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SOUHRN

K fibr6ze dochédzi v chronicky poskozenych jatrech v disledku aktivace
hvézdicovitych bun¢k (HSC) a portalnich myofibroblastt (MFB). V poskozenych
jatrech se hromadi proteiny extracelularni matrix, napfiklad fibrin a kolagen typu I.
Funkce jaterniho parenchymu je naruSena. V nasi praci jsme studovali expresi genl
Vv jaternich MFB potkanti. Cilem bylo zjistit, jaky vliv mé syntetickéd latka Wy-14643,
jez je ligandem jaderného receptoru aktivovaného proliferatory peroxisomi (PPAR-a),
na expresi gend jaternich MFB kultivovanych v trojrozmérmém fibrinovém gelu a za
standardnich podminek kultivace bunék na polystyrenovych Petriho miskéch.

MFB byly izolovany opakovanym pasazovanim z frakce neparenchymovych
bunck potkant, které byly ziskané po enzymatické perfuzi jater. MFB byly kultivovany
V trojrozmérném fibrinovém gelu. Wy-14643 v koncentraci 100 uM. bylo ptfiddno do
kultivaéniho media na 12 h. Zbun¢k byla izolovana celkovd RNA, podle niz byla
syntetizovana komplementarni DNA (cDNA). Kvantitativni polymerasovou reakci
(RT-rt PCR) byla stanovena exprese mRNA. Vysledna data byla zpracovana pomoci
Studentova t-testu. VIiv Wy-14643 na expresi bilkovin jsme sledovali westernovym
prenosem.

Studovali jsme expresi genu osteopontinu, matrixovych metaloproteinas MMP-2
a MMP-9, transformujici rustového faktoru TGF-B1 a transkripéniho faktoru PPAR-a.
Tato prace ukazala, Ze ligand PPAR-o Wy-14643 ovliviluje expresi geni v MFB
kultivovanych ve fibrinovém nebo kolagennim gelu pfedevS§im na trovni mRNA,

zatimco vliv na expresi bilkovin byl velmi maly.

Klic¢ova slova: jaterni myofibroblasty, exprese gent, jaterni fibréza, Wy-14643



SUMMARY

Fibrosis of chronically damaged liver is a consequence of the activation of
hepatic stellate cells (HSC) and of portal myofibroblasts (MFB). Proteins of the
extracellular matrix (ECM), e.g. fibrin and collagen type | accumulate in damaged liver
and the function of liver parenchyma is disturbed. We have studied gene expression in
rat liver MFB. We studied the influence of the synthetic substance Wy-14643, the
ligand of nuclear receptors PPAR-a, on the expression of the genes of liver MFB
cultured in fibrin gel and under standard conditions in polystyrene Petri dishes.

MFB were isolated by repeated passaging of the fraction of nonparechymal liver
cells obtained after enzymatic liver perfusion. MFB were cultured in three-dimensional
fibrin gel. Wy-14643 in the concentration of 100 uM was added to the medium for
12 hours. Total cellular RNA was isolated and used for the synthesis of complementary
DNA (cDNA). mRNA expression was determined using quantitative polymerase
reaction RT-rt PCR and the data were evaluated by statistical t-test.

The expression of proteins was studied by western blotting. The genes whose
expression was studied included osteopontin, metalloproteinases MMP-2 and MMP-8,
transforming growth factor TGF-f1 and transcription factor PPAR-a. We have found
that Wy-14643 influences gene expression in MFB cultured in fibrin or collagen gel

mostly on mRNA level, while the effect on protein expression was very small.

Key words: liver myofibroblasts, gene expression, liver fibrosis, Wy-14643
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UVOD

Jaterni cirhoza je onemocnéni, které vznika v disledku chronického poskozeni
jaterniho parenchymu. Dochazi k akumulaci nadmérného mnozstvi extracelularni
matrix (ECM) v Disseho prostoru. Patologicka ECM je tvotfena nékolika typy kolagenu,
glykoproteiny a proteoglykany. Nekrotickd tkan je nahrazena vazivem. Regeneraci
fibrotické tkan¢ dochdzi ke zméné struktury jaterni tkané a cévniho zasobeni. Vznikaji
vazivova septa a cirhotické uzly, a tim dochazi k poruse funkce jaterni tkan¢.

Jaterni tkén je sloZena z fady typl bunck, z nichz se na fibréze nejvyznamnéji
podili hvézdicovité bunky (HSC) a portalni myofibroblasty (MFB). Pti chronickém
poskozeni jaterni tkané¢ se HSC aktivuji a produkuji patologickou ECM bohatou na
kolagen typu I a III. Portalni MFB jsou buriky, které exprimuji hladkosvalovy a-aktin
(a-SMA).

Cilem této prace bylo sledovani vlivu kyseliny pirixinové (Wy-14643), ktera se
vaze na jaderné receptory a-PPAR, na expresi geni v MFB izolovanych z potkanich
jater. Srovnavali jsme také vliv rizného kultiva¢niho prostiedi, zejména trojrozmérného
fibrinového gelu, kolagenniho gelu a klasické kultivace na plastovych Petriho miskéch.

Navazali jsme na diplomové prace Mgr. Petry Cevelové ,Exprese gentl
V jaternich fibroblastech kultivovanych v trojrozmérné matrix*, Mgr. Jana Safky
»Pusobeni potencidlnich 1é¢iv na expresi geni v jaternich myofibroblastech” a na
disertacni praci Mgr. Aleny Jiroutové, Ph.D. ,,Vliv extracelularni matrix na expresi genti
jaternich myofibroblasti”. NaSe prace rozsifuje pfedchozi experimenty a zaméfuje se na

vliv piisobeni Wy-14643 na jaterni MFB kultivované ve fibrinovém gelu.



1. TEORETICKA CAST

1.1. Jatra

vvvvvv

enzymatické zpracovani cukrii, tuki a bilkovin. Jatra jsou zodpovédna za detoxikaci
xenobiotik a nakladani se zlucovymi barvivy. Mezi dalsi funkce patii shromazd’ovani
glykogenu, tukl a vitaminu A (Paulsen, 2004). V piipadé ztraty ¢asti parenchymu maji

jatra vysokou schopnost regenerace (Wallace et al., 2008).

1.1.1. Jaterni buiky

Jaterni tkan je sloZena z parenchymovych a neparenchymovych bun¢k. Mezi
parenchymové bunky se fadi hepatocyty, které piredstavuji vétsinu celkové bunécné
populace v jatrech. Mezi neparenchymové bunky patii Kupfferovy bunky, endotelové
bunky, hvézdicovité buiikky (HSC), epitelové buiiky zlu¢ovych cest, portalni fibroblasty
(PF), ovalné buiiky, NK bunky, vaskularni a lymfatické endotelové buiky (Wallace et
al., 2008).

Hepatocyty Nepar enchymov é buiiky
60-30 %% 20-40 %%

L3SEC Kupfferovy buiiley Lymfocyty Cholangiocyty Itovy buiiloy
50%% 20%% 25 % 5% <1%

T-lymfocyty NE-buitkey B-lymfocyty

63 % 31% 6%

Obr. €. 1: Zastoupeni buné¢k v jaterni tkani

(zdroj: upraveno dle Ehrmann, Hilek, 2010)

1.1.2. Struktura jater

Zakladni jaterni strukturou je jaterni laltcek, tzv. lobulus. Jednd se
o cylindrickou strukturu o délce nékolika milimetri a priméru 0,8-2 mm. Jaterni
laltic¢ek se nachazi kolem vena centralis. Sklada se z mnoha hepatocelularnich tramet,

které jsou usporadany odstiedivé od vena centralis. Kazdy tramec je tvofen jednou nebo



dvéma vrstvami hepatocytt (Ehrmann, Hulek, 2010). Tyto tramce jsou oddéleny
jaternimi sinusoidami, které slouzi jako krevni kapilary. Sinusoidy se sbihaji do stfedi
jaterniho lalticku a vtékaji pfimo do vena centralis (Paulsen, 2004). Kazdy hepatocyt je
v kontaktu s krvi sinusu (Trojan, 2003). Mezi sinusoidnimi endotelovymi buiikami
a hepatocyty je subendotelova Stérbina, tzv. Disseho prostor, ktery obsahuje nizkou
hustotu proteinové ECM a HSC (Junqueira et al., 1997; Friedmann, 2003). Krev je do
jater pfivadéna pomoci vena portae a arteria hepatica. Jaterni vény, lymfatické cévy
a Zlucové vyvody patii mezi systémy, které odvadéji latky zjaterni tkané. V fezu
vypadaji jaterni lalticky jako Sestihelniky, které lezi tésné vedle sebe. Na kazdém ze
Sesti rohu lalicku je portalni triada, ktera zahrnuje vétev vena portae, arteriae hepaticae

a pritok zlu¢ového vyvodu (Paulsen, 2004).

Obr. €. 2: Mikroanatomie jaterni tkan¢ (zdroj: Poli, 2000)

1-vrstva hepatocytt, 2-sinusoidy, 3-jaterni prostor, 4-vena centralis

Jako zékladni strukturu jater 1ze definovat i portalni lalicek, ktery mé na rozdil
od jaterniho lali¢ku tvar trojuhelniku a se nachdzi kolem portalni triady
(Ehrmann, Hilek, 2010; Junqueira et al., 1997). Z hepatocyti je Zlu¢ odvadéna pomoci
terminalniho zlucovodu. Portalni lalti¢ek je ohranicen dvéma nebo vice vena centralis
(Ehrmann, Hilek, 2010).

Dal$im modelem struktury jater je jaterni acinus, ktery ma tvar kosoctverce.
Obsahuje jednu osu tvorici linii mezi dvéma portalnimi triddami a druhou, ktera tvoii
spojnici mezi dvéma centralnimi zilami (Ehrmann, Hilek, 2010). Tato struktura se

vyuziva v histopatologii k vysvétleni patologickych 1ézi (Wallace et al., 2008).
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Obr. ¢. 3: Jaterni lalicek a jaterni acinus (zdroj: Wallace et al., 2008)

CV-vena centralis, NPM-uzlovy centralni bod, PT-portalni prostor,

BD-zluc¢ovod, PA-periportalni arteriola, PV-periportalni venula

1.2. Jaterni fibroza a cirhoza

1.2.1. Jaterni fibroza

Jaterni fibréza je hojivy proces vyvolany chronickym poskozenim jater.
Aktivace repara¢nich mechanismi vede k nadmérnému ukladani ECM v Disseho
prostoru a k nahradé¢ hepatocyti nefunkénim vazivem (Desmouliére et al., 2003;
Stalnikowitz, Weissbrod, 2003). ZhorSuje se regenerace tkani, dochazi k produkci
prozanétlivych cytokini a infiltraci zanétu (Seth et al., 2010). Dochazi ke zvyseni
mnozstvi zanétlivych buné€k a k aktivaci buné€k, které produkuji kolagen. Mezi né patii
hlavné HSC, portalni fibroblasty (PF) a jaterni myofibroblasty (MFB) (Bataller,
Brenner, 2005). M¢éni se slozeni ECM, ptivodni nizka hustota intersticidlniho vldknitého
kolagenu se zvySuje, coz vede k fibrinogenezi (Seth et al., 2010). Jedna se predevsim
0 vlaknity kolagen typu I a III, jehoz hladina se zvysi az 8 x, ale i dalsi extracelularni
slozky, jako jsou fibronektin, undulin, elastin, hyaluronan, laminin a proteoglykany
(Barascuk et al., 2010; Bataller, Brenner, 2005).

Ve zdravé jaterni tkani je fibrogeneze a fibrinolyza v rovnovaze. Pii poskozeni
hepatocyti dochéazi k poruse této rovnovahy a zvysuje se tvorba vaziva, ¢imz dochazi
k jizveni tkané (Stalnikowitz, Weissbrod, 2003; Wallace et al., 2008). Jedna se

0 nerovnovahu mezi metaloproteinasami, piedevSsim kolagenasou, zelatinasami



a elastasou, a jejich endogennimi inhibitory TIMP (Desmouliére et al., 2003) Jaterni
parenchym je pak nahrazen tkani bohatou na kolagen (Bataller, Brenner, 2005).

Mezi hlavni pficiny jaterni fibrézy se fadi chronicka virova hepatitida, zejména
typu B a C. Déle pak autoimunitni onemocnéni, onemocnéni zluCovych cest,
metabolickd onemocnéni jako jsou hemochromatdza, Wilsonova choroba
a nealkoholicka steatohepatitida (NASH). Mezi nejcastéj$i chemické pficiny patii
nadmérné uzivani alkoholu (Stalnikowitz, Weissbrod, 2003; Wallace et al., 2008).
Rozvoj jaterni fibrozy ovliviiuji nejen genetické faktory, ale i faktory zivotniho
prostiedi, napf. obezita a kouteni (Bataller, Brenner, 2005; Corpechot et al., 2012).

Poskozeni jater vede k zanétlivé reakci a nahromadéni leukocytti v misté zanétu.
Pomoci adhezivnich molekul zrodiny selektint, a jejich ligandi dochazi k adhezi
leukocytll na stény endotelu. Tim je zajiSténa pohyblivost ve sméru toku krve.
Receptory jsou zodpovédné za rolling fenomén, dulezity pro dalsi adhezi a migraci
leukocyti. V misté posSkozeni jsou produkovany chemoatraktanty, které v reakci
s leukocyty aktivuji integrinové receptory a dochéazi ke zlepSeni ptilnavosti. Zanétlivy
infiltrat mGze obsahovat T a B-lymfocyty, plasmatické buiiky, histiocyty, eozinofily,
neutrofily, NK a zirné bunky (Stalnikowitz, Weissbrod, 2003).

Leukocyty v misté poSkozeni jater mohou spolu s Kupfferovymi buikami
hromadit a ovliviiovat chovani HSC. Monocyty a makrofagy produkuji NO a zanétlivé
cytokiny, zejména tumor necrosis factor-a (TNF-a) stimulujici HSC. Kupfferovy bunky
produkuji reaktivni formy kysliku (ROS), cytokiny, zejména TGF-B1, ¢imZ stimuluji
syntézu ECM, bunécnou proliferaci a uvolnéni retinoidi z HSC (Bataller, Brenner,
2005; Stalnikowitz, Weissbrod, 2003). Dale Kupfferovy bunky exprimuji TNF-a, ktery
ovlivituje apoptozu. Apoptoza podporuje zanét a fibrozu, dochazi k produkci TGF-p1
a dalSich fibrogenickych cytokin. Pohlceni apoptickych bunék makrofagy vede
k aktivaci bun€k produkujicich kolagen (Stalnikowitz, Weissbrod, 2003).

Akutni poSkozeni jater vede k nekrdze a apoptéze poskozenych hepatocytu.
Fibroblasty také podstupuji procesu apoptdzy a Kupfferovy bunky vylucuji faktory,
které pomoci MMP pietvareji ECM. Vysledkem je, Ze sinusova struktura jater se vraci

k normalu. Proces fibrozy je v tomto piipadé reverzibilni (Wallace et al., 2008).



Chronické poskozeni jater vede ke zvyseni fibroblastd a rozvoji fibrézy. Dochazi
k postupnému jizveni jaterni tkané, hepatocyty se nemohou regenerovat a muze dojit
k poruse funkce organu (Wallace et al., 2008).

Hepatocyty jsou oproti jinym bunkam citlivéjSi na toxickd cinidla vcetné
alkoholu, zlucovych kyselin a jsou nachylnéjsi na virové infekce. V reakci na nevratné
poskozeni dochazi k aktivaci programované bunééné smrti. Vlivem apoptozy
hepatocytli se zvySuje sekrece profibrogenickych a prozanétlivych cytokini, jako jsou
TGF-B1 a TNF-a. Tim dochazi k aktivaci HSC a dalSich bun¢k produkujicich kolagen
(Kisseleva, Brenner, 2007).

Obr. €. 4: Sinusoidni struktura, umisténi jaternich bun¢k a vznik fibrozy

(zdroj: Friedmann, 2003)

1.2.2. Jaterni cirhoza

Jaterni cirhdza je proces, ktery se projevuje difuznim zanétem jaterniho
parenchymu. Dochazi k nekroze hepatocyti a zmnozeni vaziva (Ehrmann, Hulek,
2010). Regeneraci fibrotické tkan€ dochazi k naruseni jaterni architektury a struktury
cév (Wallace et al., 2008). Zanikaji jaterni lalicky a mezi hepatocyty vznikaji difuzni
vazivova septa (Ehrmann, Hulek, 2010). To mé za nasledek ptestavbu jaterniho
parenchymu na nodularni architekturu, kdy jsou pfitomny cirhotické uzly. Zména cévni
struktury vede k rozvoji portalni hypertenze a poruse normalni funkce jaterni tkané
(Wallace et al., 2008).

Jaterni cirhdza je onemocnéni oznafované jako posledni stddium fibrozy
(Ptibramska, Husova, 2007). Na rozdil od jaterni fibrézy byla cirh6za diive povazovana

za ireverzibilni proces i po odstranéni Skodlivého agens (lredale et al., 1998). Podle



nov¢jsich studii se dnes jaterni cirhd6za povazuje za reverzibilni proces (Friedman,
2003).

RozliSujeme dva druhy jaterni fibrozy, a to portalni a perisinusoidalni. U portalni
cirhdzy dochazi k vyrazné poruSe architektonické struktury jaterni tkané, kdezto
perisinusoidalni cirhdza vede ke kapilarizaci sinusoid (Calés, 1998).

Dale cirhozu délime podle morfologie velikosti uzli v jaternim parenchymu na
mikronodularni, makronodularni a smiSenou. Mikronoduldrni  cirhéza je
charakterizovana uzly mens$imi nez 3 mm, které jsou obklopeny fibrotickou tkani a ve
vétsing pripadi u nich chybi centralni zila i portalni prostor. Makronodulérni cirhdza je
charakterizovana uzly rtizné velikosti od 3 mm, kdy uzly obsahuji centralni Zzilu
| portalni prostor. Smisena cirh6za je kombinaci obou ptedchozich typd (Ehrmann,

Hilek, 2010).

1.3. Fibrogenni buiky

Mezi hlavni buiiky produkujici kolagen, v pfipadé poSkozeni jaternich bunék,
patii aktivované HSC, PF a MFB pochazejici z kostni dfené. Tyto buinky k aktivaci
vyzaduji fibrogenické cytokiny, jako napt. TGF-B1, angiotensin Il a leptin (Bataller,
Brenner, 2005).

1.3.1. Hvézdicovité buiiky (HSC)
1.3.1.1. Klidové HSC

HSC, dfive nazyvané také Itovy buiky, bunky skladujici tuky, lipocyty, maji
vietenovité t€lo s dlouhymi cytoplasmatickymi vybézky a ovalnym jadrem (Jiroutova et
al., 2011). HSC patii mezi neparenchymové bunky. Nachazi v Disseho prostoru, kde
jsou vuzkém kontaktu shepatocyty a sinusoidnimi endotelidlnimi buikami
(Stalnikowitz, Weissbrod, 2003; Poli, 2000). Jsou umistény v centrilobularni
a perisinusoidalni oblasti jaterniho lalicku. PoSkozeni centrilobularni casti vede
k aktivaci HSC (Wallace et al., 2008).

Ve zdravych jatrech slouzi HSC kuklddani vitaminu A ve formé

cytoplazmatickych tukovych kapének (Desmouliére, 2007). Tyto bunky obsahuji



nejvetsi mnozstvi vitaminu A v téle (Desmouliére et al., 2003). Klidové HSC maji
snizenou schopnost proliferace, fibrogeneze a nemaji schopnost kontraktility (Bedossa,
Paradis, 2003).

HSC jsou dulezité pro regulaci sinusoidniho pritoku krve a tonu v jaterni tkani.
HSC upravuji expresi komponent ECM pomoci MMP a jejich tkanovych inhibitord
TIMP. Paraleln¢ s aktivaci HSC dochazi ke spousténi apoptézy. HSC mohou
zpracovavat antigeny, a to jak zprostfedkovanou endocytdzou, tak pomoci fagocytozy
(Stalnikowitz, Weissbrod, 2003).

Klidové HSC syntetizuji rastovy faktor hepatocyti (HGF) a jen malé mnozstvi
proteini ECM (Bedossa, Paradis, 2003; Iredale et al., 1998). HSC exprimuji markery
spojené s nervovou tkani jako napf. synatophysin, nestin, reelin, neurotrophin a glialni
fibrilarni kysely protein (GFAP) (Bataller, Brenner, 2005; Bedossa, Paradis, 2003).
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Obr. €. 5: Subendotelidlni zmény a aktivace HSC pii poskozeni jater

(zdroj: Friedmann, 2003)

a. Normalni sinusoidni architektura. Klidové HSC (modré) obsahuji kapicky
vitaminu A.

b. Patologicka tkan. Aktivované HSC jsou obklopeny vlaknitou ECM.

1.3.1.2. Aktivované HSC

V reakci na chronické poskozeni jater dochazi k aktivaci HSC, pii niZ se tyto
buniky mnozi a transformuji na fenotyp MFB. Dochazi k funkénim a morfologickym
zménam. V cytoplasmé¢ HSC se rozviji myofilamenta, tyto builky ztraceji tukové

kapénky s obsahem vitaminu A a tento obsah je uvolnén do extracelularniho prostoru



(Desmouli¢re, 2007, Bedossa, Paradis, 2003; Tsudaka et al., 2006). ZvySuje se
proliferace bunék, motilita, kontraktilita, méni se slozeni a struktura slozek ECM
(Stalnikowitz, Weissbrod, 2003). Kontraktilita bun¢k je zajisténa pomoci endotelinu-1,
coz je antagonista NO (Tsudaka et al., 2006).

V aktivnim fenotypu dochazi nejen k nartistu poc¢tu HSC, ale i k jejich zvysSené
syntéze a sekrece ECM. HSC reguluji degradaci ECM pomoci piirozenych tkanovych
inhibitord metaloproteinasy-1 (TIMP-1) (Bataller, Brenner, 2005; Hannivort et al.,
2012). Pro aktivované HSC je typickd zvySujicici se exprese o-SMA, coZ je
charakteristické pro tvorbu vazivové jizvy (Baroni et al., 1996; Stalnikowitz,
Weissbrod, 2003). Dale se zvysuje exprese prokolagenu a kolagenu, piedevsim typu I a
III. Aktivované HSC ovliviiuji sinusoidni strukturu. Kapilarizované sinusoidy jsou
charakterizovany nahromadénim ECM v Disseho prostoru, ¢imZ dochazi ke zhorSeni
metabolické vymény mezi krvi a hepatocyty. To je pfi¢inou portalni hypertenze
a zanikem jaterniho parenchymu. Aktivované HSC mohou pomoci endocytdzy
zpracovavat exogenni antigeny, a to nizko- a vysokomolekularni latky, napt. dextran
a transferin (Stalnikowitz, Weissbrod, 2003).

Aktivované HSC vylucuji profibrogenni cytokiny, chemokiny, ristové faktory
jako napt. TGF-B1, rustovy faktor fibroblastd (FGF), rustovy faktor odvozeny od
krevnich desticek (PDGF), adhezivni molekuly jako jsou integriny, VCAM-1, ICAM-1
a také ROS (Kisseleva, Brenner, 2007; Poli, 2000; Stalnikowitz, Weissbrod, 2003).
Tyto latky jsou secernovany poSkozenymi hepatocyty, Kupfferovymi a zanétlivymi
bunkami (Kisseleva, Brenner, 2007). TGF-B1 a IL-6 patii mezi hlavni profibrogenni
cytokiny (Stalnikowitz, Weissbrod, 2003). Na rozdil od klidovych HSC aktivované
HSC neexprimuji GFAP (Jiroutova et al., 2007).
je produkovan Kupfferovymi bunkami. Ze tfi izoforem TGF-B je pouze TGF-Bl1
zapojen do fibrogeneze. Zprostiedkovava kontakt mezi parenchymovymi, zanétlivymi
a bunkami produkujicimi kolagen. TGF-B1 spousti apoptézu hepatocytii, indukuje
aktivaci a shlukovani bun¢k do mista zanétu a diferenciaci jaternich bunék. Aktivuje
HSC, stimuluje syntézu ECM a potlac¢uje degradaci ECM (Kisseleva, Brenner, 2007).
Dale TGF-B1 indukuje expresi TIMP-1, coz je tkanovy inhibitor MMP-1, ktery se

ucastni kolagenni degradace. TGF-B1 ovliviwje rast, diferenciaci, proliferaci, apoptozu



a migraci bunék (Stalnikowitz, Weissbrod, 2003). Na aktivaci HSC se podili i rGstovy
faktor (PDGF), ktery se odvozen od krevnich desti¢ek a je hlavnim mitogenem pro HSC
(Kisseleva, Brenner, 2007). Endotelin-1 je latka, ktera ovliviiuje kontraktilitu HSC
(Tsudaka et al., 2006).

Naopak, mediator interferon-y (INF-y) inhibuje aktivaci HSC, ¢imz pfispiva ke
snizeni syntézy a uklddani kolagenu, lamininu a ke sniZzené expresi a-SMA. Pomoci

tohoto regula¢niho mediatoru se snizuje i mnozstvi ECM (Baroni et al., 1996).
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Obr. €. 6: Aktivace a funkce HSC v ptipadé€ jaterniho poSkozeni
(zdroj: Friedman, 2003)

1.3.1.3. Zanik HSC

Hlavnim regulaénim mechanismem zaniku aktivovanych HSC je apoptoza
(Iredale et al., 1998). Po procesu regenerace jaterni tkan¢ mohou HSC iniciovat
apoptozu prostiednictvim Fas (Cales, 1998). Programovana bunéénd smrt je
zprostiedkovana vazbou ligandu Fas (FasL) s receptorem Fas. Aktivované HSC a ECM
podporuji apoptéozu (Tsudaka et al., 2006). Nasledkem ztraty HSC se snizi exprese
a-SMA, TIMP-1, TIMP-2, sekrece kolagenu | a proliferace (lredale et al., 1998).
V opa¢ném piipad¢ inhibice apoptozy vede k aktivaci a proliferaci HSC (Calées, 1998).

10



1.3.2. Portalni fibroblasty (PF)

PF jsou medidtory fibrézy, které maji vyznamny vliv na regeneraci tkané
produkci kolagenu a elastinu. Stejn¢ jako HSC patii I PF mezi neparenchymové bunky
jater. Jsou umisténé v té€sné blizkosti epitelu zluCovych cest, a proto jsou vyznamné
predevsim v biliarni fibréze.

PF se vyznacuji ndpadnym endoplazmatickym retikulem, zatimco jejich Golgiho
komplexy jsou pomérné malé. Portalni fibroblasty se podobaji ostatnim fibroblastim
expresi elastinu.

Jak uz bylo zminéno, PF patii mezi hlavni bunky exprimujici elastin. Se
zmnozenim PF se zvySuje mnozstvi elastinu a dochazi k rozvoji fibrozy. Elastin
zajistuje odolnost, naproti tomu kolagen poskytuje tuhost, jez je charakteristickd pro
jizveni jaterni tkané (Dranoff, Wells, 2010).

PF produkuji bilkoviny ECM. Zucastiiuji se procesu regenerace tkané tim, Ze
exprimuji fadu cytokinii a chemokini. PF jsou aktivovany produkty Kupfferovych
bunék, jako jsou cytokiny a reaktivni formy kysliku (Wallace et al., 2008).

Pti chronickém poskozeni jater podléhaji PF diferenciaci, kdy ziskavaji fenotyp
MFB. K této diferenciaci je nutny rastovy faktor TGF-B1. Dosud byly identifikovany
3 typy MFB, a to MFB odvozené od HSC, portélni a septalni MFB. Na rozdil od MFB
odvozenych od HSC portalni MFB mohou mit riznou velikost (Dranoff, Wells, 2010).

Po diferenciaci PF, stejné jako klasické MFB, exprimuji a-SMA, ktery je hlavni
slozkou matrix v procesu hojeni ran. Jednd se o svazky mikrovldken, které jsou
usporddany paralelné¢ k ose bunky. VSechny o-SMA aktivuji HSC. Pro bunécnou
komunikaci mezi PF a epitelem zluCovych cest jsou dilezité cytokiny a chemokiny,
predevsim interleukin-6 (IL-6) a chemotakticky protein leukocytd MCP-1. Aktivované
MFB exprimuji kolagen typu I, ristovy faktor TGF-B, pfedevSim izoformu TGF-f2,
dale PGDF, endotelin-1. Naopak se snizuje exprese prozanétlivého cytokinu IL-6.

Mezi specifické markery jaternich fibroblasti patii fibulin-2, IL-6 a elastin.
Jaterni MFB se od HSC lisi expresi P100, a-2 makroglobulinu a absenci tukovych
kapének (Dranoff, Wells, 2010). Na rozdil od HSC MFB nevyjadiuji FasL, tudiz se
nemohou vazat na apopticky receptor Fas a spustit tak programovanou bunéénou smrt

(Tsudaka et al., 2006).
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1.4. Extracelularni matrix (ECM)

Extracelularni matrix (ECM) tvoii molekularni sit’ a tento substrat piedstavuje
strukturdlni oporu pro mobilni slozky. ECM umoziuje transport rozpusténych latek
arustovych faktorti (Friedman, 2003). Prostiednictvim receptord, zejména integrinl
pusobi jako zdroj signalti, které ovliviiuji rast, morfologii a diferenciaci bunék
pfitomnych Vv jaterni tkani (Burridge, 1992; Desmouliéere et al., 2003). Integriny patii
mezi transmembranové adhezivni receptory a zajiStuji spojeni mezi ECM
a cytoskeletem. Vazou se na slozky ECM, jako jsou fibronektin, vitronektin a rizné
typy kolagenu (Geiger et al., 2001). K adhezi bun¢k a nasledné interakci mezi buiikami
slouzi i elasticky protein ECM tenastin (Oberhauser et al., 1998).

Za normalnich okolnosti ma ECM nizkou hustotu a tvoii jej pfedevsim kolagen
typu 1V, laminin a entaktin-nidogen (Bedossa, Paradis, 2003). V piipad¢ poskozeni jater
se slozeni ECM meéni, zvySuje se hustota vldknitého kolagenu a dochazi k jizveni
(Friedman, 2003). Tyto kvantitativni i kvalitativni zmény ve slozeni ECM ovliviuji
jaterni funkce. Bilkoviny tvofici ECM rozd€lujeme na kolagenni a nekolagenni slozky
(Bedossa, Paradis, 2003). Z kolagennich slozek je v normalnich jatrech ECM tvoiena
kolageny typu I, III, IV, V, VI, XIV, a XVIIIL. Ve fibrotické tkani nejvice zastoupen
kolagen typu I, 111, 1VV. Dosud bylo identifikovano 27 typtu kolagenu (Tsudaka et al.,
2006). Do nekolagennich slozek ECM tadime glykoproteiny a proteoglykany. Laminin,
fibronektin, tenascin a nidogen jsou soucasti glykoproteinové slozky ECM, zatimco
heparansulfat, dermatansulfat, chondroitin sulfat, kyselina hyaluronova, biglykan
a dekorin patii mezi proteoglykany (Bedossa, Paradis, 2003).

Mezi nejvétsi producenty ECM patii HSC a portalni MFB (Jiroutova et al.,
2007). Na zvyseni syntézy ECM se podileji riistové faktory a enzymy (lysyl oxidasa,
prolyl hydroxylasa, lysyl hydroxylasa). Zvysuji pfedevSim produkci kolagenu typu I
a Il (Desmouliére et al., 2003; Friedman, 2003). Transformujici ristovy faktor TGF-1
se podili na syntéze ECM a zaroven inhibuje jeji degradaci (Dooley et al., 2001).
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1.4.1. Degradace ECM

K odbouravani nadbytecné ECM dochazi z davodu obnovy normalni
architektury jater (Friedman, 2003). K remodelaci ECM jsou potiebné extracelularni
proteolytické enzymy (Brenner et al., 1989). Odbouravani ECM je popsano dvéma
zpusoby. Prvnim pfipadem je rozklad, ktery naruSuje nizka hustota ECM ve zdravych
jatrech, ve druhém piipadé jde o odbouravani jizvy v ptipadé poskozené jaterni tkané,

coz vede k obnové normalni architektury jater (Friedman, 2003).

1.4.1.1. Matrixové metaloproteinasy (MMP)

Matrixové metaloproteinasy (MMP), také nazyvané matrixiny, jsou zinek-
dependentni enzymy, které se UcCastni degradace ECM a meéni biologické funkce
makromolekul ECM specifickou proteolysou (Nagase, Woessner, 1999). MMP jsou
produkovany aktivovanymi HSC (Bedossa, Paradis, 2003). Nejvétsi mnozstvi MMP je
Vv jatrech v pfipad¢ akutniho poskozeni, ve fibrotickych jatrech se mnozstvi snizuje,
a proto dochazi k akumulaci ECM. Tyto endopeptidasy jsou vyjadieny v embryonalnim
vyvoji a zustavaji v aktivné rostoucich tkanich. V téchto tkéanich se nachazi v klidovém
stavu a v piipadé poSkozeni se aktivuji (Qin, Han, 2010).

Vsechny MMP jsou syntetizovany jako prepro-enzymy (Nagase, \Woessner,
1999). Ve vétsing pripadl, kromé MMP membranového typu, jsou vylucovany ve
form¢ pro-MMP (Nagase, Woessner, 1999; Zitka et al., 2009). Tyto neaktivni
prekurzory enzymu, tzv. zymogeny, vyzaduji aktivaci, pfiCemz ztrati asi 10 kDa
(Nagase, Woessner, 1999; Woessner, 1991). Latence je udrzovana v dusledku vazby
cysteinu na atom zinku. Neaktivni MMP mohou byt aktivovany proteolytickym
Stépenim, kdy proteasa odstépi peptid obsahujici uvedeny cystein nebo aktivujici ¢inidlo
reaguje s cysteinem (Woessner, 1991). V ptipad¢ aktivace in vitro se mohou pouzit
proteasy, nebo neproteolytické latky, jako napf. latky s reaktivni -SH skupinou, rtutové
slouCeniny, reaktivni kyslik a denaturac¢ni Cinidla. Pfi aktivaci in vivo se vyuzivaji
tkanové, plasmové nebo oportunni bakterialni proteinasy (Nagase, Woessner, 1999).

MMP degraduji kolagenni a nekolagenni substraty. Tyto enzymy rozdélujeme

podle substratové specifity do 5-ti skupin dle tabulky ¢. 1.
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Tab. ¢. 1: Rozdéleni MMP dle substratové specifity (zdroj: Friedman, 2003).

Skupina MMP
intersticialni kolagenasy MMP-1, MMP-8, MMP-13
zelatinasy MMP-2, MMP-9
stromelysiny MMP-3, MMP-7, MMP-10, MMP-11
membranového typu MMP-14, MMP-15, MMP-16, MMP-17, MMP-24, MMP-25
metaloelastasy MMP-12

Tab. ¢. 2: Jednotlivé typy MMP (zdroj: Nagase, Woessner, 1999)

MMP
kolagenasa 1 MMP-1
zelatinasa A MMP-2
stromelysin 1 MMP-3
matrilysin MMP-7
kolagenasa 2 MMP-8
zelatinasa B MMP-9
stromelysin 2 MMP-10
stromelysin 3 MMP-11
makrofagova elastasa MMP-12
kolagelasa 3 MMP-13
MT1-MMP MMP-14
MT2-MMP MMP-15
MT3-MMP MMP-16
MT4-MMP MMP-17
kolagenasa 4 MMP-18
Neni trivialni nazev MMP-19
enamelysin MMP-20
XMMP MMP-21
CMMP MMP-22
Neni trivialni nazev MMP-23
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Kolagenasy jsou enzymy, degraduji kolagen typu I, II, III, VIII a X.
Stromelysiny odbouravaji fibronektin, proteoglykany, kolagen typu IV a laminin.
Zelatinasy odbouravaji denaturovany kolagen a kolagen typu IV (Brenner et al., 1989).

MMP-2 a MMP-9 rozklddaji kolagen typu IV, MMP-1 a MMP-2
membranového typu aktivuji latentni MMP-2 a stromelysin-1, ktery odbourava
proteoglykany a glykoproteiny. MMP-1 $tépi vlaknity kolagen typu I, prevladajici ve
fibrotickych jatrech. Pokud se jizva neodboura, fibr6za postupuje a dochazi k rozvoji
cirhozy v jaterni tkani (Friedman, 2003).

Exprese MMP je transkripcné regulovana ristovymi faktory, hormony, cytokiny,
bunénou transformaci a nékterymi chemickymi latkami (Nagase, Woessner, 1999).
Napfi. prozanétlivy cytokin TNF-o zvySuje expresi MMP, ¢imz napomaha degradaci
kolagenu (Tsudaka et al., 2006). Naopak transformujici rastovy faktor TGF-B1 zvySuje
expresi fibronektinu a kolagenu (Ignotz, Massagué, 1985).

Proteolyticka aktivita MMP je kontrolovana, resp. sniZovana pomoci
endogennich inhibitori, a-makroglobulinli a tkanovych inhibitord (TIMP). TIMP
reguluji nejen mnozstvi ECM, ale i biologickou aktivitu (Nagase, Woessner, 1999).
Hlavnim zdrojem téchto inhibitord jsou HSC (Friedman, 2003). Jsou znamy
4 homologni typy (TIMP-1 az TIMP-4). TIMP-1 a TIMP-2 maji mitogenni ucinek,
TIMP-2 dale inhibuje riistovy faktor fibroblastti (FGF), jez ovliviiuje rist endotelialnich
bunék (Nagase, Woessner, 1999).

1.5. WYy-14643 a jeji receptory

1.5.1. Jaderné receptory PPAR

PPAR jsou hormonalni jaderné receptory aktivované proliferatory peroxisomu
(PP). Vazbou se specifickymi pfirodnimi nebo syntetickymi ligandy dojde k aktivaci,
vytvoii se heterodimer s receptorem 9-cis retinové kyseliny (RXR). Vznikne komplex,
ktery se vaZze na specifické responzivni elementy PP v regulacnich oblastech cilovych
gend (Gizard et al., 2005; Lamotte et al., 2010). Nasledkem této vazby dochazi ke
zméné transkripéni aktivity PPAR a regulaci exprese mnoha genti (Sporn et al., 2001).
Mezi piirozené¢ se vyskytujici PP patii steroidy, mastné kyseliny, eikosanoidy

a prostaglandiny. Do syntetickych PP fadime hypolipidemické drogy, zmékcovadla
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a pramyslova rozpoustédla (Fan et al., 2003; Marx, 1999). Tyto chemikalie vedou
U hlodavet k hepatomegalii, tvorbé jaternich nddorti, bunécné proliferaci a ovliviuji
metabolismus lipida (Corton et al., 1998; Schen et al., 2011).

Rodina jadernych receptori PPAR obsahuje tii podtypy: PPAR-a, -B, -9, které
nejen reguluji metabolické funkce, ale ovliviyji i bunééné procesy véetné proliferace,
diferenciace a apoptozy (Gelman et al., 2007). Receptory PPAR reguluji aktivaci HSC
(Bataller, Brenner, 2005).

PPAR-a jsou z téchto izoforem nejvyznamnégj$i pro farmaceuticky vyvoj
(Peréz-Fernandéz et al., 2011). Jsou exprimovany piedevsim v tkanich, které se
zucastiuji metabolismu lipidl, zejména v jatrech, dale ve stfevech, srdci a ledvinach
(Fan et al., 2003). Studie na lidskych jatrech plodu prokazala, ze exprese PPAR-a a
PPAR-y se zvySuje s vékem plodu, zatimco exprese PPAR-y zistala v tomto pfipadé
konstantni (Abbot et al., 2010). PPAR-a jsou dilezité pro regulaci bunécného piijmu,
metabolismus lipoproteint aktivaci a f-oxidaci mastnych kyselin (Thieme et al., 2010).
Aktivace PPAR-a jejich ligandy snizuje hladinu triglyceridi a zaroven zvysuje hladinu
HDL cholesterolu v krvi. Pasobeni PP v jaterni tkani zavisi zejména na expresi PPAR-a
(Raval et al., 2011). Tento transkripéni faktor zvySuje expresi genu, ¢imz umoziuje
vychytavani mastnych kyselin (Ip et al., 2004). Receptory PPAR-a jsou aktivovany
endogennimi i exogennimi latkami, vcetné polynenasycenych mastnych Kkyselin
a prostaglandinti (Raval et al., 2011). Glukokortikoidy zvysuji expresi PPAR-a (Poole
etal., 2001).

PPAR-B, také zndmy pod pojmem PPAR-J, je exprimovan vSeobecné a jeho
funkce nejsou dosud jasné. Dalsi z podtypt, PPAR-y, je vyjadien v tukové tkani, kde se
ucastni adipogeneze (Fan et al., 2003). PPAR-y reguluje hladinu glukosy tim, zZe
zvySuje citlivost na inzulin pomoci regulace B-bunék pankreatu (Brown et al., 2010;
Thieme et al., 2010). Tento transkripéni faktor také zna¢né potlacuje zanétlivou
odpovéd’ (Fan et al., 2003). Podle novéjsich studii na hlodavcich bylo prokazano, ze
PPAR-y vede ke snizeni hmotnosti (Raval et al., 2011). Aktivita PPAR-y je snizena
v aktivovanych HSC (Tsudaka et al., 2006).
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1.5.2. Wy-14643

WYy-14643, jejiz raciondlni nazev je 2-(4-chloro-6-(2,3-dimethylphenylamino)
pyrimidin-2-ylthio) octova kyselina, je heterocyklicka sloucenina o molekulové
hmotnosti 323,803 g/mol. Jeji molekulovy vzorec je C14H14CIN3O,S. MiZzeme se také

setkat s trivialnim nazvem kyselina pirixinova (Reaxys).

CHg
H;C NH N S (@]
_~N OH
Cl

Obr. ¢. 7: Strukturni vzorec syntetické latky Wy-14643 (Reaxys)

WYy-14643 je stfedné aktivni agonista PPAR-a a PPAR-y (Thieme et al., 2010).
Exprese tohoto transkrip¢niho faktoru PPAR-a tudiz zdvisi na expozici Wy-14643.
Agonist¢ PPAR-a maji ochranny ucinek na fadu orgénd, Wy-14643 v jaterni tkani
snizuje poSkozeni hepatocytid. Tato syntetickd latka tlumi zanétlivou reakci, a to
prostfednictvim inhibice aktivace NF-kB a AP-1. Wy-14643 ma také antioxidacni
plsobeni, za nimz stoji enzymy jako superoxiddismutasa, katalasa a glutathion. Timto
zpusobem je snizovana hladina oxidac¢niho stresu (Shen et al., 2011).

WYy-14643 patii mezi latky s hypolipidemickym U¢inkem. Jak jiz bylo zminéno,
peroxisomy jsou dulezité v metabolismu lipidi (Moody, Reddy, 1987). PPAR ovliviiuje
expresi genu, které jsou zapojeny do B-oxidace mastnych kyselin, zarovenl sniZuje
expresi cytochromu P450 2C rodiny a zvySuje mnoZstvi mikrosomdlnich enzymu
potiebnych pii katalyze polynenasycenych mastnych kyselin (Corton et al., 1998;
Petters et al., 1997). Aktivace PPAR-a jejich ligandy vede ke snizeni hladiny
triglyceridi a zaroven zvysuje hladinu HDL cholesterolu v krvi (Raval et al., 2011).
WYy-14643 tak zabranuje hromadéni lipida v jatrech, coz bylo pozorovano u hlodavci,
U nichz byla fibroza vyvolana dlouhodobym podénim stravy nedostatecné na methionin
a cholin (MCD). Lécba kyselinou pirixinovou v tomto piipad€ snizuje expresi kolagenu

typu 1, a tkattovych inhibitort TIMP-1 a TIMP-2 (Ip et al., 2004). Wy-14643 zvysuje
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bunéénou proliferaci a ta je inhibovana neutralizaéni protilaitkou TNF-o. Navic
WYy-14643 mirn€ zvySuje expresi TNF-a mRNA v jaterni tkani. Prostfednictvim TNF-a
pusobi Wy-14643 jako pfimy mitogen hepatocytu (Bojes et al., 1997).

Podle studii na mySich, kterym byla opakované podavana Wy-14643, bylo
objeveno vice hepatoceluldrnich novotvart véetné karcinomt nez u mysi, kterym latka
podana nebyla. Pro nddorovou odpovéd je vSak nutnad ptitomnost PPAR-a, protoze
U hlodavct, kterym chybél gen pro PPAR-o karcinogeneze nebyla identifikovéana
(Petters et al., 1997). Podle nové&jsich experimentii s potkanimi jatry bylo prokazano, ze
podani Wy-14643 zvysSuje expresi PPAR-a-mRNA hepatocytii (Shen et al., 2011).
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2. METODY

2.1. Laboratorni potkani

Projekt pokusi byl schvalen odbornou komisi Lékaiské fakulty UK v Hradci
Kralové dne 8. 1. 2001. Veskeré prace se zvitaty byly provadény ve vivariu LF HK.

Pro experiment byli pouziti samci potkant Sprague-Dawley (Anlab-Praha)
0 hmotnosti  350-450 g. Potkani byli chovani v klimatizovanych mistnostech

0 teploté 22 °C a standardni laboratorni dieta jim byla poskytnuta ad libidum.

2.2. Perfuze jater

2.2.1. Perfuzni roztoky

Perfuze jater byla provadéna in situ. Postupné byly pouzity sterilni roztoky:
Hankstiv solny roztok bez vapniku a hoic¢iku HBSS(-), 0,2 % pronasa a 0,01 %
kolagenasa v Hanksové roztoku HBSS. Roztoky byly temperovany na teplotu 37 °C
a pH bylo upraveno na 7,35. Priitok roztokit béhem perfuze byl 10 ml/min.

Po celou dobu perfuze byla teplota jater udrZzovéana pii 37 °C pomoci lampy se
100 W zéarovkou. Teplota byla kontrolovéana digitalnim teplomérem, ktery byl vsunuty

pod jatra.

2.2.2. Anestezie zvilete, laparotomie a kanylace vena portae

K anestezii byla pouzita smés Narkamonu v koncentraci 2 ml/kg a Xylasedu
Vv koncentraci 0,5 ml/kg, ktera byla aplikovana intravenézné do vena saphena. Potkan
byl v celkové anestezii fixovan k podlozce v poloze na zadech, bylo mu oholeno bficho
a operacni pole bylo desinfikovano ethanolem.

Bfi$ni dutina byla rozstiiZzena do tvaru V. Klize a bfisni svaly byly nastfizeny ve
stiedni ¢afe nad symfyzou. Nastiih byl veden lateradlné na ob¢ strany a ukoncen u zeber
potkana. KliZe a svalovina bfi$ni stény byla pfeklopena na hrudnik potkana.

Jatra byla uvolnéna od vSech ligament. Odklopenim jaternich lalokd byla

kranialn¢ odkryta portalni Zila, ¢imz byla zbavena okolniho tuku a vaziva. Pod v. portae
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byly vytvoteny tii ligatury, jedna co nejblize k hilu, druhd a tieti asi 1 cm od jaterniho
hilu.

Poté byl potkanovi intravendézné do vena saphena podan roztok heparinu
v koncentraci 2500 U. Po aplikaci bylo provedeno v misté vpichu kratkodobé stlaceni.
Podvaz blize stfev byl zcela zatazen. Do vena portae byla zavedena flexila (Brauniila),
ktera byla upevnéna podvazy. Na flexilu byla nasazena proplachovaci hadicka a byla
zahajena perfuze. Vena cava inferior byla prestiiZzena.

Jatra byla promyta pfiblizné¢ 100 ml HBSS(-) a poté perfundovana roztokem
pronasy a posléze roztokem kolagenasy. Perfuze byla ptferusena v okamziku, kdy doslo
k rozruseni struktury jaternich lalokii. Po ukonceni perfuze bylo vazivo odstfizeno

a jatra byla vyjmuta.

2.3. Izolace jaternich HSC

V lamindrnim boxu bylo rozstfizeno jaterni pouzdro a bunéfna suspenze
pfenesena do ldhve. K bunééné suspenzi byl ptidan 0,001 % roztok DNasy Poté byla
suspenze inkubovana po dobu 30 min za tfepani pfi 37 °C. Suspenze bunék byla
piefiltrovana pies filtr s velikosti porti 40 um a doplnéna HBSS a centrifugovana 7 min
pii 400 g a teploté 20 °C. Byl odsat supernatant, builky byly resuspendovany v HBSS
a stejnym zplisobem centrifugovany.

Buiiky byly opét resuspendovany v HBSS a ptfidan komer¢ni 60 % Optiprep do
kone¢né koncentrace 17 %. Nasledné byla suspenze promichana, pfenesena do 15 ml
zkumavek a ptevrstvena 11,5 % Optiprepem a 2 ml HBSS. Smés byla centrifugovana
17 min pii 1400 g a teplote¢ 20 °C. Béloruzova vrstva bun¢k vytvorena na rozhrani
vodné faze a Optiprepu byla odpipetovana, ziedéna HBSS a centrifugovana pii 450 g,
¢imz byly odstranény zbytky Optiprepu. Po odsati supernatantu byly bunky
resuspendovany v Dulbecové médiu s 10 % fetalniho teleciho séra (FBS) a 4 mM
L-glutaminem. Do média byl pfidan penicilin (100 U/ml) a streptomycin (100 pg/ml).

Pocet bunck byl stanoven pocitanim v Biirkerové komtirce, kde byla aplikovana

smés bunék a trypanové modii. Mrtvé buiiky byly obarveny 0,2 % trypanovou modii.
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2.4. Kultivace HSC a MFB

2.4.1. Postup kultivace

Buiiky byly kultivovany na Petriho miskach o plose 60 cm?® v atmosféte 5 %
CO; pii vlhkosti 85 %. Buiiky byly pasazovany jednou za tyden a to celkem ctyfikrat.
Medium bylo ménéno po dvou az tfech dnech. Po Ctvrté pasazi byly buiiky pfeneseny
na kolagenni nebo fibrinovy gel v Petriho miskach o plose 8 cm? v poétu 300 tisic.
Nasledujici den byly buiiky pievrstveny gelem. Cast bunék byla kultivovana na plastu
0 plose 60 cm? v poctu 800 tisic.

Ctvrty den kultivace byla do média piiddna Wy-14643 o koncentraci 100 pM.
Buiiky byly kultivovany v termostatu v atmosféie 5 % CO; a pii vlhkosti 85 % po dobu
12 h.

2.4.2. Priprava Wy-14643

Byla pouzita Wy-14643 o molekulové hmotnosti 328,8. Z této latky a DMSO
byl pfipraven zasobni roztok o koncentraci 100 mM. Tento zasobni roztok byl v pokuse

1000 x zfedén na koncentraci 100 uM.

2.5. Priprava geli pro kultivaci bunék

2.5.1. lzolace kolagenu z ocasnich §lach potkana

K ptipravé kolagenu byl pouzit ocas potkani samice 50 dni staré o hmotnosti
kolem 250 g. Ocasni Slachy potkana byly vypreparovany do fyziologického roztoku.
Slachy byly nastfihany na drobné kousky a zvazeny. Suspenze ocasnich §lach ve
fyziologickém roztoku byla pomalu michéna ptes noc pii 4 °C. Poté byla suspenze
zfiltrovana ptes filtracni papir na Biichnerové nalevce a resuspendovana v 0,25 M
kyselin¢ octové. Kolagen byl extrahovan za michani po dobu 48 h pii 4 °C a poté
centrifugovan 40 min pii 9 000 ot/min.

Koncentrace kolagenu byla stanovena vazkove. Poté byl kolagen nafedén na
koncentraci 1,33 mg/ml 0,02 M kyselinou octovou a sterilizovan filtraci ptes 0,45 um

filtr v laminarnim boxu. Poté byl kolagen uchovan pfti 4 °C nebo zmrazen pii -70 °C.
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2.5.2. Priprava kolagenniho gelu

3 ml roztoku kolagenu byly smichany s 1 ml sterilniho 4 x DMEM. Tento roztok
byl po 1,6 ml pipetovan do Petriho misek (8 cm?). Po zpolymerovani v inkubétoru byl

prekryt médiem o objemu 1,5 ml.

2.5.3. Priprava fibrinového gelu

Navazeny fibrinogen (3 mg/ml PBS pH 7,4) byl za michani rozpustén. Roztok
fibrinogenu a zasobni roztok thrombinu (30 U/ml PBS pH 7,4) byl sterilizovan filtraci
ptes filtr 0,20 um. Do Petriho misky bylo napipetovano a smichédno 2 pl thrombinu
al,6 ml fibrinogenu. Roztok v Petriho misce se nechal zpolymerovat 1 h v CO;,
inkubétoru a poté byl piekryt 1,5 ml kompletniho média.

Vysazeni bunék. Nasledujici den byly bunky ptekryty 0,4 ml gelu. Po jeho

zpolymerovani bylo misek pipetovano 1,5 ml média. Médium bylo vyménovano denn¢.

2.6. Sklizeni bunék z geli

Sklizeni buné€k, které byly kultivovany na gelech nebo na plastovych Petriho
miskéch bylo provadéno 12 h po ptidéani sledované latky Wy-14643 do média.

2.6.1. Kontrolni buiiky na plastu

Z misek bylo slito médium. Buiky byly dvakrat oplachnuty PBS a jednou TS
pufrem. Po dalSim ptidani TS pufru byly bunky seSkrabnuty bunéfnou Skrabkou
a vyplachnuty TS pufrem do zkumavky, ktera byla nasledné centrifugovéna 5 min pii
3500 ot/min a teploté 4 °C. Byl odstranén supernatant, pfidan lyza¢ni roztok GTC(+)

a bunky byly resuspendovany.

2.6.2. Buiiky v gelech

Z misek bylo slito médium. Gely byly oplachnuty PBS, pieneseny do
sklenénych zkumavek Corex a centrifugovany 5 min pii 1200 g a teplot¢ 4 °C.
Supernatant byl odstranén a zbytek gelu byl rozpustén v nasyceném roztoku GTC(+)

s merkaptoethanolem. Lyzaty byly zpracovany ihned nebo uchovavany pfi -70 °C.
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2.7. lzolace RNA

2.7.1. lzolace RNA fenol-chloroformovou metodou
2.7.1.1. Princip

Principem metody je extrakce. K bunécnému lyzatu je ptidana smés fenolu,
chloroformu a isoamylalkoholu. Organické rozpoustédlo chloroform se nemisi
s vodnym roztokem bunécného lyzatu. Smés se proto rozd€li na dvé faze: horni vodnou
obsahujici RNA a dolni organickou fazi. Po protfepani dojde k miseni fazi a po ustaleni

se na rozhrani mezi fazemi objevi bily prstenec srazenych proteint.

2.7.1.2. Postup

K bunéénému lyzatu byl pfiddn 2M octan sodny o pH 4,0 a smés byla opatrné
promichdna. Ke smési byly pfidany roztoky fenolu nasycené¢ho vodou, chloroform
a isoamylalkoholu. Tato smés byla 10 s vortexovana a pak 15 min inkubovana v ledu.
Poté byla smés centrifugovana 15 min pti 14 000 g a teplot¢ 4 °C. Horni vodna faze
obsahujici RNA byla opatrné odsata a ptfenesena do nové zkumavky. Byl pfidan 3M
octan sodny o pH 5 a ledovy isopropanol. Smés byla promichana a inkubovéana 24 h pfi
-70 °C. Vysrazena RNA byla tfikrat promyta vychlazenym 75 % ethanolem. Poté byl

ethanol odpafen na vzduchu a RNA byla rozpusténa ve vodé prosté RNas.

2.7.2. Precisténi RNA na kolonach Nucleospin® RNA XS
2.7.2.1. Princip

RNA byla ptecisténa pomoci kitu Nucleospin® RNA XS. Precisténi probihalo
dle navodi vyrobce.

Technologie kitu je zaloZzena na kombinaci selektivni vazebné schopnosti
membrany na bazi silikagelu a rychlosti microspinové technologie. Specializovany
systém pufri s vysokym obsahem soli umoziuje vazbu RNA delsi nez 200 bazi na
membranu. Vzorek je aplikovdn na membranu, kde je RNA navazéana, pficemz ostatni

slozky jsou vymyty.
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2.7.2.2. Postup

Byla vytvofena smés RA1 a nedenaturovaného ethanolu v poméru 1:3. S ni byl
smichan vzorek v poméru 1:1 a nasledné¢ promichan. Smés byla nanesena na kolonku
Nucleospin® RNA XS a centrifugovana 30 s pii 11 000 g. Po vyliti eluatu ze zkumavky
bylo na kolonku naneseno 400 pl pufru RA3 a byla opét centrifugovana 30 s pfi
11 000 g. Po vyliti eluatu bylo naneseno 200 pl pufru RA3a centrifugovdno 2 min pii
11 000 g do vysuseni membrany. Kolonka byla pfenesena do nové zkumavky a RNA
bylo eluovano 10 ul RNase-free H,O centrifugaci 30 s pfi 11 000 g.

2.7.3. Méreni koncentrace RNA spektrofotometricky

Pro méteni koncentrace RNA byl davkovan 1 pl vzorku, ktery byl méfen pfi
vinovych délkach 260 nm, coz je absorpéni maximum nukleovych kyselin a 280 nm,
coz je absorpéni maximum proteini. Pomér absorbanci téchto vinovych délek urcil

¢istotu RNA. Pokud je pomér Azso2s0 VySSi nez 2,0, jedna se o Cistou RNA.

2.7.4. Kontrola kvality RNA gelovou elektroforézou
2.7.4.1.  Princip gelové elektroforézy

Ke kontrole ¢istoty RNA se nejcastéji pouziva gelova elektroforéza. Principem
této metody je rozdé€lovani molekul s riznou velikosti a ndbojem v elektrickém poli.
Jako nosi¢ se pouziva agarosovy gel, ktery ptsobi jako molekularni sito. Velké
molekuly se pohybuji pomaleji, protoze jsou v hustém gelu vice zadrzovany. Molekuly
RNA se diky svému negativnimu néboji pohybuji smérem ke kladné elektrodé. Pro
detekci se pouzivéd interkala¢ni barvivo ethidium bromid, ktery po navazani s RNA

fluoreskuje v UV-svétle.

2.7.4.2. Postup

K elektroforéze bylo pouzito 0,5 pg RNA a stejné mnozstvi denatura¢niho
pufru. Poté byl pfidan 1 pl ethidium bromidu ze zasobniho roztoku o koncentraci
50 pl/ml.
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360 mg agarosy bylo suspendovano v 30 ml boratového pufru (1g/100 ml).
Vytvofena suspenze byla zahfivana v mikrovinné troubé do rozpusténi agarosy. Po
vychladnuti byly pfidany 2 ml 36 9% formaldehydu a tento roztok byl nalit na
elektroforetickou desku se vsunutym hiebinkem. Po ztuhnuti byl gel vlozen do
elektroforetické vany, kterd byla naplnéna pufrem, a byly napipetovany vzorky.

Elektroforéza probihala 1 h pii napéti 40 V.

Obr. ¢. 8: Kontrola kvality RNA pomoci gelové elektroforézy (zdroj: DP)

2.8. Reverzni transkripce RNA

2.8.1. Princip

Enzym reverzni transkriptasa katalyzuje syntézu fetézci DNA, které jsou
komplementarni k templatim RNA. Reverzni transkripci je ziskdna cDNA, coz je DNA
komplementarni ke studované mRNA. Vysledné molekuly c¢cDNA se nasledné
amplifikuji pomoci PCR.

2.8.2. Postup

Bylo ptipraveno 10 ul vzorku obsahujiciho 1 pg RNA. Ke vzorku bylo pfidano

10 pl premixu podle tabulky €. 3. Tento roztok byl umistén do termocykleru

a inkubovan podle teplotniho programu.
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Tab. €. 3: Premix pro syntézu cDNA

1 reakce (ul)

10 x RT pufr 2,0

25 x ANTP smés 0,8

10 x random primery 2,0
Multiscribe RT (50 U/ul) 1,0
RNas prosta voda 4.2
celkem 10,0

2.9. Real time RT PCR (RT-rt PCR)

2.9.1. Princip

Polymerasova fetézova reakce je metoda pouzivana k amplifikaci specifické

nukleotidové sekvence DNA. PCR probihd v opakujicich se cyklech, které se skladaji

ze 3 kroku:

1. Denaturace: DNA se zahfeje na 94-98 °C. Pii této teplot¢ dochazi

k rozpojeni obou komplementarnich fetézcti dvouSroubovice DNA

a vzniku jednovlaknové DNA.

2. Annealing: Ochlazenim na teplotu 45-65 °C dojde k hybridizaci primert

ke komplementarnim usekiim jednovldknové DNA. Na dvouvlaknové

useky DNA-primer se vaZze DNA polymerasa.

3. Elongace: Teplota se zvysi na 65-75 °C. Teplota zavisi na pouzité DNA
polymerase. Optimalni reakcni teplota pro DNA polymerasu Taq je 72 °C.
V této fazi DNA polymerasa syntetizuje novy fetézec DNA, ktery je

komplementarni k templatu.
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l 1. Denaturace

l 2. Annealing

l 3. Elongace

|
WAYAVAVAV NG @ O\AVAVAVAVES

Obr. ¢. 9: Princip PCR (zdroj: www.molecularstation.com 2011)

Real-time PCR (PCR v realném case) je metoda zaloZena na kontinualnim
méteni amplikond piimo pii jejich vzniku. K detekci se vyuzivaji sondy znafené
fluorescenénim barvivem. Specifické sondy jsou zaloZzeny na principu pienosu
fluorescen¢ni rezonancni energie.

Nejpouzivangjsi je metoda hydrolyzaénich sond (TagMan sondy), zaloZena na
5'— 3’ exonukledzové aktivite. Na jeden konec sondy je umisténo fluorescencni
barvivo (fluorofor) a na druhy konec zhaSe¢ fluorescence (quencher). Pii syntéze
komplementarnich vlaken DNA polymerasa sondu rozlozi a tim dochazi k oddaleni
fluoroforu a zhaSece. Uvolni se fluorescencni barvivo a dochazi k néarlstu intenzity
fluorescence, kterd urCuje mnozstvi PCR produktu. Fluorescence se méii b&hem

kazdého cyklu PCR.
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Obr. €. 10: Princip hydrolyzac¢nich sond
(zdroj: upraveno dle www.asuragen.com 2011)

Polymerace: Fluorofor (R) a zhase¢ (Q) jsou navazany na 3’a 5" konce TagMan
sondy.

Piemisténi: Elongace feté¢zce. TagMan polymerasa prodluzuje fetézec ve sméru
5’— 3’ konci. Zéateni emitované fluoroforem je pohlcovano zhdsecem.
Rozstépeni: Po piiblizeni TagMan polymerasy k sondé se fluorofor odstépi.
Fluorofor se vzdali od zhasece, coz se projevi vzestupem intenzity fluorescence.
Polymerizace: Polymerasova reakce je dokoncena. Fluorofor je vzdalen od

zhasece, je patrné fluorescencni zafeni.
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2.9.2. Postup

Na real-time PCR byl pouzit TagMan Universal Master Mix a sonda TagMan
Gene Expresion Assay. Jako vnitini kontrola (housekeeping gene) byl pouzit gen 18S.

cDNA byla nafedéna 1:10. Z jednoho ze vzorkii byla vytvotrena kalibra¢ni fada
abyl dale nafedén na koncentrace 1:100, 1:1000 a 1:10000. Pii fedéni 1:10 byla
stanovena kvantita rovna jedné, pii dalSim fedéni 0,1; 0,01; 0,001. Premix byl pfipraven

smichanim Master Mixu se sondou, primery a cDNA podle tabulky €. 4.

Tab. €. 4: Premix pro syntézu RT-rt PCR

1 reakce (ul)
2x TagMan Master Mix 10
1. sonda + primery 1
nafedéna cDNA 9
celkem 20

Smés premixu byla rozpipetovana po 11 pl na jamku. K premixu byla
Vv duplikétu napipetovana nafedéna cDNA po 9 ul. Jako negativni kontrola byla pouZita
injek¢éni voda, kterou byla cDNA nahrazena. Mikrotitratni desticka byla piekryta
ochrannou folii, protfepana a stocena na centrifuze. Poté byla vlozena do termocykleru
pro RT-rt PCR 7500 Fast, kde byl spustén teplotni program ve standardnim modu (Obr.
¢. 11).

Thermal Cycler Protocol

Thermal Profile IAu!o Increment | Ramp Rate |

Stage 1 Stage 2 Stage 3
Reps: [1 | Reps: [1 | Reps: [40 |

10:00 0:15

| I Help

Settings

Sample Yolume (pL) :

Run Mode | _]
Data Collection : | ..]

Obr. ¢. 11: Teplotni profil reakce (zdroj: DP)
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2.9.3. Stanoveni kvantity genové exprese

Ke kvantifikaci genové exprese odecitdime hodnotu Ct (threshold cycle), coz je
pocet cyklti PCR, pii kterém doje k narastu fluorescence a protnuti stanoveného prahu
(threshold). Je to cyklus, pfi kterém cilovy (target) i referen¢ni gen dosahnou stejné
urovné fluorescence. Pomoci Ct hodnoty Ize urcit kvantitu genové exprese.

K vypoctim pii kvantifikaci se vyuzivaji hodnoty v exponencidlni fazi PCR
(Obr. ¢. 12-16). Ke stanoveni kvantity DNA je mozné pouzit absolutni nebo relativni
kvantifikaci. Absolutni kvantifikace udava prfesné mnozstvi templatu. Relativni
kvantifikace zaznamenava zmény exprese genli mezi vzorky, a to jako pomér exprese
cilového genu proti referenénimu (housekeeping) genu, coz je vnitini kontrola se
stabilni expresi.

Pro analyzu dat byl pouzit software 7500 Fast syst¢ém SDS. Pomoci tohoto
softwaru byl nastaven treshold, ktery musi byt umistény v logaritmické ¢asti kiivky
nariistu produktu. Nésledné byla automaticky nastavena tzv. base line, kterd oddéluje
signal od Sumu. Software vypocital pomoci kalibracni fady hodnoty Ct a poté relativni
kvantitu cilového genu ve vzorcich. Vysledna kvantita genové exprese byla vypocitana
pomoci vzorce:

relativni kvantita cilového genu

ysledna kvantita = - - -
vy relativni kvantita referen¢niho genu

¥ Setup ¥ Instrument YResutts §
fPlate ¥ Spectra ¥ Component ¥ Amplification Plot Y Standard Curve ¥ Dissociation ¥ Report

Delta Rn vs Cycle

1.0e+001

Data: |Delta Rnvs Cycle v

1.0e+000

1.0e-001

1.0e-002

Delta Rn

1.0e-003 |-

1.0e-004

1.0e-005

Detector: {all ha
Line Color: |\wWell Color v

Analysis Settings
" Auto Ct
(¢ Manual Ct

Threshold: {0.1355912

" Auto Baseline

Start (cycle): 1
End [cycle): |4
|

123 45 67 8 9101112131415161718 192021 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 38 39 40

Cycle Number

Help

Obr. ¢. 12: Kalibra¢ni kiivka referen¢niho genu 18S (zdroj: DP)
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R2: 0.993143

Obr. €. 13: Kalibracni kiivka referenéniho genu 18S (zdroj: DP)
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Obr. ¢. 14: Kalibraéni kiivka genu TGF-B1 (zdroj: DP)
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Obr. ¢. 15: Kalibraéni kiivka genu TGF-B1 (zdroj: DP)
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Obr. ¢. 16: Kiivka narustu produktt genu TGF-B1 (zdroj: DP)
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Vysledky byly zpracovany v programy Microsoft Excel, kde byla provedena také

statistickd analyza dat pomoci Studentova t-testu (p < 0,05).

2.10. Priprava bilkovin pro westernovy prenos

Po enzymatické izolaci byly buniky promichdny roztokem PBS, ktery obsahoval
4 mM roztok EDTA. Poté byly bilkoviny extrahovany lyza¢nim pufrem 1 h v ledu za
obCasného protiepani. Nésledné byla smés centrifugovana, aby se odstranily

nerozpustné bilkoviny. V extraktu byl pak stanoven obsah bilkovin.

2.11. Méreni koncentrace bilkovin

Byla pfipravena koncentra¢ni fada standardii v duplikatu podle tabulky €. 5
a roztoky vzorkl v tripletech. 1 pl vzorku byl smichéan s 9 pl destilované vody a 200 pl
pracovniho roztoku WS (roztok CuSO, : roztok BCA v poméru 1:50). Mikrotitracni
desticka se vzorky byla inkubovdna 30 min pii 37 °C. Absorbance byla méfena pii

562 nm. Pomoci kalibra¢ni piimky byla vypoctena koncentrace vzork.

Tab. ¢. 5: Koncentra¢ni fada standardu

Protein standard (ul) | destilovana voda (ul) | WS (ul)
S1 0 10 200
S2 2 8 200
S3 4 6 200
S4 6 4 200
S5 8 2 200
S6 10 0 200
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2.12. Westernovy pienos

2.12.1.Princip

Westernovy pienos zahrnuje polyakrylamidovou elektroforézu, coz je metoda
dulezita pro separaci a charakterizaci proteinti. Jednotlivé proteiny jsou separovany za
pritomnosti aniontového detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS), ktery se vaze
k proteinim. Proteiny nasledné ziskaji zaporny naboj a valcovity tvar.

Po probéhnuti elektroforézy se rozdélené polypeptidy pomoci elektrického
proudu pienesou zgelu na nitrocelulosovou membranu. Nespecifické vazby se
zablokuji pfidanim suseného odtu¢néného mléka.

Nésledné se k jednotlivym proteinim pfida primarni specifickd protilatka
(vnasem pripadé krali¢i). Pfitomnost primarni protilatky se detekuje inkubaci se
sekunddrni  protildtkou  (proti  krali¢i  protilatce). Vyuzivd se  principu
chemiluminiscence, kdy uvolnéné zafeni je detekovano piilozenim svétlocitlivého

filmu.

Detection Signal
d‘ (colorimetric or chemiluminescent)

Enzyme-conjugated =—— |
Secondary Antibody |
Primary Antibody

\/Target Protein

Membrane Containing Transferred Protein

Obr. €. 17: Detekce pomoci protilatek pii westernovém pienosu

(zdroj: http://www:.leinco.com/general_wb 2012)

2.12.2. Postup

Vzorky byly pfipraveny z 10 ug bilkoviny a naneseny do jamek spacer gelu
ponofeného v running pufru. Elektroforéza probihala 2 h pfi napéti 150 V.

Running gel byl vyfiznut a promyvan 5 min v transfer pufru. Nitrocelulosova

membrana byla aktivovana 10 min v 30 % methanolu. Do transferové kazety byl vlozen

gel a nitrocelulosova membrana. Kazeta byla vloZzena do kyvety naplnéné transfer
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pufrem. Pfenos trval 2 h pfi proudu 350 mA a napéti 100 V. Poté byla membrana
promyta 2 x 5 min v TBS a 1 min inkubovana s barvivem Ponceau S Red. Po vyznaceni
polohy standardnich proteinti byla opét promyta 2 x 5 min v TBS.

K membranam byl pfidan 5 % roztok odtu¢néného suseného mléka. Poté byly
inkubovany pies noc pii 7 °C za tfepani s primarni protilatkou v parafinovém obalu.
Poté byla membrana promyta TBS-T 5 x 10 min a TBS 1 x 10 min a vlozena do
sekundarni protilatky alespont na 60 min. Po promyti TBS-T 3 x 10 min a TBS 1 X
10 min byla membrana pokapana luminolovym ¢inidlem. Na vlhkou membranu

zabalenou v polyethylenové folii byl prilozen rentgenovy film, ktery se nechal vyvolat.

2.12.3. Vyhodnoceni

Polyakrylamidova elektroforéza v pfitomnosti anionaktivniho detergentu
dodecylsulfatu sodného zavisi na molekulové hmotnosti proteinti.

Byla vynesena zavislost logaritmu molekulovych hmotnosti polypeptidovych
fetézcl na elektroforetické mobilité. Nasledné byla ziskana kiivka, pomoci které byly
vypocteny hodnoty molekulovych hmotnosti jednotlivych proteinti (Weber, Osborn,
1969).

2.13. Statisticka analyza

Pro statistickou analyzu dat byl pouzit studentiv t-test, ktery testuje, zda se
sttedni hodnota vybéru shoduje s nulovou hypotézou.

Hladina vyznamnosti byla p = 0,05.

2.14. Chemikalie a pristroje

2.14.1. Chemikalie

2.14.1.1. Chemikalie pouzité pri perfuzi jater, izolaci, kultivaci bunék a na
pripravu geld

dimethylsulfoxid — DMSO (Sigma)
DNasa | (Roche)
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fetalni teleci sérum - FBS (PAA)

glutamin (Gibco)

Hanksuv solny roztok s vapnikem a hot¢ikem - HBSS (Gibco)
Hankstv solny roztok bez vapniku a hot¢iku - HBSS(-) (Gibco)
heparin (Zentiva)

hovézi fibrinogen (Sigma)

hovézi thrombin (Sigma)

kolagen z potkanich $lach

kolagenasa (Roche)

kultiva¢ni médium DMEM (PAA)

Narkamon (Bioveta)

Optiprep (Nycomed)

penicilin G, K salt (Serva)

pronasa 0,2 % (Roche)

streptomycin sulfat (Serva)

Wy-14643 (Cayman)

Xylased (Bioveta)

2.14.1.2. Chemikalie pouzité pri sklizeni bunék

PBS pufr o pH 7,4 (NaCl, KCI, KH,PO4, Na;HPO4, H,0)

GTC(-) pufr (guanidium isothiokyanat, 0,25 M citrat sodny)

GTC(+) pufr (guanidium isothiokyanat, citrat sodny, 0,1M merkaptoethanol)
merkaptoethanol (Serva)

TS pufro pH 7,4 (1,5 M NaCl, 100 mM Tris, 15 mM MgCl,)

2.14.1.3. Chemikalie pouzité pri izolaci RNA, precisténi RNA na kolonach a
méreni jeji koncentrace
ethanol (Lachner)
fenol (Fluka)
H,O RNase-free
chloroform (Sigma)

isopropanol (Sigma)
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NucleoSpin ® RNA XS kit (Biotech)

octan sodny 2 M o pH 4,0 (Sigma)

octan sodny 3M o pH 5,0 (Sigma)

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

2.14.1.4. Chemikalie pouzité pri kontrole kvality pomoci gelové elektroforézy

agarosa Seakem LE (FMC Bio Products)

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

formaldehyd (FLUKA)

ethidium bromid (Sigma)

denatura¢ni pufr (formamid, 37 % formaldehyd, 10 x boratovy puft, glycerol,

2 % vodny roztok bromfenolové modti, H,0)

2.14.1.5. Chemikalie pouzité pri syntéze cDNA a RT-rt PCR

High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems)
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
sondy TagMan Gene Expression Assay (Applied Biosystems)

Tab. €. 6: Sondy pouzité pii syntéze cDNA a RT-rt PCR

Gen GenBank pristupové ¢islo Katalogové cislo

MMP-2 (zelatinasa A) NM_031054.2 Rn02532334_s1
MMP-9 (zelatinasa B) NM_031055.1 Rn00579162_m1
PPAR-a NM_013196.1 Rn00566193 m1
OPN-1 NM_012881.2 Rn00563571_m1
TGF-B1 NM_021578.2 Rn00572010_m1

18S RNA NR_003286.2 Hs03003631_g1

2.14.1.6. Chemikalie pouzité pri pripravé bilkovin, méfeni koncentrace
a westernovém prenosu

BCA (kyselina bicinchoninova)
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luminolové ¢inidlo (Santa Cruz)
Laemliho pufr 10 % (Serva)
lyza¢ni pufr (20mM, 150 mM NaCl, ]| mM Na,EDTA, 1 mM EGTA, 1 % Triton,
2,5 MM sodium pyrophosphate, 1mM [B-glycerophosphate, 1ImM NazVQy,
1 nug/ml leupeptin)
methanol (Lachner)
nitrocelul6zova membrana Hybond 0,20 uM (Amerscham Bioscientes)
odtu¢néné susené mléko, 5 % roztok v TBS (Bio-Rad)
PBS (s4 mM EDTA)
Ponceau (0,5 % Ponceau S Red, 1 % kyselina octova)
primarni protilatky:
krali¢i MMP-2, H-76 (Santa Cruz)
kralici MMP-9, H-129 (Santa Cruz)
krali¢i OPN, ab63856 (Abcam)
krali¢i PPAR-a, ab45859 (Abcam)
krali¢i TGF-p, sc-146 (Santa Cruz)
TBS-T (TBS, Tween 20)
TBS o pH 7,5 (Tris-HCI, NaCl, H,0)
transfer pufr o pH 8,3 (25 mM Tris-HCI, 192 mM glycin, 20 % methanol, H,0)
sekundarni protilatka proti krali¢i protilatce 1:1000 (Santa Cruz)
SERVAQel/TM Gradient 8-16 % (Serva)

siran méd’naty (Lachema)

2.14.2 . Pristroje

centrifuga (Hettich Universal 16)

centrifuga (Hettich 32 R)

CO; inkubator pro bunécné kultury (Snijders Scientific)
digitalni teplomér

homogenizator ULTRA-TURRAX T 10 basic (IKA)
inverzni mikroskop (Nikon)

mikrovlnna trouba (Daewoo)
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peristalticka pumpa (Verder)

pH metr (WTW)

spektrofotometr NanoPhotometr (Implen)

ttepacka (Biometra)

UV transiluminator (UPV)

zatizeni pro elektroforézu EASY-CAST model B1A (OWL Scientific)
zdroj pro elektroforézu (E-C Apparatus Corporation)

termocykler pro real-time PCR 7500Fast (Applied Biosystems)
termocykler pro PCR T-personal (Biometra)

vortex (Scientific Industries)

vyvolavaci automat Mediphot 900E

2.14.3. Nastroje a material

braniila MT vel. 2 (Braun)
flexila

Hamiltonova injekéni stiikacka
injek¢ni stiikacka s jehlou 25 G
ostré niizky

parafilm

pean

pinzeta

polyamidové sito UHELON 130T, péry 67 um (Silk and Progress)
siln€jsi chirurgicky silon
zahnuté pinzety

zkumavky Corex

2.14.4. Pouzity software

7500 Fast System SDS Software version 1.3.1
Microsoft Excel 2007
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3. EXPERIMENTALNI CAST

Experimenty byly provadény na bunkach jaternich MFB, které byly ziskany
Z jater potkani kmene Sprague-Dawley. Bunky byly opakované pasazovany a po ¢tvrté
pasazi vysazeny na trojrozmérny fibrinovy gel. Po 5-ti dnech kultivace byla k buitkkam
piidana Wy-14643 o koncentraci 100 uM a tato smés byla opét kultivovana 12 h.
Koncentrace latky a ¢asovy udaj pusobeni WYy-14643 na jaterni MFB byl zvolen podle
vysledka predchozich experimentii (Cevelova 2009, Safka 2011).

Poté byla izolovana RNA a dale sledovana exprese 5-ti genu. Byl zkouman
nejen vliv Wy-14643 na expresi gend, ale i po postranslaénich modifikacich na expresi
bilkovin. V prvni ¢asti experimentu jsme stanovovali expresi genti pomoci RT-rt PCR,
v druhé ¢asti jsme pomoci westernového pienosu sledovali expresi bilkovin a vliv

kultiva¢niho média.

3.1. VIiv Wy-14643 na expresi genii jaternich MFB

Pomoci RT-rt PCR jsme sledovali vliv Wy-14643 na expresi geni v buiikach
jaternich MFB kultivovanych v trojrozmérném fibrinovém gelu. Mezi ovlivnitelné geny
jsme zafadili protein ECM OPN, receptor PPAR-a, metaloproteinasy MMP-2 a MMP-9
a nakonec rustovy faktor TGF-f1.

V tabulce €. 7 jsou uvedeny primérné hodnoty relativni exprese 5-ti genu
v procentech spolu se standardni chybou praméru (SEM), které jsou vztazeny k expresi
kontrolnich bun¢k, které nebyly ovlivnény Wy-14643 a byla jim pfifazena hodnota
relativni exprese genu 100 %. K vypoctu priméeru bylo pouZzito 5 hodnot exprese genti

a pomoci Studentova t-testu urCena statisticka vyznamnost.
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Tab. €. 7: VIiv Wy-14643 na expresi genil ve fibrinovém gelu

Gen Exprese
OPN 259 £+ 68
PPAR-a 163 £41
MMP-2 133 +£22
MMP-9 248 £ 77
TGF-p1 128 + 21

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

V0iv Wy-14643 na expresi genii v MFB ve
fibrinovém gelu
350
300 ] I
g 250 = OPN
2200 T ® PPAR-q
L -
= 150 I MMP-2
& 100
g ® MMP-9
2 %0 = TGF-B1
0
geny

Graf ¢. 1: Vliv Wy-14643 o koncentraci 100 uM na expresi gent V jaternich MFB
kultivovanych ve fibrinovém gelu

Z tabulky €. 7 a grafu €. 1 je ziejmé, Ze zadny z vysledkli zmény genové exprese
po piidani Wy-14643 Kk bunkam MFB kultivovanych ve fibrinovém gelu nebyl
statisticky vyznamny, pouze u OPN byla zména exprese na hranici statistické
vyznamnosti. U vSech genti doslo ke zvySeni exprese. Nejvétsi zmeéna byla pozorovana
u OPN, kde se hladina genové exprese zvysila vice neZ dvojnasobné. Podobné je tomu
v ptipadé¢ MMP-9. U PPAR-a se genova exprese zvysila pfiblizné o polovinu, kdezto
u MMP-2 a MMP-9 byla genova exprese mirn¢ zvysena.
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3.2.  VIiv Wy-14643 na expresi bilkovin jaternich MFB

Pomoci westernového pienosu jsme sledovali nejen vliv Wy-14643 na expresi
bilkovin v bunikdch jaternich MFB, ale i vliv kultiva¢niho prostfedi. V tomto
experimentu jsme sledovali kvalitativni zmény exprese bilkovin.

Jaterni MFB jsme kultivovali jak béznym zptsobem na polystyrenovych Petriho
miskach, tak 1 v trojrozmérném kolagennim a fibrinovém gelu. Pouzili jsme stejné geny
jako v ptedchozim pokusu, a to OPN, PPAR-a, MMP-2, MMP-9 a TGF-B1. Jako
kontrolni vzorek byl pouzit roztok DMSO a paraleln¢ vedle n¢j se davkoval vzorek
obsahujici Wy-14643, kdy tato latka byla na pokus pfipravena smisenim s DMSO.
Vzorky na plastu a kolagenu byly zpracovany paralelné, vzorky ve fibrinovém gelu byly

zpracovany samostatng.

Osteopontin (OPN)

Plast Kolagenni gel Fibrinovy gel

DMSO Wy-14643 DMSO Wy-14643 DMSO Wy-14643

—45 —45
- e300 T 30
<20 —20
Paralelné: plast, kolagenni gel: — a—

Teoretickd molekulova hmotnost: 32 kDa

Plast: Zadny prouzek ani po pfidani Wy-14643. U bunék kultivovanych na plastu

nebyly nalezeny zadné bilkoviny.

Kolagenni gel: Vyrazngjsi prouzek po piidani Wy-14643. Proteiny jsou patrné v oblasti

molekulové hmotnosti 37 kDa. Wy-14643 expresi proteint ovliviiuje.

Fibrinovy gel: Intenzivnéjsi prouzek nez v piipad¢ kolagenniho gelu, ktery se nachazi
Vv oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti 33 kDa. Wy-14643 nema

vliv na expresi proteint, je patrny pouze vliv fibrinového gelu.
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PPAR-a

Plast

Kolagenni gel

Fibrinovy gel

DMSO Wy-14643

DMSO Wy-14643

DMSO | Wy-14643

«—97

— === =

— 66

— 45

-

Paralelné: plast, kolagenni gel:

«—97

-

4—4\

-

— TNl RIS T

Teoreticka molekulova hmotnost: 53 kDa

«—97
boa— —— ‘_66

—45

-~

Plast: Intenzivni prouzek v oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti 69 kDa.

Wy-14643 ovliviiuje expresi bilkovin, nebot’” po jejim ptfidani je prouzek

nepatrné intenzivnéjsi.

Kolagenni gel: Intenzivni prouzek umistény v oblasti 69 kDa, podobné jako v ptipadé

bunék kultivovanych na plastu. Wy-14643 expresi bilkovin neméni.

Fibrinovy gel: Méné¢ intenzivni prouzek oproti piedchozim médiim. Proteiny se nachazi

Vv oblasti odpovidajici molekulové hmotnosti 68 kDa. Stejné jako

v piipad¢ kolagenniho gelu Wy-14643 neovliviluje expresi bilkovin.

Pozorujeme pouze vliv média.
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MMP-2

Plast Kolagenni gel Fibrinovy gel

DMSO Wy-14643 DMSO Wy-14643 DMSO Wy-14643

—97 —97 | s iwor — 97
—— —=3 g =2
—45 —45 —45

e

Paralelné: plast, kolagenni gel: o .

Teoreticka molekulova hmotnost: 72 kDa (pro neaktivni formu proenzymu pro-Mmp-2)

Plast: 2 prouzky v oblasti mezi 66-97 kDa. Horni prouzek je méné intenzivni, znaci
neaktivni formu proenzymu pro-MMP-2 a odpovidd molekulové hmotnosti
85 kDa. Dolni prouzek ma vyssi intenzitu a znaci aktivni formu MMP-2, ktera

ma molekulovou hmotnost 74 kDa. Neni prokazan vliv Wy-14643.

Kolagenni gel: 2 prouzky v oblasti mezi 66-97 KDa. Horni prouzek ma velmi malou

intenzitu a odpovida molekulové hmotnosti 93 kDa. Dolni intenzivnéjsi
prouzek znacici aktivni formu MMP-2 ma molekulovou hmotnost
71 kDa. Intenzita prouzkt je nizsi nez u bunék kultivovanych na plastu
nebo ve fibrinovém gelu. Stejné jako v pfedchozim ptipadé Wy-14643

neméni expresi bilkovin.

Fibrinovy gel: 4 prouzky v oblasti mezi 66-97 Da. Horni, méné intenzivni prouzek,
odpovida molekulové hmotnosti 97 kDa, intenzivngjsi prouzek pod nim
znacic neaktivni formu odpovidd 86 kDa a dolni intenzivni prouzek
znacici aktivni formu MMP-2 odpovida 73 kDa. Vidime zde vliv
fibrinového gelu. Déle je patrné, ze Wy-14643 expresi proteinl

neovliviuje.
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MMP-9

Plast Kolagenni gel Fibrinovy gel

DMSO Wy-14643 DMSO Wy-14643 DMSO Wy-14643

«— 66 — 66 -
—45 —45

Paralelné¢: plast, kolagenni gel:

Teoretickd molekulova hmotnost: 92 kDa

Plast:  Stfedné intenzivni prouzek detekujici bilkoviny odpovidajici molekulové
hmotnosti 85 kDa. Buniky kultivovany na plastu byly mnohem 1épe pozorovany
nez v kolagennim a fibrinovém gelu. Studovand Wy-14643 neovliviiuje expresi

proteintl.

Kolagenni gel: 2 velmi slabé prouzky. Jeden se nachazi, podobné jako v kolagennim

gelu, v oblasti kolem 85 kDa a lze jej pozorovat pouze po piidavku
pozorované¢ Wy-14643. Druhy prouzek odpovidd 50 kDa, coz je
mnohem nizs$i molekulova hmotnost. Je to zfeymé zpiisobeno degradaci
MMP-9 v kolagennim gelu. MMP-9 reaguji s protilatkou a jejich

vyznam neni jasny. Wy-14643 expresi proteinll neovliviiuje.

Fibrinovy gel: Zde nebyly pozorovany zadné bilkoviny ani po pfidani Wy-14643. Je to

ziejmée zpusobeno vlivem fibrinového gelu.
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TGF-p1

Plast Kolagenni gel Fibrinovy gel

DMSO Wy-14643 DMSO Wy-14643 DMSO Wy-14643

—45 —45 —45
wmes —30 e i) _— <30
«— 20 —20 «— 20

Paralelné: plast, kolagenni gel:
Ay SRR wess wvog™

Teoretickd molekulovd hmotnost: 25 kDa

Plast: Nejintenzivngj$i prouzek ztéchto médii. Detekuje bilkoviny v oblasti

odpovidajici molekulové hmotnosti 32 kDa. Neni zde patrny vliv Wy-14643,

ale pozitivni vliv plastu.

Kolagenni gel: Pomémé intenzivni prouzek detekujici bilkoviny v oblasti 36 kDa.

Bunky nejsou Wy-14643 ovlivnény.

Fibrinovy gel: M¢éné intenzivni prouZek oproti buiikdm kultivovanym na plastu

aVv kolagennim gelu. Je patrnd exprese bilkovin v oblasti 33 kDa.
Wy-14643, stejn¢ jako v pfedchozim piipad€, neovliviiuje expresi

bilkovin.
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Z vysledkt westernovych bloti je zfejmé, ze expresi proteini ovliviuje jak
WYy-14643, tak i kultiva¢ni prostfedi, v kterém byly MFB péstovany.

Wy-14643 ovliviiovala pouze expresi bilkovin genu OPN, kde byly MFB
kultivovany v trojrozmérném prostiedi kolagenu a u PPAR-a, kde byly bunky
kultivovany na polystyrenovych Petriho miskach. V ostatnich ptipadech po pfidani
WYy-14643 nebyly detekovana zména v expresi proteind.

Jak uz bylo zminéno, expresi bilkovin ovliviiuje kultivacni prostiedi. U OPN na
plastu a u MMP-9, kde byly MFB kultivovany ve fibrinovém gelu, nebyly detekovany
zadné bilkoviny. Jinak byly bilkoviny exprimovany u vSech genll ve vSech médiich.
Napt. u PPAR-a byly bilkoviny vyrazné exprimovany ve vSech tfech kultivacnich
prostiedich.

Ptesnost westernového pfenosu neni srovnatelna s dobie vyvinutymi fyzikalné-
chemickymi metodami. Proto muize dochazet Kk odchylkdm mezi teoretickou
a experimentalné zjisténou molekulovou hmotnosti. Reprodukovatelnost vysledki se
zvysuje pii pouziti stejného gelu (Weber, Osborn, 1969). Kromé toho se jaterni MFB

mohou chovat jinak nez klasické bunky.
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DISKUSE

Obsahem této diplomové prace je sledovani vlivu Wy-14643 na expresi gent
a bilkovin v potkanich MFB. Wy-14643 je ligand PPAR-a, latka, ktera ovliviiuje
metabolismus lipidd (Thieme et al.,, 2010). Tato synteticka latka ovliviiuje
fibrinogenezi. Ve studii, pfi niz byla hlodavcim opakované podavana strava
nedostate¢nd na cholin a methionin (MCD) dochazelo k progresivni jaterni cirhéze.
Podavani Wy-14643 po dobu 12-ti dnt vedlo ke sniZeni exprese jaterniho kolagenu
typu I, TIMP-1, TIMP-2 a MMP-13, zatimco exprese MMP-2 ziistala nezménéna.
WYy-14643 potlacuje jaterni fibrozu vyvolanou jak MCD, tak i thiacetamidem (Ip et al.,
2004; Toyama et al., 2004).

Jaterni MFB byly kultivovany jak bé&znym zplsobem v dvourozmérném
prostfedi na polystyrenovych Petriho miskéach, tak i v trojrozmérném kolagennim
a fibrinovém gelu. Trojrozmérné prostiedi nahrazuje ptirozené prostiedi ve tkani. Volba
téchto kultivacnich médii pro péstovani MFB a volba geni vychazi z disertani prace
Aleny Jiroutové (2011). Ve zminéné praci bylo zjisténo, ze v kolagennim gelu
dochézelo ke zvySené expresi m RNA u OPN, MMP-9 a TGF-B1, kdezto u MFB
kultivovanych ve fibrinovém gelu byla hladina exprese téchto gent snizena. Hodnota
exprese MRNA u MMP-2 byla v obou médiich téméf konstantni.

Nase prace navazuje na vysledky studie Petry Cevelové (2009), ktera sledovala
casovou zavislost plisobeni Wy-14643 v koncentraci 100 uM na jaterni MFB. Tyto
buiiky byly kultivované na plastu a v trojrozmérném kolagennim gelu. Byla sledovéana
exprese genu ve tfech ¢asovych intervalech, a to 6, 12 a 24 h. Nejvyrazngjsi vliv na
expresi gent jaternich MFB byl v pfipadé¢ 12-ti hodinové kultivace, a to zvySenim
exprese metaloproteinas.

Diplomova prace Jana Safky (2011) ukazuje koncentradni zavislost ptisobeni
Wy-14643 na jaterni MFB kultivované na plastovych Petritho miskach
a Vv trojrozmérném kolagennim gelu. Tato prace sledovala genovou expresi MFB, které
byly vystaveny plisobeni Wy-14643 v koncentracich 40, 100 a 250 puM. Jako optimalni
koncentrace pisobeni této latky se ukazala koncentrace 100 uM, pfi niz doslo

k vyraznému zvyseni MMP-9.
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Nase prace rozsifuje predchozi experimenty. Na tyto prace navazuje sledovani
genové exprese mRNA u bunék ve fibrinovém gelu, ale i na Grovni bilkovin v MFB
kultivovanych na plastu, v kolagennim a fibrinovém gelu. Podle vysledkti Cevelové
a Safky jsme pouzili Wy-14643 o koncentraci 100 pM a nechali jej ptsobit na MFB
12 h.

Prvni ¢asti naSeho pokusu bylo stanoveni genové exprese pomoci RT-rt PCR,
kde jsme sledovali vliv Wy-14643 na jaterni MFB kultivované v trojrozmérném
fibrinovém gelu. Zjistili jsme, Ze hladina MRNA se po ptidani Wy-14643 u vSech 5-ti
gend zvysSuje. Nejvetsi zména byla pozorovana u OPN, kde se hladina mRNA zvysila
vice nez dvojnasobné. Tato zména byla na hranici statistické vyznamnosti. Obdobna
zména exprese byla zjisténa i u MMP-9. Vtomto piipadé¢ byla zména exprese
nevyznamna stejné jako u gentt PPAR-a, MMP-2 a TGF-B1.

OPN je glykosylovany a fosforylovany protein, ktery se vyskytuje v télnich
tekutinach a v ECM mineralizovanych tkani. Tento protein ovliviiuje adhezi, migraci
bunck, zanétlivé reakce a inhibuje apoptozu. Exprese OPN se zvySuje v misté poSkozeni
a stimuluje regeneraci tkdné. OPN se milZe vazat na kolagen typu I a fibronektin, ¢imz
zvySuje odolnost ECM. Interakci s transkripcnimi faktory se muze zvysovat transkripce
OPN (Denhardt, Noda, 1998). OPN aktivuje MMP-9 v buiikach hladkého svalstva (Li
et al., 2007).

Se zvySenim OPN koreluje zvySeni metaloproteinasy MMP-9, jejiZ mnoZstvi se
zvySuje s akumulaci MFB. MMP-9 se tcastni resorpce a remodelace ECM. Degraduje
predevsim kolagen Il a IV (Barascuk et al., 2010).

Rustovy faktor TGF-B patii mezi profibrogenické cytokiny. Reguluje syntézu
aremodelaci ECM, indukuje zvySeni a-SMA a stimuluje ¢innost inhibitorG proteas
TIMP (Verrecchia, Mauviel, 2007). Dale ovliviiuje bunétné pochody jako rust,
diferenciaci, proliferaci, migraci a apoptozu (Stalnikowitz, Weissbrod, 2003). TGF-$3
zvysuje hladinu mRNA stejné jako expresi na Grovni bilkovin (Arora et al., 1999).

Druhou c¢asti naSeho experimentu bylo sledovani exprese bilkovin pomoci
westernového prenosu na nitrocelulosovou membranu. Studovali jsme nejen vliv
Wy-14643, ale také vliv kultiva¢niho prostiedi, v némz byly MFB péstovany. Bunky
jsme kultivovali béznym zplisobem na polystyrenovych Petriho miskach

aVtrojrozmérném fibrinovém a kolagennim gelu. V pifedchozich pracich byla
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studovana pouze exprese na urovni mRNA, proto jsme tyto experimenty rozsitili
0 expresi bilkovin.

Z vysledkt westernovych blota vyplyva, ze Wy-14643 ovlivnila pouze expresi
proteinu OPN v MFB kultivovanych v prostiedi kolagenniho gelu a u PPAR-a, kdy
byly buiiky kultivovany na polystyrenovych Petriho miskach. V ptipadé ostatnich genti
nebyla po pfidani Wy-14643 nalezena zadna zména v expresi proteint. Vliv
kultiva¢niho prostiedi je ziejmy u OPN na plastu a u MMP-9 pi#i kultivaci bun¢k ve
fibrinovém gelu, kde nebyly v bunééném lyzatu detekovany zddné bilkoviny. Jinak byly
bilkoviny exprimovany u vSech genti ve vSech médiich.

V nasledujicich odstavcich mtzeme sledovat, jak hladina mRNA koreluje
sexpresi bilkovin. Porovnavame nejen naSe hodnoty exprese mRNA u MFB
kultivovanych na fibrinovém gelu, ale i vysledky vychéazejici ze studie Jana Safky, ktery
se zabyval expresi mRNA u MFB kultivovanych na plastu a v kolagennim gelu.

Hladina mRNA u OPN je pii kultivaci v kolagennim gelu vyss§i nez na plastu, po
pfidani Wy-14643 se exprese na rozdil od kultivace na plastu zvySuje, ve fibrinovém
gelu je hladina mRNA po pfidani Wy-14643 zvySend a tato zména je na hranici
statistické vyznamnosti. Genova exprese na Urovni bilkovin byla vyrazné zvysSena
Vv bunikach v gelech, pfedevsim ve fibrinovém gelu, pfi¢emz na plastu nebyly proteiny
detekovany. Wy-14643 zvysila expresi bilkovin jen u bunék kultivovanych
Vv kolagennim gelu.

Genova exprese mRNA u receptoru PPAR-a byla stejna na plastu v kolagennim
gelu, po pfidani Wy-14643 se tato hladina neméni. V bunkach kultivovanych ve
fibrinovém gelu se hladina mRNA po pfidani studované latky zvySuje. Exprese na
urovni bilkovin odpovidd vysledkim stanoveni mRNA, Wy-14643 mirn¢ zvySuje
expresi v MFB kultivovanych na plastu.

Hladina mRNA MMP-2 je vys§i v MFB kultivovanych v kolagennim gelu nez
na plastu, po pfidani WYy-14643 zlstala nezménéna. V ptipad¢ kultivace bunék ve
fibrinovém gelu se po pfidani latky exprese mRNA se mirné zvysila. V buikach
péstovanych v kolagennim gelu je patrné vyrazné sniZeni exprese proteini na rozdil od
exprese mRNA, coZ miZe byt zpiisobeno moznou sekreci enzymu do média. Fibrinovy
gel vykazuje vyssi hladinu bilkovin, vliv Wy-14643 nebyl pozorovan v zadném z téchto

médii.
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Hladina genové exprese na urovni mRNA u MMP-9 byla stejnd na plastu
I v kolagennim gelu, po piidani Wy-14643 se zvySuje stejnou mérou. Po pridani
sledované latky k MFB kultivovanym ve fibrinovém gelu doSlo ke zvySeni hladiny
MRNA. Exprese bilkovin byla nejvyraznéjsi na plastu, v kolagennim gelu byla nizka
a ve fibrinovém gelu nebyly proteiny detekovany vibec. Stejné jako u predchoziho
genu Wy-14643 expresi bilkovin neovlivnila.

Hladina mRNA u rtstového faktoru TGF-f1 byla stejna na plastu
i v Kolagennim gelu. Po ptidani Wy-14643 zlstala exprese mRNA nezménéna, u MFB
kultivovanych ve fibrinovém gelu se mirn¢ zvysila. Genova exprese na urovni bilkovin
byla snizena v bunkach kultivovanych v gelech, studovana latka expresi proteint
neovlivnila.

Genové exprese na urovni transkripce nemusi odpovidat zménam v expresi
bilkovin. Tento rozdil je zptisoben tim, Ze pti vzniku bilkovin dochdzi k alternativnimu
sestfihu a post-translaénim modifikacim (Hannivoort et al., 2012). Vlivem post-
translacnich modifikaci dochézi ke zvySeni heterogenity bilkovin a mize dojit
i k odchylkam od oéekavanych molekulovych hmotnosti (Jensen, 2004).

Z vysledkt této diplomové prace je ziejmé, ze Wy-14643 ovliviiuje expresi genti
jaternich MFB. Zmeéna exprese pro piidani této latky k MFB kultivovanych ve
fibrinovém gelu je méné vyrazna nez ve zminénych piedchozich pracich, kde byly MFB
kultivovany v kolagennim gelu. Exprese je ovlivnéna piedev§im na trovni mRNA, na

urovni bilkovin bilkovin jen minimalné.
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ZAVER

Nase prace sledovala zmény exprese nékterych genti v jaternich MFB, které byly
kultivovany na plastu, v trojrozmérném kolagennim a zejména fibrinovém gelu. Jaterni
MEFB hraji diilezitou roli v procesu fibrogeneze. Fibrin je jednou z bilkovin, které se
Vv prvnich fazich po poskozeni jater podileji na jejich reparaci. Buiiky byly ovliviiovany
WYy-14643, jez je ligandem jadernych receptori PPAR-a. U vSech 5-ti sledovanych
gent, receptoru PPAR-a, OPN, MMP-2, MMP-9 a TGF-B1 doslo ke zvySeni exprese na
urovni mRNA. Nejvétsi zména byla pozorovana u genu OPN a metaloproteinasy
MMP-9. Na urovni bilkovin se vSak vliv Wy-14643 projevil pouze u genu OPN, kde
byly MFB kultivovany v trojrozmérném prostfedi kolagenu a u PPAR-a, kde byly
buiiky kultivovany na polystyrenovych Petriho miskdch. Wy-14643 tedy ovliviiuje

pfedevs§im genovou expresi na urovni mRNA, expresi bilkovin ovliviluje minimaln¢.
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