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2. ABSTRAKT

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Katedra biologickych a Iékaiskych véd

Nazev diplomové prace: Vliv endoglinu na aktivaci jaterni fibrézy in vitro
Autor: Adéla Brej¢akova

Vedouci diplomové prace: PharmDr. Petra Fikrova, Ph.D.

Jaterni fibréza je dynamicky proces charakteristicky pfeménou jaternich hvézdicovitych
bunék (HSC) na proliferativni myofibroblasty. Endoglin, ktery je vysoce exprimovany v HSC, je
transmembranovym glykoproteinem a pusobi jako koreceptor pro vazbu na transformujici
rastovy faktor B (TGF-B). Jeho zvySend exprese je spojovana s patologickymi stavy a je tedy
vyznamnym markerem nddorovych onemocnéni, kardiovaskuldarnich onemocnéni a dalSich.
Z tohoto dlvodu je endoglin cilovou molekulou pro terapeutické intervence. Carotuximab
(TRC105) je monoklonalni protilatka proti endoglinu. Vaze se na sirot¢i doménu endoglinu a

ovliviiuje jeho signdlni drahu prostfednictvim fosforylace SMAD.

Cil prace: Cilem prace bylo zjistit, zda je carotuximab schopny snizit expresi endoglinu a tim
zamezit rozvoji, nebo omezit progresi jaterni fibréozy v lidskych jaternich hvézdicovitych

bunkach.

Metody: Pro experimentdlni ¢ast jsme wvyuZili lidské HSC v pasdzi ¢.3. Bunky byly
kultivovany do dosazeni 90% konfluence, poté byly ovlivnény médiem bez FBS obsahujicim 300
pg/ml TRC105 po dobu 4 hodin. Nasledné byla indukovana fibréza pfidanim TGF-B pfi
koncentraci 5 ng/ml po dobu 24 hodin. Pro méfeni vybranych markerl jaterni fibrozy a jeji
signalni drahy, které zahrnuji kolagen, aSMA a SMAD2/3, stejné jako endoglin byly vybrany

metody RT-PCR a pratokova cytometrie.

Vysledky a zavér: Vysledky ukazaly, Ze ovlivnénim bunék pomoci TGF-f doslo k narlstu
markera fibrézy (kolagen, aSMA) a endoglinu na Urovni mRNA. Po pridani protilatky (TRC105)
doslo k snizeni TGF-B indukované nadmérné expresi endoglinu, coZ mélo za nasledek podobné
ucéinky na kolagen a aSMA, a zaroveri vedlo ke snizeni exprese pSMAD 2/3. Vysledky ukazuji, ze
endoglin mUZe hrat roli v procesu jaterni fibrézy a naznacuji, Ze pfimé blokovani endoglinu a
jeho signdlni drahy, by mohlo mit ochranny antifibroticky efekt klicovy pro lécbu jaternich

patologii.



3. ABSTRACT

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Department of Biological and Medical Science

Title of Diploma Thesis: The impact of endoglin on the activation of liver fibrosis in vitro
Author: Adéla Brejcakova

Supervisor of Diploma Thesis: PharmDr. Petra Fikrova, Ph.D

Liver fibrosis is a dynamic process characterized by the transformation of hepatic stellate
cells (HSC) into proliferative myofibroblasts. Endoglin, which is highly expressed in HSC, is a
transmembrane glycoprotein acting as a co-receptor for binding to Transforming Growth
Factor B (TGF-B). It is increased expression is associated with pathological conditions and is
thus a significant marker for tumor diseases, cardiovascular diseases, and others. For this
reason, endoglin is a target molecule for therapeutic interventions. Carotuximab (TRC105) is a
monoclonal antibody against endoglin. It binds to the orphan domain of endoglin and affects it

is signalling pathway through SMAD phosphorylation.

Aim: The aim of the study was to determine whether carotuximab is capable of reducing
endoglin expression and thereby preventing the development or limiting the progression of

liver fibrosis in human hepatic stellate cells.

Methods: For the experimental part, we used human HSCs at passage number 3. The cells
were cultured until reaching 90% confluence, then exposed to serum-free medium containing
300 ug/ml TRC105 for 4 hours. Subsequently, fibrosis was induced by adding TGFB at a
concentration of 5 ng/ml for 24 hours. To measure selected markers of liver fibrosis and it is
signalling pathway, including collagen, aSMA, and SMAD2/3, as well as endoglin, RT-PCR and

flow cytometry methods were employed.

Results: The results showed that treatment of the cells with TGF-B led to an increase in
fibrosis markers (collagen, aSMA) and endoglin at the mRNA level. Following the addition of
the antibody (TRC105), the excessive expression of endoglin induced by TGFB was prevented,
resulting in similar effects on collagen and aSMA, also led to a reduction in the expression of
pSMADZ2/3. The results show that endoglin may play a role in the process of liver fibrosis and
suggest that direct blockade of endoglin and it is signalling pathway could have a protective

antifibrotic effect crucial for the treatment of liver pathologies.



4. TEORETICKA CAST

4.1 Jatra

Jatra (hepar) jsou jednou z nejvétsich exogennich Zlaz lidského téla. Hmotnost jater se
pohybuje v rozmezi 1200-1800 g. Tato hmotnost predstavuje 2-3 % celkové télesné hmotnosti.
Jatra jsou umisténa v oblasti pravé brani¢ni klenby a chranéna hrudnim kosem. Jsou sidlem
mnoha metabolickych procesl. Probiha zde metabolismus sacharidl, steroidnich hormond,
tukd, ale i mocoviny. Mimo jiné zde probiha proces glukoneogeneze, tvorba Zluci, cholesterolu,
katabolismus aminokyselin, detoxikace, biotransformace |éCiv, ketogeneze, glykolyza, syntéza

glykogenu a mnoho dalSich. Jatra jsou také vyznamnym skladistém ketolatek. (Dylevsky, 2009)

4.1.1 Struktura jater

Jatra jsou Clenéna na jednotlivé laloky. Pravy lalok (lobus dexter), levy lalok (lobus
sinister), ¢tverhranny lalok (lobus quadratus), ocasaty lalok (lobus caudatus). Povrch jater je

kryt vazivovym Glissonovym pouzdrem (tunica fibrosa). (Ehrmann, Hilek, 2010)

Vnitfni struktura jater je nerovnomérna, coz je dano predevsim usporadanim
parenchymu. Naopak uspofddani cév a Zlucovych kanalkG je pravidelné. Clenéni vychazi
z Glissonovy tridady. Ta je tvofena zjaterni Zily (vena portae), jaterni artérie a ZluCovych
kanalk(. Jaterni Zily se vétvi mezi jednotlivé triddové vétve a tvofi cévni strom. Oproti tomu
lymfatické cévy zalinaji v prostorech jaternich lalGckd a sbihaji se v mezenterické uzliny, ty

poté doprovazi cévni strom. (Ehrmann, Hillek, 2010)

Stavebni jednotkou jater je jaterni burika (hepatocyt), ktera patfi mezi epitelové bunky.
Hepatocyty zaujimaji az dvé tretiny jaternich bunék a tvofi parenchymatickou tkan
usporadanou do tramcl. Mezi jednotlivymi trdmci jsou cévy obklopené vazivovym pouzdrem

(capsula fibrosa perivascularis). (Thompson, Takebe, 2021)

4.1.2 Anatomie a morfologie

Zakladni funkéni mikrovaskularni jednotkou je lalicek centrdlni Zily (lobus venae
centralis), ktery ma charakteristické usporadani bunék okolo centrdlni Zily (vena centralis).
(obr. 1) Lallicek ma specifickou cylindrickou strukturu o priméru nékolika malo milimetra.
V jatrech dospélého clovéka nalezneme az sto tisic jaternich lalGckd, které maji trdmcitou

strukturu. Mezi tramci se nachazi krevni kapilary (sinusoidy). Sténa sinusoid je tvofena jednou
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vrstvou endotelovych bunék s cetnymi fenestracemi (otvory). Na lumindlni (vnitini) sténé
sinusoid se nachazi Kupfferovy a endotelové burnky. Prostor mezi bunkami endotelu a

hepatocyty se poté nazyva Disseho prostor. (Ishibashi et al., 2009)

Obrazek 1. Detail jaterniho lalGcku
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Schématické znazornéni jaterniho laliicku a jeho architektury. Leva cdst obrazku
zobrazuje strukturu jaterniho laliicku s portalni triadou tvorenou portalni Zilou, jaterni tepnou a
Zlucovodem. Krev proudi pres sinusoidy do centralni Zily. V pravé casti obrazku je zndzornéna
lokace jaternich sinusoidalnich endotelovych bunék (LSEC) a jaternich hvézdicovitych bunék
(HSC). KC je Kupfferova bunka. Obrazek zobrazuje smeér toku krve v jaternim laliicku. Vidime

zde i umisténi hepatocytii. (Van Grunsven, 2017)

Kromé hepatocytl a Kupfferovych bunék se v jatrech vyskytuji i dalsi neparenchymové
bunky. Jedny z nich jsou jaterni hvézdicovité buriky (hepatic stellate cells - HSC) znamé také
jako Itovy bunky. Pfikladem dalSich neparenchymovych bunék jsou bufky endotelové,
epitelové nebo Pitovy. HSC bunky slouZi predevsim k sekreci vaziva a jejich ukolem je i
skladovani esterl retinolu. (Ishibashi et al., 2009) Pitovy buriky patfi do skupiny lymfocytd,
nachdazejici se v oblasti jaternich sinusoid. Jsou popisovany jako pfirozeni zabijeci (NK buriky), a
hraji roli v udrzovani imunity organismu. Jejich hlavnim ukolem je zprostfedkovani antigen-

specifické imunitni odpovédi. (Luo, 2000; Peng et al., 2016)

Jak jiz bylo zminéno vysSe, bariéru mezi krvi a hepatocyty tvofi endotelové bunky. Mezi
témito burikami se nachazi znacné fenestrie. Dochazi zde také k velkému vychytdvani latek
z krevniho tecisté. Vychytdvaji se tu latky jako je transferin, ceruloplazmin nebo modifikované
lipoproteiny. Mezi ty mlZeme zaradit naptiklad lipoproteiny vysoké hustoty (HDL) nebo
lipoproteiny nizké hustoty (LDL). Tyto buriky maji mimo jiné schopnost syntézy prostacyklinu,

prostaglandinu E a cytokind. (Ehrmann, Hulek, 2010)
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4.1.3 Jaterni obéh

Ziviny a krev jsou do jater pfivadény bohatym cévnim fecistém. Jatra potfebuji pro
svou ¢innost v klidu az 25 % srde¢niho vydeje, coz ma za nasledek, Ze jaterni buriky patfi mezi
jedny z nejlépe zasobenych v celém organismu. (Lautt, Macedo, 2010) Celkovy pratok krve

jatry je pomérné velky a mlze Cinit aZz 1,5 litru za minutu. (Dylevsky, 2009)

Jaterni obéh je zabezpecovan vratnicovou Zilou (venou portae), kterd shromazduje
krev z orgdni dutiny bfisni, jako jsou Zaludek, slezina, slinivka bfisni nebo Zluénik. Vratnicova
Zila vstupuje do jater v pricné vklesliné jater (porta hepatis) a je délena na dvé vétve, které se
dale rozdéluji az do jaternich lalGckd. PFicna vkleslina jater je vstupni branou, jak pro
vratnicovou Zilu, tak pro jaterni tepnu. (Dylevsky, 2009) Do jater je krev privadéna jaterni
tepnou zdsobujici prevainé hepatocyty. Jaterni tepna se déli az do vlasecnic, které se
shromazduiji v okoli centralni zZily (vena centralis). Postupné Usti do jaterni zily (vena hepatica).
(Gaikwad, 2022) Jaterni zZila poté vede krev pres dolni dutou Zilu (vena cava inferior) do pravé
srdecni siné. (Ehrmann, Hilek, 2010) Vstupy se tedy nachazeji v periportalni oblasti a vystupy
v oblasti periferie. Timto rozdélenim se tak mohou tvofit tlakové gradienty pro latky, které

vstupuji nebo vystupuiji z krve, jako napftiklad kyslik. (Abshagen et al., 2014)

12



Obrazek 2. Zasobeni jaterniho laltcku
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Obrdzek zndzoriuje jaterni lalicek. Sipkami je zndzornény tok krve do centralni Zily.
Krev je privadéna portalni Zilou (c) a odvadéna centrdlni jaterni Zilou do mezi-lalickové Zily.
Na obrazku dale miizeme videt zZlucové kandlky a umisténi makrofagii v oblasti jaternich
sinusoid. V rozich se nachazeji portalové triady, sklidajici se ze zlucového kandlku, portalni

tepny a portalni Zily. (Doe, 2023)
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4.1.4 Funkce jater

Jatra hraji zasadni roli v metabolismu. Podileji se na udrZovani hladiny glukoézy,
detoxikaci organismu a vyluovani xenobiotik. Probihd zde syntéza proteind a konzervace
Zlucovych kyselin. V jaterni tkani dochazi k metabolismu sacharid(. Mezi tyto sacharidy patfi
napf. glykogen, glukdza, galaktéza a fruktdza. Dale zde dochazi ke zpracovani lipoprotein(,
mastnych kyselin a cholesterolu. Jatra jsou sidlem metabolismu dusikatych latek, kam se radi

napfiklad aminokyseliny, mocovina nebo kreatin. (Kelly, 2011)

V jatrech také probiha syntéza proteind jako jsou albumin, angiotensinogen, al-
fetoprotein, alfal-antichymotripsin, ceruloplasmin. Kromé proteinld se zde vytvari i srazeci
faktory, jako je faktor 1, 2,5, 7, 8, 9, 10, 11 a 12. V jatrech dochazi i k syntéze proteinovych
inhibitor( koagulace, fibrinolytickych faktord, inhibitord fibrinolyzy, transportnich protein(,
apolipoprotein( i steroidnich hormond. Jsou mistem syntézy kalikrein-kininového systému.
V jatrech se uvoliuji proteiny akutni faze, takZe jsou nedilnou soucasti zanétlivé reakce. Mimo
jiné syntetizuji i proteiny komplementového systému od C1 az C9. Jatra jsou zaroven
skladistém vitaminU A, E, K, B1, B6, B12, médi, Zeleza a slouZi k aktivaci vitaminu D. (Wilhelm,

Hegyi, 2007)

Syntézy jednotlivych metabolitll probihaji v jatrech na tfech rlznych zdnach. V zéné
jedna prevazuji oxidacni déje jako je napfiklad beta oxidace mastnych kyselin, katabolismus
aminokyselin, glukoneogeneze, syntéza cholesterolu nebo tvorba Zluci. Prvni zéna je tvorena
predevsim hepatocyty, které jsou bohaté zasobené okyslicenou krvi. Zoéna dva je zénou
pfechodnou a tvofi spojku mezi zénou jedna a tfi. Ve treti zoné se nachdzi hepatocyty, které
jsou Ziveny krvi o snizené koncentraci kysliku. Probihaji zde déje jako je syntéza glykogenu,
glykolyza, lipogeneze, ketogeneze, syntéza Zlucovych kyselin nebo biotransformace xenobiotik.

(Ehrmann, Hulek, 2010)
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4.1.5 Patofyziologie jater

Jaterni onemocnéni mlizeme klasifikovat do dvou zakladnich kategorii: na akutni a
chronicka. Mezi akutni patfi ty, u kterych pozorujeme symptomy po maximalné 26 tydn(,
naopak chronicka jsou perzistentni. U chronickych onemocnéni dochazi k trvalym zméndm ve

strukture jater a to predevsim k poskozeni hepatocyti. (Zhang, Meng, 2022; Luo et al., 2023)

Mezi hlavni pficiny jaternich onemocnéni patii alkohol, infekce jako je hepatitida,
genetické predispozice (Wilsonova nemoc, Budd-Chiari syndrom), imunitni abnormality nebo
nadorové bujeni. Kromé vySe zminéného patfi mezi pficiny jaternich onemocnéni i Iéky na
snizeni cholesterolu, nesteroidni antiflogistika (NSAIDs), acetaminofen (paracetamol),

karbamazepin nebo fenytoin. (Toma et al., 2020)

4.1.5.1 NASH

Nealkoholicka steatohepatitida (NASH) je jedna z forem nealkoholického ztu¢néni jater
(NAFLD). Onemocnéni je charakteristické ukladanim tuku v jatrech, doprovazené zanétem.
Depozitace tuku probihd mimo jiné z dlivodu silné inzulinové rezistence a oxidacniho stresu.
Na rozvoji inzulinové rezistence se podili jak narlst tukové tkané, tak diferenciace tukovych
bunék (adipocytl). Adipocyty vylucuji adipokiny, které zahrnuji predevsim tumor nekrotizujici
faktor (TNF). Kompenzaénim mechanismem v reakci na inzulinovou rezistenci dochazi k rozvoji
hyperinzulinémie. Diky hyperinzulinémii se zvySuje pocet volnych mastnych kyselin proudicich
do jater a dochazi k jejich akumulaci. (Liu et al., 2021) Hyperinzulinémie muZe zplUsobovat
rozvoj oxidacniho stresu. Oxidacni stres ma multifaktorialni etiologii a kromé hyperinzulinémie
mUze byt zplsoben produkci zanétlivych cytokini pomoci Kupfferovych bunék, pretizenim
v dusledku nadbytku Zeleza nebo lipidovou peroxidaci. Pfi lipidové peroxidaci dochazi prevazné
k tvorbé peroxidu vodiku, superoxidu a peroxidu lipidd. Kromé Kupfferovych bunék hraji

v patogenezi NASH roli i jiné makrofagy, ovliviujici HSC. (Zhu et al., 2021)
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4.1.5.2 Hepatitida

Hepatitida je systémové jaterni onemocnéni zplsobené neobalenym RNA virem.
Hlavni pfi¢inou poskozeni jater je odpovéd imunitniho systému. Nadmérna imunitni reakce na
virové napadeni mizZe vést k zanétu a poskozeni jaterni tkané. Virus hepatitidy ma nékolik
subtypl. Prvnim je hepatitida A, coZ je nejrozSifenéjsi typ hepatitidy. Infekce se Sifi ordlni
cestou. Hepatitida B je naopak prenosnd krvi, pohlavnim stykem nebo z matky na plod.
Hepatitida B muZe prechazet do chronicity a zplsobovat chronickou hepatitidu, jaterni cirhézu
nebo hepatoceluldrni karcinom (HCC). Stejnym zpUsobem jako hepatitida B se $ifi infekce
hepatitidy C. Hepatitida C je nebezpetnda hlavné diky tomu, Ze je po vétSinu casu
bezptiznakova. Projevi se az v disledku pokrodilych jaternich onemocnéni. Je jednou z hlavnich
pfic¢in rozvoje HCC. Hepatitida D se prenasi parenterdiné, a to predevsim krvi. Dnes se toto
onemocnéni vyskytuje prevazné v zemich, jako je naptiklad Tunisko. Poslednim subtypem je
hepatitida E. Hepatitida E je pfenosnd predevsim enterdlné. Tento typ hepatitidy predstavuje
komplexni hrozbu pro zdravi téhotné Zeny a plodu, ktery zahrnuje riziko potratu, mrtvého
plodu, vrozené hepatitidy a materské umrtnosti, zejména ve tfetim trimestru. (Hllek, Urbanek,

2018)

4.1.5.3 Jaterni selhani

Akutni jaterni selhani je vzacné onemocnéni, probihajici nejcastéji v disledku napadeni
dochazi k nekréze jaterniho parenchymu a uUplnému zniceni jaternich lalGckl. Nekrdza je
zpUsobena nedostatkem adenosintrifosfatu (ATP), ktery vede k naruseni bunécnych membran.
(Stravitz, Lee, 2019) Chronické jaterni onemocnéni je charakteristické postupnym zhorSovanim
jaternich funkci, které muze vést ke zvyseni tlaku v portalnim fecisti, snizeni krevnich desticek
(trombocytd), snizeni syntézy koagulacnich faktord, v nékterych pripadech az kjaternimu

kdmatu a smrti. Tento proces vede k jaterni fibréze a cirhdze. (Necas et al., 2006)
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4.1.5.4 Jaterni cirhoza

Jaterni cirhdza je chronické jaterni onemocnéni charakteristické fibrotizaci. Probihd
strukturni zména jaterniho parenchymu, kterd je v ¢asnych stadiich jesté stale vratnym déjem.
Nejcastéjsi pfricinou jsou hepatitida, metabolické poruchy nebo venostaza v disledku
srdecniho selhdni. Nasledkem jaterni cirhdzy je porucha jaternich bunék, doprovdzena portaini
hypertenzi. Tyto aspekty vedou v mnoha pfipadech k rozvoji HCC. (Schuppan, Afdhal, 2008) Pfi
jaterni cirhdze dochazi k hromadéni kolagenu, ktery omezuje pratok krve. Je spojena se ztratou

fenestrované struktury sinusoid a zhorsenym pohybem bilkovin. (Zhang et al.,2023)

4.1.5.5 lkterus

Ikterus, neboli Zloutenka, také znama jako hyperbilirubinémie, je vysledkem
nahromadéni bilirubinu. Plsobi jako zakladni indikator onemocnéni jater. Mezi pficiny patfi
defekt transportu iontd, Dubin-Johnslv syndrom, hepatocelularni virovd onemocnéni, jako je
hepatitida, cirh6dza anebo onemocnéni zasahujici imunitni systém. Dale mohou
hyperbilirubinémii zplsobovat i 1éky, jako napfiklad chlorpromazin, steroidy, probenecid nebo
hormonalni antikoncepce. lkterus lze rozdélit na tfi zakladni kategorie, a to prehepaticky,

hepaticky a posthepaticky. (Roche, Kobos, 2004)

4.1.5.6 Diabetes mellitus 2

Diabetes mellitus je chronické endokrinni onemocnéni, Uzce souvisejici s rozvojem
inzulinové rezistence. Onemocnéni si mizZeme rozdélit na dva typy. Diabetes mellitus druhého
typu je rizikovym faktorem jaterniho onemocnéni, jako je napfiklad jaterni fibrdza. JelikoZ jatra
hraji klicovou roli vregulaci hladiny glukézy, jaterni dysfunkce vede krozvoji inzulinové
rezistence. Inzulinovd rezistence pak vede ke zvySeni hladiny glukézy v krvi. Diky perzistujici
glykémii dochazi k nadmérné akumulaci produktl glykace a dochazi tak ke zvySovani
oxidacniho stresu. Oxidacni stres poté vede k poskozovani hepatocytl a k nasledné fibrotizaci.
Dlouhotrvajici glykémie je charakteristicka pro diabetes mellitus prvniho typu. Na rozdil od
diabetu mellitu druhého typu zde nedochazi k rozvoji inzulinové rezistence. Diabetes mellitus

prvniho typu tudiZ neni spoustécem dalSich jaternich onemocnéni. (Popoviciu et al., 2023)
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4.1.5.7 Portdlni hypertenze

Portdlni hypertenze je oznaceni pro zvySeny tlak objevujici se v portdlni Zilnim systému.
Je uréena rozdilem tlakl mezi portalnim vendznim tlakem a tlakem v dolini duté, nebo jaterni
Zile. Mezi pficiny portdlni hypertenze patfi obstrukce v portaini nebo slezinové Zile, dysfunkce
jaternich endotelovych bunék (LSECs), arterialni deformace nebo trombdza. Pricinou zmény
cirkulace muUZe byt také aktivace hvézdicovych bunék, souvisejici s procesem fibrotizace.
Portdlni hypertenze mulze byt klasifikovdana na prehepatédlni, intrahepatalni nebo

posthepatdlni. (Mcconnell, lwakiri, 2018)

4.1.5.8 Alkoholické onemocnéni jater

Alkoholem zplsobenad jaterni onemocnéni jsou jednou z nejcastéjsich pricin morbidity
a mortality souvisejici s jatry. Alkohol je v jatrech metabolizovdn pomoci dvou enzym(. Prvnim
je alkohol dehydrogenaza a druhym aldehyd dehydrogenaza. Nadbytecny prijem alkoholu vede
k poruse rovnovahy mezi mnozstvim enzym( a vyslednymi produkty, tudiz dochazi k tvorbé
glycerolfosfatu. Glycerolfosfat poté vytvari komplex s mastnymi kyselinami a vznikaji
triglyceridy, které se hromadi v jatrech a zpUsobuji jejich ztucnéni. (Hyun et al., 2021)
Alkoholické onemocnéni jater je termin pouzivajici se pro skupinu nékolika onemocnéni, jako
je jaterni steatdza, fibréza, cirhdza a hepatitida. Mezi nejvice zdvaind onemocnéni patfi

alkoholicka hepatitida, ktera je Casto spojovana s jaternim selhanim. (Louvet, Mathurin, 2015)

4.1.5.9 Jaterni fibroza

Jaterni fibréza je onemocnéni, pfi kterém dochazi k nadmérné akumulaci mezibunécéné
hmoty (extracellular matrix-ECM) a protein( vcetné kolagenu. MUZe vést k cirhdze, selhani
jater nebo portdlni hypertenzi a ve vétsiné pripadl vyZaduje transplantaci jaterni tkané. Vznika
predevsim v disledku poskozeni jater spojeného s akumulaci extracelularnich protein(l. Tato
akumulace narusuje architekturu jater a v disledku regenerace dochazi k tvorbé jizev a uzl(.
Pokud neni regenerace dostatecnd, dochazi k nahrazeni hepatocytll ECM, vcetné fibrilarniho
kolagenu (obr. 3). Kolagen produkuji aktivované bunky, jako jsou naptiklad HSC nebo
fibroblasty. Aktivace probihd pomoci fibrogennich cytokind, jako jsou transformuijici rastovy
faktor (TGF-B), angiotensin Il nebo leptin. Fibréza je mimo jiné spojena s produkci
trombocytového ristového faktoru (PDGF), ktery je produktem Kupfferovych bunék. Regulace
jaterni fibrozy probihd pomoci nékolika regulacnich drah. Pfikladem muzZe byt vnitrobunécéna

signalni draha zahrnujici SMAD proteiny, kterd je aktivovana pomoci TGF-3 1. Mimo jiné je také
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cilem specifické monoklonalni terapie. Dalsi draha vede pres peroxisom proliferator-aktivovany

receptor (PPAR), ktery reguluje aktivaci HSC bunék. (Bataller, Brenner, 2005)

Obrazek 3. Jaterni fibrdéza

Hepatocyte

Hepatic stellate cell

Sinusoidal
endothelial cell
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normal resistance to
blood flow
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Chronic
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Na obrdzku jsou videt zmeny v architekture zdravych jater (A) a jater s pokrocilou
fibrozou (B). Ve fibrotickych jatrech dochazi kinfiltraci jaterniho parenchymu pomoci
lymfocytii. Dochazi k aktivaci Kupfferovych bunék (Kupffer cell) a uvolnéni fibrogennich
mediatori. Diky témto procesum dochazi k apoptoze nékterych hepatocytii  (apoptotic
hepatocyte). Dochazi  k proliferaci HSC a vylucovani proteinii  extracelularni matrix
(extracellular matrix proteins). Fenestrovand struktura sinusoidalnich bunék se vytrdaci a
zvySuje se rezistence viuci pritoku krve jaterni sinusoidou (sinusoid lumen with increased

resistence to blood flow). (Bataller, Brenner, 2005)
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4.2 HSC bunky

4.2.1 Charakteristika

Hepatic stellate cells, zndamé také jako Ito buriky, patfi mezi specifické bunky nalezici do
rodiny myofibroblastl. HSC vykazuji dendritickou strukturu, obklopuji sousedni endotelové
bunky a Uzce komunikuji s hepatocyty a Kupfferovymi burikami. Podileji se na zjednoduseni
transportu mediatorl a cytokind. (Senoo, 2004; Hellerbrand, 2013) HSC se charakteristicky
nachdazeji v Disseho prostoru mezi parenchymatickymi a sinusoidalnimi endotelovymi burfikami.
HSC se nenachazeji pouze v jatrech, ale podobné burnky najdeme je i v orgdnech, jako jsou
slinivka bfisni (pankreas), plice, ledviny nebo stfeva. Tvofi tedy vysoce organizovany bunécny

systém. (Gandhi, 2015)

HSC bunky jsou zapojeny do syntézy kolagenu a glykoproteind. Uchovavaji az 80 %
retinoid celého organismu, a to ve formé retinyl palmitatu v cytoplasmé. Za fyziologickych
podminek hraji dileZitou roli v regulaci jeho homeostazy a zaroven exprimuji protein vazajici
retinol. Produkuji také rlstové faktory, cytokiny a prostaglandiny. (Senoo, 2004) Ristové
faktory jsou dlleZité predeviim pro regeneraci a aktivaci imunitniho systému. (Cihdk, 2016)
HSC buriky jsou specifické i z toho divodu, Ze mohou v omezené kapacité vystupovat jako
bunky prezentujici antigen (APC). lejich potencial tkvi v moZnosti exprimovat ligand pro
programovanou bunécnou smrt, a tim padem maji moznost indukovat apoptdzu. Prikladem
muzZe byt apoptdza T-bunék a inhibice cytokinovych antigent (CD8). HSC burky produkuji
cytokingy a chemokiny a jsou schopné exprimovat, i regulovat hlavni bunky
histokompatibilniho komplexu (MHC) | a Il. Charakteristické rysy HSC bunék hraji roli
v organovych transplantacich a mohou hrdt také roli v bakterialnich infekcich. Jejich role je
také dulezita v regulaci zanétu. Vystaveni stimulim muze vést k vétsSimu ukladani kolagenu a

tvorbé vaziva, coz vede k fibrdze a cirhdze. (Borges et al., 2012)

Ve stresové situaci je pro HSC typické, Ze se aktivuji a zplsobuji up-regulaci
hladkosvalovych bunék. (Meurer, Weiskirchen, 2020) Aktivace vede ke zmnoZeni
filamentarniho skeletu, ktery zplsobuje pfeménu HSC na myofibroblastické bunky. Vse je
doprovdazeno vyplavovanim velkého mnoistvi latek, které jsou soucdsti slozek mezibunécéné
hmoty. Mezi takové slozky zarfadime napf. kolagen, proteoglykan nebo adhezivni

glykoproteiny. Soucasti skupiny proteinl je napfiklad PDGF-B rlstovy receptor, lecitin retinol
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enzym, lecitin retinol acetyltransferasa (LRAT), desmin, gliarni fibrilarni kysely protein (GFAP)

nebo protein Il. (Tsuchida, Friedman, 2017)

4.2.2 Aktivace HSC

Pti aktivaci HSC v jatrech dochazi k vyznamnym funkénim zménam. Z proliferativnich
bunék, které se aktivné déli, se stavaji migrujici buriky, které se pohybuji do poSkozené tkané.
Tyto bunky se pak diferencuji na bunky produkujici fibrinogen, ktery je dlleZitou soudasti
hojivého procesu. Takto preménéné burky se nazyvaji myofibroblasty. Aktivaci HSC bunék
moduluji cytokiny, adipocyty, toll-like receptory (TLR), IL, kolagenové receptory, G proteinové
receptory, oxidacni stres, genetické faktory, bunécny metabolismus, a mnoho dalSich.
Preména HSC je komplexni proces, ktery zahrnuje spolupraci s fadou dalSich bunék, véetné
hepatocytl, sinusoidalnich endotelovych bunék, T-bunék a NK bunék. Tyto bunky poskytuji

razné signaly, které napomahaiji diferenciaci a aktivaci HSC. (Hou, Syn, 2018)

Aktivace HSC zahrnuje dva hlavni mechanismy: vnéjsi (extracelularni) a vnitni
(intraceluldrni) aktivaci. Vnéjsi faktory predstavuji infekce, viry, metabolické poruchy nebo
alkohol. Mezi vnitfni faktory zafadime napfiklad cytokiny nebo rizné signalni drahy. Signalni
drahy, podilejici se na aktivaci, jsou napfiklad TGF-B, Notch, Wnt/B-katenin nebo Hedgehog
signdlni draha. Tyto drahy se vzajemné propojuji a spolu s vnéjsimi faktory zplsobuji zménu
fenotypu HSC. Cinnost aktivovaného fenotypu mize byt dale zesilena pomoci cytokin(i nebo

rastovych faktord. (Yan et al., 2021)

4.2.2.1 Regulacni drahy aktivace HSC
4.2.2.1.1 Hedgehog signalni drdha

Hedgehog draha (Hh) je kanonicka, vysoce komplexni signalni draha, ktera hraje
zésadni roli v embryonalnim vyvoji mnoha organ(. Aktivace Hh signalizace zna¢né podporuje
aktivaci HSC na profibrogenni burky. (Gao et al., 2018) Inhibici Hh drahy by tak mohlo
dochazet k inhibici aktivace HSC. Aktivace Hh naopak indukuje apoptdzu a zesiluje proliferaci
myofibroblastd. Jeji deregulace tak mlze byt disledkem rozsahlejsiho poskozeni jater. (Lim,

Matsui, 2010; Merchant, Matsui, 2009)
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4.2.2.1.2 Wntsignalni draha

Wnt (wingless/Int-1) je draha Fidici bunécny rlst, diferenciaci, migraci a podili se na
udrzovani homeostazy. Draha je rozdélena na dvé zdkladni cesty. Prvni cesta je zavisla na -

kateninu, druhd naopak zavisla neni. (Azbazdar et al., 2021)

4.2.2.1.3 Notch signalni draha

Draha regulujici proliferaci, diferenciaci a bunéénou smrt. Notch je receptor, nachazejici se
na povrchu burky. Jeho Ukolem je prenaset signaly pomoci interakce s transmembranovymi

ligandy. (Kopan, 2012)

4.2.2.1.4 TGFB/BMP signdlni draha

TGF-B rodina je jedna z vyznamnych signalizacnich rodin. Obsahuje 33 ligandl a nékolik
receptorl. Ligandy této drahy Ize rozdélit na TGF-B ligandy, rodinu kostniho morfogenetického
proteinu (BMP), rGstovou a diferenciacni rodinu (GDF), aktivinovou rodinu (Act) a jiné. (Thielen
et al., 2019) Draha obsahuje kromé ligandd, tfi typy receptor( a signalni proteiny nazyvané
SMADs. Pti aktivaci dochazi k fosforylaci SMAD, kterd poté vede ktvorbé komplexu, ktery
prechazi do jadra, kde reguluje expresi cilovych genQ. Tato signalni draha hraje dlleZitou roli v
embryogenezi, bunééném rlstu a metabolismu, ale taky patogenezi fady nemoci. (Guo, Wang,

2009; Kim et al., 2019)

4.2.2.1.5 Tie2/Ang-1 signalni drdha

Signalni draha Angiopoientin-1/Tie-2 podporuje preZiti endotelovych bunék, vaskularni
sestaveni, stabilitu a angiogenezi. Ang-1 (angiopoientin) je ligand a pfimy agonista pro receptor
Tie-2, ktery vykazuje kindzovou aktivitu. (Thurston, Daly, 2012) Signalni drahy hraji klicovou roli
v regulaci Siroké skaly fenotypovych vlastnosti cév od propustnosti a puceni, aZ po apoptdzu.
Tyto drahy ovliviiuji rGzné aspekty cévni biologie, véetné integrity cévni stény, angiogeneze a

remodelaci cév. (Fukuhara et al., 2010)

4.2.2.1.6 FGF signdlni draha

Signalizace fibroblastového rastového faktoru (FGF) zplsobuje potlaceni aktivity BMP.
(Pouget et al.,, 2014) FGF jsou polypeptidové rlstové faktory, které jsou soucasti vyvoje jak

embryonalniho, tak homeostazy. (Yeoh et al., 2006)
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4.2.2.2 Metabolicka regulace HSC

Metabolicka regulace zahrnuje autofagii, stres endoplazmatického retikula, oxidacni
stres, retinolovy metabolismus, volny cholesterol a adipocytokiny. Autofagie je proces bunécné
recyklace, Uzce spolupracujici s proteinem ubikvitinovym modifikdtorem aktivujicim
fibrinogenezi (UFAM) v regulaci aktivace HSC. Autofdgie Stépi retinylové estery mastnych
kyselin pro uvolnéni vitaminu A, zatimco ubikvitinovy modifikdtor aktivujici fibrinogenezi
zajistuje degradaci proteinu, potlacujicich aktivaci HSC. Aktivace HSC v jaternich onemocnénich
je Castecné fizena reaktivnimi formami kysliku (ROS) produkovanymi poskozenymi hepatocyty.
Tyto ROS pusobi jako prozanétlivé faktory a aktivuji specifické signdlni drahy v HSC, které
vedou k jejich proliferaci a diferenciaci na myofibroblasty, klicové bunky fibrinogeneze. ROS
jsou zaroven regulovany pomoci transmembrdnového komplexu, ktery je tvoren
hydrogenovanou NADPH oxidazou (NOX). Ztrata nebo inhibice NADPH vede ke zmirnéni nebo

zpomaleni procesu jaterni fibrotizace. (Yang et al., 2021)

Metabolismus retinolu Uzce souvisi s regulaci aktivace HSC. Ztrata lipidovych kapicek
retinoid(l aktivuje HSC, zatimco jejich ukladani s cholesterolem aktivaci HSC posiluje. Retinol je
v HSC metabolizovan na retinylester enzymem lecitin retinol acetyltransferasou, dale na
oxidujici formu retinaldehyd enzymem alkohol dehydrogendzou (ADH). Retinaldehyd je
nasledné transformovan na kyselinu retinovou. ADH ma duleZitou roli v procesu fibrotizace
tim, Ze posiluje aktivaci HSC, naopak inhibuje NK buriky. Inhibici ADH zvySujeme cytotoxicitu
NK bunék proti HSC a dochazi ke snizené expresi kolagenu. Retinol zaroven koriguje expresi
patatin-like phospholipase domain-containing protein 3 (PNPLA3), coZ je protein regulujici
pfeménu retinylpalmitatu na retinol a palmitat. Jestlize dochazi ke zvySené expresi patatin-like
phospholipase domain-containing proteinu 3, dochazi ke snizeni mnoiZstvi lipidovych kapicek.
Volny cholesterol v HSC ovliviiuje jejich aktivaci a fibrogenezni potencial prostfednictvim
downregulace TGF-B a membrdnové vazaného inhibitoru BMP a aktivinu (BAMBI). Tyto signalni
drahy obvykle potlacuji aktivaci HSC, ale jejich naruseni volnym cholesterolem vede
k deregulaci a nadmérné aktivaci HSC. Cholesterol je metabolizovdn pomoci acyl-coA
cholesterol acyltransferasy (ACAT). Nedostatek tohoto enzymu tak muze zpUsobit jaterni
fibrézu bez jiné dalsi priciny.

Adipocytokiny jsou nedilnou soucasti jaterni fibrézy a pfispivaji kjejimu rozvoji
zejména u obéznich pacientl trpicich nealkoholickym onemocnénim jater. Interakce meazi

adipocytokiny mohou ptimo pUsobit na aktivaci HSC. Adipocytokiny obsahuji adiponektin a

leptin. Leptin plsobi na rozdil od adipolektinu profibrogenné. Adiponektin ma tu vlastnost, ze
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napomaha potlacovat proliferaci a migraci. Mechanismus aktivace je spojen se ztratou
schopnosti ukladdani lipidovych castic a down-regulaci exprese glidiniho fibrildrniho proteinu
(GFAP), mimo jiné i gama receptoru pro proliferatorem aktivované peroxisomové receptory.
Aktivované HSC migruji do mist, spolu s ECM. K aktivaci HSC vedou i medidtory, jako jsou
protein riistového faktoru pojivové tkdné (CTGF), leptin, IL-6, IL-13, IL-17. U&innym induktorem
byl prokdzan TGF- pomoci heterotetrametrického receptorového komplexu obsahujiciho TGF-
B receptory typu 1 a 2, které dale vedou k aktivaci intraceluldrnich cest, jako je napf. SMAD

2/3.

HSC spolu s hepatocyty projevuji zvySeny oxidacni stres a mitochondridlni poskozeni
pfi expozici faktorl pfi poranéni. ZvySend exprese profibrotickych faktorl jako jsou
osteopontin (OPN), TGF-B a transcriptional co-activator with PDZ-binding motif (TAZ) pfimo
podporuje aktivaci HSC. Aktivované HSC a poSkozené hepatocyty plsobi recipro¢né pomoci
ten-eleven translocation (TET3) /TGF-B1 jako pozitivni zpétna vazba a retinol, ktery aktivované
HSC uvolniuji, by mohl byt absorbovan hepatocyty, takZze dochazi k dalSimu ukladani lipidQ.
Mezi pro-regeneraci a pro-fibrézou HSC jsou fenotypové rozdily, které hraji daleZitou roli
v interakci s hepatocyty. Ovlivnéni jak hepatocyt(, tak HSC by tak mohlo vést k synergii Géinku
terapie. Aktivované HSC potom mohou reagovat na dalsi stimuly, jako jsou cytokiny nebo

rastové faktory makrofagt, tudiz dochazi ke zvysené proliferaci a fibrinogenezi.

Aktivace HSC bunék je sloZena ze dvou fazi, a to iniciace a perpetuace. Iniciace je
disledkem parakrinni stimulace apoptickych télisek, oxida¢niho stresu a bakterii. Endotelové
bunky se také ucastni premény latentniho TGF-B na jeho aktivni formu a produkuje se
fibronektin, ktery aktivuje HSC burky. Aktivace HSC bunék muiZe byt i prostfednictvim
trombocytd, které produkuji PDGF a TGF-B, a taktéz epidermalni rastovy faktor. Tyto faktory
vedou kdalsi aktivaci HSC. Aktivované HSC se nachazi ve velkém mnozstvi predevsim
v kolagennich pasech cirhotickych jater, kterymi omezuji pratok krve pres vena portae a
sinusoidy. Mohou tak pfispivat k portalni hypertenzi. Mezi hlavni regulatory kontrakce patfi
endotelin-1 a oxid dusnaty (NO). NejucinnéjSim profibrinogennim cytokinem je TGF-B, ktery
podporuje diferenciaci HSC na myofibroblasty a zaroven stimuluje tvorbu kolagenu. (Tsuchida,

Friedman, 2017)
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4.2.3 Vztah HCS a ECM

Zdrava jatra produkuji ECM bohatou na laminin, kolagen IV a proteoglykany. Ve
fibrotickych jatrech dominuje kolagen | a |IlIl, tvofici fibrily. HSC exprimuji dva typy
kolagenovych receptori: integriny a receptory obsahujici doménu diskoidinu DNA damage
response (DDR). Tyto receptory vnimaji signdly z ECM a reguluji tak adhezi, diferenciaci,
proliferaci a migraci HSC. Domény diskoidinu DNA damage response, aktivuji HSC v reakci na
kolagen a pfispivaji k fibréze. Integriny mohou zase ovliviiovat TGF- signalizaci, ¢imZ se rovnéz

podileji na aktivaci HSC. (Tsuchida, Friedman, 2017)

4.2.4 HSC a hepatocyty

Hepatocyty pfi patologickych stavech zvysuji hladinu oxida¢niho stresu a dochazi tak k
poskozeni mitochondrii. Interakce mezi HSC a hepatocyty je zajisténa pomoci ligand(. Dochazi
ke zvyseni profibrotickych faktor(, coZ podpofi aktivaci HSC. Zanik hepatocyt(, je doprovazen
uvolnénim ROS, nukleovych kyselin a Hh ligand(l. PoSkozené hepatocyty spolu s aktivovanymi

HSC pUsobi jako pozitivni zpétna vazba pres signalni drahu TET3/TGF-B1. (Yang et al., 2021)

4.2.5 HSC a LSEC

Jaterni sinusoiddlni endotelové buriky (LSEC) reguluji vyménu metabolitd mezi
hepatocyty a krvi v jaternich sinusoidach. Jaterni sinusoidalni buriky maji fenestrovanou
strukturu a jsou plné diferenciované. Diky sekreci oxidu dusnatého udrzuji klidovy fenotyp HSC.
V patologickych stavech, ale jaterni sinusoidalni buniky ztraceji fenestraci a méni fenotyp.
Dochazi k expresi TGF-f1, PDGF, endotelinu, Hh ligandu a tim padem k aktivaci HSC. Aktivace
vede knarueni difuze kysliku vkrvi a dochazi khypoxii. Hypoxie vede kremodelaci
kolagennich vldken a dochazi k dalsi aktivaci HSC. Aktivované HSC pak pUsobi na klidové HSC a
jaterni sinusoidalni bufky pomoci TGF-f1 a dochazi kvétSimu rozvoji jaterni fibrozy.
Fenotypové zménéné jaterni sinusoiddlni buniky vyluCuji exosomy, které osahuji
sfingosinkindzu-1, podporujici migraci a aktivaci HSC. Aktivované HSC tak mohou uvolfovat
exosomy obsahujici Hh ligandy, které méni expresi genl jaternich sinusoiddlnich bunék.
Inhibici jaternich sinusoidalnich bunék muze vést k obnové aktivovanych HSC. Ty se pak udrzuji

ve svém klidovém fenotypu. (Tsuchida, Friedman, 2017)
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4.2.6 HSC a cholangiocyty

Cholangiocyty jsou burky Zlucového systému, které maji klicovou roli v tvorbé,
transportu a regulaci Zluci, kterd je nezbytnd pro traveni a vstfebavani tuk(. Kromé jiného
slouzi také k ochrané pred patogeny. Aktivuji se v reakci na zranéni, infekci nebo ischémii.
Aktivované cholangiocyty vedou k aktivaci Zlu¢ovodovych epitelovych bunék, které zacnou
produkovat zdnétlivé cytokiny a chemokiny. Dochdzi k Sifeni zanétlivé reakce a podpofre
proliferace fibroblastd. S tim souvisi i prfeména HSC na myofibroblasty. Aktivace je regulovana
drahou TGF-B/SMAD, vedouci nejen k aktivaci HSC, ale i k podpore fibrotického fenotypu
cholangiocytl. (Yang et al., 2021)
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4.3 Endoglin

Endoglin, také zndmy jako CD105, je homodimericky transmembranovy glykoprotein o
hmotnosti 180 kDa. Zaroven je koreceptorem pro ligandy transformujiciho rlistového faktoru 3
(TGF-B). Je exprimovan na povrchu rlznych typl bunék, nejcastéji vsak na endotelovych
cévnich bunkdach. Existuji dvé formy endoglinu a to solubilni, cirkulujici v krevnim fecisti, a
membranovy. Diky své struktufe hraje klicovou roli vregulaci bunécnych procestd a
angiogenezi. Jeho zvySenou hladinu mizZeme pozorovat u patologickych stavd jako jsou napf.

kardiovaskularni a metabolické onemocnéni. (Schoonderwoerd et al., 2020)

4.3.1 Exprese endoglinu

Endoglin je v nejvétsi mife exprimovan na povrchu endotelovych bunék (obr. 4). Dale
je pritomen v aktivovanych monocytech/makrofazich, burnkach hladkého cévniho svalu a
mezenchymadlnich bunkach, jako jsou napfiklad fibroblasty. Hojné je také sekretovan
v neovaskuldrni tkani, kterd se tvofi v hypoxickych podminkach, jako jsou napfiklad ischemické
tkané nebo nddory. V nejvétsim méfritku se objevuje v nové vytvorenych cévach HCC, kde
podporuje angiogenezi a slouzi pro diagnostiku. Exprese endoglinu je nezbytna pro spravny
vyvoj srdecnich chlopni, a proto se tento glykoprotein hojné vyskytuje v endokardiu. (Sanchez-

Elsner et al., 2002; Jeng et al., 2021)

Gen pro endoglin je umistén na devatém chromozomu v jadre. Jeho mutace vedou ke
vzniku dédi¢né hemoragické telangiektazie prvniho typu, coZ je cévni onemocnéni. Jedna
z podskupin lidskych hematopoetickych bunék (CD34), nachazejici se v perifernim recisti,
exprimuje antigen proti endoglinu. Jejich hematopoeticky potencidl je udriovdan pomoci
cytokinli, mezi které zarazujeme erytropoetin, IL-15, vaskularni endotelovy rlstovy faktor
(VEGF) a dalsi. (Schoonderwoerd et al., 2020) Pokud dojde k pozitivni modulaci antigent
CD105 a CD34, potom endogenni TGF-B slouzi k tomu, aby udrZel nezralost bunék. (Pierelli et
al.,, 2001; Jeng et al., 2021)
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Obrazek 4. Exprese endoglinu
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Schéma signalizace endoglinu, zprostiedkované v endotelovych bunkach (EC). (Vievo)
Endoglin se spojuje s TGF-B RIl a ALKI a tvori se komplex, ktery ma schopnost vazat TGF-B1.
Aktivace komplexu vede k fosforylaci SMAD 1/5 a tvori se komplex se SMAD 4. Komplex jde do
jadra, kde reguluje expresi. Aktivace komplexu ALKS5/TGF-B Il vede k fosforylaci drahy SMAD
2/3. Endoglin podporuje signalizaci BMP 9/10 pomoci BMPR 2 receptoru. Aktivace vede
k fosforylaci SMAD 1/5 a nasledné se zvysuje exprese endoglinu. Vazbou TGF-B na endoglin
inhibujeme apoptozu, pomoci inhibice kaspaz 3 a 8. Endoglin interaguje i se ZRP-1 a zyxinem,
kdy indukuje reorganizaci skeletu aktinu a ma vliv na bunécnou adhezi. (Litwiniuk-Kosmala et

al., 2023)
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4.3.2 Struktura endoglinu

Endoglin (obr. 5) se skladd ze dvou podjednotek spojenych disulfidovou vazbou.
(Gougos, Letarte, 1988) Obsahuje extracelularni doménu, hydrofobni transmembranovou ¢ast
a intracelularni doménu. Extracelularni ¢ast endoglinu obsahuje ositelou doménu (ORPHAN) a
¢ast zéna pellucida (ZP), kterad je zodpovédna za interakci protein-protein. Cast domény ZP
tvofi arginin-glycin-asparagova kyselina (RGD), kterd je zakladni rozpoznavaci struktura pro
vazbu na integriny. N-termindlni signalni peptid je odpovédny za translokaci do

endoplazmatického retikula. (Gougos, Letarte, 1990)

Intracelularni cytoplazmatickda doména ma schopnost aktivovat cytosolické proteiny.
Tato oblast obsahuje serin/threoninové zbytky, které mohou podléhat fosforylaci. (Ruiz-
Llorente et al., 2021) Cely endoglin miZeme rozdélit na dvé formy, které se lisi pravé
cytoplazmatickou doménou, respektive poctem aminokyselin v cytoplazmatické doméné a
afinitou k receptoriim. Mezi tyto dvé formy patfi L (dlouhd) a S (kratkd). L-forma obsahuje
cytoplazmaticky retézec slozeny ze 47 aminokyselin a stimuluje endotelové burnky k migraci,
proliferaci a angiogenezi prostfednictvim drahy kinazy podobné receptoru pro aktivin (ALK)
1/SMAD 1/5. S-forma se vyskytuje méné casto, ma cytoplazmaticky retézec sloZeny ze 14
aminokyselin a nejspiSe inhibuje proliferaci a migraci endotelovych bunék a také indukuje

jejich starnuti prostfednictvim drahy ALK5/SMAD 2/3. (Blanco et al., 2008)

Kromé membranového endoglinu byla popsana i solubilni forma této molekuly, ktera
byla nalezena ve vzorcich séra, plazmy a moci pacientd s rlznymi onemocnénimi, jako je

preeklampsie, aterosklerdza a rakovina. (Oujo et al., 2013)

Solubilni endoglin vznikda proteolytickym Stépenim membranového endoglinu
prostfednictvim plsobeni metaloproteindz (MMP). Hlavnim enzymem zprostredkujicim
uvolnéni endoglinu je matrixovd metaloproteinaza 14 (MMP-14), ktera hydrolyzuje peptidovou
vazbu glycin-leucin na misté 586 endoglinu, blizko jeho transmembranové domény, a tim
uvolnuje jeho extracelularni doménu do obéhu jako solubilni formu endoglinu. (Gregory et al.,

2014)
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Obrazek 5. Struktura endoglinu
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Tento obrazek znazoriiuje doménovou strukturu endoglinu. (A) Endoglin je disulfidicky
vazany dimerni protein, skldadajici se z extracelularni domény, transmembranové domény a
intracelularni domény. Extracelularni doména je tvorena signdlnim peptidem, osirelou
(ORPHAN) doménou a ZP (zona pellucida) doménou. RGD je kyselina arginin-glycin-
asparagova, ktera tvori vazebny motiv. Jsou zde uvedeny interakcni partneri a regulacni ucinky.
eNOS je endotelova NO synthdza. TBRs jsou receptory, vdzici se na molekuly spojené
s patogeny. (B) V této casti obrazku vidime dvé formy endoglinu a témi jsou dlouha (L) a kratka
(S). Lisi se intraceluldarnimi oblastmi, které jsou bohaté na threoninové a serinové zbytky. Ty
mohou byt fosforylovany TGF-SR II (Transforming Growth Factor B Receptor Type II), ALKI.
Na C-konci L-endoglinu je interkalovany motiv PDZ. (Ten Dijke et al., 2008)
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4.3.3 Signalni draha endoglinu

Signdlni draha endoglinu je komplexni a zahrnuje interakce jak na bunééné membrang,
tak v radmci vnitro bunécné signalizace. Na bunééné membrané se endoglin podili na vazbé
ligandu na receptory, prezentaci ligandu receptorim, modulaci signhalizac¢nich procesl a na
tvorbé homodimerl a heterodimer(. Endoglin se podili na modulaci signalni drahy TGF-B a je
mistem vazby ligandl TGF-B1, TGF-33, InhA (inhibin A), kostni morfogeneticky protein 9 (BMP-
9). Ligandy jsou tvoreny dvéma monomery rlstového faktoru, obsahujici cystinovy uzel
spojeny disulfidickym mustkem. Receptory, vazajici ligand mGzeme rozdélit na nékolik typa.
Receptory prvniho typu jsou zndmé jako ALK receptory (activin receptor-like kinase) zahrnujici
ALK 1, ALK 5. Receptory druhého typu maji afinitu ke BMP ligandim a patfi sem i receptor
kostniho morfogenetického proteinu typu Il (BMPR 2) a posledni jsou receptory tretiho typu,
kam patfi i endoglin. Navazanim ligandu se tvofi heterotetramerovy komplex, diky kterému
dochazi k fosforylaci kindz a receptor se stava aktivni. Dimerizace komplex( mUlZe ovliviovat

jak afinitu k ligandGim, tak aktivaci signalnich drah. (Kim et al., 2019)

Vnitrobunécnd draha zahrnuje signalizaci SMAD, mitogen-aktivované proteinkindzy
(MAPK) nebo jiné drahy. Aktivace receptoru nasledné aktivuje signalni drahu pres SMAD.
Komplexy, tvofené SMAD 4-SMAD 2/3 a SMAD 4-SMAD 1/5/8 jsou presunuty do jadra, kde
dochazi k ovlivnéni transkripce cilovych gend. MAPK draha je sloZzena z komponent zahrnujicich
RAS, RAF, MEK a ERK kinazy. Diky této enzymatické aktivité mohou jednotlivé komponenty
fosforylovat mnoho bunécénych cild. Signalizace MAPK je stimulovana epidermalnim rlstovym
faktorem (EGFR), FGF, destickovym rlstovym faktorem (PDGFR) a VEGF. Signalizace vyplyva ze
stimulace receptoru, aktivujiciho GTPazu a RAS, vedouci ke kaskadé reakci. (Paton et al., 2020)
Signalizace MAPK je regula¢ni drdha, kterd hraje roli predevSim v procesu proliferace a

diferenciace. (Kim et al., 2019)

Jak jiz bylo zminéno, jednou z hlavnich signalnich drah, na které se podili, je TGF-$
draha. TGF-B rodina je jedna z vyznamnych signalizacnich rodin, skladajicich se z nékolika
receptord serin/threonin kinazové aktivity. Obsahuje 33 ligandd TGF-B a nékolik receptord.
Bunécné signalni proteiny TGF-B reguluji embryondlni vyvoj, bunécny rlist a metabolismus.
(Kim et al., 2019) Endoglin hraje duleZitou roli v receptorového komplexu TGF-B1, obsahujici
dimery ALK 5, ALK 1. Jejich receptory vazi ligandy, jako jsou naptiklad TGF-B nebo BMP-9.
Aktivace ALK vede k dal$i kaskddé aktivace SMAD 1/5/8 nebo SMAD 2/3, tudi? dochazi
k transkripci urcitych cilovych genl. Pro aktivaci ALK 1/SMAD 1/5 je typicky L-endoglinovy

konec. L-endoglin podporuje signalizaci pres ALK 1 a S-endoglin pres ALK 5. S-konec naopak
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aktivuje ALK 5/SMAD 2/3 drahu. (Finnson, Philip, 2012) S-endoglin se podili spolu s adhezni
molekulou (ICAM-2) na snizeni oxidu dusnatého (NO), souvisejici s hypertenzi. Funkci proteinu
reguluje endotelova NO-synthasa (eNOS). (Meurer, Weiskirchen, 2020) M4 nepostradatelnou

roli pfevazné v procesu angiogeneze. (Jeng et al., 2021)

4.3.3.1 Endoglin v ovlivnéni jaterni fibrozy

Fibrotizace doprovazi vétSinu jaternich onemocnéni. Klicovou roli vtomto procesu
hraje TGF-( signaliza¢ni draha. TGF-§3 je profibroticky cytokin. Proces fibrézy je charakteristicky
akumulaci vybranych slozek ECM. Mezi tyto slozky zaradime napfiklad kolagen I, lll a
fibrinonektin. S timto procesem souvisi narlstani fibroblastl a zaroven jejich pfeména na
myofibroblasty. Modifikace na myofibroblasty je spojena s expresi a-aktinu hladkého svalstva

(aSMA). (Maring et al., 2012)

Endoglin je upregulovan v endotelovych burnkach a fibroblastech. Méni rovnovahu
signalizace TGF-B pomoci ALK1-SMAD 1/5 a ALK5-SMAD 2/3 signaliza¢nich drah a zaroven
zesiluje profibrotické Gc¢inky TGF-B, coZz vede k nadmérné expresi ECM. Pfi poskozeni jater je
exprese endoglinu nadmérné zvySena. Toto zvySeni je Uzce spjato s preménou HSC bunék na
myofibroblasty. Endoglin zaroven fosforyluje TGF-B Il receptor a dochazi ke zvyseni SMAD 1/5
a expresi aSMA. (Gerrits et al., 2023; Finnson, Philip, 2012) Signalni drdha TGF-
B/endoglin/ALK/SMADs tedy hraje roli jak v procesu migrace a proliferace, tak v procesu
syntézy ECM a angiogeneze. Diky tomu je endoglin dileZitou molekulou v procesu fibrotizace.

(Lebrin et al., 2004; Huang et al., 2022)

Endoglin ovliviiuje tvorbu jizvové tkdné a zvySuje hustotu mikrocév v regeneracnich
uzlech. Reguluje tvorbu novych cév v jatrech, a to jak ve fyziologickych, tak i v patologickych
stavech. Diky jeho nadmérnym hladinam mulZeme pomoci diagnostikovat nadorova
onemocnéni a je tak markerem bunécné proliferace. Vyznamné se podili na migraci a aktivaci

imunitnich bunék v reakci na zanét. (Meurer et al., 2014)
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4.4 Carotuximab (TRC105)

4.4.1 Charakteristika

Carotuximab (TRC105) je monoklonalni chiméricka protilatka imunoglobulin G1 (IgG1)
s vysokou afinitou k endoglinu. (Tripska et al., 2022) Vazbou protilatky dochazi k inhibici funkce
endoglinu. TRC105 inhibuje TGF-B signdlni drahu, ¢imZ vede kinhibici proteind SMAD2/3.
(Brossa et al., 2018) Diky tomu dochazi k inhibici angiogeneze a zabranéni novotvorbé krevnich
cév. (Hahn et al., 2019) TRC105 tak mGzZe indukovat cytotoxicitu zavislou na protilatkach a vést

k destrukci endoglin exprimujicich nadorovych bunék. (Rosen et al., 2012)

Dnes je hojné zkoumana na lécbu glioblastomu (GBM). Glioblastom je letalni mozkovy
nador, ktery se lé¢i pomoci TRC105 v kombinaci s bevacuzimabem. TRC105 v této kombinaci
zvySuje ucinnost bevacizumabu. TRC105 se uZivd prevainé u pacient(, ktefi nereaguji na
chemoterapii a radioterapii, nebo dokonce nereaguji na samotny bevacizumab. (Rosen et al.,
2012) Antiangiogenni terapie je dlleZitd v omezeni expanze nadorl. Na latky inhibujici VEGF
mUlze casto vznikat rezistence. Kombinaci TRC105 s antiangiogennimi léky tedy pfinasi
synergicky Ucinek a snizuje riziko vzniku rezistence. Kombinaci dochazi ke snizovani proliferace
kmenovych rakovinotvornych bunék. Kromé glioblastomu se zkouma kombinace TRC105 a
sorafenibu u pacientd s hepatocelularnim karcinomem a kombinace TRC105 a axitinibu na

[éCbu rendlniho karcinomu. (Galanis et al., 2022)

4.4.2 Carotuximab a BMP-9

BMP-9 je ¢lenem rodiny TGF-B a jeho signdlni cesta je silné spojena s endoglinem, protoZe
BMP-9 se vaze na komplex receptord, ktery zahrnuje endoglin a ALK1. TRC105 ma schopnost
zabranit vazbé BMP na endoglin a tim indukovat fosforylaci SMAD u endotelovych bunék.
Endoglin tvofi komplex s ligandem BMP-9 pomoci interakce se sirotéi doménou. TRC105 pak

soutézi s BMP-9 o vazbu na receptor. (Liu et al., 2021)
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4.5 PCR reakce

Polymerazova retézova reakce (PCR) je reakce, pri které dochazi k amplifikaci
specifické ¢asti DNA. Diky tomu se mlze z malého mnozstvi DNA tvofit mnoho kopii. Této
techniky se hojné vyuzivd v diagnostice infekci, genetickych poruch nebo rakoviny, forenzni
analyze nebo biologickém vyzkumu pro klonovani gend. Mezi vyhody metody PCR patfi vysoka
citlivost, specificnost, rychlost a reprodukovatelnost. Mezi nevyhody se naopak radi nachylnost
ke kontaminaci, ekonomické dopady nebo moznost lidské chyby, kterd vede k nespravnym
vysledklm. Za tvlrce PCR se povazuje Kary B. Mullis, ktery ziskal v roce 1993 Nobelovu cenu za

chemii. (National Human Genome Research Institute, 2020)

4.5.1 Princip PCR reakce

Prvnim krokem reakce PCR je denaturace, kdy se dvouvldknovd DNA zahfeje na
vysokou teplotu (95 °C). Dojde tak k rozruseni vazeb mezi bazemi a oddéli se dvé samostatna
vldkna. Druhy krok se nazyvd annealing a spociva ve snizeni teploty na 50-65 °C. V tomto
teplotnim rozsahu jsou primery schopné komplementace v cilové oblasti a vazi se na oddélend
vldkna DNA. Tretim krokem je elongace pomoci DNA polymerazy. Enzym DNA polymerdza m3a
katalyckou aktivitu a vaie se na primery. Ndsledné dochdzi ksyntéze nového
komplementdarniho fetézce DNA vG&i matricovému vldknu. Ctvrtym krokem je cyklovani.
V tomto kroku dochazi k repetici minulych krok az 40x. Diky tomu dochazi k exponencialni

amplifikaci oblasti DNA. (National Human Genome Research Institute, 2020)

4.6 Pritokova cytometrie

Pratokova cytometrie (flow cytometry) je technika, pouzivand v detekci a méreni
fyzikdlnich a chemickych vlastnosti populace bunék. Pouzivd se napfiklad pro
imunofenotypizaci nebo na analyzu bunécnych cykll, detekci apoptdzy nebo analyzu toku
vapenatych iontl. Mezi jeji vyhody patii rychlost, presnost, citlivost a schopnost méfit vice
bunék najednou. Nevyhody jsou napfiklad sloZitost obsluhy pfistroje, odbornost a ekonomické

aspekty. (McKinnon, 2018, -1)
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4.6.1 Vyuziti pritokové cytometrie

Pritokovd cytometrie ma nékolik aplikaci jako je imunofenotypizace, analyza
bunécného cyklu, detekce apoptdzy nebo analyza toku vapniku. Imunofenotypizace zahrnuje
identifikaci a pocitani rdznych typld imunitnich bunék ve vzorku. VyuZivd se predevsim
k diagnostice onemocnéni imunitniho systému. Dalsi vyuZiti ma pritokova cytometrie v oblasti
analyzy bunécnych cykli. Méfi obsah DNA v burikach, a tim padem dokaze stanovit, v jaké fazi
bunécného cyklu se nachdazi. Toho vyuZivame napftiklad pro identifikaci stadia proliferace
rakovinovych bunék. VyuZiti nachazi i v oblasti detekce apoptdzy a analyzy toku vapniku. Méfi
zmény v intracelularni koncentraci vapniku, které se spojuji s bunéénymi procesy. (McKinnon,

2018, -2; Chelkar, Panda, 2020)

4.6.2 Instrumentace

Pratokové cytometry se skladaji ze systém0 fluidiky, optiky a elektroniky. Fluidni
systém je tvoreny kapalinou v pufrovaném fyziologickém roztoku, kterd je pod neustalym
tlakem. Jejim Ukolem je zaosttit a dodat vzorek na analyzator. Opticky systém zahrnuje lasery a
fotonasobice, které generuji svételny signal. Nejvice pouZzivané lasery jsou napfiklad 488 nm
(modry), 405 nm (fialovy), 532 nm (zeleny), 552 nm, 561 nm (zluty), 640 nm (Cerveny) nebo
355 nm (ultrafialovy). Systém dale obsahuje dva druhy filtr(. Dichroické filtry maji schopnost
propoustét svétlo o kratké vinové délce a zbylé odrdzeji pod urcitym uhlem. Pasmové filtry
maji malé rozpéti vinovych délek v toleranci + 25 nm od uréené hodnoty. Elektronicky systém

je dulezity pro prevod signalu z detektoru do digitalni podoby. (McKinnon, 2018, -2)
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5. ZADANI- CiL PRACE

Cilem préce bylo zjistit, zda je carotuximab (TRC105) schopny snizZit expresi endoglinu a tim
zamezit rozvoji, nebo omezit progresi jaterni fibrézy v lidskych jaternich hvézdicovitych

bunkach neboli hepatic stellate cells (HSC).
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6. EXPERIMENTALNI CAST

6.1 Chemikalie

Tab. 1. Chemikalie

Stellate Cell Medium

ScienceCell Research Laboratories

Poly-L-lysin ScienCell Research Laboratories
TGFB R&D Systems

TRC105 Tracon Pharmaceuticals
Isopropyl alkohol Lach:ner

Chloroform Penta chemicals

75% ethanol Lach:ner

TriReagent™ Invitrogen/ThermoFisher
GenElute™ LPA Sigma Aldrich

Primers for PCR ThermoFisher Scientific

Master mix pro reverzni | Reverse transcription High capacity cDna RT kit, ThermoFisher

transkripci Scientific

PCR Master mix TagMann® Fast Universal PCR master mix, ThermoFisher
Scientific

akutaza Invitrogen/ThermoFisher

PBS Sigma Aldrich

FBS Biosera

6.2 HSC buriky

K pokusu jsme pouzili HSC bunky-hepatic stellate cells. Buriky jsme ziskali od

spolecnosti ScienCell Research Laboratiries. Buriky jsou izolovany pfimo z lidskych jater a jsou

dodavany kryokonzervované. Lahvitka obsahuje vice jak 5x10° bunék v 1 ml. Pro kultivaci v in

vitro podminkach jsme vyuzili médium Stellate Cell Medium (ScienCell Research Laboratories)

obohacené o 2% FBS. Po dosaZeni 70-90% konfluence byly buriky pasdZovany. Kultivacni

nadoby byly potazené Poly-L-lysinem (ScienCell Research Laboratories) dle doporuceni

vyrobce. Buriky byly uchovavané v inkubatoru pfi 37 °C a 5 % atmosféry oxidu uhlicitého.
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6.3 Design pokusu

Pro vlastni méreni jsme pouZzivali buriky v pasazZi ¢.3. Po nasazeni do 6-ti jamkovych
kultivacnich misek a dosaieni 90% konfluence jsme je rozdélili na 3 skupiny — kontrolni
skupina, TGF-B skupina a TGF-B + TRC105 skupina. TGF-B (Recombinant Human TGF-B 1
Protein, R&D Systems, GB) je poutZit jako nejvice potentni induktor fibrézy a TRC105 (TRACON

Pharmaceuticals Inc.) je protilatka pouZzita k blokaci endoglinu.

Pro méreni hladiny mRNA endoglinu, kolagenu | a aSMA jsme zvolili metodu PCR.
Kontrolni skupinu jsme ovlivnili po dobu 24 hodin médiem bez FBS, TGF-B skupinu jsme
ovlivnili po dobu 24 hodin pomoci TGF-B v koncentraci 5 ng/ml rozpusténého v médiu bez FBS.
TGF-B s TRC105 skupinu jsme podrobili 3 hodinové inkubaci v médiu. Po pfidani TRC105
v koncentraci 300 pg/ml jsme nasledovné ovlivnili po dobu 24 hodin pomoci kombinace TGF-B
v koncentraci 5 ng/ml a TRC105 v koncentraci 300 pg/ml. Obé latky jsme pridavali do média
bez FBS.

Pro stanoveni hladiny proteinu pSMAD 2/3 jsme zvolili metodu pritokové cytometrie.
Kontrolni skupinu jsme ovlivnili po dobu 30 minut médiem bez FBS, TGF-B skupinu jsme
ovlivnili po dobu 30 minut pomoci TGF-B v koncentraci 5 ng/ml rozpusténého v médiu bez FBS.
TGF-B s TRC105 skupinu jsme podrobili 3 hodinové inkubaci v médiu. Po pfidani TRC105
v koncentraci 300 pg/ml jsme nasledné ovlivnili po dobu 30 minut pomoci kombinace TGF-B
v koncentraci 5 ng/ml a TRC105 v koncentraci 300 pg/ml. Obé latky jsme pridali do média bez
FBS. Casy pUsobeni a koncentrace jednotlivych latek vychazeji z pfedchozich pokustl. Pocet

vzork(l ve skupiné byl 6 pro PCR méfeni a 4 pro méreni pomoci pritokové cytometrie.
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6.4 qRT-PCR

6.4.1 Priprava pred experimentem

Den pred zacatkem experimentu jsme si dali isopropyl alkohol, chloroform a 75%
ethanolu do mrazaku (-20 °C). Poté jsme si 20 minut pfed samotnym experimentem vzali

t™ z lednice a nechali pfi pokojové teploté. TriReagent™ slouZi k separaci RNA, DNA

TriReagen
z proteinl a obsahuje fenol, guanidin thiokyanat a chloroform. Ve stejny ¢as, tedy 20 minut
pred experimentem jsme si dali PBS do vodni 1azné, zahfaté na 37 °C. Radné jsme si pfipravili a

popsali PCR clean zkumavky a zapnuli centrifugu, kterou jsme si vytemperovali na teplotu 4 °C.

6.4.2 Zpracovani vzorka

Do 6-ti jamkové desticky, kterou jsme si oplachli pomoci PBS jsme pfidali 1ml
TriReagent™, ktery jsme ptidali pfedevsim z dlivodu, aby do$lo k lyzaci bunék a dostali jsme se
ke genetické informaci. TriReagent™ jsme nechali plsobit po dobu 5 minut. BEhem této doby
jsme vzorky opatrné promichdvali. Poté jsme premistili cely objem vijamce do predem

pfipravenych a popsanych zkumavek.

6.4.3 lzolace RNA

Béhem procesu izolace RNA vyuZivame vzdy PCR clean material. V prvnim kroku jsme
provedli homogenizaci vzorkl, ktera je dilezitda predevSim krozvolnéni mRNA. Po
homogenizaci jsme pfidali 200 pL (na 1ml plvodné pouZitého TriReagentu) studeného
chloroformu ke kazdému vzorku. VSechny vzorky jsme dikladné promisili pomoci vortexu po
dobu 10 sekund. Vzorky jsme poté nechali 10 minut stat pfi pokojové teploté. V dalsim kroku
jsme vzorky stocili pomoci centrifugy pti 4 °C a 12 000 rpm po dobu 15 minut. Po stoceni se
nam oddélily jednotlivé vrstvy. Uprostied se nam oddélil prstenec DNA. Nad prstencem se pak

nachazela vodna faze RNA.

Pfenesli jsem si cely objem vodné fdze do novych zkumavek, obsahujicich 5 pL
GenElute™-LPA (56575-1ML, Merck, Némecko), které se pfidava hlavné z divodu vétsiho
vytéZzku reakce. Pfi pfenosu jsme davali pozor, aby se do novych vzork(i nedostala vrstva,
obsahujici TriReagent™. Ke vzorkim jsme pfidali 500 pL (ha 1 ml pdvodné pouZitého
TriReagentu) studeného isopropyl alkoholu a promichali pomoci vortexu po dobu 10 sekund.
Po promichani se objevila srazenina RNA. Vzorky jsme nechali stat po dobu 10 minut pfi

pokojové teploté. Po uplynuti doby jsme vzorky opét stocili pti 4 °C, 12 000 rpm po dobu 10

39



minut. V dalSim kroku jsme odsali isopropyl alkohol. Na dné nam zlstala pouze vysrazena RNA
z bunék tzv. peletka. Nakonec jsme pridali 1 000 pL (na 1 ml pivodné pouzitého TriReagentu)

studeného 75% ethanolu ke kazdému vzorku a 10 sekund promichali pomoci vortexu.

6.4.4 Méreni koncentrace RNA

V prvnim bodé je potfeba odstranit 75% ethanol a vysusit vzorky az na samotné
peletky. Peletky zacaly postupné blednout, aZ se staly transparentni. Jakmile zacaly byt
transparentni, pfidali jsme 15 pL vody pro injekci (APl) a nechali v lednici po dobu 20 minut
rozpustit. V mezicase jsme si zapli Nano drop (NanoPhotometer Pearl, Implen GmbH,
Némecko). Vybrali si program RNA, tedici faktor na 1000, lid faktor 40, koncentraci
v jednotkach ng/uL. Davkovali jsme 1,5 pL API na opticky povrch, zakryli a zmackli ,blank”.
Opticky prostor jsme odistili pomoci celulosového ctverce a nasledné zméfili koncentrace
MRNA v pg/uL u kazdého vzorku. Vysledna koncentrace méla byt u kazdého vzorku v rozmezi

okolo 200 — 1 000 ng/uL. Jestlize byla koncentrace vétsi, byla potfeba vzorky naredit.

6.4.5 Transkripce z RNA do cDNA

Naredili jsme vSechny vzorky na 100 ng/mL podle fedici fady, kterou jsme si vytvofili
mérenim vzorkl. Pfipravili jsme si master mix na reverzni transkripci (Tab. 2. Master mix pro
reverzni transkripci) (High capacity cDNA reverse transcription kit, ThermoFisher Scientific). Ke
kazdému vzorku jsme pridali 10 uL pfipraveného master mixu a zapli si termocycler (Biometr
TOne 96G, Analytik Jena, Némecko). Vzorky jsme si pfed uloZzenim do termocycleru stocili
pomoci centrifugy po dobu 5-10 sekund. Po stoéeni jsme vzorky umistili do thermocycleru.
Umisténi vzorkl by nemélo zasahovat do stran. SnaZili jsme se co nejvice obsadit mista
uprostred podlozky thermocycleru a vzorky jsme umistili stejnym smérem. Po uloZeni vzork(
do podlozky jsme zapli program. Po dokonceni programu jsme pridali 180 uL API ke kazdému

vzorku. Koncentrace vzorkd byla v tomto bodé 5 ng/pL.

6.4.6 Priprava do 96-ti jamkové desticky

PouZili jsme master mix pro PCR (TagMan® Fast Universal PCR Master Mix,
ThermoFisher Scientific) s odpovidajicimi primery (Tab. 3. Primery pro RT-PCR ThermoFisher
Scientific), a také housekeep gen, ktery neni ovlivnén zvolenym treatmentem a slouzi jako
vnitfni kontrola. Pipetovali jsme 5,5 pL této smési do 96-ti jamkové desticky. Desticku jsme

zakryli pomoci adhezivni folie. Poté jsme desku stocili pomoci centrifugy po dobu 2 minut na
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1000 rpm. Méreni PCR probihalo v PCR Cycleru (QuantStudiorm Flex Real-Time PCR Systém,

Applied Biosystems, USA) pomoci programu QuantStudio).
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Tab. 2. Master mix pro reverzni transkripci

MM RT 11 samples mnozstvi nadb. | samp. (uL)
1 nuclease free water 4,2 4,536 68,04
2 RT buffer 2 2,16 32,4
3 RT random primers 2 2,16 324
4 dNTP mix 0,8 0,864 12,96
5 reverse transkriptase 1 1,08 16,2

Tab. 3. Primery pro RT-PCR ThermoFisher Scientific

Gen Protein Katalogové cislo

ENG Endoglin Hs00923996_m1

COL1A1 Kolagen | Hs00164004_m1

ACTA2 Aktin alfa 2 Hs00426835_m1

GAPDH Glyceraldehyd-3-fosfat Hs02786624 gl
dehydrogenaza

Tab. 4. RozloZeni vzorkd na destic¢ce pro PCR

Templ.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 GAPDH
B (1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
C |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24
D (13 (14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24
E |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 (12 ENG
F |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 (11 (21
G (13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24
H (13 (14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 |22 |23 |24
Templ.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 (12
A |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 COL1A1
B |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12
cC |13 |14 |15 |16 |17 |18 |19 |20 |21 (22 |23 |24
D |13 (14 |15 |16 (17 |18 |19 (20 |21 |22 (23 |24
E |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |12 ACTA2
F |1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 |11 |21
G |13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
H (13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
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6.5 Intracelularni pritokova cytometrie p-SMAD

Pfed samotnym experimentem jsme si pfipravili reagencie pro pokus, zahfali jsme

médium pro burnky, PBS, akutazu a 2% FBS v PBS ve vodni lazni na 37 °C.

Bunky ve 12-ti jamkovych deskach jsme si promyli pomoci PBS (Promyti jsme opakovali
celkové dvakrat). Po promyti jsme pftidali 125 pL akutdzy a dali na 5 minut do inkubatoru. Po
inkubaci jsme pfidali 125 pL FBS s PBS a cely objem jamky prenesli do 96-ti jamkové desticky

s tvarem jamek V. Desticku jsme stocili pfi 300 rcf po dobu 3 minut.

Po odsati supernantu jsme desticku resuspendovali pomoci poklepani na tvrdy povrch
a pridali 200 pL 2% FBS v PBS, promyti jsme opakovali celkem 2x. Poté jsme pfidali ke kazdému
vzorku 200 uL 4% paraformaldehydu na fixaci. VSechny vzorky jsme dukladné provortexovali,
aby nedochdzelo ke shlukovani bunék a fixace probihala spravné. Dale jsme celou desticku
stocili pfi 300 rcf po dobu 3 minut a vzorky 2x promyli. V dalSim kroku jsme pfidavali ke
kazdému vzorku 20 pL PBS a 180 pL ledového methanolu na permeabilizaci. Konecénd
koncentrace methanolu cinila 90 %. Vzorky jsme zvortexovali a nechali inkubovat po dobu 10

minut. Po inkubaci jsme desticku stocili, supernant odsali a vzorky opét 2x promyli.

Déle jsme pridali 50 pL primarni protilatky pSMAD 2/3 (Cell Signaling Technology) pfi
fedéni 1:200 v FBS v PBS a nechali plsobit po dobu 1 hodiny pfi 4 °C. Po cas, kdy jsme
nechdvali plsobit protilatku jsme desticku nékolikrat vortexovali, aby nedochazelo ke
shlukovani bunék. Po inkubaci jsme desticku stocili, supernant odsali a vzorky opét 2x promyli.

Dale jsme pracovali ve tmé.

Pfidali jsme 100 pL sekundarni protilatky Alexa Fluor 488 (Invitrogen/ThermoFisher)
v 2% FBS v PBS v fedéni 1:300 a nechali plsobit pfi teploté 4 °C po dobu 30 minut. Touto
dobou jsme desticku obcasné vortexovali, aby nedochazelo ke shlukovani bunék. Po inkubaci
jsme desticku opét stocili, supernant odsali a vzorky 2x promyli. V dalSim kroku jsme vzorky
resuspendovali v 150 pyL PBS a zméfili pomoci cytometru (CytoFlex LX, Beckman Coulter,
Kalifornie, USA) a vysledky jsme vyhodnotili v programu (CytExpert Acquisition and Analysis

Software verze 2.4, Beckman, Kalifornie, USA)
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6.6 Statisticka analyza

K analyze dat jsme pouzili software GraphPad Prism 9.2, konkrétné neparametricky
Mann-Whitney test (GraphPad Software INC., San Diego, CA, USA). Vysledky jsme zpracovali na
zakladé priméru + SEM (stfedni chyba primeéru). Statisticky vyznamnou hodnotu povazujeme

takovou, kde p <0,05.
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7. VYSLEDKY A DISKUZE

7.1.1 Stanoveni hladiny pSMAD 2/3

Stanoveni hladiny pSMAD2/3 jsme provedli pomoci metody pritokové cytometrie.
Hladina fluorescence v kontrolni skupiné (ctrl) ndm slouzi jako referenéni hodnota. Ve skupiné
TGF-B je hladina vyrazné zvySena ve srovndni s kontrolni skupinou, coZ naznacuje aktivaci
SMAD signalni drahy prostfednictvim TGF-B. Tento nardst je statisticky signifikantni (*) = (p <
0,05). Skupina TGF-B v kombinaci s TRC105 ma hladinu nizsi nez skupina TGF-B, coz ukazuje na
inhibi¢ni u¢inek TRC105.

Graf 1. Pratokova cytometrie pSMAD 2/3
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Graf znazoriuje miru ovlivneni pSMAD 2/3 v kontrolni skupiné (ctrl), ve skupine TGF-
B a ve skupiné TGF-B v kombinaci s TRC105 (TGF-B+TRC105). Osa x zndzornuje skupiny, osa
y zndzornuje narist pSMAD 2/3. Vysledky jsou vyjadiené v intenzité fluorescence, n=4, Mann-

Whitney test, pricemz plati Ze *, #p <0.05
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Vysledky ukazuji vliv TRC105 na signalni drahu TGF-B/SMAD 2/3 v jaternich
hvézdicovitych burikdch (HSC). Nejprve doslo k indukci jaterni fibrézy pomoci TGF-B. TGF-B je
silné profibroticky a podili se na aktivaci HSC bunék. Ve skupiné TGF-B je signifikantné zvysena
hladina pPSMAD2/3 v porovnani s kontrolni skupinou, cozZ je v souladu s jiz existujicimi studiemi,
jako je napriklad Lebrina et al. (2004), kde je podrobné rozebrana role TGF-B ve vaskularni
biologii a vysvétleno, jak aktivace TGF-B muZe vést k nadmérné produkci ECM. Studie pracuje
s mysSimi embryonalnimi bufikami. Experiment ukazuje, Ze se zvySujicim se TGF-B dochazi ke
zvySené aktivaci SMAD signalni drahy, cozZ je spojovdno s rozvojem jaterni fibrézy. Tento jev byl
dale potvrzen jiz existujici studii Dewidar et al. (2019), prokazujici, Ze TGF- aktivuje HSC buriky

a podporuje tak rozvoj jaterni fibrozy.

Implementace TRC105 vedla ke snizeni aktivace TGF-B/SMAD2/3 kaskady, coz
potvrzuje vliv protilatky na uvedenou signalni drahu. Tato zjisténi mGzeme dale potvrdit studii
Tripska et al. (2022) provedenou na lidskych aortalnich endotelovych bunkach, ukazujici, ze
TRC105 moduluje SMAD signalizaci. Vysledky dale ukazuji, Ze inhibici pomoci TRC105 se sniZuje
fosforylace SMAD2/3 a narusuje se TGF-B/SMAD signalizac¢ni drdha, coZ je dilleZité zejména
v souvislosti s jinymi studiemi jako je Dooleyho a Ten Dijkeho (2012), ukazujici na dilezZitost

SMAD signalni drahy k potlaceni jaterni fibrézy u mysich modeld.
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7.1.2 Exprese hladiny mRNA endoglinu

Pro stanoveni hladiny mRNA endoglinu (ENG) jsme pouzili metodu PCR. Vysledky
znazornuji hladiny mRNA endoglinu ve tfech rliznych skupinach. Kontrolni skupina (ctrl), kde je
hladina nastavena na 100 %, slouZi jako referencni. Skupina TGF-B, kde je hladina vyrazné
zvySena ve srovnani s kontrolni skupinou naznacuje zvysenou expresi endoglinu. Tento nardst
je statisticky signifikantni. Skupina TGF-B s TRC105 je ve srovnani s TGF-B skupinou

signifikantné sniZena, ale stdle je vyssi nez v kontrolni skupiné.

Graf 2. PCR-vliv na ENG
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Graf zndazornuje miru exprese endoglinu (ENG) v kontrolni skupiné (ctrl), ve skupiné
TGF-B a ve skupiné TGF-B v kombinaci s TRC105 (TGF-B+TRC105). Osa x zndzornuje

skupiny, osa y znazornuje relativni hladinu ENG (%). Vysledek vyjadiujeme jako % kontroly,
n=6, Mann-Whitney test, pricemz plati ze #p <0.05, **p < 0.01

TGF-B zvysuje expresi mRNA endoglinu, coZ naznacuje jeho roli v aktivaci endoglinu.
Ovlivnénim bunék pomoci TRC105 pred pfidanim TGF-B vyrazné sniZujeme endoglinovou

expresi.
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7.1.3 Exprese hladiny mRNA kolagenu

Pro stanoveni hladiny mRNA kolagenu | (COL1A1) jsme pouZili metodu PCR. Vysledky
znazornuji hladinu kolagenu ve trech rtznych skupinach. Kontrolni skupina (ctrl), kde je hladina
nastavena na hodnotu 100 % slouzi jako referencni bod. Skupina TGF-B (5 ng/ml), kde je
hladina zvySena ve srovnani s kontrolni skupinou, coz naznacuje, ze TGF-B zvySuje expresi
kolagenu I. Tento narlst je statisticky signifikantni (***). Skupina TGF-B s TRC105, kde je
hladina mRNA ve srovnani se skupinou TGF-B snizena, ackoli je stale vy$si nez v kontrolni

skupiné. Toto sniZeni je také statisticky signifikantni (#).

Graf 3. PCR-vliv na COL1A1

COL1A1
* %k % #
500 Il l
5 4007 —+
§ Te 300
8 &
S o
< © 200+
Z R
x <
1S 100
0- |
ctrl TGF-B TGF-g + TRC105

Graf znazornuje miru exprese kolagenu (COLIAI) v kontrolni skupiné (ctrl), ve skupiné
TGF-B a ve skupiné TGF-B v kombinaci s TRCI105 (TGF-B+TRCI105). Osa x zndzornuje
skupiny, osa y znazornuje relativni hladinu COLIAl (%). Vysledky vyjadiujeme jako %
kontroly, n=6, Mann-Whitney test, pricemz plati ze # p <0.05, ***p < 0.001

TGF-B indukuje expresi mRNA kolagenu, coZ podporuje jaterni fibrotizaci. Diky TRC105
této indukci predchazime. Tyto vysledky naznacuji, Ze endoglin pravdépodobné hraje dllezitou

roli v regulaci exprese kolagenu | a tim padem v rozvoji fibrotizace.
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7.1.4 Exprese hladiny mRNA aSMA

Pro stanoveni hladiny mRNA aSMA (ACTA2), jsme pouZili metodu PCR. Vysledky
znazornuji hladinu aSMA ve tfech rlznych skupinach. Kontrolni skupina je nastavena na
hodnotu 100 % a je povazovana za referencni. Skupina TGF-f ma hladinu exprese mRNA vyssi,
coz zndzornuje zvySenou expresi aSMA, prostfednictvim TGF-B. Tato hodnota je ve srovnani
s kontrolni skupinou statisticky signifikantni (**). Skupina TGF-B s TRC105, je charakteristicka
signifikantnim snizenim mRNA vUci TGF-B skupiné (#; p <0,05).

Graf 4. PCR-vliv na ACTA2
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Graf znazornuje miru exprese oSMA (ACTA2) v kontrolni skupiné (ctrl), ve skupiné
TGF-B a ve skupiné TGF-B v kombinaci s TRC105 (TGF-B+TRCI05). Osa x zndzornuje

skupiny, osa y znazornuje relativni hladinu ACTA2 (%). Vysledky vyjadiujeme jako % kontroly,
n=6, Mann-Whitney test, pricemz plati ze, #p <0.05, **p < 0.01

TGF-B vyznamné zvySuje expresi mRNA oSMA. Diky TRC105 mulzZe dochazet
k pfedchdazeni indukce tohoto fibrotického markeru. Timto vysledkem mlzeme potvrdit, Ze

endoglin hraje roli v regulaci exprese tohoto markeru.

49



7.1.5 Diskuze endoglinu, kolagenu a aSMA

Endoglin je koreceptorem TGF-B a vyznamnym regulatorem signalni kaskady TGF-
B/SMAD. Nadmérna exprese endoglinu je spojovana s aktivaci HSC bunék bé&hem procesu
jaterni  fibrézy. Aktivované HSC bunky se preménuji na myofibroblasty, a ty
zpUsobuji nadmérnou expresi ECM. Endoglin hraje roli nejen v jaterni fibréze, ale i dalSich
patologickych stavech jako jsou napfiklad kardiovaskuldrni nebo onkologickd onemocnéni.
Nejprve byla provedena indukce tohoto patologického procesu pomoci TGF-B, kdy doslo ke
znacnému zvyseni exprese hladiny mRNA endoglinu, kolagenu a také aSMA. Tato skutecnost
podporuje tvrzeni, Zze TGF-B vyznamné pfispiva k aktivaci HSC bunék a k indukci jaterni fibrdzy.
Zjisténi je v souladu s jiz existujici studii Cordero-Espinoza a Huch (2018), ktera pojednava o
modulaci TGF-B. Studie se zabyva expresi a slozkami ECM, které jsou stimulovany pomoci TGF-
B a vyuZziva primarni mysi HSC bunky. Ukazuje, Ze TGF-B je klicovym markerem pro rozvoj

jaterni fibrdzy.

Kolagen | (COL1A1) je jednou ze slozek ECM a ma schopnost tvorit fibrotickou tkan.
Vysledky ukazuji zvySenou hladinu exprese mMRNA povystaveni TGF-B v jaternich
hvézdicovitych burikach (HSC). Ocekavanou zvysenou expresi mizeme podloZit studii Higashi
et al. (2017), kterd ukazuje, Ze TGF-B indukuje expresi COL1A1 v lidskych burnkach HCC.
Zvysovani hladiny mRNA kolagenu je doprovazeno zvysSenou expresi endoglinu. Tuto
skute¢nost mlizeme dale potvrdit studii Rodriguez-Barbero et al. (2006). V rdmci této studie je
kolagen zminén v souvislosti s regulaci TGF-B prostfednictvim ERK 1/2 MAPK signalni drahy.
Studie ukazuje, Ze endoglin hraje roli vregulaci syntézy kolagenu v odpovédi na TGF-B1,
pricemz tento efekt zavisi na aktivaci ERK 1/2 MAPK. Studie vyuZiva fibroblasty a buriky

s modifikovanou expresi endoglinu.

Kombinace TGF-B s TRC105 vede ke snizeni hladiny mRNA kolagenu. Tento vysledek
naznacuje, Ze TRC105 mlze mit inhibi¢ni Gc¢inek na expresi tohoto markeru indukovanou TGF-
B. TRC105, ktery je anti-endoglinovym terapeutikem, vede ke snizeni aktivace HSC bunék. Diky
této blokaci se HSC burniky méné preménuji na myofibroblasty, coZz vede ke sniZzeni exprese
fibrogennich marker(, véetné kolagenu. Podobné ucinky mizeme pozorovat i ve studii Song et
al. (2022) o rekombinantnim latency-associated peptidu (LAP), blokujici TGF-B/SMAD
prostfednictvim sniZovani aktivace HSC bunék a ukladani kolagenu v in vivo i in vitro modelech.
Kombinace TGF-B a TRC105 vykazuje podobné anti endoglinové efekty, coZ se ukazuje i jiz

existujici studii Schoonderwoerd et al. (2021), ukazujici, Ze TRC105 vede k inhibici endoglinu,
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coz nasledné zpUsobuje snizeni rlistu pankreatického duktalniho adenokarcinomu. Studie byla

provadéna na lidskych, ale i mysich tkanovych modelech.

aSMA (ACTA2) je fibrogenni marker, ktery je jednou ze slozek ECM. Vysledky ukazuji
vliv TGF-B a TRC105 na hladinu mRNA. Nejprve doslo k indukci jaterni fibrézy pomoci TGF-B,
kdy byla pozorovdna zvysena exprese tohoto markeru. Zvysena exprese aSMA po stimulaci
TGF-B naznacuje remodelaci tkané a fibrinogenezi. Tyto vysledky jsou v souladu s literaturou
Fakatava et al. (2023), kterad podporuje hypotézu, Ze hladina aSMA stoupa diky ovlivnéni TGF-
B. Studie byla provedena na lidskych parodontdlnich vazivovych burkach. Dalsi relevantni
studie Rockey et al. (2013) se zabyvala aktivaci HSC bunék v jatrech a zjistila zvySeni exprese
oaSMA po indukci jaterniho poskozeni. ZvySeni bylo spojeno s preménou HSC bunék na
myofibroblasty. NasSe vysledky muZeme jesté podpofrit studii Gerrits et al. (2023), kterd
zkoumala udlohu endoglinu v progresi chronického onemocnéni ledvin a jeho vliv na expresi
aSMA. Studie zdlraznuje, Ze endoglin ovliviiuje fibrotické zmény v ledvindch a aSMA je jednim
z ukazatelll téchto zmén. Studie zminuje roli endoglinu v progresi chronického onemocnéni
ledvin a termindlniho stadia chronického onemocnéni ledvin. Zvysené hladiny endoglinu
souvisely s pokrocilym stddiem onemocnéni a mohou sloZit jako biomarker pro monitoring

progrese.

Zjistili jsme, Ze blokaci endoglinu pomoci TRC105 dojde i ke sniZzeni hladiny mRNA
aSMA. Podobné vysledky nalezneme v jiz zminéné studii Gerrits et al. (2023), kterd ukazuje na
pfitomnost mMRNA aSMA v renadlnich vzorcich. Po pfidani protildtky TRC105 doslo taktéz ke

snizeni hladiny mRNA.

Tyto vysledky naznacuji, Zze blokovanim endoglinu miZeme ovliviiovat aktivaci HSC
bunék zprostfedkovanou pomoci TGF-f. Podobné zavéry mlizeme pozorovat ve studii Rosen et
al. (2014), zamérujici se na vliv inhibice endoglinu na aktivaci HSC bunék a vznik fibrézy. Studie
vyuziva inhibici jak endoglinu, tak VEGF drahy, coz vede k lepsim vysledkdim, naptiklad u l1écby

rezistentnich pacientd s nadorem.

Celkové muizZeme vysledky tohoto experimentu shrnout tak, Ze blokovani endoglinu
mUZe byt Ucinnou strategii pro omezeni aktivace HSC bunék a zabranéni procesu fibrotizace.
Vysledky pfinasi dalsi dlkazy o roli endoglinu v patogenezi jaterni fibrézy a potvrzuji, Ze
inhibice pomoci TRC105 miZe vést ke snizeni aktivity HSC bunék a tim k omezeni produkce
ECM. Zéaroven dokazuje, ze pomoci TRC105 mizZeme zmirnit expresi fibrogenniho kolagenu a
aSMA a tim potlacit fibroticky proces. Cileni na endoglin tedy pfedstavuje slibnou moZnost pro

rozvoj progresivni terapie. Podporu vysledkli mizeme najit ve studii Scharpfenecker et al.
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(2007), ktera zkouma endoglin v cévnim systému. Jeho inhibice mGze mit modulacni Gcéinky na
TGF-B signalizaci. Tento zdvér odpovida nasim pozorovanim, Ze endoglin hraje roli v modulaci

TGF-B.
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8. ZAVER

Diplomova prace se zaméfila na vliv exprese endoglinu na jaterni fibrézu. Soustredili
jsme se predevsim na TGF-B/SMAD2/3 signalni drdhu v HSC burikdch v podminkach in vitro.
HSC bunky jsou klicovymi burikami hrajicimi roli v procesu vzniku jaterni fibrézy, proto jsou

vhodnym materidlem pro studium mechanismu fibrinogeneze.

Vysledky diplomové prdce prokdazaly, Zze po ovlivnéni bunék pomoci TGF-B dochazi
k zvy$eni hladin pSMAD2/3 a také zvySené expresi mRNA u endoglinu, stejné jako u
profibrotickych markerl, mezi které patfi kolagen | a aSMA. Pfi aplikaci anti-endoglinové
protilatky TRC105 jsme pozorovali zabranéni TGF-B indukované expresi u vsech zminénych

markerd.

Nami ziskané vysledky naznacuji, Ze endoglin by mohl hrat vyznamnou roli v procesu
jaterni fibrézy a ze tato monoklonalni protilatka by mohla inhibovat fibrotické procesy, kterd

jsou spojené s aktivaci SMAD signaliza¢ni kaskady.

Nevyhodou prace stéle zUstava fakt, Ze byl experiment vykonan pouze na jednom typu
bunék. Zaroven by bylo dobré vyzkouset Gcinky TRC105, jak na dalSich typech bunék, tak
zejména v in vivo podminkach. Dalsi nevyhodou muzZe byt nase zaméreni na jednu signalizaéni
drdhu, i prestoZe k aktivaci HSC bunék mohou vést i dalsi signalizac¢ni drahy. V dalSich
experimentech by tak bylo vhodné se zaméfit na jiné signdini drahy a odlisné podminky.

Prikladem muze byt signalni draha Wnt/B-katenin nebo Notch v in vivo podminkach.

Koneénym usnesenim je, Ze TGF-B/SMAD2/3 signaliza¢ni kaskada hraje vyznamnou roli

v procesu jaterni fibrozy a mize slouZit jako terapeuticky cil pro [é¢bu tohoto onemocnéni.
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9. POUZITE ZKRATKY

Tab. 5. Seznam zkratek

ADH Alcohol dehydrogenase Enzym alkohol dehydrogenaza
aSMA a-smooth muscle actin a-aktin hladkého svalstva
ALK Aktivin receptor-like kinase Kindza podobna receptoru pro
aktivin
BMP Bone morphogenetic protein Kostni morfogeneticky protein
ECM Extracellular matrix Mezibuné¢nd hmota
ENG Endoglin Protein endoglin
FGF Fibroblast growth factor Fibroblastovy rlstovy faktor
HCC Hepatocellular carcinoma Hepatocelularni karcinom
Hh Hedgehog pathway Hedgehog signalizacni kaskada
HSC Hepatic stellate cells Jaterni hvézdicovitd burka
IL Interleukin Signalni protein
MAPK Mitogen-activated protein kinase Mitogen aktivujici proteinkinaza
MMP Matrix metaloproteinase Matrixova metaloproteindza
NK burky Natural killer cells Pfirozeni zabijeci
NO Nitric oxide Oxid dusnaty
PCR Polymerase chain reaction Polymerdzova retézova reakce
PDGF Platelet derived growth factor Rastovy faktor krevnich desticek
ROS Reactive Oxygen Species Reaktivni formy kysliku
SMAD Small mothers against Proteiny kaskady, druzi poslové

Decapentaplegic

54




TGF-B

Tumor growth factor B

Transformujici rastovy faktor B

TRC105 Carotuximab Monoklonalni protilatka proti
endoglinu
VEGF Vascular endothelial growth factor Vaskularni endotelovy rlistovy
faktor
ZP Zona pellucida Vrstva glykoprotein(, soucast

endoglinu
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