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1. UVOD

Jaterni cirhdza predstavuje ¢asté a zdvazné onemocnéni, v Ceské republice umira roéné
20,3/ 100 000 obyvatel, do kone¢ného stadia dospéje asi 1 500 — 2 000 nemocnych. Studium v
poslednich tfech dekadach zna¢né pfispélo k objasnéni jejiho slozitého mechanismu a nové
metody pfinesly fadu cennych poznatki o jeji patogenezi (Ptibramska, 2007). Jaterni fibroza je
charakterizovand nadmérnym hromadénim mezibunééné hmoty a vznikéd v dasledku ptsobeni
¢1 autoimunitni hepatitida, abuzus alkoholu, ucinky toxini ¢i biliarni poSkozeni. Klinické
projevy jsou variabilni a jsou ovlivnény typem, projevy a pokrocilosti zdkladniho onemocnéni.
Cirhézu definujeme jako konecné stadium fibrozy jaterniho parenchymu vyustujici do uzlové
prestavby jater s naslednou poruchou jejich funkce.

Zacatek fibrogeneze je spojens akutnim poskozenim jater, dochazi k nekroze
hepatocytil, coz vede k aktivaci jaternich hvézdicovych bunék, ale i celé fady dalsich bunék a
ke vzniku zanétu. S pretrvavajicim poskozenim dochazi k selhéni regeneracnich schopnosti a
hepatocyty jsou nahrazovany nové vytvoienou extracelularni matrix, kterd se v jatrech hromadi,
uklada a zpusobuje jejich prestavbu. Hlavnimi producenti kolagenu typu I a dalSich slozek
matrix jsou jaterni hvézdicové bunky, které hraji v procesu fibrogeneze zasadni roli.
V poranénych jatrech se aktivuji, mnozi a mimo tvorbu matrix uvolfuji fadu profibrogennich
cytokind, metaloproteinaz a inhibitorti matrix-degradujicich enzymu, které jsou pro cely proces
nezbytné.

Diive byly oba stavy povaZovany za nevratné, nicméné€ o reverzibilité fibrézy i cirthozy
se ve védeckych kruzich hojné diskutuje a probiha cela fada studii zamétenych na navrat do
puvodniho stavu. Z dnes$niho pohledu je fibréza vnimana jako dynamicky proces, ktery vede
nejen K novotvorbé extracelularni matrix, ale zaroven i k jeji degradaci. Jednou z cest jak
obnovit rovnovdhu v jatrech je odstranéni hlavnich producentii extraceluldrni matrix
programovanou bunéénou smrti — apoptdozou. Proto je navozeni ¢i ovlivnéni apoptdzy
hvézdicovych bunck v dneSni dobé vyznamnym, strategicko-terapeutickym, antifibrotickym
cilem. Nemaly vliv se pfisuzuje interakci hvézdicovych bunc¢k a extracelularni matrix.
Novotvorba, prestavba ¢i degradace matrix muize ovlivnit dal§i osud bunék v jatrech, at’ jiz

smérem k proliferaci, navratu do klidového stavu ¢i k bunécné smrti.



2. CILE PRACE

Nasim cilem bylo sledovat vliv trojrozmérné kolagenni matrix na apoptdzu jaternich
hvézdicovych bunék a piispét tak, k objasnéni déji probihajicich v jatrech béhem fibrotického
procesu.

Kladli jsme si za cil:

e Izolovat hvézdicové bunky z nepoSkozenych jater a zdroven z jater akutné poskozenych.

Charakterizovat tyto bunky z hlediska morfologie, ristu a bunééného cyklu.

e Vytvotit model vhodny ke studium apoptdzy jaternich hvézdicovych bunék — in vivo za

pomoci tetrachlormethanu nebo in vitro indukci apoptdzy za pomoci toxind.

e Zjistit, jaky je vliv kolagenu typu | na apoptozu jaternich hvézdicovych bunék a

analyzovat geny s apopt6zou asociované.
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3. PREHLED SOUCASNEHO STAVU PROBLEMATIKY

3.1. Jatra

Funkce jater je nezaménitelna a mnohostranna. VéEtSina procest v nich probihajicich
souvisi s metabolismem a detoxikaci organismu, ale kromé toho jsou jatra
téz exokrinni i endokrinni zlaza zasahujici do dal§ich dg&ji. Jatra jsou klicovym organem
zajistujicim energetickou latkovou vyménu a pifeménu zivin. Syntetizuji fadu Zivotné
dilezitych sloucenin jako napiiklad bilkoviny krevni plazmy (albumin), proteiny akutni faze a
koagulacni proteiny. Zaroven jsou i zdsobarnou vitamint, zeleza a médi. Vyrabéji zluc€, kterd
napomahd rozkladu tukil v travicim traktu, zasahuji do metabolismu cukrl a reguluji hladinu
glukozy. Jsou nejvétsim vnitinim orgdnem v lidském téle (tvoii 5 % télesné vahy), a protece
jimi 1,5 | krve/min. Z anatomického hlediska se lidska jatra rozdé€luji na 4 laloky: vétsi pravy
lalok (lobus dexter), mensi levy lalok (lobus sinister), dale pak na ocasaty lalok (lobus
caudatus) a c¢tythranny lalok (lobus quadratus). Zdrava jatra jsou tuha ale zaroven kiehka,

poddajné konzistence a ¢ervenohnédé barvy.

Kupffer cells ‘_._/'é lm @ﬁfg e

== |

Interlobular

Hepatic artery
proper

Bile duct

Hepatic portal
vein

Bile duct Hepatic portal vein (b) Portal area Bile ductules

Schéma ¢. 1. Na obrazku vidime jaterni lali¢ek ve tvaru Sestiihleniku, v jehoz stiedu je vena centralis a
Vv rozich portalni triada (atrteria hepatica propria, vétev vena portae a vétev intraheptalnich Zlu¢ovych cest).
Dale jsou zde zobrazené hepatocyty, Kupfferovy buiiky, sinusoidy, Zlu¢ové kanalky. (Pfevzato z
http://www.as.miami.edu/chemistry/2086/Chap%62024/Chapter%62024-newPART2.htm).


http://cs.wikipedia.org/wiki/Exokrinn%C3%AD_%C5%BEl%C3%A1za
http://cs.wikipedia.org/wiki/Endokrinn%C3%AD_%C5%BEl%C3%A1za
http://cs.wikipedia.org/wiki/%C5%BDivina
http://www.as.miami.edu/chemistry/2086/Chap%2024/Chapter%2024-newPART2.htm

Jaterni parenchym je tvofen prevazné hepatocyty, které vytvareji tramce. Mezi t€émito
tramci jsou fenestrované sinusoidy, kudy piichazi okysli¢ena krev z arteria hepatica propria a
ziviny z vena portae. Krev se vyléva do Disseho prostoru (perisinusoidového), ktery zajistuje
kontakt krve s mikroklky hepatocytii. Morfologickou jednotku tvofi cévy vytvarejici s tramci
radialn¢ usporadany utvar lobulus venae centralis s centralni zilou uprostfed, kterd probiha
osou lalicku (Schéma ¢. 1). Ta sbira krev ze sinusoid, kterou odvadi pry¢ z jater. Hepatocyty
tvofi 60 - 70 % bunécné populace jaterniho parenchymu, kromé nich nalézame v jatrech bunky
neparenchymové - jaterni hvézdicové bunky (HSC), Kupfferovy buiky (tkaniové makrofagy),
cholangiocyty, endotelové bunky a lymfocyty (Alpini, 1994).

3.2. Jaterni fibréza a cirhéza

Jaterni cirh6za patfi mezi nejsledovanéj$i choroby traviciho systému. Jeji slozity
mechanismus byl v poslednich letech intenzivné studovan a nové metody piinesly fadu cennych
poznatkll o jeji patogenezi. Jaterni fibroza je dynamickd a vysoce regulovana odpovéd’ na
poskozeni jaternich bun€k a jejich nahrazeni tkani bohatou na extracelularni matrix (ECM).
Fibroza muze nastat z mnoha pfi¢in a jakymkoli procesem, ktery narusi rovnovéhu vnitiniho
prostiedi. Je zptisobend zanétlivymi, virovymi a autoimunitnimi onemocnénimi, metabolity,
nevhodnou stravou, vrozenymi poruchami latkového metabolismu, dale vlivem abusu alkoholu,
drog, 1éki, toxickych latek ¢i bilidrniho poSkozeni. Klinické projevy jsou variabilni, zalezi na
portalni hypertenze a komplikace spojené stimto syndromem. Progredujici fibroza miuize
vyustit v cirhdzu, coZ je konecné, pravdépodobné nevratné stadium fibrotizace jater spojené
s tvorbou uzlovitych regenerativnich struktur. Dochazi k syntetické i metabolické dysfunkci a
naruseni transportu fady latek ze sinusoid k hepatocytlim, miize dojit k iplnému rozvratu a poté
az k jaternimu selhani (Lotersztajn, 2005).

Onemocnéni jater je v populaci ¢im dal ¢astgjsi, celosveétove je nyni celkové na desatém
misteé ze vSech pficin mortality, pficemz ptiblizné 50 % jsou cirhdzy alkoholového plivodu, asi
30 % piipada na virové a zbytek se tyka viech ostatnich jaternich onemocnéni. Umrtnost v CR
se pohybuje kolem 20 na 100.000 obyvatel. V poslednich dvou desetiletich doslo k trvalému
nartistu poctu umrti v disledku infekce hepatitidou C a s obezitou spojenych nemoci
(nealkoholické steatdozy, NASH), coz do budoucna predikuje i nadale zvySujici se imrtnost a
posun v poradi smérem vzhuru. Problémem je, ze néstup fibrozy je obvykle nenépadny a

nedetekovatelny, vétsSina komplikaci ¢i dokonce umrti je spojena az s progredujici cirhdzou,
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nebot’ téméf 40 % pacient s cirhozu jater je asympomatickych (Baigrie, 2005). Teprve po
uplynuti latentniho obdobi (n€kdy 10 - 15 let) jsou zjistitelné prvni projevy cirhdzy. Alkohol a
jeho vliv na jatra byl znam jiZ ve starovékém Recku a Indii. Patogeneze alkoholickych jaternich
poskozeni neni stale jasna, a to i pies to, ze predstavuje polovinu vSech jaternich chorob.
Vétsina alkoholikii ma hepatomegalii v disledku steatozy, ale jen u 20 - 35 % z nich vznikne
fibréza nebo cirhoza. Nekroptické ndlezy prokazuji jaterni cirhdzu jen u 18 % alkoholikl a
biopticky je cirhdza potvrzena u 15 — 30 % alkoholikd. Vznik jaterni cirhozy koreluje s
mnozstvim a délkou konzumace alkoholu. Relativni riziko vzniku jaterni cirhdzy je pii
konzumaci 40 - 60 g alkoholu denné¢ u muzi Sestkrat vyssi nez pii konzumaci 20 g. Dnes se
povazuje 60 g alkoholu denné pro muze a 30 g pro Zeny za davku, ktera po 10 - 15 letech vede
ke vzniku jaterni cirhézy (P¥ibramska, 2007, Spi¢ak, 2008).

Cirhézu lze klasifikovat dle morfologie nebo dle etiologie. Dle morfologicko -
anatomickych zmén rozeznavame tfi typy cirh6zy: mikronodularni, makronodularni a smiseny
typ. Zlatym standardem pro detekci jaterni fibrozy je jaterni biopsie, nicméné tato histologicka
metoda neni pro pacienta Uplné bez rizika a také je diagnosticky limitovdana omezenym
mnozstvim selektivné vybranych vzorkii. Bohuzel zatim nebyla nalezena snadnd, bezpecna,
neinvazivni a spolehliva diagnosticka metoda, ktera by byla schopna odhalit fibrézu jiz v raném
stadiu. Jedinou uspésnou 1é¢bou v dnesni dob¢ je veasné odstranéni pifi¢in poskozeni a vysoka
regenerac¢ni schopnost jater, v druhém piipadé pak transplantace jater spojena S vysokym

rizikem posttransplantacnich komplikaci.

3.2.1. Patofyziologicky mechanismus fibrézy jater

Hepatocyty reaguji na poskozeni masivni nekrozou nebo apoptdzou a vznikem zanétu,
ktery aktivuje proces hemokoagulace a fibrinolyticky systém. Posléze dochazi
k subendotelovému ukladani nové vytvoiené EMC v Disseho prostoru, mizi charakteristicka
fenestrace sinusoid, které tim nabyvaji charakteru kapilar. Jednotlivé slozky extracelularni
matrix jako kolagen, proteoglykany a adhezivni glykoproteiny jsou ukladany do jaterniho
parenchymu, akumuluji se zde a zpiisobuji zménu v jeho stavbé, a zaroven ovliviiuji chovani
vSech bungk jaterniho parenchymu (Schéma ¢. 2). Tvorba vaziva, jeho ukladani (fibrogeneze) a
odbouravani (fibrolyza) jsou za fyziologického stavu vyrovnané. Porucha této homeostazy vede
nejen K patologické fibrogenezi, ktera je charakterizovana nékolikanasobnym zmnozenim
mezibunéné hmoty kolagenniho i nekolagenniho ptivodu, ale také ke zménénému podilu mezi

nimi. Pokud vSak poskozeni trva i nadale, regeneracni schopnost jater selhava, poskozené

13


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Baigrie%20RJ%22%5BAuthor%5D

hepatocyty jsou nahrazovany nové vytvoienou ECM, kterd ma rozdilnou distribuci dle ptivodu
poskozeni jater. S pokracujici fibrotizaci tkané postupné dochazi k prechodu ve steatézu a
centrilobularni nekrézy, vzniklé vazivové pruhy premostuji septa, a dochazi k tvorbé
regenera¢nich uzli a k vzniku cirhézy (Mudu, 2007). V posledni fazi jsou tyto zmény

povazovany pievazné za ireverzibilni.

Hepatocyte

Hepatic stellate cell

Sinusoidal
endothelial cell

Kupffer cell
Sinusoid lumen with

normal resistance o
blood fow

Normal fiver

Chronic
liver injury

Infiltrating lymphocyte

Extracellular matrix
proteins

Apoptotic hepatocyte
Aclivated Kupfer cell
Sinusold lumen with

increased resistance
10 blood flow

Liver with
advanced fibrosis

Schéma €. 2. Normalni jaterni architektura (A) a zmény spojené s pokrocilou jaterni fibrozou (B).
Po chronickém poSkozeni jater dojde k infiltraci parenchymu lymfocyty a vzniku zanétu. Dochazi
k apoptéze nékterych hepatocyti, aktivaci Kupfferovych bunék a uvolnéni fibrogennich
mediatori. HSC se aktivuji v kontraktilni myofibroblasty, proliferuji a produkuji velké mnoZstvi
extracelularni matrix. (Pfevzato z Battaller, 2005).

3.2.2. Buiiky produkujici jaterni extracelularni matrix

Fibroza je tedy vysledkem reparacnich procesit doprovazejicich hepatocelularni
poskozeni. Tento proces je lokalizovan do subendotelového Disseho prostoru. Ugastni se ho
celd tada biologickych a chemickych ucastnikli (chemokint, rGstovych faktorti, cytokind) a

kazdy z nich zasahuje svym zvlastnim mechanizmem. Kli¢ovou roli zde hraji hlavni producenti
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extracelularni matrix - jaterni hvézdicové bunky, které se béhem poskozeni jater aktivuji,
proliferuji a produkuji ECM ve zvySeném mnozstvi (Sarem, 2006). DalSimi prokdzanymi zdroji
ECM v jatrech jsou portalni, septalni a tzv. interface myofibroblasty. Portalni myofibroblasty
jsou lokalizovany kolem malych portalnich cév a drobnych zluCovodu, proliferuji u
chronickych cholestatickych 1ézi a iniciuji ukladani kolagenu (Kinnman, 2002, Magness,
2004). Okolo nové vytvotfenych sept jsou lokalizovany septalni myofibroblasty. Navzajem se
lisi v expresi specifickych bunéénych markert a v odpovédi na apoptotické stimuly (Knittel,
1999). Pavod ponékud odlisné subpopulace interface myofibroblastl jesté neni dofesSen, jsou
umisténé mezi parenchymem a stromatem portalnich poli ¢i sept. Pro tyto tfi druhy bunék

(HSC, portalni a interface-myofibroblasty) byl navrzen spole¢ny termin jaterni myofibroblast.

3.3. Extracelularni matrix

Jaterni extracelularni matrix je komplikovanou strukturou makromolekul, kterd je
produkovana buitkami mesenchymalniho ptivodu a je zcela nezbytna pro spravnou funkci vsech
jaternich bun¢k. ECM zaujima ve zdravych jatrech méné nez 3 %. Jde o nékolik typd kolagend,
proteoglykant, glykoproteidl, glykosaminoglykanii a dalSich proteinii, které maji v jatrech
krom¢ mechanického udrzeni struktury tkané celou fadu dalSich funkci. Umoznuje migraci
bunék, ale pisobi téZ jako informacni systém, v némz builkky mohou detekovat, koordinovat
nebo vytvaret chemické signaly. Nejvétsi mnozstvi ECM je ve zdravych jatrech lokalizovano
V portalnim traktu, kolem stén sinusoid a centralni vény, kde slouzi jako mechanickd opora
(Sato, 2004).

3.3.1. Slozeni extracelularni matrix

Normalni i patologicka ECM se sklada z kolagenni a nekolagenni komponenty. Jsou zde
zastoupeny tfi hlavni typy makromolekul: fibrilarni proteiny (kolageny poskytujici pevnost a
elastin skytajici pruznost), glykosaminoglykany a proteoglykany (které dodavaji pojivové
tkani gelovou strukturu) a multiadhezni molekuly (kupf. fibronektin, laminin a nidogen, které
umoziuji pfimé spojeni bun¢k s makromolekulami ECM).
vysoce stabilni, mechanicky odolny a pevny, jeho vldkno vytvafi trojrozmérnou Sroubovici.
Hlavni aminokyseliny pro jeho tvorbu jsou: glycin (33,5 %), prolin (12 %) a hydroxyprolin (14
%). Dvé aminokyseliny typické pro kolagen - hydroxyprolin a hydroxylysin vznikaji

hydroxylaci prolinu a lysinu, které jsou jiz zabudovany ve vznikajicim polypeptidu a slouzi ke
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stabilizaci  trojsroubovice. Zakladni proteinovou jednotkou kolagenu je molekula
tropokolagenu, ktera je tvofena tremi spiralovité sto¢enymi polypeptidovymi fetézci. Molekuly
tropokolagenu polymeruji do linearni protofibrily, ty se sdruzuji v kolagenni mikrofibrilu o
pruméru 20 - 100 nm. Z mikrofibril se skladaji kolagenni fibrily o praméru 0,3 - 2 um, svazky
kolagennich fibril tvofi kolagenni vlakno (fibra collagena) o tloustce 5 - IS um a "nekonecné"
délce.

Doposud bylo identifikovano 19 riznych kolagenu (typ I az XIX). Ve zdravych jatrech
jsou nejvice zastoupené typy I, III, V a XI, které jsou uloZeny zejména v pouzdie, v okoli
velkych cév a portalnich poli. Méné vlaken obsahujici typ 1 a III je v subendotelovych
prostorech. Kolagen typu I vytvaii fibrilarni makromolekuly, kolagen IV vytvaii sité¢ a je
hlavnim typem kolagenu ECM v Disseho prostoru, kterd svym sloZzenim pfipomina basalni
membranu (Schuppan, 2001).

Hydrofobni elastin dodava ECM elasticitu a pevnost v tahu diky konformaci nahodného
klubka a dokaze se prodlouzit se o 150 % své délky. Zakladni jednotkou je tropoelastin, v némz
ptrevladaji aminokyseliny glycin, alanin, prolin, valin, leucin a lysin. Elastinova vlakna byvaji
pokryta mikrofibrilami, které jsou tvofeny riznymi glykoproteiny, piedevsim fibrilinem.

Dalsimi  dulezitymi  slozkami  matrix  jsou strukturalni proteoglykany a
glykosaminoglykany (GAG). Vypliuji extracelularni prostor, zptisobuji odolnost proti tlaku,
navraceji tkan do ptivodniho tvaru, ptitahuji vodu a odpuzuji negativné nabité¢ molekuly. Vazou
se na Kkolagenni fibrily a vytvaii tak sité. GAG jsou dlouhé nevétvené polysacharidy
s opakujicimi se disacharidy, v nichz je vZzdy jednim ¢lenem uronova kyselina (D-glukuronova
nebo L-iduronova kyselina) a druhym aminocukr (N-acetyl-D-glukosamin N-acetyl-D-
galaktosamin, ktery je vétSinou sulfatovany). Diky silnému negativnimu naboji pfitahuji sodné
kationty, které atrahuji vodu a vznika tak hydratovany gel, ktery mé za nasledek turgor piisobici
proti stlaceni tkan€. Nejznaméjsimi predstaviteli jsou heparansulfat, chondroitin — 4 (nebo 6)
sulfat, dermatansulfat, keratansulfdit a mezi GAG unikdtni, sulfat neobsahujici kyselina
hyaluronova, ktera je jako obrovsky polymer schopna véazat velké mnozstvi vody.

Glykoproteiny se vazou ptimo na kolagen nebo proteoglykan a ukotvuji bunky k ECM
pomoci vazebnich domén. Fibronektin na kolagen typu I, laminin na kolagen typu IV
V bazalnich membranach. Fibronektin ma sekvenci aminokyselin Arg-Gly-Asp oznacovanou
zkratkou RGD, laminin je znam pro svou charakteristickou podobu molekuly — tvar ktize

tvofeny tiemi polypetidovymi fetézci.
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VétSina molekul ECM vytvéii signdly, které jsou pomoci specifickych bunéénych
receptort (integriny) ptrevadény do nitra bunky, kde aktivuji fadu proteinkindz a ovliviuji
transkripci genti. Potazmo tedy proliferaci, diferenciaci a preziti bunék. Integriny také ovliviuji
motilitu buniky. Jsou slozeny z a Ci B fetézct, které tvoifi heterodimery a spojuji makromolekuly
ECM pies membrany s bunéénym skeletem. Doposud bylo popsano 16 typt podjednotek o a 9
typu B, v kombinaci jich je objeveno 24 (Imai, 2000). Ugastni se transmembranové signalizace
diky tomu, Ze jejich extracelularni ¢ast dokdze rozpoznéavat a navazat se na adhezivni konce
makromolekul ECM (napt. tzv sekvence RGD) a nasledné ovlivnit intraceluldrni pochody.
Kazda slozka ECM ma svoje specifické intergriny slouzici k signalizaci. Integrin a2p1 je
definovan jako specificky integrin pro kolagen typu I a IV (Imai, 2000), dale pak alP1, a2p1,
aVP1, a6p4 a dalsi neintegrinové receptory jako DDR-2 (discoidin domain receptor 2), které
spojuji, integruji a komunikuji s kolagenem typu I, 11l (Pinzani, 1998). Nejznamé&jSim
integrinem, ktery se podili na proliferaci a apoptotickém procesu je integrin av3 (Zhou, 2004).
Pokud tedy dochazi k remodelaci matrix, jeji degradace mize napomahat k odstranéni
nepotiebnych bunck tim, Ze dojde ke ztraté¢ zachranych signalii zplisobené pravé prerusenim

intergrinové komunikace.

3.3.2. Extracelularni matrix v poSkozenych jatrech

V normalnich jatrech je prostor mezi endotelovymi buiikkami, komplexem HSC a
parenchymovymi buiikami vyplnén fibrilarni ECM kolagenu typu | a pouze jemnou matrix
bazalni membrany o nizké hustoté (Sato, 2003). B&hem poskozeni jater podléha ECM
remodelaci a ztraci své puvodni fyziologické vlastnosti. Dochazi ke kvantitativnim i
kvalitativnim zménam (viz tabulka ¢. 1), intersticidlni hmota o standardni hustoté je
nahrazovana pievazné kolagennimi vlakny (Friedman, 2000, Tsukada, 2006). V prvnim stadiu
jaterni fibrézy prevlada syntéza kolagen typu III, V a fibronektinu, v pozd¢jsim stadiu jaterni
cirh6zy jde o kolagenu typu I, IV, elastin, undulin a laminin (Shuppan, 1990). U pokrocilé
fibrozy je celkovy obsah kolagennich 1 nekolagennich slozek 3x az 10x vétsi. Hyaluronan se
Vv Disseho prostoru normaln¢ nachazi pouze v malém mnozstvi, ale v poSkozenych jatrech
stoupd jeho mnozstvi aZ 8x. Koncentrace kyseliny hyaluronové roste také v séru a méfeni jeji
hladiny se vyuzivd jako jeden zneinvazivnich markerii jaterni fibrozy. Dermatan,
chondroitinsulfat a heparansulfat také stoupaji (Benyon, 2000). Je zde rozdilna redistribuce
mnozstvi lamininu, proteoglykant, adhezivnich glykoproteint a glykosaminoglykant, dale také

pfitomnost molekul, které se specificky vazou na ECM — ristovych faktort, cytokint.
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Na odstranéni nadbytecné ECM se specializuje skupina enzymi, kterd se nazyva
metaloproteinazy (MMP - matrix metalloproteinases), v jatrech jich bylo identifikovano osm.
MMP jsou enzymy schopné cilené $tépit kolageny i nekolagenni komponenty ECM, jejich
substraty jsou trojSroubovice kolagenu I a III, elastin, proteoglykanova jadra, fibronektin a

laminin (Benyon, 2001).

Normalni jatra Fibréza
Komponenta ECM Mnozstvi Umisténi Mnozstvi
Kolagen typu | + pouzdro +++++++
Kolagen typu Il + portalni trakt +++
Kolagen typu V + okoli velkych cév +++
Kolagen typu VI + perisinusoidalné +++
Hyaluronan + +H++++++
Dermatan ++ +++++
Preteoglykany + Disseho prostor ++++
Chondroitin + +++

Tabulka ¢ 1. Zmény ve sloZeni extracelularni matrix. (Pfevzato podle: Muddu, 2007).

Podle substratové specificity a podobnosti doménové struktury se déli do nékolika
skupin na kolagendzy, Zelatinazy, elastazy, stromelysiny a membranové MMP (Folgueras,
2004). Jsou vytvafeny a uvolnovany podle aktudlnich potieb (on demand) a vétSinou jako
neaktivni enzymy. Jsou produkovany nejenom HSC, ale i dalS§imi typy bunck v jatrech.
Aktivace MMP probiha proteolytickym Stépenim, bud’ jinou metaloproteinazou (membranovy
typ MMP -14), nebo plazminem. Inhibovany jsou naopak vazbou na tzv. tkanové inhibitory
metaloproteindz (TIMP 1 — 4). Vyslednd aktivita metaloproteindz je pak dana relativnim
pomérem jejich aktivni formy a inhibitortt TIMP.

V pocatcich jaterniho poskozeni dochazi k degradaci normdlni subendotelové matrix,
nebot’ musi ustoupit nové tvorbé. Podstatnou Casti pivodni zdravé, nefibrilarni matrix je
kolagen typu IV, ktery je degradovan pomoci MMP-2 (Zelatindza A) a MMP-9 (Zelatinaza B).
Ty také rozruSuji denaturovany kolagen. MMP-2 je produkovana HSC, jejiz latentni forma je
aktivovana pomoci kolagenazy (MMP-1) a MMP-9. MMP-9 je vytvarena Kupfferovymi
bunkami. V tomto bodé¢ dochazi k poklesu proteinazové aktivity a tim i k posunu rovnovahy

vyrazné ve prospéch akumulace ECM (Spicak, 2008). V pribéhu fibrotického procesu je
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exprese a produkce MMP zvysena, tyka se to zejména metaloproteinaz 2, 3, 9, 10, 13 a 14
(Sato, 2003). To znamena, ze velka ¢ast nové syntetizované ECM je zaroven degradovana, ale
zaroven diky absenci MMP-1 nadprodukce ptevazuje a ECM, ptfedevSim kolagen typu I se
uklada. Stromelysin-1 (MMP-3) odbourava proteoglykany a glykoproteiny, MMP-1 §tépi
kolagen typu 1. Soucasné s produkci MMP se vSak zvySuje i exprese jejich TIMP, které jsou
exprimovany v HSC a tlumi intersticidlni kolagendzovou aktivitu (Murphy, 2002).

Pokud poskozeni pietrvava, vysoka hladina TIMP-1 zhorSuje moznost proteolyzy,
kolagenni makromolekuly se stabilizuji diky tvorbé pfi¢nych kovalentnich vazeb (tzv.
crosslinking). Je pravdépodobné, Ze praveé obdobi stabilizace kolagennich vlaken je tim bodem,
kdy se fibroza stava irreverzibilni. Ke zpevnéni kolagenu dochéazi pomoci tkanovych
transglutaminaz, které jsou mimo jiné tvoreny aktivovanymi HSC (Schnabel, 2004). Vyusténim
jaterni fibrozy je tedy cirhoza s typickymi noduly ohrani¢enymi Sirokou vazivovou tkani.

Regrese jaterni fibrozy byla prokazana na zvifecich modelech (Hemman, 2007). Je
provazena vysokou aktivitou zejména kolagenaz a nizkou aktivitou TIMP-1 muze dojit
k resopci kolagennich sept (Zhou, 2004). Nizka aktivita TIMP-1 umoziiuje rychlou regeneraci
hepatocyti podpofenou uvolnénim ristového faktoru hepatocytdt zvazby na ECM
(Mohammed, 2005).

3.4. Jaterni hvézdicové bunky

Jaterni hvézdicové bunky (hepatic stellate cells, HSC, dfive lipocyty, Itovy buiky,
perisinusoidové builky, fat-storing cells) jsou primarnim a nejvyznamnéj$im zdrojem ECM v
normalnich i fibrotickych jatrech. Jako prvni je v jatrech popsal Karl von Kupffer, profesor
anatomie v Kielu a nasledné¢ v Mnichov¢, jako hvézdicové bunky (,,Sternzellen®) jiz v roce
1876. Domnival se, Ze se jednd o specializované endotelialni buiiky jaternich sinust, které
fagocytuji cizorodé latky. Skuteéné Kupfferovy buiky objevil v roce 1898 polsky patolog
Tadeusz Browicz a opétovné v roce 1928 svycarsky anatom K. W. Zimmermann. Soucasné
Kupfferovy bunky (makrofagy) nejsou identické s pivodnimi Kupfferovymi ,,Sternzellen®.
HSC znovu objevil pocatkem padesatych let 20. stoleti Ito v Japonsku, ale jednoznacné
rozliSeni endotelidlnich bunék jaternich sinusti a Kupfferovych bun¢k ukazal az na zakladé
snimkt z elektronového mikroskopu Eddie Wisse v roce 1970, a az Wake v roce 1971
demonstroval, ze von Kupfferovy ,,Sternzellen* a Itovy bunky jsou identické jednotky (Wake,

2004).
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3.4.1. Funkce HSC v normalnich jatrech

HSC jsou lokalizovany v perisinusoidalnim (Disseho) prostoru a tento typ bunéck
zaujima 15 % z celkového poctu bunék v jatrech. V klidovém stavu maji tyto neparenchymové
buniky charakteristicky hvézdicovy tvar s mnohymi vybézky, které jsou nezbytné k udrzeni
architektury jaterni tkané€, migraci bunék, ¢i regulaci krevniho tlaku. Jsou v tésném kontaktu
s hepatocyty, extraceluldrni matrix, endotelovymi bufikami a ostatnimi hvézdicovymi butikami.

HSC v klidovém stavu primarné slouzi k vychytavani (fizenému pomoci receptortt),
skladovani a naslednému uvolfiovani vitaminu A, a jeho metabolitli ve formé retinyl palmitant,
rozpusténych v tukovych kapénkach v cytoplazmé bunék. Fyziologicky je v nich ulozeno 80 %
celkovych zasob vitaminu A (Gressner, 2008). Kapénky vytvareji prchavou zelenavou
fluorescenci pii osvétleni 325 nm, a jejich pfitomnost se vyuziva k izolaci HSC bunék pomoci
gradientové centrifugace od roku 1984. Pro transport do tkani je komplex hydrolyzovan a
pomoci retinol-vazajiciho proteinu (ktery je HSC exprimovan, RBP) vyluc¢ovan do plazmy, kde
je ve tkanich v ptipadé potieby vychytavan pomoci specifickych receptord. HSC hraji klicovou
roli v kontrole homeostaze retinoidi (Senoo, 1994). Retinoidy reguluji celou fadu dé&ja -
zasahuji do bunééného déleni, proliferace, morfogeneze a tumorigeneze (Blomhoff, 1990).

Klidové HSC maji nizkou proliferaéni aktivitu, nizky fibrogenni potencial a zadnou
kontraktilni aktivitu (Bedossa, 2003). Ovliviiuji krevni tlak pomoci svych dlouhych vybézka,
kterymi obkruzuji krevni sinusoidy, a produkuji vasoaktivni proteiny jako substance P,
neuropeptid Y a somatostatin (Geerts, 2001). Klidové HSC také produkuji hepatocyte growth
factor (HGF), ktery stimuluje proliferaci hepatocyti a vascular endothelial growth factor
(VEGF), ktery je nezbytny pro rist sinusoidalnich, vaskularnich a endotelidlnich bun&k
(Ishikawa, 1999). Navic secernuji molekuly ovliviiujici kontraktilitu jako endotelin-1 (Shao,
1999), transforming growth factor-p (TGF-B) (De Bleser, 1997), neurotrofiny a erythropoetin.
Nejvyznamnégjsim chemoatraktantem je monocyte chemotactic protein-1(MCP-1) pfitahujici
leukocyty a ostatni HSC (Pinzani, 2001). Vsechny tyto mediatory tizce kontroluji homeostazu
uvniti sinusoid a patologické procesy v jatrech. HSC mohou také parakrinné ovliviiovat sami
sebe, a piejit tak do aktivovaného stavu. To napiiklad pomoci mediatoru Platelet Derived
Growth Factor (PDGF), jehoz mechanismus puisobeni je literatufe nejlépe popsan. Exprese -
PDGF receptort na povrchu HSC je brzkym znakem aktivace HSC, po které nasleduje
fenotypova premeéna, a tohoto faktu by védci radi pouzili v antifibrotické 1é€bé za vyuziti

farmakologického antagonisty (Lee, 2011).
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3.4.2. Funkce HSC v akutné poSkozenych jatrech

V akutné poskozenych jatrech dochazi k aktivaci HSC. Ta je fizena signaly od
sousednich bunék, ale také prestavbou okolniho prostiedi (Ramadori, 2002). Aktivaci lze
rozdélit dle Friedmana na dvé casti. V prvni fazi aktivace (tzv. iniciace) dochazi k rychlym
zmeénam v genové expresi a zmeéne funkéni 1 fenotypové, které maji za dasledek vyssi citlivost
HSC k cytokinim a jinym vlivam. V dalsi fazi (tzv. perpetuaci) se udrzuje zejména aktivovany
genotyp, zahrnuje parakrinni i autokrinni stimulaci (Schéma ¢. 2). Je ziejmé, ze se také sleduji
rizné regulacni proteiny, které ovliviiuji aktivaci HSC. Sleduji se exprese gent, u kterych je
vysokd pravdépodobnost, Ze budou pozménéné aktivaci HSC, a jsou to geny podilejici se na
remodelaci matrixu — MMP a TIMPs, a také jednotlivé slozky matrixu jako kolagen I. Jedna z
nedavnych studii pomoci DNA mikroarrayi ukazala, ze 1ze pozorovat vyznamné zmény u 800
gent (Rippe, 2004).

Iniciace

Nejdiive dojde k poskozeni hepatocytt, které je zplisobeno riznymi pfi¢inami napft.
hepatotoxickymi latkami, metabolity, alkoholem ¢i viry. Hepatocyty za¢nou uvoliovat
kyslikové radikaly a fibrogenni mediatory pfitahujici leukocyty, které se zacnou akumulovat.
Reaktivni kyslikové radikaly (ROS — reactive oxygen species) a oxidaéni stres jsou mocnym
podnétem k aktivaci HSC a syntéze kolagenu. Hepatocyty umirajici nekrézou ¢i apoptoézou a
vznikla téliska jsou fagocytdzou pohlcovana okolnimi buiikami véetn€ HSC, cozZ vede k tvorbé
profibrogennich cytokint a fibrogenezi (Canbay, 2004). Dochazi také k aktivaci Kupfferovych
bunék, endotelovych bunék a trombocyti, které produkuji mnoho dalSich cytokini a ristovych
faktor (Han, 2004). Hlavnim mitogenem pro HSC je PDGF pusobici autokrinné. Pocet
receptort pro PDGF v plasmatické membrané se zvySuje. Kupfferovy buiiky produkuji PDGF 1
tumor necrosis factor-a (TNF-a), ktery je uvolfiovan v disledku poskozeni hepatocyti a
pusobeni ROS radikalt. Ten indukuje infiltraci tkan€ neutrofily a ma dtlezitou roli u vSech
typl jaterniho poskozeni v aktivaci HSC a regeneraci hepatocytli, zejména ve druhé fazi
poskozeni pii apoptoze hepatocytli a aktivaci TRAIL receptoru. Zasadnim cytokinem nejvice
podporujici fibrogenezi je TGF-B1. Potlac¢uje proliferaci hepatocytt, podporuje aktivaci HSC a
syntézu nové ECM a zprostiedkovava apoptdzu hepatocyti (Colette, 2006). Aktivované HSC
migruji smérem k poSkozenym mistiim, ve kterych dochazi k apoptdze a nekroze hepatocytt, a
lokalni proliferaci se zvysuje jejich pocet (Iredale, 2000). Hromadici se HSC v misté poskozeni
zacinaji produkovat prozanétlivé cytokiny, chemokiny a ristové faktory. Nejvice fibrogenni a

proliferativni jsou TGF-B1 a PDGF (Friedman, 2006).
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poranéni jater a vlivem oxidacniho stresu, apoptickych télisek, lipopolysacharidi a parakrinnich
stimuli okolnich bunék (Kupfferovy buiiky, hepatocyty a endotelialni buiiky) dochazi k aktivaci
HSC. Nasleduje perpetuace charakterizovana Fadou specifickych fenotypovych zmén zahrnujicich
proliferaci, kontraktilitu, fibrogenezi, degradaci matrix, chemotaxi a zanétlivou signalizaci.
(Pievzato z Friedman, 2008).

Perpetuace

Perpetuacni fazi doprovazi transformace HSC, pfi které dochdzi ke ztraté retinoidd,
zméné tvaru z hvézdicového typu na myofibroblastovy, expresi hladkosvalového a-aktinu (o-
SMA), proliferaci a novotvorbé i degradaci ECM. Pro¢ dochazi ke ztrat¢ tukovych kapének
s retinoidy, neni zatim zcela jasné, retinolové receptory véetné ligandt byly nalezeny v jadrech
HSC. Predpoklada se, Ze je jejich ztrata nutnd pro iniciaci €1 udrzeni fibrogeneze, ale dikazy
vSak zatim chybi. HSC méni svij tvar na myofibroblastovy, dochazi k tvorbé aktinovych a
myosinovych intracelularnich filament, kterda napomahaji migraci HSC. Tato migrace
vysvétluje lokalizaci HSC podél zanétlivych sept. ZvySuje se kontraktilita, vybézky obkruzuji
sinusoidy a jsou schopny kontrakce diky exprimovanému a-SMA coz ma za nasledek portalni
hypertenzi. Z cytosint se v kontraktilnim procesu nejvice uplatiuje endotelin-1, angiotensin Il a
prostaglandiny (Shao, 1999). Antagonistou endotelinu s vasodilatatnim uc¢inkem je oxid

dusnaty, ktery ma mimo jiné puvod i v HSC. Na povrchu HSC dochazi ke zvySené mife
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k expresi receptort pro PDGF, coz ma za nasledek nejen migraci, ale také proliferaci
(Kinnman, 2000). Exprese téchto tyrosinkinazovych receptort se lisi v zavislosti na aktualnim
stavu bunck. Dochazi k piestavbé jater, kdy je funk¢ni parenchym béhem poskozeni narusovan
a nahrazovan produkci a sekreci velké fady rtiznych komponent ECM. Hlavnim stimulem
k tvorbé kolagenu I je TGF-B, jehoz zdroje jsou parakrinni i autokrinni. V pos§kozenych jatrech
stoupd hladina mRNA prokolagenu typu I az 60x a je regulovana transkripénimi faktory NF«xB
a KLF (Kruppel-like faktory, které HSC exprimuji hned tii). Na zac¢atku jaterniho poskozeni
dochazi k degradaci normdlni subendotelové matrix, ktera uvolni misto pro nové vytvorenou
ECM. Dochazi k degradaci kolagenu IV za pomoci MMP-2 (produkovanou HSC) a MMP-9
uvoliovanou Kupfferovymi bunkami. Rovnovaha novotvorby a odbouravani ECM je posunuta
smérem ku prospéchu akumulace (Zhang, 2008). Naopak, pokud dochazi k regeneraci jater,
uvolnuje se TIMP z vazeb, a tudiz se aktivuji dalsi metaloproteinazy - MMP-1,-8,-13, které jsou

schopné degradovat patologickou fibrilarni ECM.

3.4.3. Osud HSC

Jakmile odezni akutni poskozeni jater, pretrvava v jatrech velké mnozstvi aktivovanych
HSC. Je vice variant, jak se s timto stavem organismus vyrovnava. V poSkozenych jatrech je
zvySena nejen apoptoza, ale 1 mitdza HSC a zaleZi na tom, ktery proces ptevladne. Bylo
prokdzéno, ze se b&hem faze reparace akutniho poSkozeni jater snizuje absolutni pocet
aktivovanych HSC a vraci na hladinu, kterd je béZn€ nalézédna v normalnich jatrech. V
experimentech in vitro byla prokdzana schopnost zregulovat apoptoézou vlastni pocet (Benyon,
2000). Preziti aktivovanych HSC zalezi na cytokinech, solubilnich ristovych faktorech a také
na struktufe okolni matrix, které urcuji dal$i osud bunék. K tomu také ptispiva ¢innost vSech
dalsich bun¢k vysilajicich fadu signalt, napiiklad makrofagl, které napomahaji degradaci
matrix a zméng signalt. Celd fada pochodti neni jesté¢ v dnesni dobé dostatecné objasnéna, ale
soucasné lécebné strategie jaterni fibrozy zahrnuji moznost iniciace bunéné smrti HSC
(Bataller, 2005).

Jednou z nedofesenych otazek je také detailni popsani jevu, ke kterym dochazi pti
prechodu mezi dvéma zékladnimi fenotypovymi podobami hvézdicovych bunék. Pfechod mezi
klidovou a aktivovanou formou byl donedavna povazovan za jednosmérny, nevratny proces.
V posledni dobé se objevuji in vitro experimenty, potvrzujici moznost deaktivace aktivovanych

HSC a jejich navrat zpét ke klidové formé (Friedman, 2004).
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3.4.4. Apoptoza HSC

Apoptéza je fyziologicky proces eliminace nezaddoucich bun€k programovanou
bunécnou smrti builkky v protikladu k druhé formé mozného zéniku - nekréze. Buiky
podléhajici apoptoze se vyznacuji fadou biochemickych a morfologickych zmén — dochazi
k zménam v buné¢ném jadie, kondenzaci chromatinu, fragmentaci DNA na pravidelné
dvacetiparové baze, Stépeni proteint cytoskeletu a k tvorbé charakteristickych apoptotickych
télisek, které jsou odstranovany fagocytézou (Canbay, 2003). Jde o velice slozity déj s mnoha
stupni regulace. S nejvétsi pravdépodobnosti je tento mechanismus v buiice jiz naprogramovan
a je béhem aktivni faze poskozeni pouze ,,brzdén* fadou solubilnich faktort. Signdlni drahy
vedouci k apoptoze je mozno rozdélit na dvé velké skupiny — vnitini a vnéjs$i drahu. Aktivace
vV systému jako ,nepotfebnd®“. Tyto drahy nejsou izolované, mohou se navzdjem kiiZit a
propojovat.

Vnéj§i drdha ma spousStéci mechanismus v aktivaci smrticich domén tzv. death
receptorti, které jsou umisténé na plazmatické membrané bunek. Ty jsou schopny vytvarfet na
svém povrchu HSC a po aktivaci spousti intracelularni apoptotické cesty. Jednim z téchto
smrticich receptort je TRAIL z TNF-receptorové nadrodiny, ktery se po aktivaci ve zvySeném
mnozstvi objevuje na povrchu HSC. Bylo prokédzéano, Ze aktivované HSC jsou senzitivnéjsi na
vnéjsi proapoptotickou signalizaci. Kupfferovy bunky jsou prokazatelné¢ jednim ze zdroji
ligandu TRAIL, coZ znamend, Ze makrofagy jsou schopné ve fazi regrese fibrozy likvidovat
cestou indukce apoptdzy buiiky odpovédné za produkei fibrilarni matrix. DalSimi death
receptory jsou napi. Fas a NGFR (nerve growth factor receptor). Druhd, vnitini drdha
zprostiedkovava vétSinu proapoptotickych signalti vychéazejicich predevsim z mitochondrii. Ta
je fizena vzajemnym plsobenim ¢lent Bcel-2 rodiny (Cory, 2002, Shimizu, 1999). Pfedmétem
naseho zajmu je vnitini signdlni drdha vedouci k uvolnéni cytochromu c z mitochondrii a
nasledné aktivaci tzv. kaspasové kaskady, ktera uvolni urcité bunécné substraty, coz vede
k biochemickym a morfologickym zmé&nam, které jsou pro apoptdzu charakteristické. Dochazi
ke Stépeni proteini cytoskeletu a jadra (Masopust, 2003).

Proteiny nalezici k rodiné Bcl-2 patii ke kliCovym regulatorim bunééné smrti a mohou
zajistit jak inhibici, tak iniciaci a podporu apoptdzy. Lze ji rozdélit na ¢leny s antiapoptotickou
funkci jako napiiklad protein Bcl-2, ¢i proapoptotické, kam nalezi napiiklad protein Bax.
Mechanismus ptlisobeni U¢inku jeSté neni piesné znadm, ale zédkladnim principem je tvorba

heterodimerti mezi ¢leny Bcl-2 rodiny a nasledné ovliviiovani mitochondrialni propustnosti.
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Protein Bcl-2 o velikosti 26 kDa je na membranach mitochondrii, jadra ¢i endoplazmatického
retikula. Ma antiapoptotickou funkci, kterd je zajiStovdna nékolika mechanismy, z nichz
nekteré jesté nejsou zcela objasnény. Je ziejmé, ze ovliviiuje aktivitu inicidtorG kaspaz a
kontroluje vn€j$i mitochondridlni membranu a jeji propustnost. Proteiny, které jsou ve zdravych
bunikach bezpetné ulozeny v mezimembranovém prostoru mitochondrii, jsou po apoptotickém
stimulu uvolnény do cytoplazmy a tam se Ucastni na kaspazach zavislého ¢i nezavislého
apoptotického procesu. Zatimco Bax a jemu podobné proteiny zvySuji mitochondrialni
propustnost, Bcl-2 tento proces blokuje piimym efektem na regulaci propustnosti
mitochondrialnich kanalti (VDAC = voltage-dependent anion channels). Dalsim mechanismem
je vytvareni komplext s proapoptotickymi ¢leny jako Bax a zabranéni tak jejich oligomerizaci a
translokaci do mitochondrialni membrany, ktera ma za nasledek zmény v propustnosti riznych
proteini. Je znamo vice isoforem proteinu Bax, vyskytuje se jako membranovy nebo
cytosolicky protein. Sam také in vivo homodimerizuje a pokud je nadmérné exprimovan,
urychluje apopozu a pisobi proti Bel-2. Po apoptotickém stimulu tedy uréuje pomér Bcl-2 a
Bax preziti ¢i smrt builkky (Jaatela, 2004). Pomér pro- a antiapoptotickych dimerti je velice
dilezity k tomu, zda buika podlehne apoptoze, nebo k ni zlstane rezistentni (Cory, 2002,
Masopust, 2003).

Vlastni proces apoptdozy nastdva proteolyzou intraceluldrnich bilkovin pro buiku
zivotng dulezitych. Enzymy, které tuto proteolyzu katalyzuji (nebo aktivuji jiné efektorové
molekuly), se nazyvaji kaspazy (Cytosolic Aspartate-Specific cystein Proteases = CASPASE).
Kaspazy jsou ¢leny ICE rodiny (Interleukin-1b Converting Enzyme) cysteinovych proteindz, az
dosud jich bylo identifikovano 14. Nalézaji se v cytosolu v inaktivni formé (prokaspazy).
Kaspazy 2, 8, 9 a 10 jsou oznacovany jako ,,signalizujici®, protoze jejich dlouha prodoména
umoziuje asociaci S receptory na povrchu bunky, jako je FAS (CD95), TNF-R1 (CD120a) a
DR-3 nebo CARD doména. Aktivaci miZze zahgjit bud’ induktivni signal, nebo ztrata
inhibujicich signali. Kaspazy hraji klicovou ulohu v efektorové fazi apoptdzy. Hlavnimi
cilovymi molekulami jsou cytoplazmatické a jaderné proteiny jako napft. keratin 18, poly-ADP-
ribosa-polymeraza (PARP) a laminy. Nadmérna exprese kaspazy 3 navozuje apoptdzu
(Shimizu, 1999). Proteiny rodiny IAP/BIRP (Inhibitor of apoptosis proteins, baculovarial 1AP
repeat (BIR) containing proteins) pfedstavuji hlavni endogenni inhibitory kaspéaz, efektorovych
enzymu apoptdzy. Jsou charakteristické proménlivym obsahem motivu BIR (1-3) a patii sem
naptiklad protein BIR3, survivin nebo IAP4. Jsou schopny pfimou vazbou inaktivovat aktivni

formy apikalnich a efektorovych kaspaz (kaspaz 9, 3 a 7).
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Apoptéza HSC vede kredukci v produkci kolagenu a poklesu exprese TIMP 1.
Soubézné dochazi k uvolnovani aktivnich metaloproteinaz a ke zvysené degradaci fibrilarniho
kolagenu, které vede k néasledné reverzibilit¢ fibrozy. Pokud tedy dochazi k chronickému
poskozovani jater, dochazi ziejmé k selhani v nékterém misté apoptotického procesu a to vede
naopak K proliferaci HSC, coz ma za nasledek progresivni tvorbu ECM a fibrotizaci tkané
(Muddu, 2006).

Specialni forma apoptozy, nazyvana jako anoikis, je duisledkem reakce bunky na
zprostiedkovana bunécna signalizace. Byla popsana u mnoha bunéénych typi jako naptiklad
nadorovych bunék, nové byva tento termin pouzivan ve spojeni s HSC, pfesto buiiky z riznych
tkani aktivuji anoikis riiznymi cestami. V bufnikdch dochdzi ke zménam v adhezivnich
molekulach, proteinkindzach, integrinovych signalnich molekuldch, fosfatdzach ¢i signalnich
molekulach regulujicich apoptdézu. Zasadnimi intergriny ovliviiujici spojeni s kolagenem,
fibronektinem nebo lamininem jsou ty s podjednotkou — B1. Bylo prokazano, ze ztrata
intergrinii obsahujicih B1podjednotku zptisobuje odlouceni HSC, které jsou poté vice vnimavé k
anokinis, ktera je podobna apoptéze zpusobené Gly-Arg-Asp-Ser peptidy (Ilwamoto, 1999).
Anoikis proto neni studovana na urovni in vitro, ale in vivo, kde je pozorovana zména ECM
signalli pro udrzeni celistvosti tkan¢. Hlavnim znakem, na rozdil od apoptdzy, je zptlisob
indukce anoikis. Ta nastava pii nespravné interakci cytoskeletu s ECM. Molekuly signalizujici
anoikis pfedstavuji zdsadni cile pro budouci moznou terapii. Je proto velmi pravdépodobné, ze
vyzkum anoikis se zaméii pfedev§im na molekuly, které piendSeji interakce bunky s
mezibunénou hmotou a umoziuji tak pteziti bunék. Navozeni a pribéh anoikis jsou
zprosttedkovany riznymi mechanizmy. Zakladdaji se na aktivaci kaspaz a naslednych
molekularnich pochodech, které vedou k aktivaci endonukledz, fragmentaci DNA a bunécéné
smrti. Nejdiive dochazi bud’ k poruSeni mitochondrii — vnitini cesta aktivace, nebo k spusténi
receptorti smrti na povrchu bunky — vnéjsi cesta aktivace. Opét zde velmi dilezitou roli hraji

proteiny Bcl-2 rodiny (Chiarugi, 2008).

3.5. Reverzibilita jaterni fibrézy a cirhézy

Dle poslednich vyzkum je fibroza vratny stav a stejné tak bylo zjiSténo, Ze i cirhdza je
do uréitého stupné vratna (Kisseleva, 2006). Intenzivné se proto hledaji 1écebné moznosti
Kk jejimu ovlivnéni. Regenerace jater a reverzibilita zahrnuje piestavbu ECM a degradaci

nékterych slozek, které je potieba odstranit, aby mohlo dojit k ndvratu k normalni jaterni tkéni.
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Zaroven je dulezitym cilem zaméfeni terapie na snizeni poctu bunécnych producentit ECM. Od
hledanych preparatt s antifibrotickym ucinkem se zada, aby mély specificky Gcinek na jaterni
tkan, minimum nezadoucich G¢inku a aby byly pii dlouhodobém podavani dobie tolerovany.

Antifibrotickou terapii mizeme délit do né€kolika skupin:

e I¢ky potlacujici zakladni onemocnéni a striktni eliminace Skodlivého agens. Tim splnuji
prevenci dalSiho poSkozeni (vyuzivané k 1é¢bé virovych hepatitid — interferon alfa,
lamivudin, ribavirin, adefovir-dipivoxil)

e latky potlacujici zanét a imunitni odpovéd’ (kortikosteroidy, azathioprin, anti-TNF-alfa,
ursodeoxycholova kyselina)

e I¢ky s inhibicnim Gfinkem na aktivitu hvézdicovych bunék, zejména antioxidancia
(vitaminy C, E, selen, silymarin, glutathion, koenzym Q10), n¢které cytokiny (interferon
gama nebo hepatocytarni ristovy faktor)

e latky podporujici degradaci matrix (antagonisté TGF- a dalsi)

o latky stimulujici apoptézu hvézdicovych bunék.

Neékteré z téchto 1€ka jsou jiz zavedeny do klinické praxe, jiné jsou ve stadiu vyzkumu

(Piibramska, 2007, Spi¢ak, 2008).

V sedmdesatych letech prokéazaly dvé pracovni skupiny, Ze navozeni fibrézy pomoci
tetrachlormethanu je spojeno se zménou kolagenazové aktivity a ze progredujici fibroza je
zaroven spjata nejenom se zménou v slozeni ECM, ale také se zménou degradace ECM. Bylo
prokazano spontanni uzdraveni po intraperitonealnim podani tetrachlormethanu po dobu 4
tydnd, kde bylo mozno sledovat rozvijejici se fibrozu se zna¢nou tvorbou intravaskularnich
miustkt s fibrilami kolagenu. Histologicka kontrola ukazala, ze 4 tydny po ukonceni podavani
davek tetrachlormethanu doslo K uplnému navraceni k pavodnimu stavu (Iredale, 1998).
Vymizely kolagenni fibrily. Hladina mRNA prokolagenu | a TIMP-1, -2 klesala nejrychleji
VvV prvnim tydnu po posledni davce, coz koreluje s hladinou hydroxyprolinu. V tomto intervalu
byla v jaternim homogenatu také nejvice zvySena aktivita kolagenazy. Tato data podporuji
degradaci kolagenasou a ostatnimi MMP.

DalSim dulezitym zjiSténim byl markantni pocet aktivovanych bun&k v apoptodze, které
se objevuji hlavné v prvnich tfech dnech od podani posledni davky. Pomoci ji dochazi
k odstranéni dilezitych producentt ECM, TIMP a k ptevaze fibrolyzy, coz bylo popsano také u

procesu hojeni ran a odstranéni fibrézy u mnoha dalSich organt. Naptiklad Baker (1994)
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prokazal, ze pomoci apoptézy jsou odstranény nadbyteéné mesangialni buniky z glomerulu
béhem reparace mesangialni proliferativni nefritidy, a také byla zjiSténa apoptoza
myofibroblastt v pozdnich fazich hojeni ran (Darby, 1990, Desmouliere, 1995).

Alternativni strategie také zahrnuje preventivni inhibice hepatocytl spiSe nez zacileni na
indukci apoptézy HSC, ktomu se testuje sloucenina IDN-6556, ktera redukuje tvorbu
apoptotickych télisek, coz ma za nasledek snizeni imunitniho zanétu (Canbay,2004).

V posledni dobé¢ se intenzivné pracuje na studiich zabyvajicich se reverzibilitou jaterni
fibrézy na zédklad¢é ovlivnéni apoptézy HSC (Friedmann, 2000, Elsharkawy, 2005). Bylo také
zjisténo, ze ECM hraje dulezitou roli v bunécné proliferaci a piezivani bun€k. V souladu s tim
bylo prokazéano, ze intaktni kolagen I podporuje aktivaci HSC in vivo (Trim, 2000). Také
pokusy na mySich ukazaly, ze degradace kolagenu je kritickym bodem pro vznik indukce
apoptdzy béhem procesu reverzibility fibrozy (Issa, 2003). Také se studuje vliv MMP a TIMP
na apoptézu HSC (Zhou, 2004, Murphy, 2002).

Stimulace apoptozy

Osud HSC lIze ovlivnit na mnohych urovnich, fadou intracelularnich ¢i extracelularnich
faktort, které maji vliv jak apoptoticky, tak antiapoptoticky, a to muze ustit K reverzibilité
jaterni fibrozy (Elsharkawy, 2005). Experimentalni stimulace a urychleni apoptozy je tedy
jedna z moznych cest antifibrotické terapie, kterou lze jaterni fibrozu ovlivnit a zptsobit tak
eliminaci aktivovanych bunék (Cales 1998, Iredale, 2007). Je tedy proto nutné najit specificky
znak (napt. povrchovy bunéény receptor, jenz by byl vyznamné navySen na povrchu pouze
aktivovanych HSC), ktery bude vhodnym cilem pro vysoce selektivni doruceni antifibrotického
1€ku pravée HSC. Nyni probihd celd fada studii s latkami, které jsou schopné navodit apoptozu
in vitro (Wright, 2001, Li, 2001, Montiel-Duarte, 2002; Yao, 2002; Zhang, 2002, Taimr, 2003,
Ji, 2006). Jednou znich je gliotoxin (viz podkapitola 3.6.2) a 15-deoxy-deltal?,14-
Prostaglandin J2 (Kim, 2005). V obou ptipadech dochazi jiz po podani jednotlivé davky téchto
apoptozu navozujicich latek ke sniZzeni poctu bunék pomoci apoptdézy a muize tak dojit
ke spontannimu navraceni k pivodnimu ptedfibrotickému stavu (Oakley, 2005, Wright, 2001).
Dale je to naptiklad sulfasalazin, coz je inhibitor Ikappa B kindzy, ktery sniZuje expresi
prokolagenu | a TIMP-1 a podporuje apoptozu na JNK zavisly mechanismus (Oakley, 2005,
Habens, 2005). Nemén¢ vyznamnou roli ma také tradi¢ni ¢inska medicina, v niz ma cela fada
latek hepatoprotektivni vlastnosti a schopnost navodit apoptézu aktivovanych HSC (Wang,

2000, Wu, 2000, Chor, 2005, Lin, 2011).
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3.6. Experimentalni modely navozeni apoptézy HSC

Pokrok k tomu, abychom mohli plné pochopit jednotlivé mechanismy, jak bunééné tak
molekularni, je v moznosti zdokonaleni metod izolace lidskych ¢i potkanich HSC. Nejcastéji
jsou HSC kultivované na plastovych Petriho miskach, kde dochazi k jejich aktivaci a
fenotypové odpovédi, ktera je podobna jako jejich reakce na poskozeni in vivo. Metody izolace
HSC z potkanich i1 lidskych jater byly Siroce standardizovany v 80. letech 20. stoleti, a
umoznily tak rychly rozvoj tohoto oboru (Otto, 1980). V dnesni dobé jsou HSC dobie
prostudované diky studiim na primarnich kulturach. Objevuje se ale i novy trend studia na
stabilizovanych buné¢nych liniich, lidskych i potkanich, které jsou nevycerpatelnym zdrojem
velkého mnozstvi bunék vhodnych ke studiu a poznavani specifickych funkci, informaci o
bunécné aktivaci, cytokinové signalizaci, intracelularnich cestach regulujicich fibrogenezi,
produkci extracelularni matrix a rozvijeni antifibrotickych 1é¢iv. Dal$imi zdroji vyzkumu jsou
modely na potkanech, krysach a také byly pfipraveny kmeny transgennich mysi (Wasser,
1992).

Krom¢ plastovych misek se také pouzivaji misky potazené riznymi slozkami EMC,
nejvice kolagenem typu I. Bylo zjisténo, Ze HSC Iépe proliferuji na miskach potazenych
kolagenem typu I nez na nepotazenych plastovych miskach a ze syntetizuji vice kolagenu
(Senoo, 1994a). Kolagen IV zvysuje esterifikaci retinolu a v mensi mife produkci kolagenu.
Kolagenni gel ovliviiuje HSC nejen svym sloZenim, ale také svoji trojrozmérnou strukturou.
Trojrozmérné struktura ECM ovliviiuje morfologii — bunééné vybézky jsou protahlé anebo se
naopak smrstuji, dle odpovédi na aktualni situaci prostiedi. Pokud je v blizkém okoli HSC
kolagen typu I, HSC za¢nou tvofit vybézky, které adheruji k fibrilam kolagenu a zaroven se
prodluzuji podél vldkna. Po opakované extenzi a retrakci vybézki HSC ziskavaji sviyj
charakteristicky vzhled s koneénymi S$tihlymi vybéZzky. Tento jev lze také pozorovat pfii
kultivaci na kolagenu III, ale nikoli na kolagenu IV, ¢i Matrigelu (Sohara, 2002). Matrigel
obsahuje zdkladni membranové komponenty, zejména laminin, heparan sulfat a nidogen a byl
na ném pozorovan navrat u aktivovanych bun¢k do klidového stavu. Presto chybi data, ktera by
nevratné potvrzovala ndvrat bunék do klidového stavu in vivo. Lze tedy fici, Ze membranové
komponenty navozuji u HSC klidovy stav, a buiiky plni zakladni funkce, naopak intersticidlni

kolagenni fibrily zplisobuji elongaci vybézkli a zménu funkce (Sato, 2003).
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3.6.1. Tetrachlormethanovy model

Toxické poskozeni jater pro navozeni fibrozy a studium aktivace HSC je nejéastéji
zpusobovano pomoci opakovaného podavani tetrachlormethanu (CCls). Kromé této metody se
také pouziva podvaz zluovodu ¢i thioacetamid a dimethylnitrosamin, nejpouzivanéjsim je ale
pravé tetrachlormethanovy model, ktery zplsobuje postnekrotickou fibrozu a piipomina
alkoholické poskozeni jater u ¢lovéka.

Intoxikace tetrachlormethanem vyusti v poskozeni hepatocytll, nekrézu, zanét a fibrozu,
kterd se postupné rozsifuje a za 8 - 12 tydnii dojde k rozvoji cirthézy (Constandinou, 2005).
Tetrachlormethan je metabolizovan v jatrech cytochromem P450 (zvlasteé izoenzymem P450
2E1) na toxicky volny radikal CCls. Ten potencuje fetézovou reakci a vznik dal$ich volnych
radikalt, které pfimo reaguji s nenasycenymi mastnymi kyselinami bunéénych membran nebo
organel, nebo jinymi bunéénymi komponentami. Vlivem nové vytvorenych volnych radikala a
produkti peroxidace dochazi piimo i neptimo k poskozeni lipidi, nukleovych kyselin a dal$ich
molekul. Hepatotoxicita tetrachlormethanu je potencovana latkami, které indukuji izoenzymy
cytochromu P450, napf. fenobarbital. V porovnani s podavanim podkoZnim, intraperitonedlnim

v

nebo inhala¢nim je nejefektivnéjsi intragastrické podani CCla.

3.6.2. Apoptéza vyvolana pomoci toxini

Jak jiZ bylo vySe zminéno, testuje se nyni cela fada latek schopnych navodit apoptdzu in
vitro. Nami vybrany gliotoxin (GLT) stimuluje selektivni apoptézu HSC in vivo a in vitro
(Hagens, 2006). GLT je fungalni toxin produkovany houbami rodu Trichoderma, zejména T.
viridae a dale houbami Gliocladium fimriatum, Aspergillus fumigatus a Penicillium
cinerasceizs, ma antimykotické a antibakteridlni ucinky. Z chemického hlediska jde o
epipolythiodioxopiperazin, jehoz terapeutické pouziti in vivo je bohuzel limitované jeho
toxicitou. GLT zptsobuje apoptozu lidskych 1 potkanich HSC in vivo 1 in vitro a také i u jinych
typti bunék - makrofagl a lymfocytti (Pahl, 1996). Mechanismus, kterym GLT zpusobuje
apoptozu, je stale neznamy, je ale spojovan s mitochondridlné dependentnim typem apoptozy.
Teorii je vice: bud’ reaguje s mitochondrialnim proteinem ANT (adenin nucleotid transporter,
Wright, 2001), nebo blokuje thiolové skupiny v membranach, pisobi pies inibici Ikappa B
kindzy, ¢i vytvari reaktivni kyslikové radikalt. Vzdy ale dojde k rozruSeni mitochondridlni

membrany a uvolnéni cytochromu c do cytoplazmy, coz vede k aktivaci kaspazové kaskady
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(Kweon, 2003, Orr, 2004). Inaktivuje celou ftadu dulezitych enzymi — napiiklad
alkoholdehydrogenazu, inhibuje aktivitu nuklearniho faktoru B a ma imunosupresivni ucinek.

Cykloheximid (CHX) je produkt bakterie Streptomyces griseus, ktery zasahuje do
inhibice proteinové syntézy — uplatiiuje svij vliv tim, Ze interferuje translokacni krok posunu
RNA na ribozomu a tudiz zabranuje novotvorbé proteind. Pouziva se pomérné Casto pfi in vitro
vyzkumech, nicmén¢ vzhledem k vyznamnym vedlejsim toxickym uc¢inklim (teratogenni a vliv
na reprodukci) nema in vivo jako antibiotikum vyuziti. CHX zptsobuje na kaspazach zavislou
apoptézu v relativné vysokych hladinach 100pg/1. Pti nizSich hladinach ji ptisobi v kombinaci
TNF-alfa nebo FasL (Novo, 2006).

Cytochalasin D (CYT D) zpusobuje témétf uplnou bunéfnou dezorganizaci sité
mikrovlaken aktinu, blokuje jeho polymeraci a elongaci. To ma dopad na bunéénou morfologii,
dochazi k pfestavbé a transformaci vybézku. U rlznych typt bun€k dochazi nakonec k
apoptdéze bunck bud aktivaci p53 cesty, nebo cestou aktivace kaspaz (Rubtsova, 1998).
Cytochalasin D zptsobuje apoptdzu lidskych myofibroblasti, spliiuji v§echny biochemické a
morfologické rysy vcetné¢ fragmentace DNA a neovliviiuje expresi MMP-2 v lidskych
myofibroblastech (Preaux, 2002). Citlivost lidskych a potkanich HSC k apoptoze je rozdilna
(Kawada, 2006). Bylo prokazano, ze aktivované, proliferujici a prozanétlivé lidské HSC jsou
odolné vuci vétsiné proapototickych podnéti. Bylo zjisténo, ze dllezitou roli v preziti bunky

hraje pomér Bcl-2/Bax (Novo, 2006).
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4. METODICKA CAST

4.1. Laboratorni potkani, tetrachlormethan a perfuze jater

Projekt pokust byl schvalen etickou komisi Lékatské fakulty UK v Hradci Kralové.
Veskeré prace se zviraty byly provadény ve vivariu LF HK. Zvifata byla chovana v
klimatizovanych mistnostech s teplotou 22 °C a s cykly svétla a tmy po 12 hodinach. Potrava
byla potkantim poskytnuta ad libitum.

Pro experiment byli pouziti samci potkani Sprague-Dawley (Anlab — Praha), o
hmotnosti 350 — 450 g. Prvni skupinu tvofili zdravi samci, druhé skupiné byly podavany tii
davky tetrachlormethanu pro navozeni jaterniho poskozeni. Tetrachlormethan byl nafedén
olivovym olejem v poméru 1 : 1 a aplikovan 2x tydné intragastricky v davce 2 ml smési na
kilogram télesné hmotnosti potkana. Po optimalizaci byl zvolen rozestup mezi davkami 4 dny,
perfuze jater byla provadéna 24 hodin po posledni davce tetrachlormethanu.

Perfuze jater byla provadéna podle postupu, ktery je podrobné popsan v nasi publikaci
(Jiroutova, 2005). Do portdlni vény byla zavedena kanyla, kterou byla jatra postupné
perfundovana Hanksovym roztokem bez vapniku, 0,2% roztokem pronasy (Roche) a 0,013%
roztokem kolagenasy (Roche) v kompletnim Hanksové roztoku (HBSS). Roztoky byly
temperovany na 37 °C. Perfuze byla ukoncena, jakmile bylo ziejmé, Ze struktura jater byla

rozruSena.

4.2. Izolace a kultivace jaternich hvézdicovych bunék

Bunécna suspenze byla 30 minut inkubovana s 0,001% roztokem DNasy (Roche) a
potom centrifugovana s vyuzitim gradientového media Optiprep (Axis-Shield, Oslo). Ve
zkumavce byly navrstveny tii rozliéné vrstvy - nejdiive bunééna suspenze obsahujici 17 %
Optiprep, poté vrstva 11,5 % Optiprepu v HBSS a na zavér prevrstvena samotnym HBSS.
Béhem centrifugace migruji HSC ze spodni vrstvy a shromazd’uji se na rozhrani stfedni
vrstvy se samotnym HBSS (Graham, 2002).

Cistota izolovanych HSC byla zkontrolovdna pomoci autofluorescenéni excitace
vitaminu A v tukovych kapénkach pfi 325 nm a barveni protilatkou proti GFAP (gliar fibrillar
acidic protein), ktery je specificky pro klidové HSC. Buiiky byly kultivovany maximaln¢ po
dobu sedmi dni v DMEM médiu (Dulbeccos modified Eagle's medium) s piidavkem 10 %

hovéziho fetalniho séra na plastovych Petriho miskach, nebo na gelu piipraveném z kolagenu
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typu 1. Kolagen typu I byl extrahovan dle upravené metody Elsdala a Barda (1972) z ocasnich
Slach potkanti 0,25 M kyselinou octovou pii 4 °C. Poté byl dialyzovan proti 0,02 M kyseliné
octové a nafedén na finalni koncentraci 1,33 mg/ml. Po sterilizaci filtraci byly 3 dily
kolagenu smichany s 1 dilem 4x koncentrovaného DMEM, takze vyslednd koncentrace
kolagenu byla 0,1 %. Gel polymeroval 1 - 2 hod v Petriho miskach o ploge 8 cm? v CO,
inkubétoru a poté byl prekryt médiem s 10 % fetalniho hovéziho séra (FBS). Koncentrace
FBS byla upravena na celkovych 10 % pifidavkem pfislusného mnozstvi FBS do media
ptekryvajiciho gely. Nasledujici den byla na gel napipetovana suSpense bunck. Pro sklizeni
bunék kultivovanych na plastu jsme pouzili trypsin. K traveni kolagennich gelti kolagenazu
(Serva) rozpusténou v HBSS v koncentraci 1mg/m. Kuréeni po¢tu bunék byla pouzita

tryptanova modt.

4.3. Histologické zpracovani jaterni tkané, imunocytochemie

Pted enzymatickou perfuzi byla ziskéna jaterni tkan z levého laterdlniho laloku,
fixovana 24 hodin 4% roztokem formaldehydu a zalita do parafinovych blockt. Histologické
fezy byly pfipraveny na Neurochirurgické klinice Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.
Histologické fezy o tloustce 5 pm se po odparafinovani v xylenu a zavodnéni ethanolovou
fadou obarvily hematoxylinem — eozinem (HE), modrym trichromem a dale barvenim dle
GoOmoriho.

Pro imunocytochemickou detekci jsme pouzili specifickych protilatek pro a-SMA,
Bcl-2 a Bax s fluorescen¢ni detekcei antigeni. Buiky jsme fixovali v 4% paraformaldehydu 10
minut, buiiky na gelech byly fixovany ledovym acetonem a nasledné permabilizovany pomoci
0.1% Tritonu X 100 v 0.1% citratu sodném. Nespecificka vazebna mista byla vysycena
inkubaci s 10% FBS po dobu 30 min. Bunky byly inkubovany s primarni protilatkou pies noc
pii 4 °C. Anti-o-SMA 1A4 (Sigma) byla fedéna 1:400, anti Bax a Bcl-2 (Santa Cruz) 1:100.
Sekundarni protilatka byla fedéna 1:2 000 a byla inkubovana 1 hodinu ve tmé (cy3-
conjugated AffiniPure Donkey Anti Rabbit 1gG, Jackson Immunoresearch  Europe,
Newmarket, UK). Jako negativni kontroly bylo pouZzito my$i neimunni sérum a jadra byla

obarvena pomoci DAPI (4°, 6-Diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid).

33



4.4. Detekce apoptozy pomoci fluorescenéni mikroskopie

Pro prikaz apoptozy byly zavedeny fluorescenéni metody. Pro odliSeni zivych a
mrtvych (umirajicich) bunék jsme vyuzili kombinace fluorescencnich barviv akridinové
oranze (AO, Sigma) a ethidium bromidu (EtBr, Sigma), ktera interkaluji do nukleovych
kyselin. Zatimco akridinova oranZ pronika do intaktnich bunék (zelenozluta barva), ethidium
bromid barvi pouze umirajici bunky s poskozenou plazmatickou membranou
(¢ervenooranzova barva). Apoptotické bunky maji kondenzovany chromatin a jsou
rovnomeérné zbarveny. Zasobni roztoky AO (10 mg/ml PBS) a EtBr (10 mg/ml PBS) se fedi v
poméru 1:100 do PBS a smichaji se v poméru 1:1. Tato smés se pfidd v mnozstvi 1 pl do
25 pl bunééné suspenze, kapne se na podlozni sklicko a pozoruje se pii kombinaci filtri pro
modré svétlo na fluorescencnim mikroskopu Nikon Eclipse. K analyze bylo pouzito nejméné
250 bunék, byl spocitdn apoptoticky index vyjadieny v procentech (pomér jader
s apoptotickou morfologii k celkovému poctu jader) nejméné z 250 bunck a ctyf méfend,
vysledky byly staticky zpracovany.

Pro sledovani morfologie a barveni jader jsme dale pouzili DAPI (4°, 6-Diamidino-2-
fenylindol dihydrochlorid, Sigma). Zasobni roztok (5mg/0,5ml destilované vody) se fedi v
poméru 1:10 000 do PBS. Fixované preparaty (10 minut v 4% paraformaldehydu) se barvi 5
minut, oplachnou se PBS a jadra bunék se vizualizuji pfi kombinaci filtri pro UV. Sledujeme
jaderné zmény — kondenzaci a marginaci chromatinu a fragmentaci jadra. Nezménéna jadra
jsou elipticka, difuzné modie jednobarevna. Na rozdil od toho jsou apoptoticka jadra scvrkla
se zvInénymi okraji a obsahuji zkondenzovany chromatin. Byl spocitan apoptoticky index
vyjadieny v procentech (pomér jader s apoptotickou morfologii k celkovému poctu jader)

nejméné z 250 bunék a ¢tyf méteni, vysledky byly statisticky zpracovany.

4.5. Prutokova cytometrie

Pratokova (flow) cytometrie je technika umoznujici rychlé méfeni jednotlivych castic
nebo bungk, které prochazeji snimacim mistem laseru. Jednou z podstatnych vlastnosti
pritokové cytometrie je skutenost, ze se provadi mefeni kazdé jednotlivé buriky nebo ¢astice
a nejde tedy o primérné¢ hodnoty meéfené v suspenzi. Pritokovy cytometr je vybaven
argonovym laserem, ktery umoziuje analyzu mnoha bunéénych parametri na zakladé
rozptylu svétla nebo fluorescence. Rozptyl svétla odpovida velikosti a granularité (denzit¢)

prochazejicich bunék nebo castic. Jednou z velmi hojné pouzivanych aplikaci je analyza
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obsahu DNA (bunécného cyklu). Tato metoda vyuziva fluorescencni barvivo, jez se vaze
specificky a stechiometricky na DNA a jehoz fluorescence po navazani na DNA zvySena.
Meéieni obsahu DNA v jednotlivych bunkéach poskytuje staticky pohled na bunécny cyklus.
Pro sledovani zmén byly bunky analyzovany Vv intenzité rozptylu svétla v pifimém sméru
(Forward scatter, ktery koreluje s bunéénym objemem) a boc¢nim odrazu (Side scatter,
koreluje s granularitou a vznikem apoptotickych télisek) a byly porovnavany vici kontrole na
Coulter Epics XL flow cytometru s 15 mW aron-ion laserem s excitani schopnosti pii 488
nm (Coulter Electronic, Hialeah, FL, USA). Pro kazdy vzorek bylo zméfeno minimalné 10
000 bunék. Ziskana data byla analyzovéana za pouziti programu Multicycle AV (Phoenix Flow
system, San Diego, USA) a bylo stanoveno procentualni zastoupeni bunék v jednotlivych
fazich bunécného cyklu a v apoptoze.

Pfiblizn& 5 x 10° bun&k v suspenzi bylo dvakrat promyto ledovym fosfatovym pufrem
(PBS), sto¢eno a fixovano 70% ethanolem nejméné 30 min. Po centrifugaci a odstranéni
ethanolu pomoci PBS jsme bunky suspendovali s citrat — fosfatovym pufrem (pH 7,8; 192 ml
0,2 M Na;HPO + 8 ml 0,1 M Kkys. citronové) a PBS pro extrakci nizkomolekularnich
fragmentti DNA pfi pokojové teploté¢ 5 min. Pro barveni bylo pouzit 0,5ml Vindeliv roztok,
ve kterém se inkubovaly 1 hod pii 37 °C, a nasledné byla provedena analyza na pratokovém

cytometru.

4.6. Analyza DNA fragmenti gelovou elektroforézou

HSC kultivované na plastu a kolagenu byly po aplikaci toxind sklizeny, promyty PBS
a rozpustény v lysovacim pufru (roztok s vyslednymi koncentracemi 1% NP-40, 20mM
EDTA, 50mM Tris HCL, pH 7,5; 1% SDS; 5 pg/ul RNaza A, 2,5 pg/ul Proteinaza K, 10 mM
octan amonny a 95% ethanol). lzolované apoptotické fragmenty byly separovany pomoci
1,5% agarozového gelu v 1x TAE pufru pii 80V. DNA byla obarvena ethidiumbromidem
(0,5pg/ml) a analyzovana pod UV lampou.

4.7. Izolace RNA

Celkova RNA byla izolovana pomoci fenol chloroformové extrakce (Chromczynski,
1987) a za pouziti RNeasy mini kitu (Quiagen) podle pokynti vyrobce. Cistota byla uréena

spektrofotometricky méfenim absorbance pii 280/260 nm.
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4.8. Multiplexni analyza exprese apoptotickych geni

Sondy (useky DNA o délce 50 basi) pro jednotlivé geny (seznam je uveden v tabulce
¢. 1) byly navrzeny v programu Oligo Array 2.0. Vstupni celogenomovou databazi mRNA
Rattus norvegicus jsme ziskali z webovych stranek The National Center for Biotechnology
Information (NCBI). Metodika array analyzy vychazi z postupu doporu¢eného vyrobcem
(Bioscience, Jena). Izolovana RNA je v reakci s ndhodnymi primery za pfitomnosti reverzni
transkriptizy MuMLV (Fermentas, Vilnius, Litva) pievedena na cDNA, obsahujici
deoxyuridintrifosfat s navazanym biotinem (Fermentas, Vilnius, Litva). cDNA nasledné
hybridizuje se sondami pro jednotlivé geny navazanymi na Cipu pies noc. Po zablokovani
nespecifickych vazebnych mist kaseinem (Pierce, Rockford, USA) se na biotinové zbytky
navaze konjugat streptavidinu s peroxidasou (Pierce). Jako substrat pro peroxidasu se pouziva
barvivo True Blue (KPL, Gaihersburg, USA). Obraz nahybridizovaného ¢&ipu jsme pies
¢tecku (AT reader 3, Clondiag, Jena) snimali do pocitace; zpracovani dat probéhlo pomoci
programu lconoclust (Clondiag). Vysledky exprese genti jsme normalizovali vztazenim na

vSechny geny v souboru (Jiang, 2004). Pramér jejich exprese jsme polozili roven 1.

4.9. Vyvolani apoptoézy pomoci toxini

Vyvolani apoptozy in vitro bylo zptisobeno t¢inkem t¥ech toxinu - vlivem gliotoxinu
(Sigma), cykloheximidu (Calbiochem Merck, Praha) a cytochalasinu D (Sigma) v riznych
Casovych intervalech a koncentracich. Byly pouzity HSC, které byly izolované z
neposkozenych jater potkanid kultivovanych na plastovych miskach ¢i kolagennich gelech po
dobu 7 dni. Kazdy toxin ma specificky mechanismus t¢inku pro vyvolani apoptozy. Hladiny
byly zoptimalizovéany, jako findlni koncentraci pro pokusy jsme pouzili 1,5 uM GLT po dobu
5 hodin, 50 uyM CHX 14 hod a 5 pg/ml (0,01 uM) CYT D po dobu 24 hod. Toxiny byly
rozpustény v dimethylsulfoxidu (DMSO, Sigma), ten se proto aplikuje na buinky jako
negativni kontrola — v 1% koncentraci - 5, -14 a 24 hod, coz je koncentrace, ktera je

povazovana za netoxickou (Zeng, 2010).
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ZKkratka

Gene accession number

Nazev genu

Apoptické proteiny

API2 NM 021752 Inhibitor apoptozy 2
Bax NM 017059 Bcl2-associated X protein
Bcl-2 NM 016993 B-cell CLL/lymphoma 2
Bel-x alpha U72350 Bcl-x alpha
BIRC3 NM 023987 Bunécny inhibitor apoptozy protein 2 (cIAP 2)
Caspase-3 NM_012922 Kaspaza 3
Caspase-8 NM_ 022277 Kaspaza 8
c-myc NM_012603 Protooknkogen c-myc
IAP4 NM 019195 CD47 antigen
iNOS NM 012611 NO syntaza 2
NOS3 NM 021838 NO syntéza 3
p21 NM_053306 p21 (CDKNI1A)-activated kinase 2 (Pak2)
p53 NM 030989 Tumor protein p53 (Tp53)
PCNA NM 022381 Nuklearni antigen proliferujicich bunék

Strukturalni proteiny ECM
Coll NM 053356 Prokolagen typ I alfa2
Col3 XM 343563 Prokolagen typ III alfal
Col4 XM 343607 Prokolagen typ IV alfal
Col5 NM 134452 Prokolagen typ V alfal
Eln XM 341061 Elastin
Fbnl NM 031825 Fibrilin 1
Fnl NM 019143 Fibronektin

Matricelularni proteiny
Beg NM 017256 Betaglykan
Bgn NM 017087 Biglycan
Lum NM 031050 Lumican
Plc XM 233606 Perlecan
Sdcl NM 013026 Syndecanl
Sdc3 NM 053893 Syndecan3
Sdc4 NM 012649 Syndecand
SPARC NM 012656 Osteonektin
Sppl NM 012881 Osteopontin
Metaloproteinazy a jejich inhibitory

A2m NM 012488 alfa 2 Macroglobulin
Has 1 NM 172323 Hyaluronan syntaza 1
Has 2 NM 013153 Hyaluronan syntéza 2
Hyal 1 NM 207616 Hyaluronidaza 1
Hyal 2 NM 172040 Hyaluronidaza 2
Hyal 3 NM 207599 Hyaluronidaza 3
Mmp-2 NM 031054 Metaloproteinaza 2
Mmp-3 NM 133523 Metaloproteinaza 3
Mmp-7 NM 012864 Metaloproteinaza 7
Mmp-9 NM 031055 Metaloproteinaza 9
Mmp-13 XM 343345 Metaloproteinaza 13
Mmp-12 NM 053963 Metaloproteinaza 12
Mmp-14 NM 031056 Metaloproteinaza 14
TIMP1 NM 053819 Tkanovy inhibitor MMP1
TIMP2 NM 021989 Tkanovy inhibitor MMP2
TIMP3 NM 012886 Tkanovy inhibitor MMP3
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Zkratka

Gene accession number |Nazev genu

Chemokiny
CTGF M 022266 Rastovy faktor pojivove thkane
Edn ] WM 012548 Endotelin 1
FGF2 NM 019303 Raistovy faktor fibroblasti 2
Iofl NM_178866 Inzulinu podobny mstovy faktor 1
IL 1 NMN_031512 Interleukin 1 beta
IL 4 WAM_201270 Interleukin 4
IL-6 WM 012589 Interleukin 6
IL-10 NM_012854 Interleukin 10
NT3 NAL_031073 Neurotrofin 3
PDGFa NM_012801 Rastovy faktor desticek alfa
PDGFb XV 343203 Rastovy faktor desticek beta
Tathl NM 021578 Transformaéni nistovy faktor beta 1
Tgth3 NM_013174 Transformaéni mstovy faktor beta 3
TNFa NN 012673 Faktor nadorove nekrozy alfa
VEGF NM_031836 Vaslaularni endotelovy ristovy faktor
Bunééné receptory a markery HSC
Itgas XN 235707 Integrin alfa 5
Itgab X 215984 Integrin alfa 6
Itgbl NM_017022 Integrin beta 1
Itgh3 WM _153720 Integrin beta 3
Lamrl NM 017138 Laminin receptor
[ICAM-1 NAM 012967 Mezibunééna adherm molekula
N-CAM NM_031521 Adherni molekula nervovych bunék
Rhamm NM_012964 Hyaluronan mediated motility receptor
Des WA 0223531 Desmin
Fbln-2 S0 232197 Fibulin 2
P100 WM 022257 Mannose-binding protein associated serine protease-1
Reln NM_D80394 Reelin
Provozni geny
Actb WM 031144 Aletin beta
GAPDH WM 017008 GADP
185 RINA xX01117 185 RNA

Tabulka €. 2. Pfehled stanovovanych geni, jejich zkratky a referencni ¢isla dle NCBI.
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4.10. Stanoveni aktivity laktat dehydrogenasy

Stanoveni aktivity laktatdehydrogenazy (LDH) v médiu se provadi k ovéfeni, zdali
buiiky umiraji bunéénou smrti — apoptdzou, nebo doslo k nekréze toxickym poskozenim. Pti
nekréze dochazi k uniku LDH do média v disledku poskozeni buné¢né membrany. Stanoveni
aktivity je zaloZeno na redukci pyruvatu na laktat v ptitomnosti NADH (sniZeni koncentrace)
ktera se sleduje spektrofotometricky. Aktivita LDH (ukat.I™) se stanovi z ubytku absorbance
pfi 360 nm (LDH (pkat.I'") = 262 x (AA360 nm). Pouzili jsme N HSC kultivované na plastu a
na kolagennim gelu po dobu 7 dnd, poté jsme je vystavili G¢inkiim toxint (viz kapitola 4.9),
buiiky byly sklizeny a poté byla spektrofotometricky stanovena hladina LDH v médiu. Jako
pozitivni kontrola byly pouzity HSC zlyzované za pomoci Tritonu-X 100, jako negativni
kontrola samotné¢ medium. Uvedené vysledky shrnuji zprimérované hodnoty ze ¢tyi méfeni,

vzdy bylo pro pocitani pouzito 500 tisic bun¢k.

4.11. Statisticka analyza

Vsechny analyzy byly provadény nejméné ve tfech provedenich. Vysledky jsou
prezentovany jako primér + S.E.M. Vyznamnost téchto vysledkii byla podrobena Studentovu
T testu, kdy hladina vyznamnosti p < 0.05 je povazovana za statisticky vyznamnou.

Statistickou analyzu provedla RNDr. Eva Cermékova z Oddéleni vypocetni techniky LFHK.
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5. VYSLEDKY

5.1. Histologie normalnich a akutné poskozenych jater

Pied perfuzi jater byl odebran do formalinu levy lateralni lalok pro histologickou
analyzu. Rezy jsme obarvili hematoxylinem-eozinen, modrym trichromem a Gomdriho
barvenim. Po obarveni HE jsou jadra hepatocytli a ostatni bazofilni substance zbarveny
modfe, ostatni ¢asti preparatu v riznych odstinech Cervené a razové. Modry trichrom barvi
kolagenni vlakna a mukoidni substance modie, cytoplazma vétSinou ¢ervena. Barvenim podle
Gomoriho Ize zobrazit retikularni vlakna nachazejici se ve vazivovych septech, ktera jsou
¢ernd, hnéd¢€ jsou pak obarvena vladkna kolagenni.

Na obrazku ¢. 1 A vidime intaktni jatra, jaterni laluc¢ek s vena centralis, portobiliarni
prostory a sinusoidy prochazejici mezi hepatocyty. Jaterni parenchym je neporuseny. Modrym
trichromem (Obr. ¢. 1 C) se barvi kolagenni vlakna, ktera se nachéazeji v malém mnozstvi v
okoli v. centralis i v jaternim parenchymu. Ve stejné lokalizaci se impregnovala i retikularni
vlakna zobrazena pomoci Gomériho barveni (Obr. ¢. 1 E).

Na obrazku ¢. 1 B, D a F jsou zdokumentovana poskozena jatra po trech davkach
tetrachlormethanu, Patrna je pocinajici pfestavba jaterniho parenchymu, poskozené hepatocyty
umirajici nekrozou ¢i apoptozou (prazdné prostory V jaternim parenchymu) a je zde viditelna
pocinajici akumulace vaziva — jak retikuldrnich vldken, tak kolagenu (detail ve vyfezu

obrazku).

5.2. Charakteristika klidovych a aktivovanych hvézdicovych bunék

Rozhodli jsme se zaméfit na bunky izolované z neposkozenych jater a zaroven z jater
akutn€ poskozenych pomoci tetrachlormethanu. Ty jsme ziskali enzymatickou perfuzi jater
potkanti a opakovanou centrifugaci vzniklé bunééné suspenze Vv hustotnim gradientu. Frakce
klidovych a aktivovanych bunék byly vysety na plastové misky, ¢i kolagenni gely a

kultivovany aZ po dobu 7 dnt.
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Obrazek €. 1: Histologicky preparat neposkozenych potkanich jater (A, C, E) ve srovnani s
toxicky poskozenymi jatry (B, D, F). Barveni hematoxylinem-eosinem (A, B), modrym
trichromem (C, D) a Gomériho barvenim (E, F). Patrné jsou rozdily piedev§im mezi zdravymi a
poskozenymi hepatocyty, je viditelna pocinajici prestavba jaterniho parenchymu, zmnozZeni
novotvoirené extracelulirni matrix - modie znazornéna pocinajici akumulace kolagenu, ¢erné
zbarvena sit’ retikuldrnich vlaken, ktera jsou posléze nahrazena vlikny kolagennimi. ZvétSeni

100x (vyiez 400x).
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5.2.1. Testovani davkovacich schémat CCl,

Pro sledovani apoptézy aktivovanych HSC jsme izolovali bunky z jater po akutnim
toxickém poskozeni zpisobeném podavanim tetrachlormethanu. Intragastrické podavani
davek CCly, zpisobuje vznik volnych radikald, které startuji fadu dalSich udalosti vedoucich k
fibroze jater. Pro navozeni apoptozy jsme zpocatku zkouSeli ruzna davkovaci schémata.
Pouzivali jsme 1 az 4 davky CCl, a poté HSC z jater izolovali po 24 hodinach, nebo po 48
hodinach od podani posledni davky. Z hlediska rstu bunék, vizualniho hodnoceni morfologie
a zaroven procenta apoptézy byl jako nejvhodnéj$i zvolen model poddni tfech davek
tetrachlormethanu a jejich nasledna izolace 24 hod po podani posledni davky. Tyto bufnky
oznacujeme jako C3 HSC.

5.2.2. Morfologie N HSC a C3 HSC na plastu a na kolagennim gelu

Klidové (quiescent) HSC izolované z neposkozenych jater (N HSC) se na plastu
béhem Sestidenni kultivace tzv. aktivuji (Knittel, 1999). Po vysazeni na plast i kolagen m¢ly
kulovity tvar a obsahovaly pro né€ typické lipidové ¢astecky s vitaminem A, ktery je schopen
emitovat zafeni pozorovatelné ve fluorescenénim mikroskopu (Obr. ¢. 2). Metoda sledovani
autofluorescence slouzi k ovéfeni Cistoty izolované frakce neparenchymovych bungk. Zjistili
jsme autofluorescenci u 70 % cerstvé izolovanych neparenchymovych bunék a protoze je
obsah tukovych kapének v HSC proménlivy, byl také pouzit pro ovéfeni Cistoty specificky
marker pro HSC kysely gliovy fibrilarni protein (GFAP). Pomoci ného byla zjiSténa Cistota
vice nez 95 % (Jiroutova, 2005). Viabilita bunék byla testovana pomoci trypanové modfi
s vysledkem vice nez 95 %. S postupujicimi dny kultivace jsme pozorovali ubytek tukovych
kapicek, které jsou exocytdézou vylucovany do svého okoli. Na plastu se builky postupné
aktivovaly, byly vice rozprostfené, markantni byla vzristajici exprese alfa aktinu hladké

svaloviny (a-SMA).

Obrazek ¢. 2: N HSC po izolaci. A - fazovy kontrast, B — autofluorescenéni excitace vitaminu A

mérena pri 325 nm (zvétsSeni 200x).
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Morfologie bun¢k kultivovanych na kolagennim gelu je pozménénd diky
trojrozmérnému prostiedi, které je obklopuje. N HSC byly na gelu stihlejsi, s dlouhymi
charakteristickymi vybézky kopirujicimi kolagenni fibrily. Svym tvarem vice pfipominaly
hvézdicové bunky, které jsou nalézany in vivo. Jadra méla ovalné, zpravidla bylo v bunkach
jedno, viditelné byly vakuoly a v nékterych buiikach také tukové kapénky (Obr. ¢. 3 A).

C3 HSC mély na plastu zpocatku kulovity tvar, postupem casu jich ¢ast proliferovala,
a s prohlubujicim se procesem aktivace se buiiky zménily v polygonalni s mnoha vyb&zky.
Cast bunék ale odumira bundénou programovanou smrti — apoptézou. P¥i apoptéze dochazi ke
zméng tvaru bunky, pyknéze jadra a vzniku apoptotickych télisek, ktera se odlucuji do média.

Na kolagenu méla ¢ast C3 HSC svuj charakteristicky hvézdicovy tvar, ktery je
nalézan in vivo, a Cast opét svitici kulovity tvar. Bunky velmi rychle rostly a lisily se od
bunék rostoucich na plastu — mé&ly Stihlejsi, protahld téla s cetnymi, dlouhymi vybézky. V
Sestém dnu kultivace uz vypadaly podobné jako na plastu (Obr. ¢. 3 B). Morfologicky byla

viditelna apoptoza a ¢ast bun€k se navraci klidového stadia.

5.2.3. Imunocytochemicky priikaz hladkosvalového a- aktinu

Hladkosvalovy alfa-aktin (a-SMA) je typickym celularnim ukazatelem aktivace HSC.
Po izolaci jsou klidové, neaktivované N HSC neschopné kontrakce, a-SMA zcela chybi
(Neubauer, 1996). Po dvoudenni kultivaci na plastu byla pozitivita pro a-SMA stanovena u
14 % bungk, s prodluzujici se dobou kultivace (Sesty den) se procento a-SMA zvysilo az na
98 %. Na kolagennim gelu byl sledovan rychlejsi pribéh aktivace, druhy den bylo pozitivnich
40 % bunék, zatimco Sesty den bylo nalezeno pouze 76 % a-SMA pozitivnich bun¢k (Obr. €.
4).

C3 HSC jsou buiky aktivované in vivo, a proto vykazovaly druhy den kultivace na
plastu pozitivitu 94 % na kolagenu obdobné 98 %. Zatimco na plastu zistava pocet a-SMA
pozitivnich bunék béhem kultivace stale stejny, na kolagennim gelu doslo k statisticky

vyznamnému poklesu az na 63 %.
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N HSC

C3 HSC

Obrazek ¢&. 3: Morfologie N HSC (A) a C3 HSC (B). Buiiky byly kultivovany na plastovych miskach a na
kolagennim gelu typu | po dobu 2 a 6 dni (fazovy kontrast, zvétSeni 200x).
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N HSC 6d pl 400x

C3 HSC 6d pl 400x % €3 HSC 6d kg 400x

-

Obrazek ¢. 4: Imunofluorescenéni detekce a- Procento a-SMA pozitivnich bunék

SMA. Na fotografiich jsou ukazany N i C3 HSC N HSC Den?2 Den 6

kultivované na plastu a na kolagennim gelu plast 1442 98+ 2
Vv Sestidennim intervalu (zvétSeno 400x, a 200x).

. B . . . kolagennigel 40+ 3% 76+5%
Jsou zde zelené zvyraznény fibrily aktinu
tahnouci se pies celou buiilku a vytvarejici sitt  C3HSC
svysokym kontraktilnim potencidlem, modie  Plast 9445 95+2

jsou za pomoci DAPI zvyraznéna jadra buné€k,  gjagennigel 98+ 1 63+5*

v nékterych je patrna vysoka mitoticka aktivita.

Porovnani poétu pozitivnich N HSC a C3 HSC pi#i dvou a Sestidenni kultivaci. Buiiky se na
plastu postupné aktivuji a hladina a-SMA vzrista. V§echny aktivované HSC bez rozdilu pavodu
vykazuji expresi a-SMA, kolagenni gel zptsobuje pokles pozitivity po Sestidenni Kultivaci.
V tabulce jsou uvedeny priméry a smérodatné odchylky priméru. Statickd vyznamnost plast

vidi kolagenni gel p<0.05 (Studentiv t-test).
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5.2.4. Proliferace N HSC a C3 HSC na plastu a na kolagennim gelu

Pocet bunck se v pribéhu kultivace méni. Mé&fili jsme proliferaci N HSC i C3 HSC
béhem sedmi dnii po vysazeni (Graf ¢. 1). Bunky byly vysazeny na oba povrchy ve stejném
pocatecnim poctu 500 tisic. N HSC proliferuji na obou povrsich s rozdilnou dynamikou Vv
case, pocet C3 HSC se béhem kultivace vyrazné neméni.

Zpocatku je patrné, Ze kolagen podporuje proliferaci N HSC, bunky se rychleji mnozi,
od tfetiho dne naopak dochazi k jejich postupnému ubyvani. N HSC na plastu po dvoudenni
fazi stagnace zacCinaji proliferovat a jejich mnozstvi se po Sesti dnech vyrovna poctu bunék na
kolagennim gelu. C3 HSC maji vyznamné nizsi prolifera¢ni schopnost, statisticky vyznamny
rozdil via¢i N HSC se projevuje od tietiho az do sedmého dne (v grafu tuto statistickou
vyznamnost pro porovnani N HSC a C3 HSC pro ptehlednost neuvadime). Kultivace na
kolagennim gelu nema v prvnich tfech dnech vliv na déleni C3 HSC, nezaznamenali jsme
proliferaci nebo byla balancovana apopt6zou, vyznamny rozdil v po¢tu bunék nachazime az

den Sesty a sedmy.

200 ~ N HSC plast ~#- C3 HSC plast
-m-N HSC kolagenni gel -#-C3 HSC kolagenni gel
“» 150 - *
= |
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Q
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Graf ¢. 1: Stanoveni poétu N HSC a C3 HSC vysazenych na plast a kolagenni gel (pocatecni
mnoZstvi bunék bylo 5x10°) v pribéhu sedmidenni kultivace. HSC byly sklizeny pomoci
trypsinu a kolagenazy. V grafu jsou uvedeny priméry a chybové tuseCky odpovidajici
smérodatné odchylce priméru. Statisticky vyznamné rozdily mezi po¢ty bunék na plastu a na
kolagennim gelu je vyznacena (¥). Statistickd vyznamnost ovéiena Studentovym t-testem
(p<0.05).
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5.3. Analyza N HSC pomoci prutokové cytometrie

Byla provedena analyza bunécného cyklu pomoci pritokové cytometrie bunck
izolovanych z intaktnich jater kultivovanych na plastu i na kolagennim gelu v intervalech 0, 2
a 6 dni (vysledky ze ¢tyf méfeni jsou uvedeny v Grafu ¢. 2).

Hladina apoptdzy odpovidajici sub G1 fazi byla velmi nizka a nijak zvlast’ se béhem

kultivace na plastu i na kolagennim gelu neme¢nila, vysledky nejsou statisticky vyznamné.
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| gel, | gel,
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Graf ¢&. 2. Analyza bunééného cyklu N HSC pratokovou cytometrii. Data z histogramu byla
prevedena do procentuilniho vyjadieni poctu N HSC 0, 2 a 6 dni kultivovanych na plastu a na
kolagennim gelu do grafu (n=4). Nebyla prokazina statisticky vyznamna zména (ovéFeno

Studentovych t-testem, p<0.05).

5.4. Stanoveni apoptozy C3 HSC

Utelem tohoto pokusu bylo zjistit, jak ovliviiuje kolagenni prostfedi apoptozu C3
HSC. K jeji detekci je zapotiebi pouzit nejméné dvou metod, aby byly vysledna data validni a

proto jsme zvolili fluorescenéni znaceni a pritokovou cytometrii.
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5.4.1. Fluorescen¢ni znaceni

K rozliSeni zijicich a apoptotickych bunék C3 HSC bylo pouzito fluorescencni
barveni pomoci AO/EtBr a DAPI. Okamzit¢ po izolaci bylo nalezeno 27 % bun¢k
vykazujicich apoptotické rysy barvenim AO/EtBr. Nalezli jsme zvySené procento bunék v
apoptoze pii kultivaci na kolagenu prvni a druhy den, s dalsi kultivaci (Sesty den) klesla
hodnota na 23 %. Na plastu jsme sledovali opa¢ny trend, hladina apoptozy z 22 % (druhy
den) postupné vzrustala s maximem 34 % v Sestém dnu kultivace. Obdobnych vysledkt jsme
dosahli za pomoci sledovani zmén jaderného chromatinu za pomoci vizualizace DAPI (Graf

¢. 3 A). Ob¢ metody potvrdily, Ze kolagenni gel potencuje a rozviji apoptozu.
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DAPI
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kolagenni gel

Graf ¢. 3: Stanoveni procenta apoptotickych bunék s pouzitim fluorescen¢niho barveni AO/EtBr a DAPI
(A) a pritokové cytometrie (B). Hodnoty jsou zobrazeny jako primér, chybové usecky odpovidaji
smérodatné odchylce priméru (n=4). Statisticka vyznamnost byla potvrzena (p<0.05). Fotografie C3 HSC
barvené fluorescencnim barvenim AQ/EtBr na plastu a kolagennim gelu kultivované 2 dny. AO pronika
do bunék a barvi je zelené, zatimco ethidium bromid pronika pouze do bunék s narusenou integritou
plazmatické membrany (pozdné apoptotickych ¢i nekrotickych) a barvi je ervené. Zvétseni 100x. D.
DAPI barvenim jsou modie obarvena vSechna jadra, apoptotické buiiky vykazuji charakteristické rysy
(zmenSeni jadra, kondenzaci chromatinu) ve vy$§im procentu se vyskytuji na kolagennim gelu. Zvétseni
400x.

5.4.2. Prutokova cytometrie

Buiiky v apoptoze se pomoci pritokové cytometrie zobrazuji na kone¢ném histogramu
jako sub G1 peak. Pomoci této techniky jsme potvrdili trendy apoptotickych kiivek ziskanych
pomoci fluorescen¢nich metod. Ziskané vysledky maji nizs$i hodnotu hladiny apoptdzy, ale
vysledné hodnoty mély vyraznéjsi rozdily v pribéhu kultivace. Je to dusledek citlivéjsi
detekce a zaroven detekce rangjSich stadii apoptodzy nez za pomoci fluorescenéniho znaceni.
Na kolagennim gelu je nejvyssi procento apoptotickych bunék druhy den (41 %) s dalsi
kultivaci klesa. Na plastu od druhého dne pozvolna vzrista az na 33 % ve dni Sestém (Graf ¢.

3B).

5.5. Analyza exprese genii u N HSC a C3 HSC

V této Casti experimentu jsme se zaméfili na sledovani exprese gend spojenych
s aktivaci HSC in vivo pomoci oligo arrayi. Sledovali jsme také blize expresi dvou proti sobé
pusobicich apoptotickych proteini Bcl-2 rodiny, proteini Bax a Bcl-2 a za pomoci

imunocytochemického stanoveni.
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5.5.1. Multiplexni analyza exprese genti pomoci oligo cDNA ¢ipi

Pomoci hybridizace na oligo cDNA ¢ipy jsme sledovali expresi 94 genli souvisejicich
se zménami v prab¢hu aktivace HSC in vivo. Porovnavali jsme expresi v klidovych HSC
izolovanych ze zdravych jater potkant s expresi v aktivovanych C3 HSC. Jednalo se celkem o
94 gent, které¢ jsme pro piehlednost rozdélily do nékolika skupin: strukturdlni proteiny (7
gent), matricelularni proteiny (9 genl), chemokiny (15 gent), metaloproteinazy a jejich
inhibitory (16 gent), bunécné receptory a markery HSC (12 gentll) a apoptotické geny (11
genll). Vysledné hodnoty exprese gend, jejichZ intenzita byla vySsi nez 0,2 alespon u jednoho
Z intervald, jsou uvedeny v grafech €. 4, 5 a 6. Do grafii byla vynesena normalizovana
hodnota exprese jednotlivych gend v procentech, pficemz 100 % tvofi exprese daného genu

v N HSC. Geny se zvySenou expresi jsou v pravé ¢asti grafu, geny se snizenou expresi v levé.

Strukturalni a matricelularni proteiny

Klidové HSC izolované ze zdravych jater a C3 HSC aktivované in vivo patologickym
procesem vyvolanym podavanim CCly se 1isi nejen morfologicky, ale i expresi nékterych
genti. Ve fazi akutniho poSkozeni se zacinaji exprimovat a tvofit pravé tyto slozky
extracelularni matrix, které tak nahrazuji béZnou kolagenni matrix v jatrech. Dochéazi zejména
kK dramatickému narustu exprese fibronektinu (Fn 1) a nesignifikantnimu, le¢ intenzivnimu
nariistu exprese prokolagent I, III (Col 1, Col 3). Exprese elastinu (Eln) ani fibrilinu (Fbn 1)
se nezménila. Prokazali jsme zvySeni exprese prokolagent I, II1, V (expresni poméry 5,8; 5,1;
2,0) Mezi matricelularni proteiny se zvySenou expresi, i kdyz nesignifikantni, mizeme zafadit
perlekan (Plc) a biglykanu (Bgn) a lumikan (Lum), u syndekanu 3 (Sdc3) je tomu naopak
(Graf'¢. 4).

Chemokiny, metaloprotinazy a jejich inhibitory

ZvySenou syntézu slozek ECM provazi béhem rozvoje jaterni fibrozy jejich sniZzena
degradace pomoci MMP. Pii porovnani klidovych N HSC a aktivovanych C3 HSC vidime
pokles exprese MMP a to MMP-3, MMP-7, MMP-9 a MMP-13. Hodnoty maji vysokou
variabilitu a nejsou statisticky vyznamné. Exprese MMP-2 je naopak lehce zvySena. Se
snizenou aktivitou metaloproteindz souvisi nadprodukce jejich inhibitord. Zmény v expresi
TIMP1, 2, 3 jsme nezaznamenali.

Z cytokini a rustovych faktorti se nejvyraznéji zvysuji IL-4, neurotrofin (NT-3) a
VEGF (Graf¢. 5).

50



Strukturdlni proteiny  C3 HSC 2d

= Fnl ¥
Fbnl [

] Eln

| I Col5
———  Cold
- —f— Col 3

——— Col 1
'_I:I 100 '_:II:ICI

relativni exprese genu (procenta)

Matricelularni proteiny C3 HSC 2d

Sppl —E—
E—. Sparc
-}. Sdc 4
SdESE

Sdc 1 .E
j Plc
- um
E—. Begn

Beg .-|-.

'_I:I 100 '_:II:I:I

relativni exprese genu (procenta)

Graf ¢. 4 : Stanoveni exprese geni strukturalnich proteini ECM a matricelularnich
proteini. Hodnoty jsou zobrazeny jako primér relativni exprese, 100 % je vZdy exprese N HSC
2 dny. Vlevo od stiredové osy jsou geny downregulované, v pravo upregulované. Chybové tsecky

odpovidaji smérodatné odchylce priméru (n = 4).
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Graf ¢. 5: Stanoveni exprese geni pro chemokiny, metaloproteinazy a jejich inhibitory.
Hodnoty jsou zobrazeny jako priamér relativni exprese, 100 % je vZdy exprese N HSC 2 dny.
Vlevo od stiedové osy jsou geny downregulované, v pravo upregulované. Chybové tsecky

odpovidaji smérodatné odchylce priméru (n = 4).
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Bunééné receptory a markery C3 HS5C 2d
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Graf ¢. 6: Stanoveni exprese gent pro bunééné receptory a markery HSC. Hodnoty jsou
zobrazeny jako primér relativni exprese, 100 % je vidy exprese N HSC 2 dny. Vlevo od
stfedové osy jsou geny downregulované, v pravo upregulované.Chybové tsecky odpovidaji

smérodatné odchylce priméru (n = 4).
Bunééné receptory a markery HSC

Mezi nejznaméjsi markery aktivovanych HSC ftadime fibulin-2 (Fbin 2) a P100
(Knittel, 1999). Exprese obou signifikantn¢ roste u C3 HSC. Exprese integrinii se neméni,
integrin a6 a B3 (Itga 6, Itgb 3) roste pouze nesignifikantné (Graf ¢. 6).

Exprese apoptotickych genii

K aktivaci N HSC dochazi kultivaci na plastu, buiky kultivované po dobu dvou dnu
jsou povazovany za klidové, béhem sedmidenni kultivace se méni jejich morfologie (viz
kapitola 5.2.2.) i exprese celé fady gend (Jiroutova, 2007). In vivo aktivované C3 HSC
(toxickym poskozenim jater) podléhaji apoptdze, kulminujici druhy den po izolaci, jak bylo
prokazano v piedchozich podkapitolach 5.4.1 a 5.4.2. V grafu ¢. 7 jsou uvedeny relativni
exprese genu aktivovanych N HSC po sedmi dnech kultivace (vztazeno na klidové N HSC
kultivované 2 dny, které tvori 100 %), vyznamné snizeny je inhibitor Bcl-x alpha. Dale

uvadime expresi gent aktivovanych C3 HSC (opét vztazeno na N HSC 2 dny).
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Graf ¢. 7 : Stanoveni exprese apoptotickych genii. Srovnani exprese gent na plastu aktivovanych
N HSC 7 dni a exprese aktivovanych C3 HSC 2 dny. Hodnoty jsou zobrazeny jako primér
relativni exprese, 100 % je vidy exprese N HSC 2 dny. Vlevo od stiedové osy jsou geny
downregulované, v pravo upregulované. Chybové usef¢ky odpovidaji smérodatné odchylce

pruméru (n = 4). Statisticka vyznamnost (*) ovéi‘ena Studentovym t-testem (p<0.05).



5.5.2. Prikaz apoptotickych proteini pomoci imunocytochemie

Abychom prokazali expresi apoptotickych ¢leni Bax a Bcl-2 nejen na urovni
nukleovych kyselin, ale i proteint, zvolili jsme imunocytochemickou detekci u bunék N HSC
a C3 HSC v intervalu 2 a 6 dni kultivovanych na plastu a na kolagennim gelu. Zajimala nas
zména apoptotického poméru Bcel-2 / Bax v prabéhu aktivace bunék a v procesu apoptdzy.
Jako aktivované bunky povazujeme N HSC 6 dni a C3 HSC, nebot’ vykazuji skoro 100 %
expresi a-SMA (viz. podkapitola 5.2.3). Na obrazku ¢. 5 A, B jsou uvedeny tabulky s
procentem pozitivnich bunék a fotografie bun€k s detekovanou pozitivitou apoptotickych
proteini vykazujici perinuklearni pozitivitu. S aktivaci N HSC dochazi k nartstu
antiapoptotického Bcl-2 proteinu na plastu i na kolagennim gelu, stejné tak u exprese
protipiisobiciho proapoptotického proteinu Bax na kolagennim gelu (Obr. ¢ 5 A).
Apoptoticky pomér Bcl-2/Bax se Vv procesu aktivace zvySuje, stoupa na plastu z 0,41 na 1,02
a také na kolagennim gelu vykazuje téméf dvojnasobnou hodnotu (z 0,55 na 0,94).

U C3 HSC je u dvoudenniho intervalu patrny znatelny rozdil v expresi proteinit HSC
na plastu a na kolagennim gelu. Zatimco na plastu je proapoptoticky Bax exprimovany pouze
u 31 % bunék, s prodluzujici se dobou kultivace jeho exprese roste na 49 %. Na kolagenu
naopak klesa z64 % na 43 %. Antiapoptoticky Bcl-2 protein je na pocatku na plastu
exprimovan u 33 % bunék a s prodluzujici se kultivaci roste na 53 %. Na kolagenu lze
sledovat opa¢ny trend, klesa exprese z 63 % na 34 % (Obr. ¢. 5 B). Poméry se vzajemné
s prodluzujici se kultivaci neméni tak markantné jako v ptipadé N HSC. Na plastu je zména
pomeéru nepatrnd, z 1,06 na 1,08 a na kolagennim gelu je pokles z 0, 98 na 0,79. Plati, Ze ¢im

je hladina apopototického poméru Bcl-2/Bax vyssi, tim je niz$i hladina spontanni apopt6zy.
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Prikaz apoptotickych proteini N HSC Prikaz apoptotickych proteint C3 HSC
Bel-2 Den 2 Den6 Bel-2 Den 2 Den 6
plast 1745 4336 plast 3312 53+5
kolagenni gel 2547 66 + 4* kolagenni gel 63+4 * 34+ 10
Bax Bax
plast 41+2 42 +2 plast 31+3 49%3
kolagenni gel 45+ 4 70 + 4% kolagenni gel 64 + 6* 43+2

C3 6d pl Bcl2 100x C3 6d kg bax 60x

Obrazek ¢. 5: Imunofluorescenéni detekce apoptotickych proteinii Bel-2 a Bax u N HSC (A) a
C3 HSC (B) pfi dvou a Sestidenni kultivaci. Buiiky se na plastu postupné aktivuji a hladina a-
SMA vzrista a dochazi ke zménam v hladinach Bcl-2 i Bax na obou povrsich. Statisticka
vyznamnost (*) byla ovéifena Studentovym t-testem (p<0.05) ze ¢tyi méfeni. Na ilustrativnich
fotografiich jsou ukazany zelené zobrazeny antiapoptoticky Bcl-2 protein a proapoptoticky Bax
protein, modie jsou za pomoci DAPI zvyraznéna jadra bunék u C3 HSC kultivovanych na

plastu a na kolagennim gelu v Sestidennim intervalu (zvétSeno 1000 a 600Xx).

5.6. Vliv kolagenniho gelu na apoptézu vyvolanou pomoci toxini

Predchozi vysledky naznacuji, Ze kolagenni gel miiZze potencovat rozvoj déju, které
vedou k fizené apoptotické smrti HSC. Snazili jsme se toto tvrzeni ovéfit i na standardnich
modelech, pouzivanych K navozeni apoptézy a to pomoci tii riznych toxini — gliotoxinu,
cykloheximidu a cytochalasinu D. Pusobeni toxini jsme vystavili aktivované sedmidenni

HSC kultivované na plastu a na kolagennich gelech. Jako kontrola bylo do média ptidano
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misto toxinu rozpoustédlo DMSO v koncentraci 1 %. Kazdy z pouzitych toxinl ma jiny
mechanismus ucinku pro vyvolani apoptozy a zptisobuje ji v riznych ¢asovych obdobich.
Hypotézu, ze ptasobenim toxini nedochazi k nekroze bun¢k, ale k iniciaci apoptozy,
jsme vyloucili sledovanim aktivity laktatdehydrogenazy. Hladina LDH jako parametru
bunééného poskozeni byla oproti pozitivni kontrole (totalné zni¢ené buiniky pomoci Tritonu
X) srovnatelna s kontrolou (DMSO). Statisticky vyznamné byly vysledky srovnani bun¢k po
pusobeni vlivu CHX vii¢i kontrolnim bunkam, u kterych predpokladame casteény vliv
toxického uc¢inku. Lze zde sledovat i rozdil mezi kolagennim gelem a plastem. Ostatni

vysledky vykazuji nizkou hladinu poSkozeni bun€k a pomérové jsou srovnatelné s kontrolou
(Graf ¢. 8).

15
O plast = kolagenni gel
= *
© 10 - |
= *
T *
e |
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DMSO GLT CHX CYTD Triton X

Graf &. 8: Analyza aktivity uvolnéné LDH (pkat.l-") do média po pisobeni toxini na N HSC 7
dni na plastu i kolagennim gelu. Hodnoty jsou zobrazeny jako aktivity LDH v médiu. Chybové
useCky odpovidaji smérodatné odchylce priméru (n = 4). Statistickd vyznamnost (*) ovéi‘ena
Studentovych t-testem (p<0.05).

Po ptlisobeni toxinti doslo k vyznamnému ovlivnéni zivotaschopnosti HSC a
morfologické zméné. Doslo K postupnému vymizeni vybézku, transformaci tvaru na kulovité
svitici bunky, které se jiz velmi lehkou agitaci odlu¢ovaly do média a vykazovaly tak velmi

malou adherenci jak na plastu, tak na kolagennim gelu (Obr. ¢. 6 A).
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Nejmarkantngjsi byl tento efekt u GLT. Ten navozuje apoptoze podobnou, na
kaspazach nezavislou, bunécnou smrt v koncentracich 0,4 az 3 uM po dobu kultivace 4, 6 a 8
hodin (Hagens, 2006). Optimalni koncentrace zvolena pro nas pokus byla 1,5 uM po dobu 5
hod, kdy GLT zputsobil masivni apoptozu HSC kultivovanych na plastu i kolagenu (Graf ¢.9).
Zpusoboval kondenzaci jaderného chromatinu vcetné fragmentace jaderné DNA, viditelné
pomoci fluorescen¢nich barveni a analyzou pii agarové elektroforéze (data nejsou ve
vysledkové ¢asti uvedena). Kolagenni gel statisticky vyznamné podporoval vznik a promoci
apoptoézy a naméfené hodnoty, at’ uz pomoci fluorescenénich metod nebo prutokové
cytometrie, vyrazné vzrostly (jednotliva procenta jsou viditelna na grafu ¢. 9). Pisobeni GLT
nem¢lo statisticky vyznamny efekt na distribuci bun¢k v riznych fazich bunééného cyklu
(G1, S, G2) a jejich pomér se nezmenil.

Obdobného vysledku, Ze kolagenni gel potencuje, podporuje a vyrazné zvySuje
apoptozu HSC, jsme dosahli i u obou dalsich toxint (Graf ¢. 9). CHX zptasobuje na kaspazach
zavislou apoptozu v koncentracich od 50 do 200 uM po dobu 14 az 24 hod (Lee, 2011). Po
vyzkouseni riznych kombinaci dle literatury jsme vybrali jako optimalni 75 uM po dobu 14
hodin, pfi kterych doslo k vyraznému utlumu Zivotaschopnosti bunék (Obr. €. 6).

CYT D narusuje aktinova mikrofilamenta v buiikach a aktivuje tak cestu p53 vedouci
k apoptoze (Preaux, 2002). CYT D navozuje apoptozu nejpomaleji ze vSech zkouSenych
toxina v koncentraci 5 pg/ml (0,01 uM) po dobu 24 hodin, morfologické zmény jsou vidét jiz
velice brzy, vyb&zky se zakulacuji, na nékterych mistech pietrhavaji, builky se méni
Vv kulovité (Obr. €. 6). Pro vétsi piehlednost grafu je statistickd vyznamnost uvedena jen pro
srovnani plastu a kolagenniho gelu v ramci jednotlivych toxint, nebot viici DMSO jsou

vSechny vysledky vyznamné statisticky zvysSené.
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plast s SC | kolagenni gel

Obrazek €. 6 : A - Morfologie N HSC 7 dni kultivovanych v pFitomnosti GLT - 1.5 pM po dobu
5 hod, CHX - 75 uM po dobu 14 hod, CYT D - 5 pg/ml po dobu 24 hod na plastu a na
kolagennim gelu. DMSO byl pouZzit v 1% koncentraci jako kontrola. Zvétseni 200x.
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Graf ¢. 9 A - Procento apoptozy stanoveno pritokovou cytometrie. B - Procento apoptozy
stanoveno pomoci fluorescenénich metod. Chybové isecky odpovidaji smérodatné odchylce
priméru (n = 4). *Statisticka vyznamnost (p<0.05) nalezena u HSC na kolagennim gelu den 6.
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6. DISKUSE

HSC plni v jatrech celou fadu funkci, maji nezastupitelnou roli pfi hospodateni
S vitaminem A a pii remodelaci poskozenych jater. Mohou piechazet z klidového stadia do
aktivované formy podobné myofibroblastim. Piechod je doprovéazen fadou rozsahlych zmeén,
a to v morfologii, genové expresi i ve fenotypu. Tyto zmény HSC jsou reakci na impuls z
okolniho prostiedi, nejéastéji se jedna poskozeni hepatocyti, uvolnéni chemokint z vazby na
ECM nebo z Kupfferovych bunék. Pfedpokladem reverzibility jaterni fibrozy je eliminace
bun¢k odpovédnych za produkci extracelularni matrix tak, aby pievazily resorptivni
proteolytické procesy. S nariistajicimi znalostmi o programované bunécéné smrti HSC v
souvislosti s regresi fibrozy se vynofuji otazky o moznostech jejiho ovlivnéni.

Jelikoz se ve vétSin¢ studii zkoumaji buiiky izolované z nepoSkozenych jater a
ziidkakdy se izoluji a kultivuji jiz in vivo aktivované HSC z akutné posSkozenych jater,
rozhodli jsme se zjistit, jak se méni exprese gend uzce souvisejicich s metabolismem ECM
béhem aktivace C3 HSC v jatrech toxicky zasazenych CCl,, Tento zpusob toxického poskozeni
jater ptipomina postnekrotickou fibrézu a je jednim z nejpouzivanéjSich modelt vedle
podvazani Zlucovodu, které vede k sekundarni biliarni fibréze. Nevyhodou podvazani
Zlu¢ovodu je reverzibilita histologickych zmén po rekanalizaci zlucovych vyvoda a vysoka
mortalita zvirat (Brenner, 2009). Aktivované HSC (C3 HSC) jsme izolovali z jater po akutnim
toxickém poskozeni, pro srovndni jsme pouzili bunky izolované z neposSkozenych jater.
Intragastrické podavani CCls a jeho metabolismus zpusobuje vznik volnych radikald,
poskozuje hepatocyty a stimuluje proces aktivace HSC in vivo. Jiz na histologickych
preparatech obou typl jaternich tkani byl vidét zasadni rozdil, u toxicky poskozenych jater
doslo k pfestavbé jaterniho parenchymu a bylo patrné vys§i mnozstvi ECM, zejména
retikularnich a kolagennich vlaken.

Nejprve jsme se zabyvali zménami exprese geni HSC izolovanych z normalnich a
akutné poSkozenych jater. NaSim cilem bylo popsat jaké zmény u gent ze skupin
strukturalnich proteini ECM, matricelularnich proteind, chemokinl, metaloproteinaz a jejich
inhibitort, bunécnych receptorii a markerd HSC, a apoptotickych genti jsou charakteristické
pro ¢asnou aktivaci C3 HSC. Vybér zastoupenych genl vychézel z podrobné reSerSni prace
Skolitele.

cDNA mikroarraye jsou pouzivany k detekci zmén velkého mnozstvi gent V ramci
jedné analyzy. Nedavné studie pomoci CDNA mikroarrayi identifikovaly pii srovnani

klidovych a aktivovanych HSC vice nez 2000 upregulovanych a 800 downregulovanych gent.

61



Pticemz aktivace HSC kultivaci na plastu jen cCasteéné kopiruje zmény v genové expresi
typické pro HSC aktivované in vivo podanim CCls nebo podvazanim zlu¢ovodu (De Minicis,
2007). Liu a spol. (2004) analyzoval 4 000 genti a z toho bylo 11,5 % upregulovanych a 9,3 %
downregulovanych. Oba ziskali podobné vysledky tykajicich se vyznamnych prozanétlivych
gend, transkripCnich faktort, bunéénych receptorti a cytoskeletalnich proteind.

Sledovani exprese genti C3 HSC v nasem pokusu pomoci oligo cDNA analyzy pfineslo
pouze omezené mnozstvi signifikantnich zmén. V tvahu jsme brali jen ty geny, u nichz byla
intenzita signalu po normalizaci vy$$i nez 0,2. Pii pouzitém pocétu opakovani (4x) se vlivem
interindividudlnich rozdild a niz§imu dynamickému rozsahu metody obtizné¢ dosahuje
prekroCeni kritéria vyznamnosti statistickych testd. Naopak nespornou vyhodou oligo cDNA
analyzy je snazsi orientace ve vysledcich diky pfijatelnému poctu sledovanych gent (94) a
moznost obsdhnout jejich exprese individualné bez nutnosti blokového popisu celych
genovych klastrii. 1 pfes uvedené skutecnosti zaclenime do diskuse i geny, jejichz zmény
V genové expresi nepovazujeme za prokazané, ale mohou naznacit trendy genové exprese pri
aktivaci HSC.

U C3 HSC jsme zaznamenali zvySeni exprese profibrogenich genli jako prokolagen
typu I a III a signifikantni nérast fibronektinu. Fibronektin se hromadi v ¢asnych fazich rozvoje
fibrozy a ptredchazi ukladani kolagenu. Odpovida to histologickym naleztim, Ze jiz po aplikaci
3 davek CCly se rychle rozviji jaterni fibroza. HSC jsou ve fibrotickych jatrech zdrojem nejen
nékterych strukturalnich proteinti zejména kolagenu typu I a III, ale i matricelularnich proteind.
Exprese biglykanu, perlekanu a lumicanu byla u C3 HSC zvysena. Matricelularni proteiny jsou
proteoglykany bohaté na leucin (small leucine-rich proteoglycans SLRP). Ve své struktuie
maji, jak nazev napovida, proteinovou osu, ve které se Casto vyskytuje leucin. Na proteinové
télo se vazi glykosaminoglykany. Jsou ulozeny v té€sné blizkosti bun¢k a jsou schopny vazat
nejriznéjsi receptory, cytokiny a rustové faktory a stukturdlni proteiny ECM zejména
kolageny. Ovlivilyji tak zejména proliferaci, pieziti, adhezi a migraci bunék, tedy klicové
procesy nejen pro rozvoj fibrozy, ale i pro Sifeni metastaz. SPARC (secreted protein rich in
cysteine, je bilkovina typicka pro hojeni poskozenych tkani. Perlekan je soucasti bazalnich
membran a betaglykan slouZi i jako receptor pro cytokin TGF-B. Naproti tomu byla sniZzena
exprese syndekanu 3, ktery je soucasti plasmatickych membran. Biglykan pozitivné ovliviiuje
fibrilogenezi kolagenu, vysoké hladiny obsahuji napiiklad keloidy (Hunzelmann, 1996) a i
fibroticka jatra (Hogemann, 1997). Sérové hladiny biglykanu (uvolnéné po s$tépeni molekuly
pomoci MMP-9 a MMP-12) pozitivn¢ koreluji s progresi fibrozy u zvifecich modeli

(Genovese, 2013). Lumikan se uplatiiuje v prvni fazi tvorby kolagennich vlaken. Deficience
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lumican u knock-outovanych mysi vedla ke snizené produkci kolagenu, diky snizené
fibrilogenezi, zvySenym odbouravanim pomoci MMP-13 1 pifi zvySeném poctu o SMA
pozitivnich bunék (Krishnan, 2012).

Pti rozvoji fibrozy hraji dalezitou roli integriny — transmembranové receptory, které
interaguji s fibrilami kolagenu i ostatnimi slozkami ECM a ovliviiuji tak dals$i osud buiky
(Imai, 2000). C3 HSC maji zvySenou expresi a6 podjednotky integrinu, ktery slouzi jako
receptor pro laminin a B3 podjednotky vazajici vitronektin a trombospondin. V literatufe je
popsana fada integrinii, které jsou exprimovany v HSC. Jednd se o heterodimery slozené
z fetézct a a B. Napiiklad a4; je receptorem pro kolagen typu IV a laminin, o,83; pro kolagen I,
laminin a fibronektin, a dalsich jako napfiklad apBi1, ovPi1, oePs, ogPB:r (Carloni, 1996).
NejznaméjSim integrinem, ktery se podili na proliferaci a apoptotickém procesu a koreluje se
stupném jaterni fibrozy je integrin oyB3 (Zhou, 2004, Li, 2011). Vazba ligandu na integrin o,f3;
vede k indukci exprese MMP-9 v HSC kultivovanych v kolagennim gelu (Takahara, 2003).

Produkce ECM, MMP, TIMP a cytokini je pro fibrozu typicka. DulezZitou roli tu hraje
rovnovaha mezi MMP a TIMP, jeji poruSeni ptedurcuje ukladdni nebo lyzu ECM.
Metaloproteinazy zaznamenaly téméf uniformné sniZzeni po 3 davkach CCls, vidime pokles
exprese MMP-3, MMP-7, MMP-9 a MMP-13. Naopak exprese MMP-2 je zvySena, coz muze
souviset s remodelaci normalni subendotelové matrix.

Kromé ulohy pii vytvareni matrix se HSC Ucastni regulace zanétlivych procesi béhem
jaterniho poSkozeni. Mezi chemokiny bylo nejvyraznéjsi zvySeni nalezeno u profibrotického
interleukinu 4 a neurotrofinu 3 (NT-3), ktery patii do rodiny NGF. NGF je spojovan s inhibici
proliferace a indukci apoptozy (Elsharkavy 2005), takze toto zvySeni je obtizné vylozit.
Naopak o IGF-1 (insulin-like growth factor I), jehoz exprese byla snizena, je znamo, Ze
apoptézu inhibuje. NT-3 a receptory pro neurotrofin (rNT) jsou exprimovany i mimo
nervovou tkan a to zejména pii remodelaci tkdn€, souviseji s proliferaci a migraci bunék.
Exprese byla nalezena v HSC (Cassiman, 2001). Neurotrofiny indukuji expresi o-SMA,
kolagenu | a TGF-B1 v ¢asné aktivovanych HSC, v plné€ aktivovanych HSC stimuluji syntézu
prozanétlivych cytokint jako jsou TNFo, SDF-1 a MCP-1 (Hubel, 2011). Déle jsme nalezli
zvySenou expresi VEGF. Po poskozeni hepatocytli dochédzi k vyznamné produkci chemokinti
jako TNF, TGF, IL-6 a IL-10, které maji autokrinni vliv na aktivaci HSC (Rodelfeld, 2006).
Desti¢ky produkuji PDGF. PDGF-receptor patii do skupiny tzv. tyrosinkinaz, které jsou
vyznamné pii pienosu signalt mnoha cytokini do HSC (napt. VEGF, HGF — hepatocyte
growth factor, EGF — epidermal growth factor, FGF — fibroblast growth factor). Intracelularni
cesty po aktivaci PDGF receptoru zahrnuji ERK/MAP kinazu, PI-3-kinazu a STAT-1 (signal
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transducers and activators of transcription). PDGF ligand je nejsilnéj$i mitogen hvézdicovych
bunék, mezi dal§i mitogeny patii endotelin-1, FGF, IGF a jiné (Pinzani, 2002). Ptedpoklada
se, ze v Inicialni fazi aktivace maji dtlezitou roli transkripéni faktory jako NFkB nebo PPATrP,
kterymi je exprese dalSich geni diky jejich interakci se specifickymi nukleotidovymi
sekvencemi fizena. NFkB podporuje preziti aktivovanych HSC a jejich proliferaci a ptsobi
ochrann¢ proti TNFa indukované apoptdéze HSC (Liu, 2004).

Mezi sledovanymi geny byly i markery aktivace HSC a rozvoje fibrozy — Fbln 2 a P100
(Knittel,1999), u C3 HSC jsme zaznamenali jejich zvySeni.

Dalsi skupinou sledovanych genti byly apoptické geny. Jednalo se naptiklad o protein
pS3 ¢i p21, které hraji dulezitou kontrolni roli v bunééném cyklu a potazmo i apoptotickém
procesu, endogenni inhibitory kaspaz IAP ¢i BIRC3 a iNOS (nitric oxide synthase). Ta byla
rovnéz vyznamné zvysena a je zapojena do déji doprovazenych piisobenim TNFo a umoziiuje
tvorbu NO* radikalu (Binder, 1999). Kultivace a transdiferenciace N HSC na plastu po dobu 7
dnt vedla k poklesu inhibitort apoptézy BIRC3 a Bcl-x. Pfedmétem naseho zajmu byla
exprese dvou nejvyznamnéjSich ¢lenti apoptotické rodiny Bcl-2, antiapopototického Bcel-2 a
proapototického Bax. Nasledné jsme jejich expresi sledovali i na proteinové Grovni.

Zjistili jsme, Ze aktivace bun€k in vivo (C3 HSC) je doprovazena vyznamnym
zvySenim exprese Bax, zatimco béhem aktivace N HSC na plastu ke zméné exprese nedochazi.
Bcl-2 a Bax jsou protichiidné pasobici proteiny, které spolu heterodimerizuji, a tim urcuji dalsi
osud buiiky (Antonsson, 2003). Cim je vyssi hladina antiapoptoticky proteini, tedy &im vyssi
apoptoticky pomér Bcl-2/Bax, tim je nizsi hladina spontanni apoptdzy. Apoptozu regulujici
proteiny nejsou detekovatelné v neposkozenych jatrech, ale po poskozeni nejdiive stoupa
hladina exprese Bcl-2 a poté se zpozdénim i proteinu Bax (Lee, 2003).

Slozky ECM zésadné ovliviluji bunéénou morfologii, funkci, proliferaci a ptfezivani
vSech pfitomnych bunék v jatrech. Jednotlivé zastoupeni slozek ¢i zmeéna fyzikdlnich
vlastnosti ECM ma vliv na chovani bun¢k (Wells, 2005), stejné jeho degradace pomoci
metaloproteindz (Zhou, 2004). Kolagen typu I je ve fibrotickych i cirhotickych jatrech hojné
zastoupen a proto se také vyuziva pfi kultivaci HSC - misky se jim bud’ potahuji, nebo se
buiiky kultivuji v trojrozmérném kolagennim gelu (Senoo, 1996). Doposud nebyla zkouména
apoptoza HSC kultivovanych v gelu ptipraveném z kolagenu typu I. Rozhodli jsme se zamé&fit
na vliv kolagenniho gelu na apoptézu aktivovanych HSC.

C3 HSC jsme izolovali z jater potkani po podani CCls a pro srovnani jsme pouzili
bunky izolované z neposkozenych jater N HSC. Mgrili jsme proliferaci, expresi a-SMA a

apoptozu obou bunécnych typt jak na plastu, tak na kolagennim gelu.
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HSC izolované z neposkozenych jater byly v klidovém stavu (Jiroutova, 2005). Ke
spontanni aktivaci klidovych HSC z neovlivnénych jater doslo az kultivaci na plastovych
miskach po nékolika dnech, cozZ je v souladu s literaturou (Knittel, 1999). Tento zpusob je
bézné vyuzivan pro studium HSC. Aktivace HSC se projevuje celou fadou zmén tvaru,
funkce, ztratou lipidovych kapének, proliferaci a také expresi a-SMA. Ten v prib¢hu
kultivace vzrusta a po sedmi dnech vykazuje na plastu skoro stoprocentni expresi, stejné tak se
pozitivita vyskytuje se stejnou frekvenci u C3 HSC kultivovanych dva dny. Pfekvapivée byla u
téchto bunck po Sestidenni kultivaci nalezena vyznamné sniZzena hladina o-SMA, na
kolagennim gelu jich nevykazovalo a-SMA pozitivitu az 40 %, coz odpovida tezi o navratu
aktivovanych HSC zpét do klidového stavu. Podobného efektu bylo dosazeno kultivaci
lidskych 1 potkanich HSC na Matrigelu, ktery obsahuje komponenty ECM pifipominajici
bazalni membranu (Olaso, 2001). Navrat do klidového stadia byl provazen poklesem
pozitivity pro a-SMA, poklesem exprese kolagenu typu I a zvySenim exprese MMP-1 (Sohara,
2002, Gaca, 2003). Avsak potvrzujici data, ktera by byla ziskana in vivo, stale chybi a
mechanismus, ktery tento ndvrat zplsobuje, zatim také neni objasnén (Ramani, 2012,
Friedman, 2012, Kisseleva, 2012). Proces aktivace mize tlumit nejen Matrigel, ale retinova
kyselina a aktivace PPARY receptort (Sato, 2003).

S aktivaci dochazi mimo jiné také k nardstu hladiny mRNA kolagenu I 60 — 70 krat a
jeji polocas rozpadu vzrlsta ze 1,5 hodiny na 24 hodin. Nadprodukci kolagenu typu I HSC
zasadné ovliviiuji svoje okolni prostiedi (Lang, 1999). Kromé kolagenu jsou syntetizovany i
jiné slozky ECM, coz vede ke kvantitativnim a kvalitativnim zménam v ECM. To ma za
nasledek interakci mezi HSC a ECM, ktera dokaze ovlivnit dal$i osud bunék.

Kolagenni gel urychlil v prvnich dnech rist a aktivaci N HSC, nicméné jejich dalsi
proliferaci neovlivnil. Buniky nabyly charakteristického vzhledu nalézaného in vivo, mély
Stihlejsi téla a delsi uzké vybézky. Naopak jiz aktivované C3 HSC ziskané z poSkozenych jater
tetrachlormethanem na kolagennim gelu ani plastu neproliferuji, kolagenni gel jejich pocet
v zavéru kultivace ovlivnil negativné. Pocet buné€k je ziejmé korigovan apoptdzou (Lee, 2003).
Dvourozmérné kultivacni prostfedi se chova jinak. Na miskach potazenych kolagenem typu |
HSC vice proliferuji ve srovnani s kultivaci na plastu, zvySuje se i produkce kolagenu typu |
(Senoo, 1994a).

Jak bylo zminéno, rozhodujicim Cinitelem pokracujici ¢i naopak ustupujici fibrogeneze
je vysledny stav poctu HSC, ktery vychdzi z poméru intenzity protichlidnych procest, kterymi
jsou proliferace a programovana smrt HSC (Zhou, 2004). Jelikoz se b&éhem kultivace

V kolagennim gelu snizil jejich pocet, vedlo nas toto zjiSténi k otdzce, zda builky vykazuji
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apoptoticky charakter. V naSich pokusech byla apoptdéza potvrzena dvémi nezdvislymi
metodami — fluorescen¢nim barvenim a za pomoci prutokové cytometrie. To nam umoznilo
sledovat morfologii jadernych zmén a strukturu chromatinu (AO, DAPI) kombinované
S propustnosti bunécné membrany (EtBr), a analyzu bunécného cyklu vcetné vyhodnoceni
zastoupeni apoptotického subGl peaku pomoci pritokové cytometrie. Kombinace téchto
metod nam poskytla presnéjsi ndhled na priabéh bunécnych zmén a ve vsech piipadech jsme
dosahli shodného vysledku.

Apoptoticky proces zapocaty in vivo byl kultivaci na kolagenu vyznamné potencovan,
kulminoval druhy den a apoptoticky charakter vykazovalo dvakrat vice C3 HSC nez po izolaci.
Naopak na plastu jsme zaznamenali zvySené procento apoptotickych C3 HSC s vyraznym
¢asovym odstupem. Exprese proteinu Bcl-2 i Bax u N HSC na kolagennim gelu stoupa s dobou
kultivace a naopak u C3 HSC na kolagennim gelu jsou hladiny nejvyssi druhy den, kdy
apoptdza prokdzana ostatnimi metodami dosahuje svého vrcholu.

Ve studiich provadénych in vivo byla zjiSténa souvislost mezi apoptéozou HSC a
degradaci kolagenu (Fallowfield, 2004). Poté co v jatrech odezni toxicky inzult, dochazi
k apoptoze HSC, k dramatickému snizeni hladiny TIMP a naopak naristu hladin MMP, které
zacnou vytvofenou ECM okamzit¢ degradovat. Pokusy na mySich prokéazaly spojeni mezi
odbouravanim patologické matrix a apoptézou HSC. Jednalo se o navozeni
tetrachlormethanové fibrozy mutantnich r/r mysi, které exprimuji kolagen rezistentni vuci
pusobeni MMP. Ukazalo se, Ze tyto mySi nebyly schopné §tépit kolagen, ale zaroven také
nedochazelo k apoptoze HSC (Issa, 2004). Je tedy ziejmé, Ze intaktni kolagen je signalem pro
preziti HSC, naopak pfi degradaci nové vytvofené matrix dochdzi ke ztraté ,,zachrannych
signali* a dochazi k apoptoze.

Hlavnim stimulem k tvorbé kolagenu I je TGF-f a proto podavani TGF- 3 antagonisti
je jedna zcest podpory degradace matrix. Pfimé podani enzymi degradujicich matrix
V experimentu in vivo na zvifeci fibréze jater potvrdilo princip, Ze matrix muze byt
resorbovana. Otdzkou zUstava, zda tato terapie bude klinicky pftijatelna, specifickd a bezpecna
(Spic¢ak, 2008).

Ke stejnym zavérim jsme dosli také v pfipadé apoptézy vyvolané pomoci toxinll in
Vitro s riznym mechanismem vzniku apoptézy. Porozuméni kontrolnim procesim HSC
aktivace a apoptézy muze vést k novym terapeutickym postuptim k 1é¢bé fibrézy. Jednim
z nejstudovangjsich je gliotoxin, ktery se akumuluje v hepatocytech i v HSC. Ty jsou k jeho
pusobeni citlivéjsi, dokaze navodit apoptdzu jiz jednou davkou a vyznamné tak pfispét k

redukci fibrozy (Wright, 2001, Hagens, 2006, Anselmi, 2007). | v nasem piipadé doslo jiz po 5
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hodinach po ptidéani gliotoxinu k navozeni apoptoézy. DalSimi toxiny navozujici apoptoézu byly
cykloheximid, inhibitor syntézy proteind (Preaux, 2002) a cytochalasin D, ktery zasahuje do
mechanismu aktinovych filament (Murphy, 2002). Apoptéza muze byt spuSténa raznymi
mechanismy a cestami, zajimalo nas, zdali prostiedi, potazmo kolagenni gel ovlivni procesy
probihajici v HSC. Zjistili jsme, Ze nezdlezi na pocate¢nim impulzu nebo na cesté, kterou
probiha, ale gel z kolagenu typu I ve vsech piipadech podporoval a vyrazné zvySoval apoptozu
HSC ve srovnani s kultivaci na plastu. Proto se tyto latky jako gliotoxin a jemu podobné
intenzivné zkoumaji, abychom dovedli ovladnout prevladajici procesy v jatrech a zpisobit tak
navrat do ptivodniho stavu (Hagens, 2006).

Mechanismus ptsobeni kolagenniho gelu k indukci apoptdzy neni zatim objasnén, ale
jasnym zavérem nasi prace je, ze vyznamné prohlubuje a urychluje apoptdézu ve srovnani
s kultivaci totoZnych bun&k na plastu. Aktivované HSC ovliviiuji svllj vlastni osud a se
vzrustajici hladinou kolagenu a jeho hromadénim v poranénych jatrech zaroven mohou
nastartovat svoji programovanou smrt. Jaké mnozstvi kolagenu je hrani¢ni, nebo kde nastava
tento zlomovy bod, vSak zatim zGstava otdzkou.

Tato prace piispivd k popisu dé&ji probihajicich béhem akutniho poskozeni jater,
aktivaci jaternich hvézdicovych bunék, jejich apoptdzy a vlivu extracelularni matrix na chovani
bunék. Ukazuje, Ze kultivace na plastovém povrchu uzivana ve vétSiné studii neni dostatecna,
nebot’ kolagenni matrix, kterd se v jatrech akumuluje pfi rozvoji jaterni fibrozy, mize velmi
vyrazné ovlivnit Zivotni cyklus a chovani jaternich hvézdicovych bunék. Cela fada otazek vSak
zustava nezodpovézena. Na odpovédi, jaky mechanismus startuje navozeni apoptozy v jatrech
a Vvjaké mife zpusobuje degradace ECM apoptézu HSC ¢i navrat do klidového stadia, si

budeme muset jesté pockat.
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7. SHRNUTI NEJDULEZITEJSICH VYSLEDKU

Nasim cilem bylo popsat déje, ke kterym dochazi vtoxicky poskozenych jatrech,
zaméfit se na jaterni hvézdicové buiky, proces jejich aktivace a apoptozy. Zajimalo nas, jaké
nastavaji zmény v rastu, proliferaci, bunééném cyklu a piedev$im apoptéze HSC vlivem
extracelularni matrix, zejména jeji V cirhotickych jatrech nejhojnéji zastoupené slozky
kolagenu typu 1.

Izolovali jsme hvézdicové buiiky z neposkozenych jater, u kterych dochazi k aktivaci in
vitro pfi kultivace na plastovém podkladu. Podafilo se nam zavést metodu i pro studium
aktivovanych HSC izolovanych z jater poSkozenych tetrachlormethanem a jejich kultivaci na
kolagennim gelu. Byly zavedeny metody pro detekci apoptdzy pomoci fluorescenéniho barveni
a prutokové cytometrie. Aktivované HSC kultivované na plastu a na kolagennim gelu byly
vystaveny pusobeni tfech riznych toxinl pro navozeni apoptozy in Vitro. Byl pouzit gliotoxin,
cykloheximid a cytochalasin D, nebot’ indukuji apoptézu rozdilnymi cestami a opét byl
sledovan vliv trojrozmérné kolagenni matrix.

Prokazali jsme, ze se HSC, jez jsou hlavnim zdrojem extraceluldrni matrix v jatrech,
kultivaci na plastu aktivuji, proliferuji a méni sviyj fenotyp. Béhem aktivace doslo k fadé zmén
Vv expresi riznych skupin gent, ty se exprimovaly v mensi ¢i vétsi mife, napiiklad byly zvysené
exprese geni pro slozky ECM (prokolagen typu I, I, fibronektin) a na druhé strané¢ doslo
k downregulaci nékterych genti, napt. u fady metaloproteinaz a syndekanu. Zjistili jsme, ze gel
z kolagenu typu I, hlavni komponenty jaterni extracelularni matrix fibrotickych sept a jeho
trojrozmérna struktura ovliviiuje rist a proliferaci bun€k a zaroven se vyznamnou mérou podili
na dynamice apoptotického procesu. Na druhou stranu zpusobuje také navrat cCasti
aktivovanych HSC zpét do klidového stavu, jak bylo prokdzano morfologicky i snizenou
expresi alfa hladkosvalového aktinu. Prekvapivym vysledkem pro nas bylo, ze nehledé na to,
zdali byla apoptoza HSC indukovana in vivo nebo in vitro pouzitim toxind, a tudiz aniz by byl
rozliSovan puvod jejiho vzniku ¢i mechanismus ptisobeni, gel z kolagenu typu I apoptdzu vzdy
iniciuje, zintenziviiuje a urychluje. Vyznamné ovlivnil expresi dulezitych pro- ¢i anti-
apoptotickych ¢lentt Bel-2 rodiny, doslo ke zméné apoptotického poméru Bcl2/Bax a tak
ovliviiuje nasledny osud hvézdicovych bun€k v jatrech. Interakce jaternich hvézdicovych
bunék v poSkozenych jatrech se slozkami extracelularni matrix hraje diilezitou roli v ndvratu

fibrotického poskozeni k ptivodnimu stavu.
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8. ZAVER

V nasi praci jsme se vénovali studiu jaternich hvézdicovych bunék, procesu aktivace a
apoptozy a vlivu gelu z kolagenu typu I. HSC hraji ve fibrotickém procesu dilezitou roli a plni
celou fadu funkci. V disledku své aktudlni funkce mohou mit rizné fenotypy a jim
odpovidajici morfologii, funkci a genovou expresi. Porovnavali jsme HSC v klidovém stavu,
aktivované in vitro kultivaci na plastu, coz je obecné piijimany a pouzivany model pro studium
HSC, a HSC aktivované in vivo podavanim tetrachlormetanu potkantim.

HSC se zklidového stavu, kdy uchovavaji vitamin A a maji typické vybézky,
transdiferencuji na bunky s myofibroblastovym genotypem i fenotypem a ztraceji tukové
kapénky. Aktivované HSC se vyznacuji pozitivitou alfa hladkosvalového aktinu, ktery
umozniuje kontraktilitu. Ten se s delsi kultivaci na kolagennim gelu u ¢asti bunék vytraci a
potvrzuje tak teorii, ze se &ast aktivovanych HSC navraci do klidového stidia. Cast
aktivovanych bunck vSak podléhd apoptoze, pomoci které se reguluje nadbytecny pocet ECM
produkujicich bunék v jatrech. Preziti ¢i setrvavani HSC v misté akutniho poskozeni a tvotici
se jizvy ma zasadni vliv na proces reparace.

NasSe prace ukdzala, zZe procento apoptotickych bunék kultivovanych na kolagennim
gelu bylo vyrazné vyssi, stejné jako se zvySoval apoptoticky index proteint Bcl-2 rodiny.
Kolagenni gel zaroven potencoval a urychloval apoptézu vyvolanou toxiny, je tedy jedno ¢im
byl apoptoticky proces zptisoben. Pro¢ kolagen zpusobuje akceleraci apoptdzy, a jakym
mechanismem to zpusobuje, zatim neni znamo. EXistuji teorie, ze dileZitou interakci v celém
procesu hraje i degradace matrix, ale potvrzujici data zatim nejsou k dispozici. Zavérem lze
tedy fici, ze nezalezi na tom, jakym zptuisobem byla apoptoza zptisobena, ale kolagenni matrix,
ktera se v jatrech akumuluje pfi rozvoji jaterni fibrozy, tento proces urychluje a mize velmi
vyrazné ovlivnit zivotni cyklus a chovéani jaternich hvézdicovych bunék. Piestoze je
trojrozmérny gel bez pritomnych ostatnich bunék pro HSC zjevné stale artificialnim
prosttedim, ptedpoklddame, Ze naSe studie pomohla ziskat lepSi pohled na déje v jatrech,
zejména na apoptotické procesy.

Cela tada novych poznatkii dava jasn€¢ najevo, ze je jaterni fibréza reverzibilni.
Apoptdza hraje dulezitou tlohu, experimentalni stimulace a urychleni jejiho procesu je jedna z
moznych cest antifibrotické terapie, kterou lze jaterni fibrozu ovlivnit a zptsobit tak eliminaci
aktivovanych bunék. Piesto je zifejmé, ze pokrocila cirh6za uz se nemuze navratit do uplné

puvodniho stavu a vyléceni zalezi na etiologii a stadiu poskozeni jater.
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9. SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

ANT
AO
Bgn
BIRC3
BIRP
CARD
CCly
CINC
CHX
Col 1,3
CYTD
DAPI
DMSO
DNA
ECM
EDTA
EGF
Eln
EtBr
Fbin 2
Fbn 1
FGF
Fnl
GAG
GFAP
GLT
HBSS
HE
HGF
IAP
ICAM-1
ICE
IGF

adenin nucleotid transporter

akridinova oranz

biglykanu

Baculoviral AP repeat-containing protein 3
baculovarial 1AP

caspase activation and recruitment domain
tetrachlormethan

cytokine-induced neutrophil chemoattractant
cykloheximid

prokolagen I, 111

cytochalasin D

4’, 6-Diamidino-2-fenylindol dihydrochlorid
dimethylsulfoxid

deoxyribonukleova kyselina

extracelularni matrix

kyselina ethylendiamintetraoctova
epidermal growth factor

elastin

ethidium bromid

fibulin

fibrilin

fibroblast growth factor

fibronektin

glykosaminoglykany

glial fibrillar acidic protein

gliotoxin

Hankstv roztok

hematoxylin-eozin

hepatocyte growth factor

inhibitor of apoptosis protein

intercellular adhesion molecule 1
interleukin-1b Converting Enzyme
insulin-like growth factor

interleukin
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INOS
Itga 6
Itgb 3
KLF
LDH
Lum
MCP-1
MIP-2
MMP
NADH
NASH
NCBI
NFxB
NGFR
NT-3
PARP
PDGF
Plc
RBP
ROS
Sdc3
SDF-1
SDS
SLRP
SPARC
STAT-1
TGF-B
TIMP
TNF
TRAIL
VDAC
VEGF
a-SMA

nitric oxide synthase

integrin o 6

integrin 3 3

Kruppel-like faktory
laktatdehydrogenaza

lumikan

momocyte chemotactic protein-1
macrophage inflammatory protein-2
metaloproteindza

redukovana forma nikotinamidadenindinukleotidu
nealkoholova steatohepatitida

The National Center for Biotechnology Information
nuklearni faktor kB

nerve growth factor receptor
neurotrofin
poly-ADP-ribose-polymerase
destickovy rastovy faktor

perlekan

protein vazajici retinol

reaktivni formy kysliku

syndekan

stromal cell-derived factor 1

sodium dodecyl sulfate

small leucine-rich proteoglycans
secreted protein rich in cysteine

signal transducers and activators of transcription
transforming growth factor beta

tissue inhibitors of metalloproteinases
tumor necrosis factor

TNF-related apoptosis - inducing ligand
voltage-dependent anion channels
vascular endothelial growth factor

a aktin hladkého svalu
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