potrava jim byla podavana ad libitum.

3.2. Perfuze jater

3.2.1. Perfuzni roztoky
Pii perfuzi jater byly pouzity nasledujici roztoky:

Hanksuiv solny roztok bez vapniku a hot¢iku HBSS(-) (200ml)
Roztok protedazy v Hanksové roztoku HBSSS(+) (2mg/ml; 100 ml)
Roztok kolagendzy v HBSS(+) (0,1mg/ml; 250 ml).

Roztok 0,5M sodné soli HEPES

Pomoci roztoku 0,5M sodné soli HEPES bylo pH roztoku upraveno na 7,35. Teplota
roztokil byla 37°C a priitok roztokii béhem perfuze byl nastaven na 10ml/min.

Perfuze se ukonc¢ila v okamziku, kdyz z konzistence jater bylo patrné, ze struktura jaternich
lalokii byla rozrusena. Teplota jater byla béhem celé perfuze udrzovana na 37°C pomoci
lampy se 100 W zarovkou. Teplota se méfila digitalnim teplomérem vsunutym pod jatra.

3.2.2. Anestezie potkana, laparotomie a kanylace v. portae

K anestezii byl pouzit pentobarbital (Nembutal) i. p. v davce 50mg/kg. Zvife bylo upoutano
k podlozce v poloze na zadech, opra¢ni plocha na bfise byla oholena a dezinfikovana 70%
ethanolem.

Kaze i biisni se ntzkami rozstiihli do tvaru pismena V. Stiih zacal ve stfedni ¢afe nad
symfyzou a byl veden lateralné na ob¢ strany. U Zeber zvifete byl stiih ukoncen, aby nedoslo
k pneumothoraxu. Volna kuze a svalovinu se picklopily na hrudnik zvifete. Jatra se o¢istila
od vSech ligand. Odklopenim jaternich lalokii kranidlné byla zptistupnéna vena portae, kterd
byla o¢isténa od tuku a vaziva. Pod v. portae se vytvorily tfi ligatury, jedna co nejblize ke
sttevu, druhd a tieti asi 1 cm od jaterniho hilu. Do v. saphena zvifete byl aplikovan heparin (2
500 U). Misto se po aplikaci kratce stlacilo. Podvaz nejblize stfev byl zcela zatzen. Do v.
portae se zavedla heparizovana flexila, ktera byla upevnéna dvéma podvazy. Na flexilu se
nasadila proplachovaci hadicku a zapocala perfuze. V. cava inferior byla ptesttiZzena. Jatra
byla promyta ptiblizné¢ 100 ml HBSS(-) a poté byla perfundovana roztokem pronazy a
nakonec roztokem kolagenazy. Po ukonceni perfuze bylo vazivo odstfizeno a jatra vyjmuta.
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3.3. Izolace jaternich neparenchymovych bunék a kultivace myofibroblastu

Jaterni pouzdro se v lamindrnim boxu rozsttihlo a buné¢na suspenzei se prenesla do lahve s
0,001% roztokem DNazy. Smés se inkubovala ve vodnilazni pti 37°C za nepfietrzitého tfepani
po dobu 30 min. Smés se prefiltrovalaptes sterilni polyamidovou tkaninu (velikost pért 67
um) do 50 ml centrifugacnich zkumavek. Ptefiltrovana suspenze bunék ve zkumavkach byla
doplnéna HBSS (+) a centrifugovala se 7 minut pti 400g a teploté 4°C. Po centrifugaci byl
odsat supernatant a burnky se resuspendovaly v HBSS(+). Poté se smés opét centrifugovala 7
minut pii 400g a teploté 4°C. Po odsani supernatantu byl pfidan roztok HBSS(+) a komer¢ni
60% Optiprep do konecné koncentrace 17 %. Suspenze se promichala a ptenesla do 15 ml
zkumavek a pievrstvila se 11.5% Optiprepem, 2 ml HBSS(+). Dale se smés centrifugovala 17
minut pfi 1 400g a teploté 20°C. Béelorizovoa vrstva bunék vytvorenod na rozhrani vodné
faze a Optiprepu se odsala, promyla HBSS(+) a centrifugovala pii 450g, ¢imz doSlo k
odstranéni poslednich zbytkt Optiprepu. Poté se odsal supernatant a buiky byly rozmichany v
kultivatnim médiu s ptidavkem fetalniho teleciho séra (FBS; kone¢na koncentrace 10%) a o
L-glutaminu (kone¢na koncentrace 4 mM). Médium bylo obohaceno o antibiotika penicilin
(100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml). Koneény pocet bunék byl stanoven pocitanim v
Biirkerové komurce. Mrtvé bunky byly obarveny 0,2% trypanovou modfi.

Buiky byly kultivovany na Petriho miskach o plose 60 cm?®v atmosféte 5% CO2 a pfi
vlhkosti 85 %. Buiiky se jedenkrat tydné pasazovaly a to celkem Ctyfikrat. Medium se ménilo
po 2 az 3 dnech. Po ¢tvrté pasazi se bunky prenesly na 0,1% kolagenni gel na Petriho miskach
s plochou 8 cm? v podtu 300 tisic. Dalsi den se buiiky prelily tenkou vrstvou stejného gelu.
Cast bunék byla kultivovana na plastu v Petriho miskach s plochou 60 cm? v poétu 800 tisic.
24 hodin pied pfidanim rastovych faktori se snizila koncentrace FBS. U bunék
kultivovanych na plastu se médium vyménilo za medium s 0,5% FBS. U bunék
kultivovanych na gelu se koncentrace FBS snizila

opakovanou vyménou média. Po ptidani ristového faktoru se bunky kultivovaly v termostatu
v atmosféte 5% CO2 a pti vlhkosti 85 % po dobu 12 hodin.

3.4. Priprava média pro kultivaci bunék
3.4.1. Izolace kolagenu z ocasnich Slach potkana

K ziskani kolagenu jsme se pouzily ocasni $lachy mladého potkana o hmotnosti

180-200 g. Preparace probihala ve fyziologickém roztoku, aby se zabranilo jejich vyschnuti.
Po nastiihani na mensi kousky se ocasni §lachy zvazily a ponechaly pies noc ve sterilnim
fyziologickém roztoku pii teploté 4°C. Poté se suspenze prefiltrovala a opétovné
suspendovala v 0,25M kyseliné octové. Kolagen v suspenzi se za stalého michani rozpoustil
po dobu 48 hodin pii 4°C. Déle byl extrakt podroben dialyze proti roztoku 0,02M kyseliny
octové a centrifugoval se po dobu 40 minut pii 9 000 otdckach za minutu. Koncentrace
kolagenu byla stanovena vazkove.

Po natedéni na koncentraci 1,33 mg/ml se roztok kolagenu steriloval filtraci ptes filtr o
velikosti porti 0,45um a zamrazili pii -70°C.

3.4.2. Priprava kolagenniho gelu
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Byla vytvoZena smés roztoku kolagenu v 0,02M kyselin¢ octové a Ctyfikrat koncentrovaném
roztoku DMEM v poméru 3:1. Vysledna koncentrace kolagenu byla 0,1 %. Na Petriho misky
o plose 8 cm?se napipetovalo po 2 ml smési. Po polymerizaci, ktera trvala 1 — 2 hodiny, se
gel prelil stejnym mnozstvim DMEM média s 20% FBS. Dalsi den se na gel aplikovala
suspenze jaternich bungk, které byly pielity 0,4 ml roztoku kolagenu a DMEM. Kultivace
probihala 4-5 dni, kdy médium bylo ménéno zprvu denné a pak po 2 dnech.

3.5. Izolace RNA, jeji CiSténi a méreni koncentrace
3.5.1. Lyza bunék

Lyza bunky je prvnim krokem izolace nukleovych kyselin. Bunéénou membranu lze
rozpoustit detergentem, v molekularni biologii se jako detergent zpravidla pouziva
guanidinthiocyanat (GTC). Postup a pouzité¢ chemické latky se lisi u bunék pasdzovanych na
gelu a na plastu.

3.5.2. Rozpousténi bunék na gelu

Pfi rozpousténi bun€k na gelu se nejprve gel dvakrat oplachne vychlazenym PBS. Pomoci
sterilni Spachtlicky se gel prenese do zkumavky Corex chlazené v ledu. Zkumavka se
centrifuguje 5 minut pii 16 000 g ve 4°C. Supernatant se odstrani sterilni pipetou. Do
zkumavky se piida nasyceny GTC (+) a smés se vortexuje. Po dokonalém rozpusténi gelu se
smés prelije do sterilnich zkumavek.

3.5.3. Rozpousténi bunék na plastu

Pfi rozpousténi bunék na plastu se bunky rovnéz dvakrat oplachly PBS a nasledné jednou
pufrem TS. Buriky se seSkrabou z Petriho misky buné¢nou Skrabkou a malym mnozstvim TS
pufru. Bunky se pienesou do 50 ml zkumavky chlazené v ledu a cely postup se dvakrat
opakuje. Smés se centrifugovala 5 minut pii 3 500 g ve 4°C. Po odstranéni supernatantu se
prida standardni GTC (+) a smés se pievede do sterilnich zkumavek.

3.5.4. Fenol — chloroformova extrakce

K vlastni izolaci RNA se vyuzivd rtiznych metod. Pii této praci byla pouzita fenol —
chloroformova metoda. Principem metody je extrakce.

K bunéénému lyzatu je pfiddna smés fenolu syceného vodou a chloroformu. Tiepanim
dochazi k miseni fazi a vysrazeni proteinli. Po ustdleni rozhrani f4zi se nukleové kyseliny
nachazeji ve vodné fazi a vysrazené proteiny tvoii bily prstenec mezi fazemi. K lyzatu se
pfidad 10% objemu 2M octanu sodného 0 pH 4,0 a smés Se opatrné promichd. Do smési se
pfidd 100% pivodniho objemu fenolu nasycené¢ho vodou. Po promichéni se ptida 20%
ptivodniho objemu chloroformu. Roztok se 10 sekund vortexuje a nasledné 15 minut inkubuje
v ledu. Po centrifugaci, ktera probihala 15 minut pii 14 000 ot/min ve 4°C, se opatrné¢ odsaje
horni vodna vrstvu. Vodna vrstva se pienese do ¢isté zkumavky a centrifuguje 15 minut pii 14
000 ot/min ve 4°C. Poté se odsaje supernatant, ke kterému se piida 10% ptivodniho objemu
3M octanu

sodného pH 5 a 100% objemu ledového 2-propanolu. Smés se prenese na 24 hodin do -70°C.
Po rozmrazeni se smés centrifuguje 20 minut pii 14 000 g ve 4°C. Supernatant Se opatrné
odstrani a vysrazena RNA se ttikrat promyje vychlazenym 75% ethanolem. Ethanol se odpati
se odsaje, RNA se necha oschnout na vzduchu a rozpusti ve vod¢ prosté RNas.
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3.5.5. Precisténi RNA na kolonach Nucleospin® RNA XS

Mechanismem je kombinace selektivnich vazebnych vlastnosti membrany na bazi silikagelu a
mikrospinové technologie. Diky specidlnim pufrim dochazi k vysolovani RNA. RNA delsi
nez 200 bazi se navazi na membranu, mensi useky RNA projdou kolonou a jsou selektivné
vylouceny. Pii precistovani RNA na kolonach Nucleospin® RNA XS bylo postupovano
podle ndvodu dodaného vyrobcem.

3.5.6. Méreni koncentrace

Pro zjiSténi koncentrace RNA se na spektrofotometru prometila smés 0,5 pl suspenze RNA ve
200 pl 10 mM TRIS pH 7,5. Méfeni probihalo pii vinovych délkach 260 a 280 nm proti
slepému vzorku (vodé prosté Rnas). Experimentalné se zjistilo, Ze je-li absorbance pii 260 nm
rovna 1, je koncentrace roztoku 40 mg/ml. Upravou vznikl vzorec na vypodet celkové
koncentrace:

koncentrace (ug/ul) = 40 . absorbance . ziedeni /1000

3.6. Ovéreni Cistoty RNA gelovou elektroforézou
3.6.1. Princip

Ke kontrole ¢istoty RNA se nejéastéji pouziva gelova elektroforéza. Principem je odlisné
chovani molekul v elektrickém poli. K separaci dojde diky rozdilu v naboji molekuly a jeji
molekulové hmotnosti. Gel je tvofeny agar6ozou a tvofi pomérné hustou sit’, kde se vétsi
molekuly zadrzuji déle a menSi molekuly prochézeji rychleji. Tento jev se oznacuje jako
molekulové sitovy efekt. Nukleové kyseliny nesou v zasaditém prostfedi zaporny naboj a
putuji ke kladné nabité elektrod¢ — anodé.

3.6.2. Postup

Pied elektroforézou byla stanovena koncentrace RNA ve vzorku. K elektroforéze se pouzilo
0,5 pg RNA. K roztoku RNA se pfidalo stejné mnozstvi denaturacniho pufru. Po
desetiminutové inkubaci pii 65°C se pifidalo 1 pl ethidium bromidu, ktery slouzi jako
interkalacni ¢inidlo..

Gel byl ptipraven z agardzy a 10x boratového pufru. 360 mg agardzy se rozpustilo ve 30 ml
boratového pufru. Suspenze se zahtivala v mikrovinné troubé, dokud se agardza Uplné
nerozpustila. Poté se ptidalo 2 ml 36% formaldehydu, ktery zde funguje jako inhibitor RNaz a
smes se nalila na elektroforetickou desku, kam se jesté pied ztuhnutim nasadil hiebinek
k vytvofeni jamek. Po ztuhnuti gelu se opatrné vytahl hiebinek a do jamek se napipetovaly
vzorky. Elektroforéza probihala 1 hodinu pii 40 V.

3.7. Syntéza cDNA
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3.7.1. Princip

RNA nemiize slouzit jako templat pro PCR, proto se izolovand RNA nejprve pievadi na
komplementarni DNA (cDNA). Tuto reakci katalyzuje reverzni transkriptasa. Amplifikaci
RNA zahajuje dvojice tzv. ,random primertu“ (ndhodnych primert), které se navazi na
zakladé komplementarity na RNA. Do reakéni smési jsou kromé této dvojice jesté ptridany
volné deoxynukleotid trifosfaty (ANTP), ze kterych je pomoci reverzni transkriptasy vytvoren
komplementarni fetézec DNA

mezi primery.

3.7.2. Postup
Pipravi se 10 ul vzorku s obsahem RNA 1 pg. Ke vzorku je pfidano 10 ul premixu podle

tabulky. Roztok je umistén do termocykleru, kde byl inkubovan podle teplotniho programu:
25°C 10 min, 37°C 120 min, 85°C 5 min.

Tabulka : Premix pro syntézu cDNA — vztazeno na jednu reakci

1 reakce (ul)
10 x RT pufr 2,0
25 x ANTP smés 0,8
10 x random primery 2,0
Multiscribe RT (50 Ul/ul) 1,0
voda prosta Rnaz 4,2
celkem 10,0

3.8. Kvantitativni Real-time RCR
3.8.1. Princip

Metoda kvantitativni real-time PCR (QPCR) je moderni technika molekularni biologie, ktera
umoznuje rychlou, citlivou a spolehlivou detekci a kvantifikaci specifického tiseku DNA nebo
RNA. Amplifikace DNA polymerazovou fetézovou reakci spociva v opakované replikaci
useku DNA ohraniceného specifickymi primery pomoci termostabilni DNA polymerazy
(zpravidla Tag polymerazy izolované z termofilni bakterie Thermus aquaticus) procesem
teplotniho cyklovani. V kazdém cyklu dochazi v idedlnim ptipadé ke zdvojeni amplifikované
sekvence, jejiz mnozstvi tak exponencidlné roste.

Real-time PCR je zaloZena na sledovani prubé¢hu polymerazové tetézové reakce piimo
béhem reakce (fzv. ,,v realném case') pomoci fluorescencnich sond ¢i barviv, které detekuji
mnozstvi PCR produktu béhem reakce zvySenim své fluorescencni aktivity. Jeji vyhodou
oproti konvenéni PCR je moZnost pfesného stanoveni vychozicho poctu kopii cilové
templatové sekvence DNA, ¢ili schopnost kvantifikace. Real-time PCR se provadi s pomoci
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ptistroji zvanych cyclery, které umoznuji jak provadéni teplotniho cyklovani, tak detekci
fluorescence v kazdém cyklu PCR.
(zdroj: Generi Biotech)

Pted vlastni fetézovou reakci musi byt provedena pocatecni denaturace, béhem které dojde ke
kompletnimu rozpojeni fetézcit DNA. Obvykle postacuje zahtati smési na 95°C po dobu 2 — 5
minut. Prvnim krokem PCR je denaturacni krok, ktery trva jen po dobu 20 — 45 sekund. V
druhém kroku probiha ptipojeni dvojic primerd (annealing). Teplotu uréuji typy pouzitych
primert. Sekvence a koncentrace primerti vyznamné ovlivituje vysledek PCR. Béhem ttetiho
kroku dochazi k polymerazové reakci, pii niz DNA polymerdza syntetizuje novy fetézec
DNA, které slouzi jako templat pro dalsi cykly. PCR probiha v 25 — 35 cyklech.

Obrazek 3.1.: Schéma PCR v jednotlivych krocich
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(zdroj: Andrew Vierstraete, 1999)
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Premix pro PCR obsahuje: primery, dNTP, MgCI2 a DNA polymerasu. Jako primery se
oznaCuji synteticky vyrobené oligonukleotidy o velikosti 10 — 30 nukleotidid. Volné
deoxynukleotid trifosfaty (INTP) jsou dodavany ve form& Na*nebo Li* soli. Mg®* ionty
tvoti rozpustny komplex s ANTP a ovliviiuji aktivitu enzymu. pH reakéni smési se obvykle
pohybuje v rozmezi 8,3 — 9,0. Béhem real — time PCR je méfen ptirtistek mnozstvi produktu
béhem amplifikace. Pii kvantifikaci amplikonl se vyuzivaji sondy znacené fluorescenénim
barvivem. V soucasnosti se v PCR nejvice uplatiiuji dualné fluorescenéné¢ znacené sondy.
Tyto sondy kromé fluoroforu obsahuji také tzv. zhase¢, molekulu ktera ptijima z fluoroforu
emitované svétlo a zpusobuje jeho rozptyleni. Na tomto principu pracuje i TagMan
technologie, kterd vyuzivd 5’-exonukledzové aktivity. Oligonukleotid obsahujici
fluorescencni barvu na 5° konci a zhaSe¢ na 3’konci se specificky vdze na amlifikovanou
sekvenci. Pti syntéze komplementarnich vlaken je sonda rozkladana 5-exonukleazou

a fluorofor se dostava do vétsi vzdalenosti od zhasece, ktery jiz nemtize absorbovat emitované
zareni, ¢imz dochazi k fluorescenci.

Obrazek 3.2.: Exponencialni nartist PCR produktu

4 cykhus
— hledany gen T —
—<3 "‘?'kh”f__,. — exponencialni
2. cykdus EE— amplhifikace
e — . = 35 cyklus

templdtovd -y

DNA =< —
22 = 23 - < '-'[_':

4 kopie Skopii 16 kopii 32 kopi 2%~ 68 miliard kopi
(Andy Vierstraete 1999)

Béhem qRT-PCR je méten piirastek mnozstvi produktu béhem amplifikace. Pfi kvantifikaci
amplikonl se vyuZivaji sondy znacené fluorescencnim barvivem. V soucasnosti se nejvice
uplatiiuji dudln€ znacené fluorescencni sondy. Tyto sondy obsahuji fluorofor a jeho zhésec,
coz je molekulu, ktera pfijima fluoroforem emitované svétlo a zptisobuje jeho rozptyleni.

Na tomto principu pracuje i TagMan technologie, kterd vyuziva 5 -exonukleazové aktivity.
Oligonukleotid obsahujici fluorescencni barvu na 5” konci a zhaSe¢ na 3’konci se specificky
vaze na amlifikovanou sekvenci. Pfi syntéze komplementarnich vldken je sonda rozkladana
5’-exonukledzou a fluorofor se dostava do vétsi vzdalenosti od zhasece, ktery jiz nemuze
absorbovat emitované zareni, ¢imz dochazi k fluorescenci.

Obrazek 3.3.:
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TagMan sonda s fluoroforem (R) a jeho zhasecem (Q). Zhase¢ pohlcuje zafeni emitované
fluoroforem. Fluorescence neni métitelna.

TagMan sonda ‘

Obrazek 3.4.

TagMan sonda je navazana na vnitini ¢ast amplifikované sekvence templatové DNA a
dochazi k elongaci fetézce ve sméru

od 5k 3°. Zhasec je v blizkosti fluoroforu, takze k fluorescenci nedochazi.

\"
-

'3,

primer

3 Templatova DNA 5

Obrazek 3.5.:
Polymeraza $tépi diky své exonukledzové aktivité sondu. Dochazi k oddaleni fluroforu a
zhéSece, coZ se projevi vzestupem fluorescence.

v } =
nukleotidy z
- ‘ rozitépené sondy

komplementamni fetézec

3' templatova DINA 5

(zdroj: bio.davidson.edu)
3.9. Vyhodnoceni vysledki
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K analyze vysledkt byl pouzit software 7500 Fast. Prvnim krokem v zékladni analyze dat
bylo nastaveni urovné fluorescence (treshold). Threshold se nastavila tak, aby v kiivce
narGstu produktu lezela v logaritmické Casti. Automaticky byla nastavena base line, ktera
slouzi k oddéleni Sumu a signalu. Koncentrace u kalibra¢ni kiivky se nastavili, tak aby
koncentrace u fedéni 1:10 byla rovna 1, u fedéni 1:100 byla rovna 0,1 a u fedéni 1:1 000 byla
rovna 0,01. Relativni kvantita exprese gentl se vypocita pomoci vzorce:

¢ (kontrola-vzorek)
target

AC
Etarget
R=

EAC (kontrola-vzorek)

tlmusckccping

housekeeping

. . Jsmeérni
Kde E je efektivita vypoctena jako E = 10 smeérnice

3.10. Pristoroje a chemikalie
Pristroje

centrifugy (Hettich 32 R, Hettich Universal 16)

CO2 inkubator pro buné¢né kultury (Snijders Scientific)
Inkubétor (Fisher Scientific)

Inverzni mikroskop (Nikon)

Mikrovlnna trouba (Daewoo)

Peristalticka pumpa (Verder)

pH metr (WTW)

Digitalni teplomér

Ttepacka (Biometra)

Homogenizator ULTRA-TURRAX T 10 basic (IKA)
Spektrofotometr BioMate 3 (Thermo SpeCtronic)

Zatizeni pro elektroforézu EASY-CAST model B1A (OWL Scientific)
Zdroj pro elektroforézu (E-C Apparatus)

UV transiluminator (UPV)

Termocykler pro real-time PCR 7500Fast (Applied Biosystems)
Vortex (Scientific Industries)

Nastroje a material

Pinzeta

Zahnuté pinzety

Ostré o¢ni nizky

Pean

Flexila

Injekeni stiikacka s jehlou 25 G

Silngj8i chirurgicky silon

Braunyly MT vel. 2 (Braun)

Polyamidové sito UHELON 130T, pory 67um (Silk and Progress)
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Chemikalie pouzité p¥i perfuzi jater a pfi izolaci a kultivaci bunék

Fetalni teleci sérum — FBS (PAA)

Glutamin (Gibco)

Hankstiv solny roztok 10x koncentrovany (Gibco)

Hankstv solny roztok bez vapniku a hot¢iku 10x koncentrovany (Gibco)
Heparin (Zentiva)

Kolagenaza B (Roche)

Kultiva¢ni médium DMEM (PAA)

Lidsky rekombinantni FGF-1 (Sigma) — zasobni roztok: 10ug FGF-1/ml
H20 s 0,1% albuminu, sterilizovan filtraci

Nembutal

Optiprep (Axis-Shield)

Penicilin G, K salt (Serva)

Protedza (Roche)

Streptomycin sulfat (Serva)

Dimethylsulfoxid (Sigma)

Chemikalie pouzité pri vyrobé gelu
Kolagen s potkanich $lach
Chemikalie pouzité pri sklizeni bunék

PBS pufr (NaCl,KH2PO4, Na2HPO4.2H20, pH 7,35)

TS pufr (Tris-HCI, NaCl, MgClI2, pH 7,40)

GTC(-) puft (guanidium izothiokyanat, citrat sodny, sarkosyl)

GTC(+) pufr (guanidium izothiokyanat, citrat sodny, merkaptoethanol)
Merkaptoethanol (Serva)

Chemikalie pouzité pri izolaci RNA, precisténi RNA
a méreni jeji koncentrace

2M octan sodny (pH 4,0)

3M octan sodny (pH 5,0)

Fenol syceny vodou (Fluka)

Chloroform/isoamylalkohol (Sigma)

ledovy 2-propanol

75% ethanol

H20O prosta RNaz

Nucleospin® RNA XS (Macherey-Nagel)

TRIS-HCI pH 7,5 (tris(hydroxymethyl)aminomethan + HCI)

Chemikalie pouzité pri elektroforéze

Agardza I (Amresco)

10x boratovy pufr (0,5M kyselina borita, 50mM tetraboritan sodny, 100mM
siran sodny, 10mM EDTA)

Formaldehyd (Fluka)

Ethidium bromid (Sigma)
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Denaturacni pufr (formamid, 37% formaldehyd, 10x boratovy puftr, glycerol,
2% vodny roztok bromfenolové modii, H20)

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 Assay (Applied Biosystems)

Sondy pouzité pii PCR

Gen GenBank pristupové Cislo | Katalogové Cislo

18 S NR_003286.2 Hs03003631 g1

Colla? NM_053356.1 Rn00584426 m1l

Spp-1 (osteopontin) NM_012881.2 Rn00563571_m1
MMP-9 (Zelatinaza B) NM_031055.1 Rn00579162_m1
MMP-13 (kolagenaza 3) NM 133530.1 Rn01448194 ml
TIMP-1 NM_053819.1 Rn00587558_m1

Pouzity software

7500 Fast System SDS Software version 1.3.1
Microsoft Excel 2003
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4. EXPERIMENTALNI CAST

K nasim experimentim jsme vyuzili laboratorni potkany kmene Sprague-Dawley o hmotnosti
cca. 400 gramu, u nichz jsme provedli perfuzi jater, ndsledné jatra vyjmuli. Ziskali jsme tak
neparenchymovou bunéénou frakci a dale jsme frakci HSC centrifugaci v hustotnim
gradientu. Dale jsme z této frakce ziskali opakovanym pasazovanim kulturu jaternich HSC.

V experimentech jsme se zpocatku zaméfili na rozdily v kultivaci bunék na plastu a na
kolagennim gelu po ovlivnéni bun¢k rastovym faktorem FGF-1 a poté i heparinem a zaroven i
na to, jak rizné koncentrace téchto faktori méni velikost exprese sledovanych genti.

Poté jsme se zamétili na spoluptisobeni faktoru FGF-1 a heparinu pfi ovliviiovani genové
exprese a opét jsme sledovali rozdily pii kultivaci na plastu a na kolagennim gelu. Zde jsme
pfimo navazali na praci ,,VIiv rastovych faktori na expresi genti v jaternich
myofibroblastech”, Mgr. Evy Peterové, ktera se jako prvni diplomantka zacala zabyvat
kombinaci FGF-1 a heparinu, resp. jejim vlivem na buiky. Na zavér jsme zjistovali, jak
plsobi na bunky samotny heparin.

Pouzivali jsme koncentra¢ni fadu faktoru FGF-1 (4, 10, 25 ng/ml), poté s koncentra¢ni fadu
heparinu (0,1; 1; 10 pg/ml) v kombinaci s 10 ng/ml FGF-1, nakonec samotny heparin o
koncentraci 10 pg/ml.

U vSech experimentli jsme zohlednili dobu ptisobeni FGF-1 na buiiky. Na zaklad¢ vysledka
prace ,,Exprese genl v jaternich fibroblastech kultivovanych v trojrozmérné matrix® Mgr.
Petry Cevelové, ktera mj. sledovala i zavislost doby ptisobeni FGF-1 na expresi gentl, jsme
stanovili optimalni dobu pisobeni na 12 hodin.

Vsechna naméfena data byla statisticky zpracovana pomoci Studentova t-testu s hladinou
vaznamnosti (p < 0,05).

4.1. Morfologie bunék

Na obrazcich 4.1. a 4.2. jsou myofibroblasty kultivované na plastu a na kolagennim gelu po
dobu dvanacti hodin. Obrazek. 4.1 ukazuje myofibroblasty kultivované na polystyrenové
Petriho misce. Buniky jsou ovalné, protdhlé svelkym télem s dobife patrnymi jadry a
obCasnymi vybeézky. Na obrazku 4.2. jsou pak buiky kultivované v kolagennim gelu. Takto
kultivované myofibroblasty se vyskytuji pfevazné ve shlucich, maji uzkd protahla tcla
s dobfe viditelnymi protahlymi cytoplazmatickymi vyb&zky
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Obrazek 4.1.
Myofibroblasty kultivované na plastu 12 hodin, zvétSeni 100x

(zdroj: DP)

Obrazek 4.2.
Myofibroblasty kultivované na kolagennim gelu 12 hodin, zvétseni 100x

(zdroj: DP)
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4.2. Genova exprese na plastu

V tabulce 4.1. jsou primérné hodnoty relativni genové exprese stanovovanych gent bun¢k
kultivovanych na plastu po 12 hodinovém pisobeni FGF-1 o riznych koncentracich.
Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako primérna hodnota exprese Vv procentech £+ SEM
(standardni chyba priméru). Za 100 % je zde povazovana kontrolni bunécnd kultura

neovlivnénd FGF-1 (kontrola). Hodnota ,,n“ udava pocet hodnot relativni exprese, ze kterych
byl u té které¢ koncentrace FGF-1 vypocitan primér.

Tabulka 4.1. Exprese gent na plastu po ovlivnéni FGF-1; hodnoty v procentech kontroly

kontrola FGF-14 ng/ml | FGF-1 10 ng/ml | FGF-1 25 ng/ml
Col 1a2 100+0 118+15 113£19 112+11
TIMP-1 100+0 147+14* 123+15% 172+12
Spp 100+0 181+£29 205+81 205+35*
MMP-9 100+0 97+27 165+58 93+15
MMP-13 100+0 147+14 123+15 172+12
n 7 3 6 4

Jako * je oznaCena statisticky vyznamna zména exprese (p < 0,05)

V tabulce 4.2. se nachazeji hodnoty relativni exprese po pusobeni FGF-1 o koncentraci 10
ng/ml bez heparinu a s riznymi koncentracemi heparinu. Vysledné hodnoty jsou uvedeny
jako primérna hodnota exprese v procentech + SEM (standardni chyba priiméru). Za 100 % je
zde povazovana kontrolni buné¢na kultura neovlivnéna FGF-1 (kontrola).

Tabulka 4.2. Exprese gent na plastu po ovlivnéni FGF-1a riznymi koncentracemi heparinu;
hodnoty v procentech kontroly

Heparin 0,1 pg/ml | Heparin 1 pg/ml | Heparin 10 pg/ml
kontrola |FGF-1 10 ng/ml| FGF-110ng/ml | FGF-110ng/ml | FGF-1 10 ng/ml
Col 1a2 100+0 113+19 111+7 98+12 143+12
TIMP-1 100+0 200+71 150+4* 1894+21% 302+45
Spp 10040 205+81 202+32 223+74 1012+564
MMP-9 100+0 165+58 82+18 81+17 12344
MMP-13 | 100+0 142+28 241+101 268+92 860+158
n 7 6 3 4 2

Jako * je oznaCena statisticky vyznamna zména exprese (p < 0,05)
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V tabulce 4.3. se nachazeji hodnoty relativni exprese po pisobeni FGF-1 o koncentraci 10
ng/ml v kombinaci koncentracemi heparinu 0,1; 1 a 10. Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako
pramérna hodnota exprese v procentech £ SEM (standardni chyba priiméru). Za 100 % je zde
ovsem povazovana kontrolni buné¢na kultura ovlivnéna FGF-1 o koncentraci 10 ng/ml
(kontrola).

Tabulka 4.3. Exprese geni na plastu po ovlivnéni FGF-1 v kombinaci s rdznymi
koncentracemi heparinu; hodnoty v procentech kontroly.

FGF-1 10 ng/ml| Heparin 0,1 pg/ml | Heparin 1 pg/ml | Heparin 10 pg/ml

kontrola FGF-1 10 ng/ml | FGF-1 10 ng/ml | FGF-1 10 ng/ml
Col 1a2 100+0 129+18 111£17 130+27
TIMP-1 100+0 101+8 143+37 170+47
Spp 100+0 114+27 171+42 378+206
MMP-9 100+0 64+16 81+13 149+42
MMP-13 100+0 95+40 176£51 338+79

n 7 4 5 5

V tabulce 4.4. jsou hodnoty relativni exprese bez pusobeni rustovych faktor a po pisobeni
heparinu bez FGF-1 Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako primérna hodnota exprese
v procentech = SEM (standardni chyba praméru). Za 100 % je zde povazovana kontrolni
bunééna kultura neovlivnéna FGF-1 ani heparinem (kontrola).

Tabulka 4.4. Exprese gent na plastu po ovlivnéni heparinem; hodnoty v procentech kontroly.

Heparin 10

kontrola pg/ml

Col 1a2 100+0 177+£23
TIMP-1 100+0 123+£16
Spp 100+0 200+71
MMP-9 100+0 71+38
MMP-13 100+£0 238+93

n 3 2
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Graf 4.1.

Grafické znazornéni, jak FGF-1 v kombinaci s heparinem o koncentracich 0,1; 1 a 10 pg/ml
ovliviuje bunky kultivované na plastu. Hodnoty v procentech kontroly. Znazornény jsou i

standardni chyby priméru. Grafické znazornéni tabulky 4.2.
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Grafické znazornni, jak FGF-1 v kombonaci s heparinem ovlivituje buniky kultivované na
plastu. Hodnoty v procentech kontroly. Znazornény jsou i standardni chyby praméru.
Grafické znazornéni tabulky 4.3.
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Graf 4.3.
Graf znazornuje, jak heparin o koncentraci 10 ug/ml bez FGF ovliviiuje genovou expresi
bunek na plastu. Hodnoty v procentech kontroly. Znazornény jsou i standardni chyby

praméru. Grafické zndzornéni tabulky 4.4.
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4.3. Genova exprese na kolagennim gelu

V tabulce 4.5. jsou uvedeny praimérné hodnoty relativni exprese stanovovanych geni bunék
kultivovanych v kolagennim gelu po 12 hodinovém ptisobeni FGF-1 o riznych koncentracich.
Hodnoty v tabulce jsou uvedeny v procentech, kdy kontrolni buné¢na kultura bez FGF-1 je
brana jako 100 %. Vysledné hodnoty jsou uvedeny jako primérnd hodnota exprese
v procentech + SME (standardni chyba priméru). Exprese byla normalizovana na 18S RNA.

Tabulka 4.5. Exprese genti na kolagennim gelu po ovlivnéni FGF-1; hodnoty v procentech
kontroly.

kontrola | FGF-14 ng/ml | FGF-1 10 ng/ml | FGF-1 25 ng/ml
Col 1a2 100+0 91+14 59+13* 87+47
TIMP-1 100+0 168+38 70+11 82+26
Spp 10040 197+104 113427 134453
MMP-9 1000 17632 94+19 79+38
MMP-13 100+0 381+96 169+28 5224264
n 6 3 6 3

Jako * je oznaCena statisticky vyznamna zména exprese (p < 0,05)

Tabulka 4.6. ukazuje primérné hodnoty relativni exprese stanovovanych gent bunck
kultivovanych v kolagennim gelu po 12 hodinovém pusobeni FGF-1 o koncentraci 10 ng/ml a
heparinu o koncentracich 0,1 a 1 ug/ml. Hodnoty v tabulce jsou uvedeny v procentech, kdy
kontrolni buné&¢na kultura 0 koncentraci 10 ng/ml FGF-1 je brana jako 100 %. Vysledné
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hodnoty jsou uvedeny jako primérna hodnota exprese v procentech + SME (standardni chyba

prameéru).

Tabulka 4.6. Exprese genti na kolagennim gelu po ovlivnéni FGF-1 a riiznymi koncentracemi

heparinu; hodnoty v procentech kontroly.

FGF-1 10 ng/ml| Heparin 0,1 pg/ml Heparin 1 pg/ml
kontrola FGF-1 10 ng/ml FGF-1 10 ng/ml
Col 1a2 100+0 109+12 91+4
TIMP-1 100+0 141+4* 194441
Spp 100+0 151£18 186+
MMP-9 100+0 144412* 206+57
MMP-13 100+0 185+16* 335+126
n 5 3 2

Jako * je oznaCena statisticky vyznamna zména exprese (p < 0,05)

Graf 4.5.

Tento graf znazorfuje, jak FGF-1 o koncentraci 10 ng/ml v kombinaci s heparinem o
koncentracich 0,1 a 1 pg/ml ovlivituje bunky na kolagennim gelu. Hodnoty v procentech
kontroly. Znazornény jsou i standardni chyby praméru. Graf vychazi z tabulky 4.6.

Vliv FGF-1 a heparinu na bunky na kolagennim gelu

500

450

400

350

300

250

200

relativni exprese v %

150

100

50

Heparin

n=3

FGF-1

Heparin

n=2

Jako * je oznacena statisticky vyznamna zména exprese (p < 0,05)
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5. DISKUSE

V této praci jsme studovali expresi celkem péti geni myofibroblastl ovliviiovanych ristovym
faktorem FGF-1 v kombinaci s heparinem. Buriky jsme péstovali jednak ve dvourozmérném
prostiedi (2D) na polystyrenovych Petriho miskach tak i v trojrozmérném prostiedi (3D)
kolagenniho gelu. Jako 3D kultiva¢ni prostiedi jsme zvolili kolagen typu I.

Jako dobu puisobeni rustového faktoru jsme zvolili dvanact hodin. Tuto dobu jsme zvolili na
zakladé poznatkl  z diplomové prace Mgr. Petry Cevelové.

Ovétovali jsme ucinek 3 ruznych koncentraci FGF-1, 4, 10 a 25 ng/ml, a ve shodé s pracemi
Petry Cevelové a Evy Peterové jsme zvolili koncentraci 10 ng/ml FGE-1.

V nasSich experimentech byla zavislost koncentrace FGF-1 na jeho t¢inku na genovou expresi
velmi mala. N€kdy byly i niz$i koncentrace uc¢inné a to jak na plastu tak i na kolagennim gelu,
coz je patrné z tabulek 4.1. a 4.5. Avsak za statisticky vyznamné zmény exprese lze povazovat
zvySeni exprese genu pro Col 1a2 u koncentrace 10 ng/ml FGF-1 u bun¢k na kolagennim gelu
a genu pro TIMP-1 u koncentraci 4 a 10 ng/ml u bun¢k kultivovanych na plastu.

Vysledky Evy Peterové naznacuji, ze po piidani FGF-1 k bunkam se vyraznéji zméni hladina
MMP-13. Nase vysledky toto potvrzuji. Na kolagennim gelu doslo po piidani FGF-1
k bunikam rovnéz ke zvySeni exprese tohoto genu o 281 %, 0 69 % a 0 422 % (koncentracni
fada 4, 10 a 25 ng/ml FGF-1), jak ukazuje tabulka 4.5. Pfiémz na hranici statistické
vyznamnosti se pohybuje pouze zvyseni exprese o 69%. . Zaroven vsek doSlo ke statisticky
vyznamnému snizeni exprese genu pro Col 1a2 u koncentrace 10 ng/ml FGF-1 Rovnéz u
bunék kultivovanych na plastu byl zaznamenan mirny vzestup exprese genii pro MMP-13 0
47 %, 0 23 % a o 72 % (opét koncentracni fada FGF-1) dle tabulky 4.1., Zadné zvyseni ptitom
neni statisticky vyznamné. Déle doSlo i ke zvySeni exprese genu pro osteopontin o 81 %, o
105 % a o 105 % (koncentracni fada), jak opét ukazuje tabulka 4.1. Zde ma statistickou
vyznamnost pouze zvySeni o 105 % u koncentrace FGF-1 25 ng/ml. Z vysledku je tedy
ziejmé, Ze koncentrace FGF-1 neni v pfimé iméfe s hodnotou genové exprese a ziejme ani
v zadné jiné zavislosti a v n¢kterych kultiva¢nich modelech zptisobila nizsi koncentrace FGF-
1 dokonce vyssi expresi dané¢ho genu nez vyssi koncentrace FGF-1. Lze ale konstatovat, ze
FGF-1 genovou expresi MMP-13 respektive Spp celkové zvySuje, coz je v souladu s nasim
o¢ekavanim. Dale exprese genu pro MMP-13 byla po ptidani FGF-1 vys$si po kultivaci na
kolagennim gelu nez po kultivaci na plastu, coz naznacCuje, ze prostfedi kolagenu indukuje
Vv bunkach tvorbu kolagenasy.

Déle jsme u experimentalniho modelu kolagenniho gelu, kde bylo 100 % vztazeno na
koncentraci 10 ng/ml FGF-1, zaznamenali statisticky vyznamné zvySeni exprese nékterych
gentl po pridavku 0,1pg/ml heparinu. Bylo to zvySeni exprese genu pro MMP-9 0 44 %, genu
pro MMP-13 o0 85 % a pro TIMP-1 o 41 %. Heparin tedy zvySuje uCinky riistového
faktoruFGF-1

V dalsi ¢asti experimentu jsme pfimo navazali na praci Evy Peterové a pokusili se zjistit, jak
heparin v kombinaci s FGF-1 ovliviiuje expresi danych gent.

Vsechny FGF ristové faktory maji vysokou afinitu k heparinu, diky ¢emuz heparin hraje
dilezitou roli na tvorbé ucinnych FGF/FGFR signaliza¢nich komplexti. Takze heparin
zvySuje biologické funkce téchto faktori (Woods a spol., 2000), coz se i v naSich
experimentech projevilo zvySenou expresi nékterych genti po pfidani heparinu k FGF a to jak
pii kultivaci na plastu, tak i na kolagennim gelu.

Pti kultivaci na gelu a po pfidavku heparinu se vyrazné zvysila predev§im exprese geni pro
MMP-13 a Spp ale i TIMP-1. Po ptidavku 0,1pg/ml a 1pg/ml heparinu k 10 ng/ml FGF-1
k bunkam na kolagennim gelu se exprese MMP-13 zvysila o 85 % resp. 0 235 %, pficemz
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statisticky vyznamné je zvyseni exprese o 85 %. Exprese genu pro osteopontin se zvysila 0 51
% resp. 0 86 %, zde zadné zvySeni nema statistickou vyznamnost. A nakonec exprese genu
pro TIMP-1 byla zvySena o 41 %, resp. o 94 %, statisticky vyznamné je zvySeni o 41 %. Toto
je patrné za tabulky 4.6.

Pti kultivaci bunék na plastu jsme zaznamenali vyraznéjsi zvyseni genové exprese u MMP-
13 a osteopontinu a TIMP-1. K buiikdm bylo pfidano 10 ng/ml FGF-1 a poté heparin
v koncentracich 0,1 pg/ml, 1 ug/ml a 10 pg/ml. Genova exprese u MMP-13 se zvysila 0 141
%, resp. o 168 % a o 760 % a exprese genil pro osteopontin se zvysila o 102 %, resp. 0 123 %
a 912 % , jak znazornuje tabulka 4.2. Na hranici statistické vyznamnosti je pouze zvyseni o
102 % u osteopontinu. Dale u TIMP-1 doslo ke zvySeni exprese o 50 %, resp. o 89 % a 0 202
%, kde statisticky vyznamné bylo zvyseni o 50 a 89 %.

Z téchto vysledku je ziejmé, ze i po ovlivnéni heparinem je zvySena predevSim exprese genti
pro MMP-13 a osteopontin a vzhledem ke zjiSténym hodnotam relativni genové exprese se
ukazalo, zZe heparin opravdu zesiluje ucinek FGF-1, jak je popséano vyse.

V posledni c¢asti naSich experimentii jsme se zaméfili na sledovani genové exprese po
ovlivnéni bun¢k pouze heparinem, ¢imz jsem také navazali na praci Evy Peterové, ktera tento
experiment neprovadéla. Jako kultivaéni médium jsme zde pouzili plast i kolagenni gel.
Bohuzel na kolagennim gelu se experiment nepovedl, takze uvedené vysledky jsou pouze
z plastu. Zvolili jsme koncetraci heparinu 10 pg/ml a porovnavali jsme expresi s kontrolni
skupinou bez FGF-1 a bez heparinu, kterou jsme urcili za 100 %. Vyrazné zvySeni exprese
bylo zaznamenano u gent pro Col 1a2, osteopontin a MMP-13. Exprese pro Col 1a2 se
zvasila o 77 %, u osteopontinu o 100% a u MMP-13 o 138 % poté, co byly buiiky ovlivnény
heparinem. Zadné zvyseni viak neni statisticky vyznamné.

Z vysledkl vyplyva, ze 1 samotny heparin zvysuje expresi danych gentl, avsak ne tak vyrazné

jako v kombinaci s heparinem
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6. ZAVER

Jaterni myofibroblasty jsou vedle jaternich hvézdicovych bun¢k hlavnim zdrojem vaziva ve
fibrotickych jatrech. Exprese gent v téchto bunkach pti kultivaci in vitro se 1isi podle toho,
jestli jsou buiky péstovany na plastovych miskdch nebo v kolagennim gelu, ktery lépe
napodobuje prostiedi ve tkani. Testovali jsme geny diilezité pro tvorbu a ukladani vaziva,
kolagen 1a2, metaloproteasy MMP-13 a MMP-9, inhibitor metaloproteas TIMP-1 a
osteopontin. Exprese téchto geni v MFB je ovlivnéna pfidanim rustového faktoru FGF-1 do
kultivaéniho media. Zavislost exprese gentl na koncentraci FGF-1 neni linearni. Uginek FGF-
1 je potencovan heparinem. Nejucinng;si byla koncentrace heparinu 10 pg/ml media. Ur¢ité, i
kdyz slabsi u¢inky ma 1 samotny heparin.
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