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1 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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ADP
ALP
AMP
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ICAM intercellular adhesion molecule

IGF-I inzulinu podobny rlstovy faktor |

IL-1B interleukin 1 beta

IL-6 interleukin 6
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JAK Janus kinase

KEGG Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
Ki-67 antigen identified by monoclonal antibody Ki 67
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LPS lipopolysacharid
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LSF late simian virus 40 factor (transkrip¢ni faktor)
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2 UVOoD

Jatra jsou zivotn¢ dulezitym organem s celou fadou funkeci. Jejich nepostradatelnost se
odrazi i v evoluéné konzervované schopnosti spontanni regenerace po poskozenich rizného
puvodu. Timto potencidlem se jatra 1iSi od ostatnich ttrobnich organti a po pravu tak jiz fadu
desetileti pritahuji pozornost zakladniho i aplikovaného vyzkumu. Podstatna ¢ast in vivo
experimentll se opird o chirurgické intervence jako iniciacni inzulty regenerace. Resekce
definovanych rozsahi jaterni tkan¢, zvané parcidlni hepatektomie, jsou dlouhodobé vyuzivany
pro svou dobrou reprodukovatelnost. Odpoveéd’ na resekci pak probiha ve tfech fazich, z nichz
posledni, terminaci regenerace, se dosud vénovalo relativné nejméné studii. Pfitom tato faze
neni bez zajimavosti ani z hlediska biologie regulace bunééného déleni a prestavby tkani, ani

z hlediska medicinskych souvislosti.

3 TEORETICKA CAST

3.1 Regenerace jater: pouzivané modely a organizmy

Regeneraéni schopnost jater je mimofadna tim, ze zdstava vyznamné zachovana i u
evoluéné nejpokrocilejSich organizml. Zatimco schopnost regenerace koncetin nebo i
utrobnich organti u jednodussich druht Zivocichti (napf. plosténcti a sumek) je velmi dobie
znama a je chapana jako nezbytny pfedpoklad jejich pieziti v prostiedi, na kterém jsou znacné
zavislé, u obratlovcl vybavenych SirSi Skalou obrannych mechanizm a nesrovnatelné vétsi
pohyblivosti je regeneracni schopnost mnohem omezengj$i a spiSe piekvapiva. Vyhoda
rozsahlejsi sebeobnovy je vykoupena u fylogeneticky nizSich druhll tim, Ze slozitost
organizace jejich t&l je limitovdna. Naproti tomu téla obratloveid vykazuji pokrocilejsi
uspofadani tkani a uzsi specializaci buné€k, ze kterych se skladaji. Dani za efektivitu pochodl
V jejich organizmech je pravé prakticka nenahraditelnost jednou zni¢enych ¢i odnatych tkani.

Pozoruhodnou vyjimkou z tohoto principu je pravé zachovana regenera¢ni schopnost
funk¢niho jaterniho parenchymu, dokonce i u dospélych jedinct (Alvarado a Tsonis, 2006).
Jeji vysvétleni izce souvisi s roli a také ulozenim jater v téle obratloveu. Vzhledem k jejich
lokalizaci a uspotfadani cévniho zasobeni, kdy do jater je sméfovana portalni zilou krev
Z neparovych organti dutiny bfiSni, jsou jatra jako prvni vystavovana mohutnému a
neutuchajicimu pfisunu exogennich i endogennich latek s potencialné toxickou ¢i antigenni
povahou. Pravé pro pfipad, kdy s portdlni krvi vstoupi do jater hepatotoxiny ¢i patogenni
mikroorganismy a vyvolaji nekrozu, jsou jaterni bunky nadany schopnosti kompenzacni

prolifera¢ni odpovédi (Taub, 2004). Ta za urcity, druhové specificky, ¢as dokaze obnovit
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objem 1 funk¢ni kapacitu organu na Uroven postacujici narokiim organizmu (Michalopoulos,
2007). Vzhledem k zivotnim strategiim mnoha savc¢ich druhi nejsou takové situace vzacné a
napiiklad u hlodavct dosahuje regenerace jater obdivuhodné rychlosti a uc¢innosti.

Nez se vSak v dalSim textu zaméiime na situaci u savci a zejména hlodavct,
slouzicich jako nejbéznéjsi modelové organizmy, je hned zde nutno upozornit na odliSnost
jejich jaterni regenerace od spontanni obnovy ¢asti tél u nizsich zivo¢ichi. Druha uvedena
situace je skute¢nou regeneraci, histologicky provazenou dediferenciaci bunék v okoli mista
Iéze a naslednou tvorbou blastému, z néhoz se odstranéna tkan takiikajic znovu vyvine, tedy
rekapituluje vzorec organogeneze vlastni danému ZivoCichu ve stadiu zarodku. Takto
obnovend tkan pak ma usporddani totozné s pivodni, odnatou. Vyznamnou roli mohou
v nékterych tkanich hrat i kmenové bunky. Histologickd podstata regenerace jater u savci
vSak neni takova. Nedochazi ke tvorbé blastému =zarodecné tkané, dediferenciace
zachovanych bunék neni patrnd (Michalopoulos, 2007). Proto také neni dokonale dodrZzena
puvodni architektonika tkané. Cilem je obnoveni objemu a funkce jater, avSak tvar neni
rozhodujici. Ponechané jaterni laloky se zvétSuji mnozenim zralych bunék vSech subpopulaci
a ptebiraji ulohu lalokd chybégjicich ¢i destruovanych. Proto, pfisné¢ vzato, bychom méli
oznacovat proces obnovy jaterni tkan¢ po poSkozeni u savct jako kompenzaéni hyperplazii a
hypertrofii (Fausto a Riehle, 2005). Pojem regenerace jater je vSak v klinické i experimentalni
hepatologii natolik vZity, Ze se jej budeme drzet i v této préci.

Podivejme se nyni na moznosti studia regenerace jater v experimentu. Tento fenomén
je pochopitelné studovan in vitro i in vivo. In vitro studie znamenaly nezanedbatelny piinos
pro tuto problematiku, avSak maji podstatné omezeni. ProtoZe jaterni tkan je tvofena vice
bunécnymi subpopulacemi a na pribéh odpovédi jater na poskozeni maji vliv i signaly a
pusobky ze vzdalenych organd, nelze cely regeneraéni déj beze zbytku modelovat in vitro. Pii
zaméfeni na komplexng&jsi aspekty regenerace jsou tak in vivo experimenty nenahraditelné. Za
pozornost stoji Siroké spektrum Zivoc€iSnych druhi, které jiz byly takto vyuzity. Mezi menSimi
dominuji mysi a potkani, avSak regenerace jater je studovana mozna ponékud piekvapiveé 1 na
drobnych rybic¢kach zebtickach pruhovanych (Danio rerio) (Curado et al., 2010, Sadler et al.,
2007). Z rozmémgjsich druht, zvlasté vhodnych pro preklinické studie, jsou vyuZzivana
prasata, psi, primati (napf. paviani) a ovce (Martins et al., 2008, Mortensen a Revhaug, 2011,

Palmes a Spiegel, 2004).
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Optimalni vyzkumny model regenerace by mél spliiovat tato kritéria:
e snadnost a reprodukovatelnost vyvolani regenerace
e mala intra- i interindividualni variabilita v odpovédi modelovych organizmu

e standardizovatelnost resp. stupiiovatelnost intenzity poc¢ate¢niho stimulu.

Vedle téchto ohledi mé prakticky vyznam i dostupnost a snadnost manipulace se
zvitaty a pfijatelnost finanénich nakladd na jejich potizeni a chov, zejména s rostouci délkou
studie. Je ovSem na misté uvést, Ze vhodnost modelu pro experimenty neni nutné piimo
umérna aplikovatelnosti vysledkti na realné klinické situace. Je nepochybné, Ze pacienti
S jaternimi onemocnénimi jsou velmi rtznorodi a také piipadna regenerace je u nich
modifikovana fadou okolnosti, napt. stadiem onemocnéni, komorbiditami, celkovym stavem a

mirou dodrZzovani ptedepsané 1écby.

Mimotadného regenera¢niho potencidlu jater si byli lidé védomi jiz ve starovéku.
V fecké mytologii nalezl vyobrazeni v legendach o Prométheovi a o Tityovi (DeFrances a
Michalopoulos, 2011, Tiniakos et al., 2010). Jatra byla uctivana jako sidlo emoci, pocitu,
pféani, tuzeb a sexudlni potence. Etrusti véStci ze tvaru jater obétovanych zvitat pfedpovidali
budoucnost. Reéti badatelé jiz méli fadu morfologickych znalosti a funk&nich pozorovani o
jatrech. V antickém Rimé& se o poznani jater nejvice zaslouzil Galén z Pergamu, jehoz
mizeme oznaCit za zakladatele védecky orientované hepatologie. Po obdobi utlumu
experimentalniho vyzkumu pod vlivem cirkevni ideologie, pfinesli cenné nové poznatky
pochopeni jaterni regenerace se vice rozvinul v 18. stoleti. Nasledujici 19. stoleti naseho
letopoctu znamenalo velky rozkvét hepatologie. Dvacaté stoleti pak ptineslo nebyvaly rozvoj
laboratornich vysetfovacich metod v hepatologii (Brodanova, 2010). Do dne$niho dne tak
mohlo byt postupné vypracovano mnoho pfistupt ke studiu regenerace. V kazdém modelu je
kliCovym prvkem vyvolavajici inzult, jenz miize mit povahu mechanickou, chemickou ¢i
biologickou (infekéni). Nejpouzivangjsi jsou modely s inzulty chirurgickymi nebo toxickymi
(Palmes a Spiegel, 2004).
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3.2 Modely regenerace jater s chirurgickymi inzulty
3.2.1. Regenerace jater vyvolana podvazem vétve vena portae

Tato intervence je vyuzivana zejména v chirurgii jaternich naddord. Vyzkumné studie i
klinickd pozorovani ukazuji, ze po ni dochazi k atrofii jaterniho laloku zbaveného portalniho
piitoku a ke kompenza¢nimu rustu ostatnich lalokt (Li et al., 1997, Rous a Larimore, 1920).
Rozga a kol. (1986) optimalizovali techniku podvazu tak, aby byly dosahovany
reprodukovatelné vysledky. Pro tento model je charakteristické, ze zahrnuje soubézné atrofii a
apoptozu v podvazanych lalocich a hyperplazii v lalocich bez vendzni okluze u téhoz zvifete.
Na rozdil od jaternich resekci je podvaz také plné reverzibilni. Zejména u vétSich zviiat je
podvaz vétvi vena portae velmi vhodny pro studium operacnich postupti, napf. moznosti
roz§iteni rozsahu resekce jater diky predchozimu elektivnimu podvazu portalni zily (Nagano

et al., 2002, Nagano et al., 2004, Palmes a Spiegel, 2004)

3.2.2. Regenerace jater vyvolana parcialni hepatektomii

Tato intervence spociva v chirurgickém odstranéni Casti jaterni tkang, u planovanych
vykonl vzdy s ohledem na segmentalni uspofddani orgdnu. Jatra savcil jsou pro tento piistup
vhodna diky svému uspofadani do zfetelné¢ oddélenych lalokii se samostatnym cévnim
zasobenim. Proporce pfedstavované jednotlivymi laloky jsou v ramci druhii Zivocichii velmi
stalé a umoziuji tak provedeni parcidlnich hepatektomii rizného rozsahu. Radikalita operace
ma pak urcujici vliv na velikost vyvolané regenera¢ni odpovédi a pochopitelné 1 na schopnost
spontanniho zotaveni organizmu (Man et al., 2003, Mortensen et al., 2008).

Prikopnickou praci na poli parcialni hepatektomie publikovali Higgins a Anderson jiz
v roce 1931. Jejich postup vypracovany pro pouziti u potkani pievzali mnozi nasledovnici a
upravili ho také pro provedeni u mysi a dalSich druht zvifat. Z variant resekce je nejbézné;si
dvoutietinova resp. 67% az 70%-ni hepatektomie. Po ni nasleduje, u jedinct pted resekci
zdravych, silna a nejlépe synchronizovana kompenza¢ni odpovéd’ zbylé tkané. Tou se rozumi
koordinovany vstup dosud klidovych zralych jaternich bun€k vSech subpopulaci do
bunééného cyklu zavr§ené¢ho mitotickym délenim. Hepatektomie mensiho rozsahu (napf.
30%-ni a 50%-ni) jsou mén¢ vydatnym stimulem, ktery vyusti ve slabsi proliferaci,
nastupujici méné synchronné a u mensi ¢asti zbylych bunék. Naopak resekce vétsi nez 75%-ni
jsou spjaty se stupiiujicim se poSkozenim jiz nedostaCujiciho zbytku jaterni tkdn€. Bunky
rezidua jsou sekundarng, v ¢ase po operaci, destruovany progresivni nekrézou vyvolanou

nékolika mechanizmy (Panis et al., 1997). Takové resekce bez terapeutickych ¢i podptrnych
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zéasahl pteziva klesajici podil operovanych zvitat, a u 90%-ni resekce je pro pteziti nutri¢ni
podpora jiz nezbytna (Gaub a lversen, 1984). Krajni variantou hepatektomie je Uplné
odstranéni celych jater v jedné dob¢ za ucelem studia mechanizmi akutniho jaterniho selhéni,

to v8ak jiz samoziejmé nespada do kategorie parcialnich resekci (Azoulay et al., 1997).

3.3 Modely regenerace jater s toxickymi inzulty

V této skupiné modelt je ptivodcem inicidlniho poskozeni chemickd noxa, ktera
pusobi bud’ na vSechny jaterni bunky bez rozdilu anebo selektivné na nékteré bunécné
subpopulace. Existuje cela tfada latek schopnych vyvolani jaterniho poSkozeni a nasledné
regenerace. Na rozdil od parcialni hepatektomie je pouziti hepatotoxickych modeld snazsi a
vysledny obraz je bliz§i klinickym situacim. Zatimco resekce ponecha zbylé cCasti jater
relativné neposkozené, toxiny indukuji zpravidla difuzni centrilobularni nebo periportalni 1éze
a tak 1épe simuluji projevy jaternich onemocnéni (DeFrances a Michalopoulos, 2011, Palmes
a Spiegel, 2004).

Na druhou stranu maji hepatotoxické modely nékteré nevyhody, mezi néz patii nizsi
ucinky podavanych latek vyznamné zéavisi na zvolenych davkach, zplsobu aplikace, druhu
pokusnych zvifat a jejich véku a stavu vyZivy apod. Proto i rozsah jaterniho poSkozeni a
regenerace miZe byt velmi variabilni. Efekty chemickych nox mohou piimo ovliviiovat
priabéh regenerace postizenim nékterych kliCovych déja. Naptiklad destrukce bunéénych
membran komplikuje vazbu ristovych faktorti na jejich receptory, zanétliva reakce zvySuje
produkei cytokinil a volnych radikalt. Vyznamnou roli mize hrat i naruSeni genové exprese
¢1 proteosyntézy nebo vystupiiovana aktivace neparenchymovych jaternich bunék. Projevy
poSkozeni a regenerace neni v hepatotoxickych modelech snadné odlisit, coz ztéZuje
hodnoceni ziskanych vysledkli. Rozsah vysledného jaterniho inzultu a regenerace je nesnadné
pfedpoveédét a znacnd variabilita mezi experimenty je jen obtizné odstranitelnd. Nejb&znéji
pouzivanymi hepatotoxiny jsou tetrachlormethan (CCly), D-galaktosamin, etanol, paracetamol

(acetaminofen) a thioacetamid (Palmes a Spiegel, 2004).
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3.4 Prehled regenerace jater po jednotlivych fazich

V nasledujicich odstavcich predkladame popis pribéhu regenerace jater po 2/3
parcialni hepatektomii. Uvedené poznatky pochazeji zejména z experimentt na potkanech ¢i
mysSich. Obsahem piehledu jsou informace spadajici do nékolika kategorii, tvoficich osnovu
nasledujicich kapitol, jiz jsme se snazili pro pfehlednost drzet. Rozsah ptislusnych ¢asti textu

se ruzni podle mnozstvi dostupnych literarnich tdaja.

Kategorie informaci o jednotlivych fazich prib&hu jaterni regenerace:
e vymezeni chronologické a vii¢i bunéénému cyklu
e transkripcni faktory a genova exprese
e metabolické adaptace (systémové / hepatocytarni)
e energetika a Uloha mitochondrii
¢ role neparenchymovych bunéénych subpopulaci

¢ role mezibunééné hmoty

Odstranéni prevazné Casti jaterni tkané zpuisobuje vyrazné zmény v expresi a aktivité
mnozstvi signalnich mediatord produkovanych mj. samotnymi jaternimi bufkami,
endokrinnimi Zlazami a krevnimi destickami. K témto medidtorim patii C3 a C5 slozky
komplementu; cytokiny (TNFa a interleukiny); rastové faktory (TGF, EGF, VEGF, FGF,
IGF-I a HGF, NGF); komponenty mezibuné¢né hmoty jater; extracelularni proteazy a jejich
inhibitory; hormony (inzulin, rdstovy hormon, trijodtyronin, vazopresin, prostanoidy a
endotelin-1); neurotransmiter serotonin; metabolity (zlu¢ové kyseliny, kyslikové radikaly,
oxid dusnaty, lipidy, glutathion, S-adenosylmethionin, sfingosin-1-fosfat) a chemokiny.

Pribéh regenerace jater je ditkladné koordinovan prostfednictvim signalni komunikace
mezi hepatocyty a neparenchymovymi bunkami jater a je také ovlivilovan endokrinnimi
zlazami, sympatickou inervaci a krevnim ob&hem. Mista pisobeni uvedenych mediatort a
vzajemné interakce bun€k jaternich subpopulaci shrnuje obrazek 1. Nize podrobngji

charakterizujeme jednotlivé typické faze regeneracniho dé¢je.
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Obrazek 1. Schéma signalnich interakci mezi subpopulacemi jaternich bunék a krevnimi elementy a
plazmatickymi faktory béhem regenerace jater po 2/3 parcialni hepatektomii. Po poskozeni jater resekci
prichazeji k jatram s portalni krvi faktory ze stfeva napf. bakterialni lipopolysacharid (LPS). LPS aktivuje
komplementovy systém a ten tvofi anafylatoxiny C3a a C5a. Spoleéné LPS, C3a a C5a aktivuji Kupfferovy
buiiky vazbou na receptory TLR4, C3aR a C5aR a indukuji tak produkci TNFa a IL-6. Tyto faktory senzitizuji
hepatocyty k ristovym faktorim a vedou je z GO do G1 faze buné¢ného cyklu. Inzulin, ristovy hormon, Zlucové
kyseliny, arginin vazopresin, serotonin z krevnich desti¢ek a EGF z plazmy a prostaglandiny, HB-EGF, HGF a
IGF-I z riznych jaternich bunék a autokrinné amfiregulin (AR) a TGFa navozuji postup z G1 pies S a G2 do M
faze bunééného cyklu. TGFp tvofeny pievazné hvézdicovymi buiikami inhibuje G1 - S prechod hepatocytl a
jeho pusobeni je blokovano v proliferacni fazi regenerace. Pro-NGF a nervovy ristovy faktor (NGF) tvofeny
regenerujicimi hepatocyty ukoncuje aktivaci sousedicich hvézdicovych bunék (HSCs) spusténim apoptotickych
kaskad v HSCs. Kdyz je obnovena hmota jater na normalni objem na ukonceni regenerace se podileji zvySena
signalizace aktivinem A, apoptdza a dalsi Cinitelé. Obrazek prevzat z prace ZHENG, Z. Y., WENG, S. Y. a Y.
YU. Signal molecule-mediated hepatic cell communication during liver regeneration. World J Gastroenterol,
2009, 15(46), 5776-5783.
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3.4.1 Iniciace regenerace jater

Uvodni fazi regeneraéniho d&je je zahéjeni (iniciace). Casové je vymezena jako
obdobi od spoustéciho inzultu do piekondni restrikéniho bodu na rozhrani G1 a S fazi
bunécného cyklu v jaternich buiikach. Trvani tohoto obdobi pak zéavisi na druhu a intenzité
inzultu a na zivo¢isném druhu (DeFrances a Michalopoulos, 2011). Klidové hepatocyty jsou
jen velmi mélo vnimavé vic¢i mitogennim stimulim (Steer, 1995). To se vSak piekvapivé
rychle mize zménit pisobenim adekvatniho podnétu (trigger). Parcialni hepatektomie patii
K nejsilngjsim spoustéétim, mohou to vSak byt napi. i pisobeni hepatotoxint ¢i rozruseni
mezibunéénych kontaktl nebo mezibunééné hmoty rtizné etiologie (Etienne et al., 1988, Liu
et al., 1994). Nabyti schopnosti odpovidat na prolifera¢ni stimuly zahajuje kaskadu dal$ich
zmén (a v anglosaské literatufe se nazyva priming). Je pfipisovano pusobeni cytokinu, které
se odehrava v nej¢asnéjsich minutach a hodinach po inzultu (Fausto a Riehle, 2005).

Po mnoho let byl pfechod hepatocyti z GO do G1 faze bunécného cyklu po parcidlni
hepatektomii povazovan za nezavisly na expresi a aktivité¢ cyklini a cyklin-dependentnich
kindz (Cdk). Nov¢ji byly podany dikazy o uloze cyklinu C, ktery v komplexech s Cdk2 a
Cdk3 fosforyluje a tim aktivuje transkripéni faktory, napt. LSF a pRb. Nestimulované
hepatocyty konstitutivné exprimuji Cdk2, zatimco Cdkl Ize prokazat nejdiive v dobé
odpovidajici u hlodavci pozdni G1 fazi a G1/S ptechodu. V postupné kaskadé se béhem Gl
faze uplatiiuji cykliny D a E a Cdk 4, 6 a 2 (Corlu a Loyer, 2012).

V dal$im popisu iniciace regenerace se budeme vénovat pouze situaci po 2/3 parcialni
hepatektomii. Nejdtive, prakticky okamzité po resekci, zacne na zbyvajici jaterni tkan pisobit
skokové zvySeni krevniho pritoku. Redukce objemu orgénu na tfetinu znamena relativni
trojnasobny nadbytek objemu krve, ktery ma jatry protéci. To s sebou pfinasi vyznamny
narast smykového napéti (shear stress) vici st€énam krevnich cév. Tento vzestup portalniho
celkova prostupnost roste jiz 5 minut po operaci (Wack et al., 2001).

Bezprostfedné po resekci stoupa aktivita urokindzového aktivatoru plazminogenu
(uPA), jednoho z hlavnich enzyml zodpovédnych za aktivaci hepatocytarniho ristoveho
faktoru (HGF). Za fyziologickych podminek je HGF v neaktivni podobé vazan na
proteoglykany mezibunééné hmoty, avsak pusobenim uPA je Stépen na svou biologicky
ucinnou podobu. Poté se HGF vaZe na c-Met, svilj transmembranovy receptor na jaternich
bunikach s tyrozinkinazovou aktivitou (dosahujici maxima 60 minut po resekci) (Stolz et al.,

1999). Vedle vazby na c-Met je aktivni HGF vyplavovan do krevniho ob¢hu, kde jeho
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koncentrace (u potkanti po 2/3 PH) dosahuje maxima za 60 az 120 minut po operaci.
Vyplavovani u¢inného HGF do ob&hu bylo zdokumentovano i u zijicich darct jaternich stépii
pii piibuzenskych transplantacich (Efimova et al., 2005, Lindroos et al., 1991). Vyznam
pusobeni HGF a jeho interakce s c-Met dolozila cela fada studii. Podavani HGF v infuzi je
dokonce schopno vyvolat hyperplastickou odpovéd’ jaternich bunék 1 u zvitat bez predchoziho
poskozeni jater (Patijn et al., 1998).

Dal$im vyznamnym Cinitelem v ¢asné fazi jaterni regenerace je epidermalni rdstovy
faktor (EGF). Je produkovan exokrinnimi Zlazami traviciho traktu (Brunnerovymi Zlazami
duodena a slinnymi zlazami) a vzhledem k relativnimu nardstu portalniho pfitoku do jater po
PH se nabizi ve vyrazné¢ zvySeném mnozstvi pro vazbu na ptislusné povrchové receptory
(EGFR) (Noguchi et al., 1991, Bohm et al., 2010). Interakce EGF-EGFR vyvolava fosforylaci
receptoru (s maximem 60 minut po PH) a naslednou mnohocetnou prolifera¢ni stimulaci
(Stolz et al., 1999). U dalsich latek (TGFa a HB-EGF) byla prokdzana schopnost interakce
s EGFR v pribéhu ¢asné faze jaterni regenerace (Fausto a Riehle, 2005). Je to jeden z mnoha
prikladt redundance signélnich kaskad podilejicich se na odpovédi na parcialni hepatektomii.
V disledku to pak znamena, ze experimentalni vyfazeni ucinku jednotlivych faktorti zpravidla
pfinese pouze oslabeni ¢i zpomaleni regenerani odpovédi, nikoli jeji Uplné znemoZnéni
(Fausto, 1999, Mohammed a Khokha, 2005).

Zatimco HGF a EGF jsou nejvyznamnéj$imi zastupci skupiny tzv. ptimych (Uplnych)
jaternich mitogent, samostatné schopnych indukce jaterni proliferace in vivo i in vitro, dalsi
latky byly zafazeny mezi tzv. pomocné (vedlejsi) jaterni mitogeny. Tyto nejsou samy o sobé
dostacujici pro vyvolani proliferace jaternich bun€k in vivo ani v kultufe, nicméné maji
prokdzany aditivni (synergicky) ucinek s pifimymi mitogeny. Do druhé jmenované skupiny
patii napiiklad prozanétlivé cytokiny tumor nekrotizujici faktor alfa (TNFa) a interleukin 6
(IL-6). Produkce téchto cytokini nékterymi jaternimi bunéénymi subpopulacemi je rovnez
stimulovana spousStécimi inzulty (nevyjimaje 2/3 PH) a v fadu desitek minut od poSkozeni
vede k rozsahlé odezvé na transkripéni rovni. Piisobeni TNFa a IL-6 zvySuje afinitu k DNA
nékolika transkripénich aktivatord, napt. aktivovaného proteinu 1 (AP-1), protoonkogenu c-
myc a faktor NFkappaB, STAT-3 a C/EBPB. Kromé cytokinll jsou pomocnymi (vedlej$imi)
jaternimi mitogeny také katecholaminy, tyroxin, inzulin a dal$i latky (Taub, 2004). Kaskady
rustovych faktorG a cytokini a jejich receptorii nepiisobi pfi iniciaci regenerace jater
oddélené. Naopak se jejich u€inky na mnoha urovnich prolinaji a spolecné vedou k rychlé

stimulaci navazujicich signalnich drah.
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Teprve v poslednich letech je odhalovana tloha mikro RNA (miRNA) v prabéhu
regenerace jater po PH. Song a kol. v roce 2010 publikovali studii, v niz provedli 2/3 parcialni
hepatektomii u mysi s inaktivaci kliCové komponenty drahy intracelularninho zpracovani
miRNA (DiGeorge syndrome critical region gene 8 (DGCRS8)) v hepatocytech.
Parenchymov¢ jaterni bunky tak byly miRNA-deficientni a jejich prostup bunécnym cyklem
byl zpozdén na rozhrani fazi G1 a S. U myS$i bez genetické manipulace dominovala
V nalezech zejména zvysend exprese miR-21 a sniZzend exprese miR-378. Autofi prokazali, ze
miR-21 pfimo inhibuje Btg2. Btg2 je inhibitorem aktivace FoxM1, transkripéniho faktoru
nezbytného pro syntézu DNA v hepatocytech po 2/3 PH. Navic miR-378 ptimo inhibuje
ornitin dekarboxyldzu (Odcl), o které je znamo, ze podporuje syntézu DNA v hepatocytech
po 2/3 PH ((Song et al., 2010); viz také kapitola 3.4.3).

K tplnému popisu regulacnich mechanisml jaterni regenerace neoddélitelné patii
vedle kaskad rustovych faktori a cytokinu jeSté signalizace zprostfedkovana metabolity a
jejich receptory, zejména pak nuklearnimi (Delgado-Coello et al., 2011, Imai, 2003, Li a
Chiang, 2009, Mangelsdorf et al., 1995, Wang et al., 2008). Zpisoby, jakymi zvySena
metabolickd zatéz ovliviluje rozvoj jaterni regenerace, zacaly byt objasiiovany teprve
v nedavné dobé a dosud jsou ze tfi uvedenych principidlnich regulacnich siti nejméné
pochopeny. Dnes vsak lze jiz s jistotou konstatovat, Ze postupné se rozvijejici metabolické
adaptace regenerujici jaterni tkané maji bohatou signalizatni odezvu a jsou provazeny
ucelnymi zménami genové exprese. Napiiklad vliv zvySené intrahepatdlni koncentrace
zluCovych kyselin, ktera je vysledkem redukce poctu hepatocyti pii zachované
enterohepatalni cirkulaci, na stimulaci regeneraéni odpovédi na PH byl jasné prokazan
Huangem a kol. (2006). Odpovéd’ zprostiedkovana nuklearnim receptorem FXR zajistuje dva
protektivni ucinky pred akumulaci hepatotoxickych Zlucovych kyselin. Jednak inhibuje jejich
novou syntézu a jednak navozuje proliferaci hepatocytii, aby mohly celit této metabolické
zatézi v obnoveném poctu. Na podobném principu se zakldda odpovéd jaterni tkané na
xenobiotika zprostfedkovana nuklearnim receptorem CAR. Po PH jak FXR, tak CAR indukuji
klicovy transkripéni faktor FoxM1b a tim pfispivaji k postupu jaternich bun¢k bunécnym
cyklem. Rovnéz peroxisomovymi proliferatory aktivované receptory (PPAR), jejichz
endogennimi ligandy jsou mastné kyseliny, patfi do rodiny nuklearnich receptord a maji
dulezitou roli v ¢asnych hodinach po PH, jak jes$té uvadime nize (Anderson et al., 2002,
Wheeler et al., 2003).
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Spoleénym cilem, kterého vSechny soucasné pusobici regulacni kaskady pii uspésné
regeneraci dosahuji, je umoznit jatriim vyhovét protichidnym pozadavkim na né po parcialni
hepatektomii kladenym. Dosud klidové jaterni buniky musi podstoupit vyraznou proliferacni
odpoveéd’ a zaroven nadale nepietrzité plnit své mnohdy vysoce specializované homeostatické
funkce vic¢i organizmu jako celku. Oboje je pfitom znacné energeticky narocné a hrazeni
téchto narokli vyzaduje zmény ve skladbé vyuzivanych substrati oxidacni fosforylace. Ne
nahodou se tak mnoho studii vénovalo roli mitochondrii zejména v casnych hodinach
regenerace (Guerrieri et al., 1995, Guerrieri et al., 1999, Morimoto et al., 1986, Tsai et al.,
1992). Také interakce s extrahepatdlnimi organy (viz nize) jsou zcela nepostradatelné. Jejich
modelovani vyzaduje in vivo experimenty a znaéné komplexni pFistup.

Podivejme se tedy na systtmoveé metabolické zmény nastupujici v organizmu
bezprostiedné po 2/3 parcialni hepatektomii u potkanli. Zvifata jsou okamzité po resekci
vystavena dvéma vaznym hrozbam. Prvni je znacné omezeni zasob jaterniho glykogenu,
pohotového zdroje snadno mobilizovatelné glukézy, druhou je soucasny pokles moznosti
novotvorby glukézy jaterni glukoneogenezi (Hole¢ek a Simek, 1989, Ockner, 2004). Rychle
se snizi plazmatické hladiny gluk6ézy a inzulinu, zatimco koncentrace a mira sekrece
glukagonu, katecholamintl, kortikosteroidli a dalSich antagonistickych hormont stoupaji
(Leffert et al., 1979, Nakatani et al., 1981, Olivecrona a Fex, 1970). Neni divu, uvazime-li,
jak znaény je rozsah resekce. Hormonalni zmény vedou k riistu aktivity hormon senzitivni
lipazy adipocytl a uvoliiovani volnych mastnych kyselin do krevniho ob&éhu s podporou strmé
stoupajiciho plazmatického HGF (viz vyse).

Navozena situace pfipominajici hladovéni je provazena zménami v metabolizmu
glukézy v zachovanych hepatocytech. Stoupa glykogenolyza a naopak je omezena utilizace
glukézy jaterni tkéni. Casné po akutnim jaternim poskozeni snizeny mitochondrialni redoxni
potencial vede k zabrané utilizace pyruvatu v Krebsové cyklu a tim i1 k atlumu glykolyzy
(Diehl, 1991, Holecek, 1999). Naopak k cili, kterym je po resekci navozeni zvyseného
exportu glukézy do cirkulace pro podporu extrahepatalnich tkéni, sméfuje 1 narist jaterni
novotvorby glukézy. Glukoneogeneze jako substraty spotfebovava aminokyseliny, laktat a
glycerol mobilizované z perifernich tkani (Camargo a Migliorini, 1971) a je energeticky
hrazena vyrazn€ vystupfiovanou mitochondridlni i extramitochondridlni oxidaci mastnych
kyselin. Ty jsou €asné¢ po PH hepatocytim k dispozici ve znaéném nadbytku (z cirkulace).
Uvedené metabolické adaptace hepatocytii zastavi pokles koncentrace cirkulujici glukdzy a
zabezpeCi Cinnost centralniho nervového systému po operaci. Nizka koncentrace inzulinu

Vv plazmé¢, vysoké hladiny protichtidné ptsobicich hormont a hojnost mobilizovanych volnych
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mastnych kyselin (VMK) snizuji spotiebu glukdzy ve vétsing tkani s vyjimkou CNS a VMK
se stavaji dominantnim energetickym substratem. Za pozornost stoji i renalni glukoneogeneze
a export glukozy, méné potlacitelné inzulinem nez jaterni, které nabyvaji na vyznamu jako
zélozni zdroje pro dobu, kdy hepatocyty vstupuji do proliferacni faze.

Visceralni tukova tkan dodava jatrim VMK prostiednictvim portalniho ptitoku i
Vv dobg, kdy se inzulinémie jiz zvySuje a ma tak diilezitou roli jako zdroj stavebniho materidlu
pro novotvorbu membran a syntézu eikosanoidii v nésledujici proliferacni fazi. Zprvu
piekvapivé zjisténi, Ze suplementace glukdézy casné po parcidlni hepatektomii zpozd'uje
syntézu DNA v hepatocytech a znovunabyti objemu organu, bylo vysvétleno tim, Ze
normalizace inzulinémie touto intervenci potlacuje aktivitu hormon senzitivni lipazy a tim i
zhorSuje nabidku esencialnich mastnych kyselin (Bengmark, 1965, Ngala a Lambotte, 1981,
Simek et al., 1967, Simek, 1965). Opac¢né, pozitivni piisobeni ma podavani agonistit PPARa.
Napftiklad klofibrat omezuje mitochondrialni produkei kyslikovych radikala (ROS) a zvySuje
nabidku VMK (v¢. esencidlnich) pro extramitochondridlni oxidaci, ¢imz urychluje néstup
syntézy DNA v hepatocytech a obnovu jaterni tkané po resekci (Mittal a Kurup, 1980). Po PH
stoupa siln¢ i exprese cytochrom P450 4A14 (w-hydroxylazy MK) zodpovédné za tvorbu
dikarboxylovych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem. Ty pfispivaji k aktivaci signalizace
zprostiedkované PPARa (Anderson et al., 2002).

Lze tedy shrnout, Ze inicialni fize regenerace po parcialni hepatektomii zavisi do
zna¢né miry na dostupnosti zvySeného mnozstvi volnych mastnych kyselin vcetné
esencidlnich ®-6 MK mobilizovanych z tukové tkané a dikarboxylovych mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem tvotfenych v hepatocytech extramitochondrialni oxidaci (Ockner, 2004;
obrazek 2). Podle zjisténi Andersena a spolupracovniki (1984) je ¢asné po PH zménéna
distribuce enzymovych aktivit glukdza-6-fosfatazy, sukcinat dehydrogendzy a
fosfoenolpyruvatkarboxykinazy oproti jatrim neoperovanych potkand. U intaktnich zvitat
tyto enzymy dominuji v periportalni zén€ acinti. Zato za 4 az 8 hodin po PH se tento gradient
vyrovnava nebo dokonce obraci ve prospéch pericentralnich hepatocytii. Opétovné obnoveni
klidové distribuce zacina za 2 az 4 dny po resekci a uplné dokonceno je az za 14 dni od
inzultu. Tyto zmény jsou podkladem toho, ze po PH pozbyvaji periportidlni hepatocyty
preferen¢ni schopnost novotvorby glukézy a jejiho uvolhovani do cirkulace, ziejmé& ve
prospéch piipravy na brzké zahajeni proliferace. A naopak pericentralni hepatocyty v inicialni
fazi regenerace prebiraji tyto lohy se vztahem k regulaci glykémie, kdyz vykazuji prechodné
zvySenou glukoneogenetickou schopnost a maji po PH vysoce zvySenou aktivitu

fosfoenolpyruvatkarboxykinazy (PEPCK). Adaptace metabolizmu zachycené na obrazku 2,
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jsou tak ve svétle téchto informaci charakteristické pro pericentralni hepatocyty (Kandilis et
al., 2010).
Souhrné vzato, v prvnich 12 az 16 hodinach po parcidlni hepatektomii se hepatocyty

podfizuji potfebam organizmu jako celku, zatimco pro né samotné jde o obdobi rustové

inhibice.
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Obrézek 2. Metabolické adaptace hepatocyti v ¢asnych hodinach po 2/3 parcialni hepatektomii. Obrazek
znazoriiuje prevazujici glukoneogenezi a oxidaci mastnych kyselin a sou¢asné potlacenou glykolyzu a syntézu
mastnych kyselin. Ohrani¢ené oblasti reprezentuji mitochondrie. Tento metabolicky stav je antiproliferativni.
Sitka $ipek zna¢i miru aktivity dané drahy & reakce. Cisla v zavorkach udavaji pfiblizny vytézek ATP pii uplné
oxidaci palmitatu (= 100) ve srovnani s Giplnou konverzi ke ketogenezi (= 20). Uplna oxidace mastnych kyselin
je preferovana. Nadbytek MK muze prekonat inhibici CPT-I ptisobenim malonyl-CoA. MK aktivuji PPARa a
tim na transkripéni urovni zesiluji vlastni oxidaci jak mitochondrialni tak extramitochondridlni. Zkratky: ATP:
adenosintrifosfat; CPT-I: karnitin palmitoyltransferaza 1; EMFO: extramitochondrialni oxidace mastnych
kyselin (B-oxidace v peroxisomech a w a ®-1 oxidace v endoplazmatickém retikulu); F26BP: frukt6za-2,6-
bisfosfat; MK: mastné kyseliny; PEPCK: fosfoenolpyruvatkarboxykiniza; PL: fosfolipidy; PPARa:
peroxisomovymi proliferatory aktivovany receptor a; TG: triacylglyceroly; VLDL: lipoproteiny o velmi nizké
hustoté. Obrazek ptevzat z price OCKNER, R. K. Metabolism and Gene Expression in Liver Regeneration.
Integration of metabolism, energetics, and signal transduction. New York: Kluwer Academic Publishers, c2004,
s. 177-200.
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Z pohledu energetického metabolizmu lze vysvétlit, pro¢ neni mozna okamzitd
pfiprava hepatocytli na proliferaéni odpovéd’ a také pochopit, pro¢ resekce piilis velkého
rozsahu jaterniho parenchymu vede ¢asné k akutnimu jaternimu selhani (Gove a Hughes,
1991). Nadbytek volnych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem pusobi v nékolika smérech
nepiiznivé na ¢innost mitochnodrii: rozpiahuje oxidaéni fosforylaci, snizuje mitochondrialni
transmembranovy potencial, snizuje aktivitu ATP syntazy a tak i Géinnost tvorby ATP
(Ockner, 2004).

V hepatocytech se v inicialni fazi po 2/3 hepatektomii snizuje pomér ((ATP +
1/2ADP)/(ATP + ADP + AMP)) v souladu s preferen¢ni utilizaci mastnych kyselin. Poruseni
funkce respiracniho fetézce je silnéjsi nez (protektivni) efekt rozptazeni oxidacni fosforylace
mastnymi kyselinami a vysledkem je oxidacni stres a peroxidace lipidi. ZvySend tvorba
superoxidového radikdlu ma odezvu ve zvySené koncentraci malondialdehydu
v mitochondriich i v jaterni tkani. Roste i aktivita mitochondrialni Mn-superoxiddismutazy a
tvorba oxidu dusnatého, naopak klesa hladina glutathionu v mitochondriich (s minimem 24
hod po operaci (Guerrieri et al., 1995, Guerrieri et al., 1999, Morimoto et al., 1986, Tsai et
al., 1992)). Vedle toho dochazi ke zmnozZeni peroxisomu a nartstu oxidace mastnych kyselin
vnich, ktery je provazen tvorbou dalSich kyslikovych radikald. Koncentrace
mitochondridlniho glutathionu v intervalech 48, 72 a 96 hod po operaci dosahuje vyssich
hodnot nez pted operaci; mnozZstvi glutathionu vdzaného na mitochondrialni proteiny se od
maxima 24 hod po operaci do 4. dne dne vraci téméf na hodnotu pied PH (Guerrieri et al.,
1999). Koncentrace tkanového glutathionu v jatrech po 2/3 PH vykazuje ponc¢kud odlisnou
kinetiku. Za 12 hod po operaci je dvojndsobnad a za 24 hod ¢ini cca 160% koncentrace
namétené u laparotomovanych kontrol. Do 36 hod po resekci se tkanova koncentrace GSH
vraci k vychozim hodnotdm (Huang et al., 1998). Pravé popsana energeticky nouzova situace
docasné brani pifipravé hepatocytlii na proliferaci, kterd ma zahy nasledovat. Nicméné

Vv pribéhu odezvy na PH ma tato faze své nezastupitelné misto.

Iniciace regenerace jater po resekci se pochopitelné neti¢astni jen samotné hepatocyty.
Kooperaci parenchymovych a neparenchymovych bunék naopak zajistuje fada rtstovych
faktort a mediatoru (Bohm et al., 2010, Zheng et al., 2009). Tito ¢initelé pochazeji nejen ze
samotné jaterni tkan¢, ale nezifidka z extrahepatalnich blizSich 1 vzdalenych zdroji. Mezi né
patii PDGF, puvodem ztrombocytd (Nowatari et al., 2012), stimulujici proliferaci
hvézdicovych bunék. Dé&leni endotelidlnich bunék zase podporuje resekci stimulovana

exprese HIF 1a a na ni navazujici zvySena exprese VEGF (Maeno et al., 2005); dal$i mnozstvi
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VEGF piichazi portalni zilou ze sleziny a stiev (Yamamoto et al., 2010). Na druhou stranu
hvézdicové a endotelialni bunky jiz 3 hodiny po PH de novo syntetizuji HGF, ktery nabyva na
vyznamu poté, kdy je vyCerpano mnozstvi preexistujiciho HGF ¢asn¢ pohotové uvolnéného
z ECM (Michalopoulos, 2007, Pediaditakis et al., 2001). Chirurgicky stres vyvolany parcialni
hepatektomii ma odezvu ve zvysené produkci kyslikovych radikalt, aktivaci komplementu
(C3a a C5a) a zvyseném mnozstvi bakteridlniho endotoxinu (LPS) z lumen stfev. VSechny
tyto latky dokazi aktivovat Kupfferovy bunky prostiednictvim toll-like 4 receptoru (TLR4) a
s G-proteinem spojenych receptori C3aR a C5aR s naslednou signalizaci na draze
transkripéniho faktoru NFkB. To vede v Kupfferovych buiikach k produkci cytokini TNFa a
IL-6. TNFo pak autokrinné stupiiuje dalsi produkci obou téchto cytokini (viz obrézek 1).
Syntézy a sekrece IL-6 jsou schopny endotelialni buiky jaternich sinusoid (LSECs),
hvézdicové buiiky (HSCs), cholangiocyty i samotné hepatocyty, takZe dochdzi k synergické
signalizaci. TNFa a IL-6 jsou zodpovédné za senzitizaci hepatocytli k ristovym faktorim
(priming) prostfednictvim signalnich G¢inkd NFkB, JAK/STAT3 a MAPK a tim zahajeni
exprese tzv. bezprosttedné ¢asnych gend (Zheng et al., 2009, Clavien et al., 2007, Fausto et
al., 2006, Mohammed a Khokha, 2005, Strey et al., 2003).

Kromé¢ intracelularnich dé&ju stoji za zminku i dynamika mezibunééné hmoty ve fazi
iniciace. Pfechod jaternich bun¢k z GO do Gl faze bunécného cyklu se neobejde bez
privodnich zmén ve sloZeni matrix. Serinové protedzy a metaloproteazy zodpovidaji za
uvoliovani ¢i aktivaci klicovych signalnich molekul pro bunééné déleni a pro prestavbu
extracelularni matrix (napt. HGF, VEGF, FGF a TGFp). Cinnost uvedenych dvou tfid proteaz
je provazana a ma vliv i na intracelularni signalni kaskady, jak nazorn¢ ukazuje obrazek 3

(Mohammed a Khokha, 2005).
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Obrazek 3. Vzajemné vztahy proteolytickych kaskidd v mezibunééné hmoté a intracelularni signalizace
béhem inicia¢ni fize regenerace jater po 2/3 parcialni hepatektomii. Serinové protedzy mohou aktivovat
matrix metaloproteazy (MMP) ucastnici se $t€peni mezibunééné hmoty a tim uvolfiovani rastovych faktort a
cytokinti do mikroprostiedi bunék. Cinnost proteaz je inhibovana napiiklad PAI-1, TIMP-1 a TIMP-3. Riistové
faktory a cytokiny vedouci k zahdjeni syntézy DNA v hepatocytech mohou indukovat ¢i inhibovat tkanové
inhibitory matrix metaloproteaz (TIMP) ¢i matrix metaloprotedzy samotné a podilet se tak na negativni ¢i
pozitivni zpétnovazebné regulaci. Obrazek byl pievzat z prace MOHAMMED, F. F. a R. KHOKHA. Thinking
outside the cell: proteases regulate hepatocyte division. Trends in Cell Biology. 2005, 15(10), s. 555-563.

Mezibunéénd hmota (ECM) v jatrech predstavuje jen 3% objemu orgéanu, piesto jej
podstatné ovlivituje v riznych (pato)fyziologickych situacich. Na rozdil od uspotddani
v jinych parenchymatdznich orgdnech, mezi hepatocyty a sinusoidami neni vytvoifena
souvisla bazalni membrana (BM). Absence BM umozituje velmi Cily obousmérny transport
latek ptes Disseho prostor. Behem prvniho dne regenerace po 2/3 parcialni hepatektomii neni
u potkanti podle Martineze-Hernandeze a Amenty (1995) patrna zména v mnozstvi ¢i slozeni
ECM. Studie Wackové a spolupracovnikii (2001) potvrzuje nezménény obsah kolagenu I a
IV, a naopak poukazuje na zvySené ukladani lamininu v sinusoidach, po 24 hodindch od
resekce. Podle jejich prace je ukladani lamininu v sinusoidach zvyseno jiz za 6 hodin po
operaci a tato elevace pretrvava do 3. dne. Piestoze laminin je zakladni slozkou BM, ani
béhem regenerace po hepatektomii neni tato struktura v jatrech tvofena. Hepatocyty tak i

Vv prib¢hu regenerace ziistavaji jedinymi epitelidlnimi bunikami, které v savéim téle nejsou
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odd€leny od cév dvéma souvislymi bazalnimi membranami. Kromé toho aktivita
extracelularnich protedz pfispiva pribchu regenerace Stépenim preexistujicich inaktivnich
prekurzori rastovych faktorti (napt. HGF a EGF) ptfipadné proteoglykant, které¢ je dosud
vazaly (Mohammed a Khokha, 2005).

V uvodni fazi regenerace jater je také logické oCekavat snizeni mnozstvi ¢i aktivity
Ciniteld s antiprolifera¢nimi ucinky. Mezi nemnoho faktorit s dolozenym takovym vyvojem
po PH patii Tobl, ¢len rodiny PC3/BTG1 mitoinhibi¢nich molekul. Tobl puasobi jako
konstitutivni inhibitor proliferace hepatocyti po PH. Hladiny Tobl proteinu po PH rychle
klesaji, pravdépodobné vinou jeho degradace (tedy posttranslaénim mechanizmem). Pokles
koncentrace Tobl proteinu je nutny pro normalni pribéh casné jaterni regenerace. Protein
Tobl potlacuje aktivitu cyklin-dependentni kindzy Cdkl a plsobi i na fadu dalSich aktérd
regulace bunééného cyklu, véetn¢ suprese cyklini D1 a A2 a inhibice cilovych genl pro

regeneraci vyznamného transkripéniho faktoru E2F (Ho et al., 2010).

3.4.2 Proliferac¢ni faze regenerace jater

Prolifera¢ni faze regenerace je charakterizovana mitotickymi vlnami bunék vSech
jaternich subpopulaci. Z pohledu buné¢ného cyklu toto obdobi zahrnuje faze S, G2 a M a
zacind u hlodavct 12 aZz 18 hodin po 2/3 parcidlni hepatektomii a kon¢i pfiblizné 4 dny po
operaci (DeFrances a Michalopoulos, 2011). Zjevnym znakem postupu v bunééném cyklu je
syntéza DNA, jez v bunkach postupné koordinované nariistd. Po 2/3 parcidlni hepatektomii
dosahuji S faze nejprve hepatocyty, v nichZ syntéza DNA u potkantli za¢ina stoupat 12 hodin
po resekci a dosahuje maxima piiblizné 24 hodin po operaci. Neparenchymové bunky jater
vstupuji do S faze pozdéji: Kupfferovy a hvézdicové bunky a bunky zlu¢ovodu za 48 - 72
hodin a endotelialni bunky jaternich sinusoid (LSECs) cca za 48 - 96 hodin po zékroku
(DeFrances a Michalopoulos, 2011, Wack et al., 2001). Po inzultech zptsobujicich nekrozu
nebo apoptdzu jaternich bunék je pribéh senzitizace k ristovym stimultim (primingu) stejny
jako po PH, ale mitotické viny jsou mén¢ synchronizované (Taub, 2004, Zheng et al., 2009).

Po odeznéni maxima syntézy DNA pfi prvni synchronizované vIin€ déleni hepatocytii
poklesa aktivita cyklin-dependentni kinazy 2. Je tlumena vazbou inhibitor na komplexy,
které Cdk2 obsahuji. Na rozdil od vétSiny ostatnich sav€ich bunék tak v hepatocytech
regenerujicich po PH nachézime expresi a aktivitu Cdkl ve fazich S, G2 i M bunééného

cyklu, zatimco ¢innost Cdk2 vykazuje jediny vrchol béhem S faze (Corlu a Loyer, 2012).
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Postup fazi G2 k mitodze a jeji UspeSné zavrSeni s presnou segregaci chromozomu vyzaduji
expresi cyklinii A a B, Cdkl a rodiny proteinfosfatdz Cdc25. Nékteré z téchto gend jsou
indukovany transkripénim faktorem FoxMI1, ke zvySeni jehoz exprese dochazi pfi iniciaci
regenerace (Kurinna a Barton, 2011). Jinym piikladem ucelné navaznosti je dvojice Egr-1 a
Cdc20. Transkripéni faktor Egr-1 je po PH silné€ exprimovan jiz za 30 minut a jim fizeny gen
Cdc20, klicovy regulator komplexu podporujicitho anafazi mitdzy, je u mysi zvySené

exprimovan 48 hodin po resekci (Su et al., 2002, Liao et al., 2004).
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Obréazek 4. Kaskady aktivace transkripénich faktort v priabéhu regenerace jater po 2/3 parcialni
hepatektomii. Jednotlivé faze bunééného cyklu v hepatocytech (H) provazi aktivace specifickych transkrip¢énich
faktort a jimi regulované zmény genové exprese. Na pozadi jsou znazornény stavebni struktury jaterni tkané:
PV: terminélni vétev portalni zily; HA: termindlni vétev jaterni arterie; HC: Heringtiv kanal; S: jaterni sinusoida;
ECM: mezibunéna hmota, v popiedi pak neparenchymové bunky: KC: Kupfferovy bunky; EC: endotelové
buiiky vystelky sinusoid; SC: hvézdicové buitky; CH: cholangiocyty. Cisla zastupuji mediatory regenerace
pusobici na neparenchymové buiky jater nebo jimi secernované: 1: lipopolysacharid, ICAM, soucasti
komplementu, inzulin, acetylcholin, noradrenalin, EGF; 2: cytokiny IL-6 a TNFa; 3: VEGF; 4: HGF; 5: TGFp;
6: zluové kyseliny. Obrazek byl pievzat z prace KURINNA, S. a M. C. BARTON. Cascades of transcription
regulation during liver regeneration. Int J Biochem Cell Biol, 2011, 43(2), 189-197.

Kontrolni bod bunééného cyklu na rozhrani G2 a M fazi mize byt aktivovan
mitogennimi stimuly a/nebo poskozenim DNA pii replikaci. Pfekonani tohoto restrikéniho

bodu pfi jaterni regeneraci mize vyzadovat (pfechodné) vyfazeni regulacnich funkci
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vykonavanych tumor supresorovym genem p53, jeho hlavnim strdzcem (Kurinna a Barton,
2011, Taylor a Stark, 2001). Do ur¢ité miry se prekryvajici fidici ulohu s p53 mize hrat
ptibuzny gen p73, ktery pravdépodobné umoziuje uspéSnou regeneraci jater u mysi s knock-
outem genu p53 (Cui et al., 2005, Flores et al., 2005). Obrazek 4 shrnuje postupnou aktivaci

transkripcnich faktorti v priabéhu regenerace jater po parcialni hepatektomii.

Funkéni heterogenita hepatocytii se projevuje i béhem regenerace (Cervinkova, 2010).
Syntéza DNA zacina v jaternich acinech v okoli portdlni vény (v I. zo6né) a postupné
nastupuje v dalSich hepatocytech smérem k centralni véné (ve III. z6n¢ acinu) (Barrass et al.,
1993, Rabes et al., 1976). Funk¢ni heterogenita muiize stat také v pozadi protifecicich si nalezt
metabolickych zmén v proliferacni fazi regenerace.

Po inicidlnim vzestupu se v proliferacni fazi regenerace zmirfiuje mitochondrialni
oxidacni stres s tim, jak se postupné normalizuje vztah mezi nabidkou VMK a celkovou
oxidac¢ni kapacitou mitochondrii. Do 18 — 24 hod po resekci se normalizuje aktivita komplext
respiraéniho fetezce a aktivita Mn-superoxiddismutazy (Tsai et al., 1992). Pti hodnoceni
poméru ATP/ADP za 24 hodin po 2/3 parcialni hepatektomii u kralik prokazali Inomoto et
al. (1994), Ze v cytosolu poklesa v souladu s rychlou spotiebou ATP pro potieby regenerace.
Naopak v mitochondriich pomér ATP/ADP roste vysledkem zvySené aktivity oxidacéni
fosforylace a rychlosti produkce ATP prekracujici rychlost jeho exportu do cytosolu.
V mitochondriich z regenerujicich jater kralika byly za 24 hod po PH rychlost respirace
ve stavu 3, index respiracni kontroly a rychlost fosforylace za saturacnich koncentraci
substrati o 73%, 48% a 76% vyssi nez u laparotomovanych kontrol. Nagino et al. (1989)
hodnotili bioenergetické ukazatele u potkani po 2/3 parcialni hepatektomii az do 7. dne.
Zaznamenali narGst mitchondridlni DNA o 40% oproti laparotomovanym kontroldm prvni
den a 0 50% druhy den, coz bylo maximum ve sledovaném obdobi. To doklada biogenezi
novych mitochondrii. U hepatektomovanych potkanii zaznamenali signifikantni nartst
spotfeby kysliku pii respiraci ve stavu 3 prvni, druhy a ¢tvrty den a signifikantni zvySeni
indexu respiracni kontroly druhy a ¢tvrty den. U potkanti po 2/3 PH byly nadéle zjiStény
zvySené aktivity vSech hodnocenych respira¢nich komplext a také nartist obsahu cytochromt
zejména aas a b druhy a ¢tvrty pooperacni den.

Za 12 hodin po PH je zvySena také koncentrace a syntéza glutathionu v potkanich
jatrech (Huang et al., 1998). Tapia (2006) ptinasi podklady pro hypotézu, Zze pfechodny akutni
oxida¢ni stres po hepatektomii dokonce prospiva vitalit¢ mitochondrii. Mechanismem

popsanym u neuront pii kalorické restrikci by to mohlo byt mozné. Tapia se domniva, Ze
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zatéz spojena s hladovénim, zahrnujici zvyseni hladiny volnych mastnych kyselin a ketolatek
jako napt. hydroxybutyratu, miize slouzit k vyvolani mirného posSkozeni metabolicky
aktivnich mitochondrii hladovéjiciho organizmu, ale Ze toto mirné poSkozeni je provazeno
udrzenim piiméfené fyziologické integrity vétSiny dotCenych mitochondrii prostiednictvim
mechanizmii mitofagie, mitochondridlni fize, zvySené antioxidatni obrany a reparace
mtDNA. Ackoliv mize byt uplatnéna fada riznych nahledd na akutni mitochondridlni
dysfunkci, dikazy naznacuji, ze pokles potencialu vnitini membrany mitochondrii (A¥m),
narast produkce ROS a otevieni PTP mohou souhrnné byt platnymi ukazateli pocinajici
,mitohormeze®, tedy jevu odpovidajimu pozorovanim z jinych bunéénych modell, u nichz
silny oxidacni stres inhibujici komponenty respiraéniho fetézce vyvolava nekrozu cCi
apoptozu, avSak mirny oxidac¢ni stres mize navodit rist a mnozeni (Day a Suzuki, 2005,

Dypbukt et al., 1994, Thannickal et al., 2000).

Na piiklon hepatocyti ke zvySené utilizaci glukézy dosazeny do 24 hodin po PH
poukazuje narist de novo syntézy mastnych kyselin, protoze tento proces zavisi (dodavkami

substratl a kofaktori) jak na glykolyze, tak na pentdzofosfatovém zkratu (Obrazek 5).
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Obrézek 5. Schéma metabolickych pochodi v hepatocytech charakteristickych pro prolifera¢ni fazi
regenerace po 2/3 parcialni hepatektomii. V intermediarnim metabolismu pievlada glykolyza a syntéza ATP a
mastnych kyselin hrazend probihajicimi reakcemi cyklu kyseliny citrénové. Naopak utlumeny jsou
glukoneogeneze a oxidace mastnych kyselin v mitochondriich. Ohranic¢ené oblasti reprezentuji mitochondrie.
Sitka $ipek znazorfiuje relativni aktivitu drah &i reakci. Zkratky: ATP: adenosintrifosfat; CPT-I: karnitin
palmitoyltransferaza 1; EMFO: extramitochondrialni oxidace mastnych kyselin (B-oxidace v peroxisomech a ® a
-1 oxidace % endoplazmatickém retikulu); F26BP: fruktoza-2,6-bisfosfat; PEPCK:
fosfoenolpyruvatkarboxykinaza; PL: fosfolipidy; PPARa: peroxisomovymi proliferatory aktivovany receptor a;
TG: triacylglyceroly; VLDL: lipoproteiny o velmi nizké hustoté. Obrazek pievzat z prace OCKNER, R. K.
Metabolism and Gene Expression in Liver Regeneration. Integration of metabolism, energetics, and signal
transduction. New York: Kluwer Academic Publishers, c2004, s. 177-200.

Zde se dostdvdme Kk oném zdanlivé nehospodarnym a protifecicim si nalezim.
Zdokumentovana hepatocelularni syntéza mastnych kyselin pii pokracujici oxidaci MK
pusobi dojmem plytvani. Je vSak tfeba upozornit na to, ze studie, které tyto udaje piinesly
(napt. Schofield et al., 1987) pravdépodobné nedokazaly postihnout dynamiku, s niz v ¢ase a
prostoru (podél osy jaternich acinti (Barrass et al., 1993, Rabes et al., 1976)) dochazi
k prechodu od casnych metabolickych adaptaci k tém preproliferativnim (Ockner, 2004).
Nov¢jsi prace, napiiklad Ferriho a spolupracovnikii (2005), blize objasnuji ¢asovou dynamiku
metabolickych a energetickych adaptaci v jednotlivych zonach jaternich portalnich acint. Tak

v periportalnich hepatocytech byly za 24 hodin po PH prokazany mitochondrie se zménénou
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ultrastrukturou, zvysené mnozstvi lyzosomu, peroxisomi a volnych polyribosomt. Tyto
zmény jsou piechodné a do 4. pooperacniho dne vymizi. V pericentralnich hepatocytech
takovy vyvoj nebyl prokazan a jejich organely se vyraznéji neliSily od téch u kontrolnich
potkanti. Podle recentnich poznatki, shrnutych v piehledové praci Kandilise a kol. (2010), je
nepochybna rozdilnd mira zapojeni a ¢asova dynamika ucasti hepatocytii na metabolickych
zménach po parcialni hepatektomii dand jejich lokalizaci v jednotlivych zénéch portalnich
acinll. Funk¢ni heterogenita hepatocytli ma své souvislosti i napt. ve vztazich k mezibunécné
hmot¢ anebo v produkci rastovych faktorti pro neparenchymové buiiky. Celkové vzato vSak
lze konstatovat, ze do 24 hodin po PH hepatocyty dokonaly uplny obrat v orientaci
metabolismu. Od glukoneogeneze spottebovavajici MK a rlstové inhibice presly ke

glykolyze, syntéze MK a kompetenci k postupu bunéénym cyklem (Ockner, 2004).

Zmény v hepatocytarnim metabolizmu lipidi v proliferaéni fazi regenerace maji i
makroskopicky patrny projev. Je jim zvySend akumulace triacylglyceroli a estert
cholesterolu v cytoplazmé hepatocytti a tedy rozvoj ztukovaténi (steatdzy) jaterni tkang. I jatra
ptfed PH steatézou zcela nepostizena vykazuji tuto ptfechodnou zménu, kterd navic vrcholi
v obdobi nejvyssi proliferaéni aktivity hepatocyti, tzn. mezi 24. a 72. hodinou po operaci
(Obrazek 6). Miize se to zdat paradoxni, ale tato transientni steat6za neni neucelna. Naopak,
probéhnuti této zmény praveé v proliferacni fazi je nezbytné pro plnou prolifera¢ni odezvu na
resekci (Hata et al., 2007, Shteyer et al., 2004). Za zminku stoji naptiklad fakt, ze hepatocyty
v L zéné acinu, které se déli nejdiive, preferuji lipidy jako zdroj energie. Casné zmény
v expresi fady metabolickych genii sméfuji k tomuto vyvoji. Piiklady jsou sniZzend exprese
mediatort inzulinové signalizace a naopak vyrazny vzestup exprese PEPCK pted zahdjenim
replikace. Jak jiz bylo vySe naznaceno jaterni buniky potiebuji nemalé mnozstvi substrati
lipidové povahy pro novotvorbu membran a jako zdroj energie (Farrell, 2004). Studie
Shteyera et al. (2004), ktera pro posouzeni vyznamu akumulace lipidi v regenerujicich
jatrech vyuzila mj. deleci glukokortikoidovych receptori, opét ukézala na vyznam
nukledrnich receptori v jatrech po PH. Popsand steatéza je také dokladem regulacni ulohy
cholesterolu (a lipidi obecné) v pribéhu regenerace jater, ktera je pfedmétem recentnich

ptrehledovych praci (Delgado-Coello et al., 2011, Rudnick a Davidson 2012).
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Obrazek 6. Akumulace lipidi a prechodna steatéza v regenerujicich jatrech hlodavcd po 2/3 parcidlni
hepatektomii. A) Makroskopicky patrné zmény velikosti a obsahu lipidi v mySich jatrech po 2/3 PH. Métitko
odpovida velikosti 0,5 cm. Obrézek byl ptevzat z prace HATA, S., NAMAE, M. a H. NISHINA. Liver
development a regeneration: from laboratory study to clinical therapy. Dev Growth Differ, 2007, 49(2), 163-170.

v

Hepatocyty, nejpocetnéjsi jaterni bunky, se za fyziologickych podminek dé€li jen
velmi zfidka. V klidovém zdravém parenchymu ptipada jeden délici se hepatocyt na 20 000
bunék v GO fazi (Steer, 1995). Tim vice piekvapujici je jejich prolifera¢ni kapacita po
inzultech vyvolavajicich regeneraci. V experimentech s opakovanymi parcialnimi
hepatektomiemi u potkand prokazali Stocker et al. (1973), Ze hepatocyty jsou schopny za
téchto podminek nejméné 18 bunéénych deleni. Overturf et al. (1997) dokonce prokazali, ze
diferencované adultni mys$i hepatocyty si uchovavaji potencial k dé€leni srovnatelny
s hematopoetickymi kmenovymi bunkami. Pii téchto experimentech po opakovanych
transplantacich neztratily hepatocyty své specializované funkce ani schopnost vytvoieni
spravnych mezibunécnych kontaktli a nejevily znamky genetické nestability ani hrozici
nadorové transformace. Tato pozorovani povzbudila snahy o vyuZivani transplantaci
hepatocytli v klinickych aplikacich. Sou€asny stav vyvoje této problematiky je pfedmétem
ptehledovych praci Ezzata et al. (2011) a Shafritze a Oertela (2011). Poznani virtualné
neomezené proliferatni kapacity diferencovanych hepatocytii také vedlo k zaméteni
pozornosti na jejich telomery a pfipadnou aktivitu telomerazy v adultnich bunikach, kterou by
se lisily od jinych parenchymovych bunék solidnich orgdnli. Vzestup aktivity telomerazy byl
v regenerujicich hepatocytech skute¢né prokazan (Golubovskaya et al., 1997), ale je tieba
uvést, ze potkani hepatocyty vykazuji aktivitu tohoto ribonukleoproteinu i za klidovych
podminek. Tak tomu neni v lidskych jatrech a vhodn€jsim modelem je zde PH u prasat, kde

aktivita telomerdzy po operaci stoupd i pies absenci bazalni aktivity pfed zdkrokem (Wege et
al., 2007).
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Za zminku stoji 1 skuteCnost, ze ne vSechny hepatocyty, které dosdhly S faze
bunécného cyklu, se také nakonec rozdeli. Naopak, roste zastoupeni polyploidnich bunék. To,
pii kazdé vin¢ syntézy DNA, které jsou po PH nejvySe tii, omezuje rozsah vysledné
prolifera¢ni odpovédi (Sigal et al., 1999).

Také je tfeba uvést, ze proliferacni odpovéd’ se samoziejmé netyka pouze hepatocyti,
ale 1 vSech dalSich jaternich bunéénych subpopulaci, bez jejichz ucasti by nebylo mozné
nahrazeni objemu a funkce resekovanych jaternich lalok. O procesech zajistujicich zdarnou
a Casové 1 prostorové ucelnou replikaci neparenchymovych bunék méme obecné méné
znalosti, nez o proliferaci hepatocytii. Mitotickym d€lenim hepatocytli vznikaji shluky 10 - 14
bunék, které nejsou protkany cévnimi ani bilidrnimi strukturami a postradaji i mezibunécnou
hmotu. Hvézdicové bunky pak vysilaji do téchto shlukii jemné membranové vybézky, za
nimiz nasleduji vystelkové builkky novotvofenych sinusoid. Déleni endotelidlnich bunék
s cilem obnovit sit” sinusoid probiha v pomérné sirokém rozmezi od 3. do nejméné 8. dne po
PH (Wack et al., 2001). Vristanim neparenchymovych bunék je obnoveno charakteristické
uspotadani tkdn¢ do jaternich tramct s funkéné vyznamnou polaritou hepatocyt vici cévam
a ZzluCovodim (Steer, 1995). Endotelie sinusoid jsou pfitahovany ke shlukim novée
namnozenych hepatocytli pomoci jimi secernovaného VEGF a dalsich latek (Shimizu et al.,
2001). V endotelovych buiikach v blizkosti téchto shlukd byla potvrzena zvySena exprese
receptoru Flt-1 (VEGF-R1), FIk-1/KDR (VEGF-R2), Flt-4 (VEGF-R3), FIt3/FIk2 a take Tie-
1 a Tie-2 (pro angiopoetin) a pro destickovy ristovy faktor beta (PDGF-RB) (Mohammed a
Khokha, 2005, Ross et al., 2001). Buiky vystelky sinusoid a hepatocyty se v proliferaci
vzajemn¢ podporuji. Na stimulaci VEGF produkovanym hepatocyty odpovidaji LSECs
produkci HGF (LeCouter et al., 2003). Sitka tramcti hepatocytti od prvniho pooperaéniho dne
vzrista a do tietiho dne dosahuje maxima pomér poétu hepatocytli oproti endoteliim sinusoid,
které proliferaci teprve zahajuji. Avaskularni shluky novych hepatocytl utlacuji jiz existujici
sinusoidy. Primér fenestraci a celkovd propustnost vystelkovych buné€k sinusoid dosahuji
minima v periportalni i pericentalni zoné acini za 72 hodin po operaci. Ve stejné dob¢, jako
Vjediném intervalu dvoutydenniho sledovéani, byl elektronmikroskopicky patrmy tésny
kontakt endotelii sinusoid s buiikami s morfologii hvézdicovych bunék. Vzhledem k ¢asnéjsi
proliferaci hvézdicovych bun¢k oproti LSECs piipada za 72 hodin po operaci na jednu
sinusoidalni epitelii nejvice hvézdicovych bunck a to miZe mit fyziologicky vyznam pro

zdarny pribéh neovaskularizace hepatocytarnich shlukt (Wack et al., 2001).
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Otéazka, zda se po PH d¢li 1 Kupfferovy buiiky neni jednozna¢né zodpovézena, jejich
pocty vSak mohou nardstat migraci prekurzorovych bunék z kostni diené¢ (Michalopoulos,
2007). Cilené snizeni aktivity Kupfferovych bunék podanim GdCl; ponékud piekvapivé
posiluje regenera¢ni odpovéd’ (Rai et al., 1996, Suzuki et al., 1996). Na druhou stranu mysi
s Kupfferovymi bunikami cilen¢ eliminovanymi klodronatem vykazovaly zhorSenou obnovu
hmotnosti jater po 2/3 resekci, kdy do 8. pooperacniho dne dosahly jen 79% kontrolnich
hodnot. Autofi prokazali zmény v genové expresi vazoaktivnich mediatorti a mirnéj$i nartst
smykového tieni v sinusoidach, které mé u intaktnich mySi potenciacni plsobeni na
regeneraci po hepatektomii (Abshagen et al., 2008). Po PH exprimuji hepatocyty nervovy
rastovy faktor (NGF) a hvézdicové buiiky zvySuji expresi jeho receptoru p75NTR. Interakce
NGF sp75NTR vede k apoptéze hveézdicovych bunék a mulze piedstavovat ochranny
parakrinni mechanizmus regenerujicich jater pfed nadmérnou aktivaci HSCs a ptipadnou
nadprodukci slozek mezibunééné hmoty (viz obrézek 1). Ta je charakteristicka pro fibroticka
jaterni onemocnéni, kde regenerace neprobiha uspésné (Asai et al., 2006, Parola a Pinzani,
2009). Hvézdicové buiiky jsou hlavnim zdrojem HGF v regenerujicich jatrech. Pfispivaji
déleni hepatocyti jak syntézou HGF, tak aktivaci pro-HGF diky tomu, ze produkuji uPA
(Fibbi et al., 1999, Ramadori et al., 1992, Schirmacher et al., 1992). Tvorba uPA
hvézdicovymi buiikkami je stimulovana ristovymi faktory PDGF a bFGF, naopak TGF-f ji
potlacuje. U akutnich jaternich posSkozeni HGF vyznamné piispiva K regeneraci hepatocyti.
V pribéhu chronickych poSkozeni ztraceji hvézdicové bunky schopnost syntézy HGEF,
Vv pfipad¢ cirhotickych onemocnéni je to provazeno zménou jejich fenotypu na bunky
myofibroblastového typu.

Produkce humoralnich prolifera¢nich signald ¢asto neni v jatrech po resekci omezena
jen na jednu bunéénou subpopulaci. Napiiklad IGF-I ¢i ligandy EGF receptoru HB-EGF a
amfiregulin jsou secernovany i neparenchymovymi buiikami (Zheng et al., 2009). V fadu dni
po PH cholangiocyty rekonstruuji intrahepatalni zlucovody. Za tfi dny po 2/3 parcialni
hepatektomii je u potkanti prokazano zvySené ukladani lamininu v Disseho prostorech
Vv periportalni i periven6zni lokalizaci. Ostatni slozky matrix se v oblasti sinusoid vyznamnéji
nelisi od kontrolnich zvifat, nicméné v parenchymu v okoli vétsich krevnich cév je ziejmé
zvySené mnozstvi kolagenu 1V, fibronektinu a lamininu (Martinez-Hernandez a Amenta,
1995, Wack et al., 2001). Novotvorba mezibunécné hmoty, jejiz slozeni a distribuce se
normalizuje do 10. dne po PH (Steer, 1995), neovaskularizace a obnova biliarniho stromu

navraci jatrim jejich komplikovanou a pro funkci nezbytnou tkénovou architekturu.
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3.4.3 Terminacni faze regenerace jater

Ukonceni regenera¢ni odpovédi na parcidlni hepatektomii byla dosud vénovéna
relativné nejmensi pozornost, a tak zistava i pies desitky let studia tohoto modelu u hlodavca
nejméné popsanou a objasnénou fazi celého procesu. Je vSak tfeba uvést, ze otazka zastaveni
vydatné kompenzacni proliferatni odpovédi na resekci neni o nic méné védecky zajimava nez
problematika zahajeni regenerace. Pochopeni spolehlivych regulacnich mechanizmi, které
jsou zodpovédné za obdivuhodné presné vybalancovani findlni velikosti regenerujicich jater
podle naroki celého organizmu a za névrat vSech bunéénych subpopulaci do klidového stavu
slibuje ptinést hodnotné poznatky pro patogenezi jaternich malignit a nadort obecné.

Léta shromazd’ované zkuSenosti z in Vivo experimentd s hepatektomiemi a
transplantacemi jater jasné naznaCovaly existenci precizniho regulacniho systému
ovladajiciho pomér velikosti jater ku velikosti téla. Tento dlouho pouze iluzorni "hepatostat”
dokaze korigovat velikost §tépt pfiilis§ malych i nadmérnych (Francavilla et al., 1994,
Ninomiya et al., 2003, Starzl et al., 1993).

Z hlediska ¢asového ptipada na terminaci regenerace obdobi od ¢tvrtého dne po PH.
Z hlediska buné¢ného cyklu dochazi k navratu jaternich bunék do klidové GO faze, avSak plna
obnova homeostatického stavu mize vyzadovat vice nez jen to. V otazce, ktery nejzazsi den
po operaci lze jeste pocitat do regeneracniho déje, a kdy uz orgdn dosdhl beze zbytku névratu
k optimalnimu fyziologickému stavu, nepanuje jednozna¢na shoda. Publikované préce
S vyuzitim potkanich nebo mySich modeld hodnoti cely d¢j nejcastéji do 168 az 240 hodin (7 -
10 dni) po PH. Kone¢na faze strukturni a funkéni reorganizace byva nékdy konstatovana na
konci sledovani bez vyjadreni absolutniho ¢i relativniho srovnéni velikosti regenerovanych
jater oproti stavu pied intervenci. Nejednoznacnost v asovém vymezeni terminace mize byt
zpusobena tim, ze neexistuje obecné uznavany ukazatel znovunabyti klidového stavu jaterni
tkan¢ po regeneraci. Zatimco pro hodnoceni proliferacni fdze se nabizi stanoveni syntézy
DNA (napf. pomoci inkorporace radioligandi) ¢i exprese markerti déleni (PCNA, Ki-67),
obdobnd mozZnost pro terminacni fazi chybi. Ani Skdla technik pro posuzovani €asového
prubéhu obnovy hmotnosti ¢i objemu jater po PH neni pfili§ velka. Zde se nabizi bud’ pfimé
vazeni rezidudlnich a posléze resekovanych vzorka jater v riznych intervalech po operaci,
anebo nepiimé metody zobrazovaci. Vazeni vzorkd jater vyzaduje vétsi pocet zvifat ve
studiich a jejich postupné usmrcovani, které ma své etické a ekonomické limitace.
Metodickym problémem muze byt i reprodukovatelnost samotného vazeni at’ uz nativniho

organu (vlhka vaha), nebo vysuseného resekatu. Zvlasté¢ kontroverzni miize byt porovnavani
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hmotnostnich Udaji mezi riznymi experimenty, uzivaji-li tyto navic rtizné kmeny hlodavci
apod. (Gur a Waner, 1993).

Zobrazovaci metody (napf. CT a MR volumetrie) maji n¢kolik pfednosti. Umoziluji
pracovat s menSim poctem jedinci pfi jejich opakovaném snimkovani. Tak mohou byt
ziskané hodnoty kontinualn¢ porovnavany vici vychozimu (i ptedoperacnimu) objemu jater u
kazdého zvifete zvlast. Proti radiologickym metodam vSak mluvi finanéni a odborna
naroc¢nost technik, které nejsou pro pouziti u modelovych zvifat vseobecné dostupné. Také
samo snimkovani in vivo je komplikovano tim, Ze je nezbytna anestezie nebo jiny zpisob
znehybnéni zvitat pro dosazeni ostrého obrazu, zejm. pro ucely prostorovych rekonstrukci
Z dvojrozmérnych CT ¢i MR snimki. Podani anestetik (n¢kdy i viceCetné) mize mit vliv na
jaterni tkan a pfi manipulaci se zvifaty v souvislosti se snimkovanim hrozi jejich pfilisné
stresovani.

Ptipustime-1i v8ak, ze radiologické studie maji lepsi vypovédni hodnotu o znovunabyti
homeostatického objemu a funkce jater po parcialni hepatektomii, najdeme i mezi nimi
rozporné vysledky. Hockings et al. (2002) s vyuzitim MR Kk sériovému méfeni velikosti jater
u potkan pted PH a v ridznych intervalech po operaci konstatovali do 9. dne sledovani
dosaZzeni pfiblizné 88% predoperaéni velikosti. Taz studie prokdzala, ze po pocate¢nim
prudkém nartstu objemu jater po PH, zejména v prvnich tfech dnech, dochazi k vyznamnému
zpomaleni pfirtstkd, a od patého dne po PH nardst objemu jater koresponduje s nevelkou
rychlosti piirtstkd celkové télesné hmotnosti potkanll. Tyto zmény v delSich intervalech jsou
jiz jen v fadu jednotek procent. Novéjsi studie de Graafa et al. (2008) vyuzivajici k hodnoceni
znovunabyti objemu jater u potkanii po PH také neinvazivni zobrazovaci metodu, *™Tc-GSA
scintigrafii, naproti tomu udava dosazeni velikosti jater odpovidajici ptedoperacnimu stavu jiz

5. a 7. den po resekci. Ani v obvykle sledovanych intervalech tedy nepanuje shoda.

Z pohledu déji na bunécné a tkanové urovni v terminacni fazi dochazi k ukonceni
pusobeni stimulac¢nich signali proliferace, obnoveni pfevahy inhibi¢nich Ciniteld, dosazeni
cilového (funkéniho) objemu jater vic¢i velikosti téla a rekonstrukci komplexni tkanové
inhibitori regenerace nebo naopak ptrevlada (¢i dostacuje) prosté vymizeni ucinku inicidlné
pusobicich aktivatort. Pravdépodobné je, Ze pro zajisténi tak dulezitého dé&je, jakym
terminace regenerace bezesporu je, neexistuje jednoduché feSeni. Stejn€ jako iniciacni drahy
jsou na mnoha mistech redundantni, tak i v pozdnich fazich lze nalézt ptiklady spise

tonického piisobeni stimulacnich a supresivnich faktort. Takové antagonistické dvojice ¢i
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skupiny Ize nalézt mezi transkripénimi faktory i mezi cytokiny a ristovymi faktory. Casovy
prabéh zmén jejich aktivnich koncentraci v intracelularnim i extraceluldrnim prostiedi
jaternich bunék hraje zasadni roli pro vysledny stav organu.

Mezi transkripénimi faktory je piikladem takové protichtidné puasobici dvojice
C/EBPa a C/EBPp. Vazba C/EBPa na DNA vede ke glukoneogenezi a zastavé déleni, ale tyto
ucinky ptrekondva nartst aktivity C/EBPB béhem prvnich tfi pooperacnich dni. Pomér
C/EBPa ku C/EBPp béhem proliferacni faze regenerace je <I, zatimco ve fazi terminace se
V hepatocytech vracejicich se do GO faze bunétného cyklu obraci na >1 (Diehl, 1998,
Greenbaum et al., 1995, Jakobsen et al., 2013, Mischoulon et al., 1992, Ockner, 2004, Taub,
1996).

Casovou navaznost piisobeni ristovych faktortl ve viech fazich regenerace prehledné shrnuje
obréazek 7.
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Obrazek 7. Schéma pusobeni stimula¢nich a inhibi¢nich ristovych faktori béhem regenerace jater po 2/3
parcialni hepatektomii. V pribéhu regenerace po sobé nasleduji nejprve indukce plisobenim cytokind (pod
zlutym teréem), poté piekonani restrikéniho bodu na konci G1 faze bunécného cyklu diky ristovym faktorim
(pod zelenym teréem) a nakonec zastaveni regenerace vlivem inhibitord (pod ¢ervenym terlem). Pievzato z
prace MOHAMMED, F. F. a R. KHOKHA. Thinking outside the cell: proteases regulate hepatocyte division.
Trends in Cell Biology. 2005, 15(10), s. 555-563.
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Mnoho Usili bylo vénovano hledani rozhodujiciho humoralniho faktoru, ktery by byl
ukoncujicim signalem jaterni regenerace. Nejvétsi pozornost v tomto smyslu byla dlouho
zamétena k transformujicimu ristovému faktoru beta (TGFB). Ten je schopen inhibovat
déleni hepatocytd in vivo i in vitro (Bissell et al., 2001, Fausto et al., 1990). Nicméné bylo
prokézano, ze citlivost hepatocytil viici u¢inkim TGFp je béhem regenerace snizena (Houck a
Michalopoulos, 1989). Na snizeni této vnimavosti se podili jednak pfechodny pokles exprese
receptorl pro TGF béhem regenerace a jednak aktivace transkripénich represori SnoN a Ski
(Chari et al., 1995, Macias-Silva et al., 2002). Ustfedni roli TGFP v terminaci regenerace
relativizovala prace Oeho a spolupracovniku (2004), kteti prokazali, ze knock-out receptorové
podjednotky TGFBRII v jatrech myS$i s provedenou 2/3 parcialni hepatektomii nezabranil
fadnému a vcasnému ukonceni regenerace. Autofi vyvodili a dolozili zjisténi, ze vedle TGFf
se na inhibici proliferace hepatocytt podili aktivin A, intracelularné pusobici na téZze Smad
proteiny, diky ¢emuz muze kompenzovat absenci TGFB. U mysi s knock-outem TGFBRII se
na vysledné velikosti jater podilela také zvySend apoptotickd redukce poctu nové
namnozenych bunék ve srovnani s kontrolami, coz naznacuje existenci jiz vySe zminéného
viceuroviiového zajisténi fadné terminace regenerace. Diilezitou tlohu apoptdzy pro regulaci
konec¢né velikosti jater po prob&hnuti regenerace potvrzuje i prace Sakamota et al. (1999).

Za povSimnuti stoji skutecnost, Zze mezi prosttedniky mitoinhibi¢niho ptisobeni TGF[3
je 1 rodina transkripénich faktord E2F, stejné jako u vySe zminéného inhibi¢niho proteinu

Tobl (Ho et al., 2010, Oe et al., 2004).

Kromé TGFp bylo dolozeno mitoinhibi¢ni ptsobeni na hepatocyty i u interleukinu 1§
(IL-1B). Oba tito cinitelé musi byt pro ziskani biologické ucinnosti nejprve Sté€peni
specifickymi protedazami, takze interakce komponent mezibunééné hmoty s humoralnimi
mediatory ma mnohocetny vyznam i v terminacni fazi regenerace (Mohammed a Khokha,

2005).

Recentné objevenou signalni drahou svlivem na velikost organi u savcl i
bezobratlych je kask&da Hippo/Yki (resp. Mstl/2/Yap) (Apte et al., 2009). Transkripéni
koaktivator Yap (Yes-associated protein) reguluje velikost jater savci a v terminacni fazi
regenerace po PH je jeho exprese snizena. Genetickou manipulaci cilené zvySena exprese Yap
v jatrech vyvolala expresi gent se vztahem k déleni hepatocytii a indukci inhibitorti apoptozy.
Dlouhodobé zvysena produkce Yap je hepatokarcinogenni a byla prokdzana i u lidskych
tumort (Dong et al., 2007, Zhao et al., 2007).
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V poslednich letech prudce roste zajem o roli mikro RNA (miRNA) v priabéhu
regenerace jater po PH. Je pozoruhodné, Ze u nich jsou prokazovéany interakce s jiz diive
popsanymi regulacnimi drahami. To se tyka i fdze terminace regenerace, béhem niz bylo
prokazano spoluptisobeni miR-34 a miR-23b s ¢initeli signalni drahy TGF-B. Dohromady
zmény jejich exprese vedou k utlumu proliferacni odpovédi hepatocytti, ktery ma podobu
zastavy prostupu bunécnym cyklem v pruibéhu G2 faze (Chen et al., 2011, Yuan et al.,
2011a).

Podivejme se nyni na metabolické souvislosti terminace regenerace jater po PH.
Vyznamnym faktorem mohou byt promény systémové i hepatocytarni utilizace mastnych
kyselin (Ockner, 2004). Pokles mobilizace volnych mastnych kyselin zprostfedkovany
inzulinem omezuje dostupnost esencidlnich -6 mastnych kyselin z perifernich zasob, ¢imz
mize podstatné omezovat trvani proliferaéni odpovédi. Postupna spontanni normalizace
glykémie také navraci hepatocyty do klidového stavu. Podavani glukézy ve snaze podpofit
prolifera¢ni odpovéd’ po PH se ukazalo jako kontraproduktivni (Bengmark, 1965, Ngala a
Lambotte, 1981, Simek et al., 1967, Simek, 1965). Fyziologicka glykémie pak mezi dal§imi
plazmatickymi parametry mize hepatocytim signalizovat, Ze jiz vyhovély homeostatickym
potfebam organizmu. Vzhledem k vyznamné proteosyntetické uloze hepatocytl se nabizi
uvaha o tom, Ze dynamika sérovych koncentraci albuminu nebo bilkovin celkové miize byt
dal$im cinitelem pfispivajicim k trvani ¢i ukonceni regenerace jater po parcidlni hepatektomii.
Experimentalni podklady vSak hovoifi proti tomuto vykladu. Simmons a Boyle (1969)
podavali potkanim po PH vysoké davky albuminu a nezjistili, Ze by tato , kompenzace™
pfedpokladané hypalbuminémie zkratila trvani ¢i omezila rozsah regenerace. Sekas a Cook
(1979) zase u potkant sledovali po dva tydny po 2/3 parcialni hepatektomii dynamiku
biochemickych sérovych parametri véetné¢ albuminémie a celkové koncentrace bilkovin
VvV porovnani s laparotomovanymi kontrolami. Ve své studii prokazali pomérné stabilni
koncentrace albuminu v rozmezi 2,5 — 3,6 mg/100 ml séra, které v zadném sledovaném
intervalu nebyly statisticky vyznamné odlisné od kontrol. Celkova koncentrace proteinti byla
nebyla statisticky vyznamné odli$na od kontrol. Zajimavym vedlejS§im nélezem této prace je
pomalejsi nartast celkové télesné hmotnosti za jeden tyden od operace nejen u
hepatektomovanych, ale i u laparotomovanych potkanti oproti zcela intaktnim zvifatim

chovanym ve stejnych podminkach. Do dvou tydnii se primérna celkova télesnd hmotnost
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laparotomovanych potkanti vyrovnala s hmotnosti zvifat intaktnich, zatimco u potkant

zotavujicich se z jaterni resekce zistala nizsi (250 g vs. 294 g).

Progrese ¢i zastava v bunééném cyklu ma vztah také k energetické bilanci bunck.
Kdyz se tato navraci do klidovych podminek, pravdépodobné, zatim ne zcela popsanymi
mechanizmy, vyvolava signalni odezvu zastavujici dalsi dé€leni. V sav¢ich buikach je
pojitkem mezi dostupnosti energetickych substrati a ptipadnym délenim AMPK, neboli
proteinkindza aktivovand adenosinmonofosfatem, jejiz aktivitu zvySuje nartst intracelularni
koncentrace AMP samotné nebo relativni viiéi koncentraci ATP. Tato kinaza fosforyluje a tim
inaktivuje klicové enzymy syntézy mastnych kyselin a steroli. AMPK ma prokazanou
ustiedni roli v fizeni mitochondrialni oxidace mastnych kyselin vlivem na karnitinpalmitoyl
transferazu 1 (CPT-I). Hladiny intracelularnich fosfati se v terminac¢ni fazi nanejvys
pravdépodobné navraceji do homeostatickych poméra. Ve své studii energetickych parametr
po 2/3 parcialni hepatektomii u potkanti, neobvyklé trvanim az do 7. pooperacniho dne,
Nagino et al. (1989) prokazali nasledujici: 7. den po resekci se mnozstvi mitochondrialni
DNA jiZ neliSilo od laparotomovanych kontrol, totéz platilo i pro index respiracni kontroly a
pro spotiebu kysliku pfi respiraci ve stavu 3 podle Chance a Williamse (Chance a Williams,
1956, Nagino et al., 1989). Bez signifikantnich rozdilt oproti kontrolam byly 7. den po
resekci 1 aktivity vS§ech hodnocenych komplexti respira¢niho fetézce a také obsah cytochromt

aaz, b accy.

Velky vyznam v terminacni fazi maji mnohocetné interakce jednotlivych druht
jaternich bun€k a normalizace jejich mezibunécnych kontaktii a prostorovych vztaha. Jiz
zminény aktivin A nepusobi jen na hepatocyty, kterymi je secernovan, ale ma in vitro i
nasledujici ucinky: posiluje viabilitu a tubulogenezi endotelidlnich buné€k jaternich sinusoid
synergicky s VEGF (Endo et al., 2004) a synergicky s TGFP stimuluje produkci kolagenu I
hvézdicovymi bunikami (Wada et al., 2004). Zevrubnou analyzu regenerace intrahepatalnich
zlu€ovodli po 2/3 parcidlni hepatektomii u potkantt s dobou poopera¢niho sledovani
dosahujici 28 dni provedli Lesage et al. (1996). Konstatuji v ni ndvrat k normalnim hodnotam
hmotnosti jater mezi 7. az 10. dnem a poméru hmotnosti jater ku hmotnosti t€la mezi 10. a 14.
dnem studie (Lesage et al., 1996). V klidovych jatrech prokazali histochemicky pfitomnost 2
az 3 zluovodu (pozitivnich na GGT nebo CK- 19 (markery cholangiocytt)) v jedné portalni
oblasti. Tento pocet vyrazné vzrostl v obdobi 1. az 3. dne po hepatektomii a opét se

normalizoval do 28. dne. Z morfometrickych méfeni a celkové hmotnosti jater autofi
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stanovovali celkovou hmotnost intrahepatalnich zlucovodu a zjistili, ze tento ukazatel poprvé
po resekci piekona kontrolni uroven 7. den. V pozdéjsich intervalech az do 28. dne nésledoval
dalsi narast celkové masy zluCovodi, ktery autofi piipsali celkovému rustu téla potkand.
Bazalni syntéza DNA je v cholangiocytech velmi nizka, ptfi hodnoceni metodou inkorporace
*H-thymidinu vysla v citované studii dokonce negativni. Naopak po 2/3 PH byla syntéza
DNA signifikantné zvysena ve vSech intervalech od 1 hodiny az do 21 dni po operaci. Mezi 1.
a 21. pooperatnim dnem byla zvySena genova exprese sekretinového receptoru
V cholangiocytech a mezi 1. a 7. pooperacnim dnem byla oproti kontrolam signifikantné
zvySena i bazalni a sekretinem stimulovana intracelularni koncentrace cCAMP, ktera je
predpokladem aktivace chloridovych kanali, CI'/HCO;3; vyméniku a v dasledku sekretinem
stimulované sekrece zlu¢i bohaté na hydrogenuhli¢itan. Lesage et al. (1996) shrnuji, ze
proliferace po 2/3 PH je, na rozdil od experimentalniho podvazu zlu¢ovodu, ¢asové omezena.
Ukonceni proliferace cholangiocytii je zajiSt€éno odeznénim pusobeni inicilnich stimuld,
pravdépodobna je i ucast korekce jejich poctu apoptézou. Deéleni endotelidlnich bunék
jaternich sinusoid probiha nejméné do 8. poopera¢niho dne (Wack et al., 2001). Fenestrace
endotelii sinusoid jsou mistem prostupu ftady latek z cirkulace pies Disseho prostor
k hepatocytim. Propustnost téchto fenestraci neni pfitom neménna a je nanejvys
pravdépodobné, ze muize hrat podstatnou regulacni roli béhem regenerace. Z Cinitell
s prokazanym vlivem na fenestrace se s postupem regenerace navraci do fyziologickych mezi
smykové napéti (shear stress) mechanicky pusobici na lumen sinusoid. Po skokovém nartstu
nasledkem hepatektomie se s obnovou kapacity intrahepatalniho krevniho fedisté jiste
namahani stén sinusoid zmirfiuje. Mezi dalSimi faktory s u€inkem na fenestrace lze v Case
ocekavat pokles koncentrace endotoxinu a také mezibunéénd hmota svym sloZenim
propustnost fenestraci ovliviiuje. S témito predpoklady provedli Wackova et al. (2001) studii,
Vv niZz dynamiku regenerace sinusoid po 2/3 parcialni hepatektomii u potkanti sledovali do 14.
pooperacniho dne s ohledem na zonalni uspotadéani acint. Poté, co 3. pooperacni den klesla
celkova propustnost 1 primérna velikost sinusoidalnich fenestraci v I. 1 III. zO6n€ acinil na sva
minima, zacinaji oba tyto ukazatele opét stoupat. Az do 14. dne po 2/3 PH zistavaji
signifikantné vys$§i neZ u neoperovanych potkant, stejné jako Sitka hepatocytarnich trdmci
oproti klidovému parenchymu. Zonalni heterogenita podél porto-centralni osy jaternich acini
byla patrnd v dynamice zmén propustnosti sinusoid, z ¢ehoz je zfejmé, ze se netyka pouze

hepatocytt.
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Byla jiz shromazdéna tada experimentalnich podkladii pro tvrzeni, Ze terminace
regenerace muze byt z hlediska vztahu jaternich bunék a ECM opacnym procesem nez
iniciace. Zatimco inicidlni $tépeni matrix uvoliiuje mediatory regenerace do tkané i do
krevniho ob&hu, obnoveni mezibunééné hmoty piinasi opétovné vyvazani solubilnich faktora
a ukonceni jejich vlivu na bunky (DeFrances a Michalopoulos, 2011, Michalopoulos, 2007,
Michalopoulos, 2010). V prostfedi "tonického" antagonistického vlivu stimulacnich a
inhibi¢nich signald regenerace, pravdépodobné pravé vazba na slozky matrix vykondva
rozhodujici roli pro vysledny efekt. Béhem regenerace roste syntéza nového dekorinu,
perlekanu, syndekanu a kolagenti I a III (Gallai et al., 1996, Rudolph et al., 1999). HGF je tak
zachycovan proteoglykany, nemize byt dale aktivovan a také exprese uPA se ke konci
regenerace snizuje (Mars et al., 1996). Hepatocyty jsou nyni obklopeny jak HGF, tak TGFp,
ovSem v inaktivované podobé. Mezi souc¢astmi ECM je vyznamny glypikan-3, jehoZ exprese
stoupa za 4 az 6 dni po PH. U mysi s nadmérnou expresi glypikanu-3 v disledku genové
manipulace nedojde do 6 dni po PH k obnové objemu jater (Liu et al., 2009). Naopak je zndm
klinicky syndrom, kdy mutace zpusobujici nefunkénost glypikanu-3 vede k abnormalnimu
narastu velikosti Gtrobnich organt véetné jater (Pilia et al., 1996).

Dulezitost fadné interakce mezi ECM a jaternimi buikami nejvymluvnéji
demonstrovaly experimenty s PH u mysi s knock-outovanym genem pro kinazu spojenou
s integriny (ILK). Absence funkéni ILK vyustila v "pfestieleni" regeneracni odpovédi, kdy za
14 dni po operaci dosédhla jatra cca o polovinu vétsi velikosti nez u kontrolnich zvitat (Apte et
al., 2009).

Zda se také, ze regulace rustu jaternich $té€pl, a obzvlasté jater Zijicich darct po
odbéru, ma stejné principy jako regulace regenerace po PH u laboratornich zvifat (Fausto a
Riehle, 2005, Hata et al., 2007), i kdyz toto srovnani pro vice poopera¢nich intervald ma
pochopitelné etické limitace. Bylo pfitom pozorovano, ze regenerace jater donori kon¢i na asi
85% velikosti pfed odbérem, coz sice pokryva jejich ndroky za normalnich podminek,
nicméné funkéni kapacita jater mtize byt po operaci snizena. Tento dopad na donory by mohl

byt, po rozpoznani fidicich mechanismt, cilem intervenci ve smyslu prodlouZeni regenerace

(Humar et al., 2004, Pomfret et al., 2003).
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cey

Dosud dostupné studie o Zzijicich donorech jaternich S§tépli je obtizné souborné
interpretovat pro riznorodost metodik sbéru dat. Zv1asté udaji o dlouhodobych dopadech na
darce je citelny nedostatek. Renz a Brown (2009), odhaduji celkovou mortalitu darci
v souvislosti s transplantacemi na 0,4% a celkovou incidenci komplikaci na 15% az 50%.

Spektrum komplikaci pozorovanych u darct je pfedmétem tabulky 1.

Tabulka 1. Spektrum komplikaci dospélych darcti jaternich $tépti pro dospélé piijemce

Komplikace Incidence (%)
Celkové 15-50
Prosakovani Zluce 8-15
Rehospitalizace cca 8
Nedostatecnad velikost stépu * ccas
Reoperace cca s
Striktura Zlucovodl cca 3
Obstrukce stfeva cca 3
Plicni embolie cca 2

* je-li zjisténa az peroperacné pro nedokonalost odhadu objemu jater zobrazovacimi metodami. Data pievzata
z publikace RENZ, J. F. a R. S. BROWN. The Dilemma of Adult-to-Adult Living Donor Liver Transplantation.
G. T. Everson, J. F. Trotter (eds). Clinical Gastroenterology: Liver Transplantation: Challenging Controversies
and Topics. Totowa: Humana Press Inc, 2009, s. 65-89.

3.5 DNA microarrays - vyvoj a soucasny stav

Druha polovina 20. stoleti byla vékem prudkého rozvoje metod molekularni biologie a
genetiky. Prvotnim impulzem bylo objasnéni struktury DNA a tim i chemické podstaty
dédicnosti Watsonem a Crickem vroce 1953. Genetické experimenty, ve snaze nalézt
podklad pro zmény biologickych funkci za fyziologickych i1 patologickych stavl, vSak
zpravidla byly omezeny na studium jednoho ¢i nékolika malo genii. Pozdé&ji, na sklonku 20.
stoleti, technologicky pokrok umoznil sekvenovani celych genomil organizmu a toto usili
bylo korunovano sekvenovanim genomu lidského a také genomti mnoha druhti laboratornich
pokusnych zvitat (Gibbs et al., 2004, Lander et al., 2001, Venter et al., 2001, Waterston et al.,
2002). V metodické oblasti se tak zrodila potfeba simultanniho sledovani exprese mnoha
gend. Cestu k jejimu uspokojeni popisuji vécné a vystizné piehledové prace nékterych
Seskych autor (napt. Brdicka a Bruchova Votavova, 2006, Prnka a Sperlink, 2006).
Nejcasteji odkazovanou prvni studii s GspéSnou aplikaci tohoto principu byla ta Scheny a

kolegl z kalifornské Stanfordovy univerzity (Schena et al., 1995), ktefi v ni hodnotili zmény
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exprese 45 genu rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) provedenim simultanni
hybridizace s vyuzitim dvou fluorescencnich znacek. Pouhy rok nato jiz tento tym publikoval
¢ipovou analyzu tisice lidskych genti (Schena et al., 1996), coz doklada rychly pokrok, ktery

nastal.

Zahy po vyvinuti této metody na akademické ptid€ se oblast aplikaci DNA Cipi stala
predmétem soupeieni narlstajiciho poctu komercnich producentd. Mark Schena sam je
zt€lesnénim vyzkumnika aspé$ného na univerzitni i obchodni drovni. Za zminku, z mnoha
riznych rozdéleni Cipd, stoji alesponn rozliSeni platforem pasivnich, jez v biologickych
aplikacich dominuji, a aktivnich, které jsou pojitkem genomiky k miniaturizované elektronice
dnesnich dni. Mezi vyrobci pasivnich Cipil je uznavanou jednickou firma Affymetrix, mezi
vyrobci aktivnich ¢ipll je to spole¢nost Nanogen. Prezentace téchto firem i mnoha jejich
nasledovnikt lze nalézt prostiednictvim internetoveé stranky

http://www.biochipnet.com/companies.

Postupnym vyvojem se pro nastroje simultanni analyzy exprese mnoha genl vzilo
n¢kolik bézné uzivanych oznaceni, jejichz hranice nejsou ustidlené ani v anglitiné ani
v Cesting. Patii mezi né nazvy: DNA ¢Cipy ¢i mikroCipy 1 méné vzité pieklady jako
mikrosoubory ¢i mikro$iky, jindy je ponechan termin array(s). Anglickymi ekvivalenty pak

jsou terminy: biochip, DNA (micro)arrays, gene array, DNA chip(s), genome chip(s) apod.

Cim vlastné byl takovy kvantitativni pokrok umoznén? MiZeme pro objasnéni srovnat
(Southern blotting) (Granner, 2002). Ten dovoluje (semikvantitativni) detekci usektit DNA, o
které se zajimame, po predchozi elektroforéze a preneseni rozdélenych fragment nukleové
kyseliny na membranu. Membrana je zde nosiCem reakce, pii niz se na tiseky DNA vazi
cilené sondy, nesouci navic znaceni (fluorescenéni, radioaktivni aj.). V poslednim kroku jsou
ony znacky vizualizovany bud’ pifimo, nebo po aktivaci. Nutnost ivodni elektroforézy a také
riziko nespecifické vazby sond ¢i interference znacek sond aplikovanych na membranu
omezuji v disledku mnozstvi usektt DNA, které 1ze takto kvantifikovat.

Tato omezeni piekonava pravé metoda DNA Cipti, zaloZena na nékolika odliSnostech.
V prvni fad€ jsou to neznacené sondy, které¢ jsou pfichyceny k podkladu (neporéznimu nosici
Z riznych materiali). Znaceni naopak nesou fragmenty DNA vzorku ¢i dvojice vzorkd, které
jsou najednou aplikovany na nosi¢ se sondami. Specifitu vazby tsekit DNA a piislusnych

sond zajist'uje, stejné jako u Southern blottingu, komplementarita bazi DNA a jejich parovani.
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Protoze, nehled€ na mnozstvi sond, je v reakci pouzito pouze jednoho ¢i dvou druhi znaceni,
je rozlisovaci schopnost DNA ¢ipt vyssi nez u Southern blottingu. To dovolilo miniaturizaci
této metody a postupny nariist mnozstvi sond na DNA c¢ipech az do fadu miliont. Od
prukopnickych dob vznikla celd fada modifikaci ¢ipovych metod a tyto se rozsifily do mnoha
aplika¢nich sfér (podrobnéji viz napf. Dufva, 2009, Prnka a Sperlink, 2006). Pro dobu 21.
stoleti je vSak velmi pfiznacné, ze i DNA Cipy pro stanovovani zmén genové exprese, pro
které byly ptivodné ptipraveny, jiz nalezly svého pfemozitele v metodé tzv. sekvenovani pristi
generace (next generation sequencing). Posledné jmenovanym piistupem je mozné
kvantifikovat nejenom mRNA, ale veSkeré druhy ribonukleovych kyselin v biologickych

vzorcich.
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4 CILE PRACE

1) Osvojit si metodiku hodnoceni genové exprese pomoci DNA ¢ipa.

2) Popsat a analyzovat expresi gend provazejici jednotlivé faze regenerace jater po 2/3
parcialni hepatektomii u potkand s hlavnim zaméfenim na dosud nejméné objasnénou fazi

terminace.

5 METODIKY

5.1 Laboratorni potkani

Projekt pokust byl projednan a schvalen Odbornou komisi pro ochranu zvifat
Lékaiské fakulty UK v Hradci Krélové. Ve vivariu LF HK byla zvifata chovana
v klimatizovanych mistnostech se stalou teplotou vzduchu 22°C a stfidanim svétla a tmy po
12 hod. Standardni laboratorni dieta (v peletach) a pitna voda byly potkanim k dispozici ad
libitum, s jedinou vyjimkou laénéni po dobu 12 hodin pted chirurgickymi procedurami. Pied

zapojenim zvitat do pokusu jim byl vzdy ponechan tyden na aklimatizaci.

Pro experiment byli pouziti samci potkanii kmene Wistar (BioTest', Konarovice, CR)
o vstupni té€lesné hmotnosti 219 + 20 g a staii 7 az 8 tydnd. Dvacet sedm zvitat ve studii bylo
rozdéleno do 9 skupin po tfech. Kontrolni skupinu tvofili tfi potkani intaktni, ktefi
nepodstoupili parcidlni hepatektomii. U ostatnich dvaceti Ctyi zvifat byla provedena 2/3
parcidlni hepatektomie a byli ponechdni naZivu po rizné dlouhou dobu po resekci. Doba
pfezivani operovanych zvifat se pohybovala v rozmezi 1 az 14 dni. Ve stanoveny den bylo

usmrcovani zvirat provadéno v éterové inhalacni anestezii vykrvacenim z bfi$ni aorty.

Kontrolni skupinu tii intaktnich potkani jsme oznacovali jako "Den 0", skupiny
operované jako "Den x", podle poctu dni ponechanych k regeneraci po PH. Stranou
uvedenych 27 zvifat, jsme stejnym zplUsobem ziskali a odebrali vzorky jaterni tkdné pro
izolaci RNA jesté¢ od péti intaktnich vahové a vékové odpovidajicich potkanich samct. Z
téchto vzorkl byl pfipraven tzv. referencni pool, neboli smichany kontrolni vzorek, nezbytny
pti zvoleném experimentalnim designu. Vice o jeho zduvodnéni a uziti viz kapitola 5.5.4.
Aortalni exsanguinaci vzdy piedchazela stiedni laparotomie. Po vykrvaceni byly odebirany
vzorky jaterni tkdné€ pro molekularné biologicka vySetieni (viz dalsi odstavce metodické Casti

prace).

' 0d dubna 2013 se spoleé¢nost jmenuje MediTox.
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5.2 2/3 parcialni hepatektomie u dospélych potkani

Jak jiz bylo uvedeno vySe, metodiku této operace vypracovali Higgins a Anderson
(1931). Pii operacich jsme se drzeli nasledujiciho postupu. Potkana v éterové inhalaéni
anestezii jsme vzdy fixovali k opera¢ni podlozce v poloze na zadech. Elektrickym strojkem
jsme oholili bfisni a hrudni sténu. Zakrok zacinal nastfizenim kiize bficha ve vysce pupku a
ve stiedni Cafe. Poté byla klze rozstfizena dale ve stiedni cafe az pod hrudni kost.
Odpreparovali jsme podkozi a pinzetou nadzdvihli bfisni svaly, které jsme rovnéz nasttihli.
Pocinaje od takto vytvofeného otvoru jsme svaly bficha rozsttihli v linea alba. V blizkosti
branice bylo tfeba zvlastni opatrnosti pro ptedejiti pneumotoraxu. Jako orienta¢ni bod ndm
slouzila cartilago xiphoidea, patrnd pod svalovinou. Tuto chrupavku jsme nadzvedli
anatomickou pinzetou a odstfihli jeji spodni dvé tietiny. Tim byl usnadnén pfistup k jatraim
potkana. Mirnym tlakem tfech prstli obou rukou soucasné z obou stran na dolni ¢ast hrudniku
a horni ¢ast bfiSni dutiny bfiSni jsme vytlacili jatra ventrdlné. Tak jsme z operacni rany
vysunuli nedéleny dolni levy lalok (lobus sinister lateralis) a nad nim déleny stiedni lalok
(lobus medialis dexter et sinister). Resekce celych téchto lalokli ponecha v dutiné biisni 30%
az 35% objemu jaterni tkan¢. Odnimané laloky bylo tfeba mobilizovat pfestiihnutim ligament
jednak proximalné v blizkosti branice, jednak distdlné vlevo u vstupu portalni zily do jater.
Pro usnadnéni mobilizace jsme jaterni laloky zvedali levou rukou, aby se ligamenta napnula.
Levou rukou jsme pak podrzeli oba resekované laloky a pravou pod n€ podsunuli jiz
pfichystanou silnéjsi ligaturu. Tuto ligaturu jsme umistili k hilim podvazovanych lalokd a
podvazali tfemi uzly. Dbali jsme na to, aby se do podvazu nevsunula svalovina bfi$ni stény.
Kdyby se to stalo, hrozilo by potkanovi smrtelné krvaceni pti pozd¢€jsi suture brisni stény, kdy
by se zachycend svalovina vysmekla z ligatury. Po zauzleni jsme chirurgickymi nizkami
odstiihli podvazané laloky v tésné blizkosti podvazu. Volné konce podvazu jsme zkratili na
minimum. Po ujiSténi se, ze ligatura je tésnd a nedochédzi ke krvéceni, jsme pokracovali
uzaviranim dutiny bfi$ni. Pfi ném jsme nejprve zaSili svalovou vrstvu, poté ktzi. Zakrok

kon¢il dezinfekci operaéniho pole, po niZ byl potkan uloZen do &isté klece (Zivna, 2001).
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5.3 Biochemicka stanoveni

Pro posouzeni miry poSkozeni jaterni tkan¢ chirurgickou resekci a nasledné jejiho
zotavovani s pfibyvajicimi dny regenerace jsme stanovovali sérové  aktivity
alaninaminotransferdzy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST). VySetfovana byla séra
odebrand v den usmrceni jednotlivych potkanu, ktera jsme piipravili centrifugaci krve ziskané
pfi aortdlni exsanguinaci (viz vyse). Vzorky sér byly neprodlen€ po centrifugaci zamrazeny
pti -20°C a skladovany v mrazaku az do samotné analyzy, provadéné po sériich
odpovidajicich experimentalnim skupinam, na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky

Fakultni nemocnice v Hradci Kralové.

5.4 Hmotnosti regenerujicich jater v priibéhu regenerace

Pti absenci vSeobecné uzndvaného parametru uplnosti regeneraéni odpovédi po
parcidlni hepatektomii, jsme se rozhodli stanovovat hmotnosti jaterni tkané v den resekce a
poté¢ i v den usmrcovani potkanl. Takto jsme chtéli morfologicky posoudit pokrocilost
probéhlé obnovy jaterniho parenchymu v jednotlivych pooperacnich skupinach. V den
usmrceni zvifat jsme hmotnost jater stanovovali tak, ze jsme cely organ odkrveny provedenou
exsanguinaci kratce oplachli ve fyziologickém roztoku, ev. dle potieby ocistili od visceralni
tukové tkdné a vaziva na povrchu, a poté jej osusili buni¢inou a zvaZzili na presné digitalni
vaze. Ziskali jsme tak celkovou hmotnost Cerstvé vyjmutych a odkrvenych jater. Ustileny
postup této procedury, dlouhodob& zavedené na naSem pracovisti, zajistil potiebnou
reprodukovatelnost takto ziskanych vysledkt. Odkrveni parenchymu Zadouci pro spolehlivé
vazeni 1 pozdéjsi kvantifikaci genové exprese lze kontrolovat vizualné odbarvenim tkané.
V den odbéru vzorkil Ize tedy ziskat hmotnost celych jater pfimo. Jinak je tomu samoziejmé
Vv den parcialni hepatektomie, kdy z téla vyjimame pouze €éast parenchymu. Pro tento ucel
jsme se rozhodli hmotnost celych jater v den PH dopocitavat. V pilotnich pokusech jsme si u
péti potkant ovétili, Ze podil resekované Casti pii 2/3 parcialni hepatektomii ¢ini 70%+3%
hmotnosti celého organu. Pak jsme mohli dopocitdvat vychozi hmotnost celych jater kazdého
zvitete v den jeho vstupu do pokusu (podstoupenim PH). Zvazili jsme tedy resekovanou ¢ast
(odkrvenou promytim fyziologickym roztokem) na stejnych vahach a jeji hmotnost
povazovali za 70% hmotnosti celych jater v den PH. Snadno jsme pak dopocitali 100%
hmotnosti intaktnich jater na pocatku experimentu. S touto hodnotou jsme pak porovnavali
kone¢nou hmotnost celého organu na konci pokusu, pro posouzeni morfologické obnovy.

Abychom zmensili vliv interindividuélni variability hmotnosti jater na hodnoceni regenerace,
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piepocitavali jsme vychozi i konecnou hmotnost jater pro ucely jejich srovnani na 100g

celkové télesné hmotnosti potkanti.

5.5 Molekularné biologické metody

Popiseme zde nejprve jednotlivé etapy analyzy genové exprese na DNA ¢ipech, a poté
se budeme hloub¢ji vénovat kazdé z nich, s uvedenim naSich konkrétnich postupt. Kazdy
genomicky experiment na ¢ipech muze byt rozdé€len do dvou hlavnich fazi. Prvni je
zpracovani materialu a sbér dat, druhou je prace s vysledky (Causton et al., 2003). Prvni

uvedena faze zahrnuje pét dil¢ich kroku:

1) vyrobu DNA &ipt (5.5.1)
2) ptipravu biologickych vzorka pro studii (5.1,5.2)
3) izolaci a znaceni RNA z biologickych vzorkt (5.5.3)
4) hybridizaci zna¢enych vzork na DNA ¢ipy (5.5.4)

5) snimani obrazové informace z DNA ¢ipl po probehlé hybridizaci. (5.5.5)

Féze prace s vysledky zahrnuje ¢tyii dil¢i ukony:

6) kvantifikaci obrazové informace (5.5.6)
7) normalizaci a integraci dat (5.5.7)
8) analyzu dat o genové expresi (5.5.8)

9) formulovani nové hypotézy o biologickém déji

na zaklad¢ vyhodnocenych dat. (5.5.9)

V zavorkach za kazdym krokem uvadime Cisla kapitol této disertacni prace, které se k nim
vztahuji. Sled krokti genomické analyzy na DNA Ccipech nazorné ukazuje i nasledujici

obrazek 8.
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Obrézek 8. Sled jednotlivych krokii genomického experimentu s vyuZitim DNA ¢ipd pro stanoveni miry
genové exprese. V horni i dolni &asti predstavuje nezbytné pokusné i interpretaéni tikony, o kterych se
zmifiuyjeme vySe v textu, avSak s pouZitim jiného rozdéleni. Tato schémata dopliiujeme pro nazornost a
odkazujeme k nim také v nasledujicich kapitolach. Vyobrazeni byla pievzata z praci Prnky a Sperlinka (2006) a
Dufvy (2009).

5.5.1. Vyroba DNA c¢ipi

Nebylo nas$im tukolem samostatné si vyrobit DNA c¢ipy pro provedenou studii.
V pocate¢nich letech rozvoje této genomické metody nebyl tento piistup ojedinély a velkym
pracovistim se mize dodnes vyplatit investovat do vlastni technologie vyroby DNA ¢ipt na
miru zamyslenym aplikacim. Nicméné s rostoucim poctem dodavatelli spolehlivych ¢ipl
piipravovanych sériové nebo i na objednavku zakaznikl, je jejich vlastni (tzv. in house)

vyroba spiSe okrajovym jevem.

Prednosti a zapory nakupovanych ¢i samostatné vyrabénych DNA cipti shrnuje

tabulka ¢. 2.

Tabulka 2. Pfednosti a zapory nakupovanych ¢i samostatné vyrabénych DNA cCipu

Vlastni
Komercné dodavané |l\yroby (tzv.

in house)

DosazitelIné mnozstvi . vy

. az miliony fadoveé stovky
spotu
Kvalifika¢ni ndroky . nutna
i nese vyrobce .
na personal specializace

. . garantovandv .
Homogenita spotl , , obtizné ovérit
udaném rozmezi

nutno zavést

. , odrobnd vlastni
Vystupni kontrola podrobna, oy
. standardizovana, narocna
kvality , x
dokumentovana personalné i
technicky
podafi-li se

o , . vyrobu
nékolikanasobné y, .
wvr e v. o zavest, je

vyssi, zejména u Cipl
Cena , cena
na zakdazku, . .
L > .o | jednotlivého
nevyrabénych sériové | . , N
Cipu vyrazné

nizsi
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Protoze v nasem feSitelském kolektivu jsme planovali uzivat DNA Cipy pouze pro své
vyzkumné ucely, bylo pro nas racionalni volbou nakupovani komeréné dodavanych Cipu.
VynaloZeni ndkladl na ptistrojové vybaveni a vzdélavani nezbytné pro sobéstaénou produkci
Cipt se vyplati typicky spiSe sdilenym pracovistim nékolika védeckych skupin (pro néz se vzil

v anglosaské literatufe pojem core facilities).

Vyrobcem nami vyuzitych Cipti pro potkani genom byla firma Microarrays, Inc.
(Huntsville, AL, USA). Cipy 29 K Rat Arrays dod4vala na neporéznim sklenéném nosiéi o
rozméru klasického mikroskopického podlozniho skla (75 mm x 25 mm). Na jedné strané skla
byla nanesena, v podobé miniaturnich kapek, jednotlivd detekéni mista Cipu, tzv. spoty.
Kazdy spot obsahoval fddové miliony identickych oligonukletotidovych molekul o délce
zpravidla 70 bazi. Takova délka zajistuje dostate¢né specifickou vazbu s komplementarnim
transkriptem, aby nebylo nutné vicecetné osazeni spotu na Cipu. Tato charakteristika je vlastni
nejen nami pouzivanym DNA ¢iplim, ale obecné vS§em oligonukleotidovym platformam s tzv.
nizkou hustotou. Na druhou stranu, ¢ipy s tzv. vysokou hustotou, nesou oligonukleotidové
sondy kratSich délek (méné nez 30 bazi), s nizsi specificitou vazby k transkriptu. Tato
Skutecnost, zda jsou Cipy osazeny sondami s pouze jedinym vyskytem anebo s nckolika

opakovanimi, pak zdsadné€ ovliviiuje zplisob interpretace ziskdvanych dat.

5.5.2. Priprava biologickych vzorku pro studii

Tato problematika byla jiz pfedmétem piedchozich kapitol ¢. 5.1. a 5.2. Zde se o ni

zminujeme pouze pro zachovani logiky vystavby textu metodické ¢asti prace.

5.5.3. Izolace a znaceni RNA z biologickych vzorki

Vzorky jaterni tkan€¢ o hmotnosti 50-100 mg byly odebirany standardné
z regenerovaného jaterniho parenchymu (z lobus caudatus). Ihned po resekci byly umistény
(ve zkumavkach) do tekutého dusiku pro vylou€eni degradace nukleovych kyselin. Do doby
zpracovani pak byly tkdn€¢ uchovavany v hlubokomrazicich boxech pii teploté -70°C. Ze
vSech vzorkd tkani jsme izolovali celkovou RNA uzitim ¢inidla TRI Reagent (Molecular
Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA). Tato metoda pracuje na principu klasické fenol-
chloroformove extrakce (Chomczynski a Sacchi, 1987).

Velkéd pozornost byla vénovana zachovani Cistoty a integrity RNA, jejichZz vysoka

uroven je zasadnim predpokladem dosazeni vérohodnych vysledkl analyz genové exprese

metodami DNA ¢ipii i real-time RT-PCR. Cistotu RNA jsme hodnotili spektrofotometricky a
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integritu RNA jsme ovéfovali elektroforézou na agarézovém gelu. Cistota RNA byla
sledovéna na spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Delaware, USA) méfenim absorbanci pti vinovych délkédch 260 nm a 280 nm, odpovidajicich
absorp¢nim maximim RNA a proteint. Pro nasledné analyzy byly pouzity pouze vzorky,
které dosahly poméru absorbanci pfi vinovych délkach (A) 260 nm a 280 nm nejméné 1,9.
Spektrofotometr NanoDrop 1000 také po méteni vzdy vykreslil kiivku hodnot absorbanci pro
A od 220 nm do 350 nm, a umoznil tak vylou¢it i pfitomnost nizkomolekul&rnich kontaminant
(typicky izola¢nich ¢inidel s max. absorbanci pti 230 nm). Podminkami dobré integrity RNA
pii elektroforéze byly: jasné, silné a dobfe ohrani¢ené prouzky 18S a 28S rRNA a

ny

nepiitomnost nespecifickych kontaminant ("Smiru") okolo nanéseci jamky. Obdobna opatfeni

a kontroly vzorkli nukleovych kyselin se stala standardem vSech seridznich uzivatel
¢ipovych metod, jak dokladaji nize reprodukované obrazky z publikace Tichého a

spolupracovniki (2006).

Obrazek 9. Metody a parametry kvalitativni kontroly RNA po izolaci

Porovnani vlivu odbéru na stabilitu RNA. a) RNA
izolovand z bunééné linie (1,8/10,0); b) RNA
izolovana z bunééné linie (1,8/9,9); c¢) RNA
izolovana ze solidni tkang ulozena po odbéru 10 min
na ledu (2,1/9,9); d) RNA izolovan ze solidni tkané
ulozena po odbéru 20 min na ledu (2,2/9,7); e) RNA

ZRSNSA- . . izolovana ze solidni tkan€ ulozena po odbéru 10 min
pti pokojové teploté (1,3/7,2); f) RNA izolovana ze

185 [ Y H solidni tkan¢ ulozena po odbéru 20min pii pokojové

RNA teploté (1,0/6,9); g) Degradovana RNA (-/ 2,6); h)
Degradovand RNA (-/2,4).

A V zavorce vzdy: 28S:18S rRNA/RIN (,RNA
integrity number®). Gel-like vystup
pristroje Agilent BioAnalyzer 2100.
Marker Yt
a b) ¢ d e f) g h
Spektrofotometricka kiivka a  elektroforéza ¥ 1

degradované RNA. PfestoZze ma vzorek velmi dobré
parametry pii spektrofotometrickém meéteni, mtze byt
integrita RNA nizka,

a) Graf zavislosti absorbance vzorku RNA na vinové
délce, data ziskana pristrojem Nanodrop ND-1000;

b) Stejny vzorek RNA, gel-like vystup pfistroje
Agilent BioAnalyzer 2100.
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' o
Kontaminace RNA genomovou DNA (gDNA), a)

DNA h DNA Kontaminovand RNA; b) Genomova DNA -
g — . g pozitivni kontrola; 1% nedenaturujici
' TBE/agarosovy gel, barveni ethidiumbromidem.

Obrazky ptevzaty z publikace Tichého a kol. (2006).

288
RNA

188
RNA

a) b)

Vzorek celkové RNA spliujici uvedené kvalitativni predpoklady byl pak podroben
nékolika dal§im krokim ptipravy. Nejprve $lo o amplifikaci samotné mRNA, ktera je
pfedmétem z&jmu pfi studiu zmeén genové exprese. VyuZzivali jsme té jeji vlastnosti, ze kazdé
jeji vlakno zpravidla zacind sekvenci poly-A, tedy opakovanim baze adeninu, ktera mRNA
spolehlivé odliSuje. Souprava TargetAmp 1-Round Aminoallyl-aRNA Amplification Kit 101
(Epicentre, Madison, WI, USA) v prvnim kroku celé procedury piepisuje jednovlaknovou
mRNA na rovnéz jednovlaknovou cDNA (tzv. copy DNA), nukleovou kyselinu sestavajici
Z bazi vlastnich pfirozené DNA, ov§em syntetizovanou in vitro reverzni transkripci z mRNA.
Tato reakce byla zahajovana syntetickym oligo(dT) primerem obsazenym v soupravé a
katalyzovana reverzni transkriptazou SuperScript Il (Invitrogen Corp., Carlsbad, California,
USA).

Druhym krokem procedury ptipravy vzorku byla syntéza druhého (komplementarniho)
vldkna cDNA. Plvodni templatovdi mRNA byla Stépena RNazou H a jeji fragmenty,
poziistavajici na vldkn€¢ cDNA, byly misty novych pocatkii syntézy komplementarniho
vlakna. DNA polymeraza obsazena v soupravé tak vytvotila dvouvldknové molekuly cDNA,
jez byly predpokladem posledniho kroku pfipravy.

Ve dvouvlaknovych molekuldch cDNA obsahovala obé vlakna na 5” konci sekvenci
promotoru RNA polymerdzy z T7 faga. Tyto sekvence umoznily pfepis obou vldken na tzv.

anti-sense RNA (aRNA) béhem in vitro transkripéni reakce. Vysledny produkt, v souladu
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S materialy vyrobce soupravy, v dal§im textu oznacujeme, vedle jiz uvedené¢ho pojmenovani
anti-sense RNA (aRNA), také jako aminoallyl-aRNA (aaRNA). Toto rozsifené oznaceni
odkazuje ke skutecnosti, ze kromé in vitro transkripéni reakce ve tfetim kroku pfipravné
procedury, byly do vznikajicich fetézci aRNA zaclenovany vedle kanonickych 1
modifikované aminoallyl-UTP nukleotidy. Velikost jejich molekuly se pfilis nelisi od
nativnich nukleotidii, predpoklada se tedy, ze jsou jedny i druhé fazeny do syntetizované
sekvence s velmi podobnou pravdépodobnosti. OvSem pouze modifikované nukleotidy jsou

nasledn¢ vyuzity pro vizualizaci vysledkt hybridizaci na ¢ipech.

Navazujicim krokem ptipravy vzorkl tak vzdy bylo provedeni, ¢i feknéme dokonceni,
znaceni fetézcli aaRNA. Dosud popsanym postupem jsme ziskali molekuly o primérné délce
1000 bazi, s obvyklym rozpétim od 200 do 3000 bazi. Jejich soucasti vzdy byly aminoallyl-
uridiny. Aminové skupiny nesené modifikovanymi uridiny vzapéti poslouzily jako mista
kovalentniho navézani fluorescenénich barviv. Ta do reakce vstupuji v podobé N-
hydroxysukcinimidovych (NHS) esterti. Nejzndméj$imi zéastupci téchto fluorescencnich
znacek jsou Cy 3 a Cy 5 (Amersham Pharmacia Biotech UK, Ltd. Corp., Buckinghamshire,
UK). My jsme vSak pouzili rovnocennou a levnéjsi alternativu v podobé barev DY-548 a DY -
648 (Dyomics GmbH, Jena, Némecko). Absorpéni a emisni maxima obou dvojic téchto
fluoroforti jsou velmi podobna, coz bylo podminkou jejich zaménitelnosti. Uziti dvojice
barviv je nezbytné k rozliSeni signali z DNA ¢ipti, byla-li nanesena dvojice vzorkl s cilem
relativni kvantifikace jejich genové exprese. K barvam DY-548 a DY-648 nebyl vyrobcem
poskytovan protokol k provedeni znacicich reakci. Tento krok pfipravy vzorki jsme tedy sami
optimalizovali. Jako rozpoustédlo barev, dodavanych v podobé lyofilizatu, jsme pouzivali
dimethylsulfoxid (DMSO). Naiedéné alikvoty jsme z divodu jejich ochrany pred degradaci
teplem a "vysvicenim™ po vystaveni svétlu (tzv. photobleaching), skladovali ve tmé
V hlubokomrazicim boxu pii -70°C. Podle dostupnych informaci volné radikaly ptfedstavuji
riziko pii skladovani fluorescen¢nich barev, protoze snizuji efektivitu jejich vazby
s modifikovanymi bazemi. Rozpoustédlo jsme proto filtrovali pies sterilni (mikrobiologicky)
filtr a dbali na co nejkratsi dobu skladovani alikvotd. Jednou z klicovych veli¢in ovliviiujicich
efektivitu znacici reakce se ukazalo byt pH, pfi kterém probihala. V nasi studii jsme jako
médium reakce pouzivali 0,5M bikarbonatovy pufr o pH=8,5. Tento jsme pfipravovali
z Cerstvych zasobnich roztokt Na,CO3 a NaHCO3_ Alikvoty pufru jsme skladovali pii -20°C.
Slozeni reak¢ni smési pro barveni jednoho vzorku aminoallyl-RNA se ustalilo a osvédcilo tak,

jak uvadi Tabulka 3.
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Tabulka 3. SloZeni reakéni smési pro znadici reakci jednoho vzorku aaRNA

Slozka finalni koncentrace | objem (ul)
aaRNA 1ug / pl 6
pufr (5x) 1x 4
barva + DMSO 50 % 10
CELKEM 20

Abychom ziskali diivéryhodna data z DNA ¢ipti, museli jsme dbat na nejvyssi moznou
standardizaci pii ptipravé vzorkd. Jiz v této fazi bylo tieba zohlednit dva aspekty. Bylo
piirozené nutné, aby mnozstvi aaRNA v kazdé znacici reakci bylo shodné. Vysledkem in vitro
transkripce vSak byly templaty o rGzné koncentraci. Ze zasobnich vzorkd aminoallyl RNA
jsme tak museli odpocitat a odebrat takové mnozstvi nukleové kyseliny, aby odpovidalo
jednotné stanovené hmotnosti - v nasem experimentu 20 pg. Tyto pracovni vzorky jsme
pfidanim deionizované MilliQ vody (filtrované a UV oSetfené, aby spliiovala naroky
molekularné biologickych aplikaci) doplnili na shodny objem 35 pl. Poté jsme museli vzorky
jesté na odstiedivé susicce vysusit na vstupni objem do znacici reakce, ktery ¢inil 6 pl. Teprve
k takto ziskanému vzorku aaRNA jsme ptidavali bikarbonatovy pufr a pfislusnou
fluorescenéni barvu v DMSO. Reakéni smés jsme nasledné nechavali inkubovat 2 hod pii
pokojové teploté ve tmé, opét proto, aby se piedeslo "vysviceni". Pochopiteln€, ne vSechny
molekuly barviv se inkorporovaly do fetézcii aaRNA. Cetnost jejich navazani na sekvenci
aaRNA byla vyznamné urCovana frekvenci modifikovanych nukleotidi (viz vyse). A
kone¢né, ne kazdy aminoallyl-UTP nukleotid nakonec nesl fluorofor. Nebylo by to ani
zadouci. PFili§ vysoka frekvence navazani fluorescen¢nich znaéek by vnasela zkresleni vinou
vzajemné interference a tzv. zhaseni (dye quenching) blizce sousedicich molekul DY-548 a
zejména DY-648 (kvili jejich vétsi molekule). To by v disledku vedlo k falesné nizkym
hodnotam fluorescencniho signalu pii hodnoceni hybridizaci na DNA ¢ipech.

Z vyse uvedeného plynula nutnost purifikace vzorkli aaRNA po probéhnuti znacici
reakce. NaSe prace tedy pokraCovala pieciSténim kazdé reakéni smési, s cilem odstranit
nenavazané¢ molekuly fluorescen¢nich barev. K tomu jsme vyuZzivali purifikacni soupravy
NucleoSpin RNA Clean-up XS (Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, Némecko) podle
pokynt vyrobce. Prinicipem této metody purifikace RNA je jeji smichani s vazebnym pufrem
s obsahem chaotropnich soli a etanolu. Tento pufr jednak neprodlené inaktivuje RNazy,
ohroZzujici integritu RNA, jednak vytvoii vhodné podminky pro navazani RNA na kiemicitou
(Si02) membranu purifikaéni kolonky. Nasledujici dvé promyti promyvacim pufrem

odstranuji necistoty, v naSem piipadé nenavazand barviva. Postup konci eluci Cisté RNA
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vodou zbavenou RNaz. Nizka iontova sila vody vede k opétovnému uvolnéni vzorku RNA
z ktemic¢ité membrany a dovoluje uzivateli soupravy ziskat kyzeny vzorek v podobé
ptipravené bud’ k bezprostiednimu pouziti ¢i skladovani optimaln€ pii -70°C. Pii znalosti
puvodni navazky aaRNA, koncentrace purifikovaného vzorku aaRNA a jeho konecného
objemu (po eluci rovnému 40 pl) jsme mohli stanovovat i vytézek purifikace, ktery se
zpravidla pohyboval nad 90%.

Po provedeni vSech dosud popsanych krokti jsme stanovovali GspéSnost znaceni, resp.
efektivitu inkorporace DY-548 ¢i DY-648 do fetézci aaRNA. Tuto jsme v souladu se
zazitymi konvencemi vyjadiovali ¢etnosti molekul barvy vii€i poctu bazi templatu. Opét jsme
pritom vyuZzivali spektrofotometrické méteni na ptistroji  NanoDrop 1000 (modul
MicroArray). V tomto rezimu spektrofotometr urcil absorbanci vzorkii aaRNA pro vinové
délky ve vyrobcem prednastaveném rozmezi 220 nm az 748 nm. Z nich nds nejvice zajimaly
absorbance pii vlnovych délkach odpovidajicich absorbénim maximim obou fluorofori. Pro
DY-548 jsme tedy uzili k vypoctim pramér 3 absorbanci pfi A nejblizsich 558 nm a obdobné
pro DY-648 pramér 3 absorbanci pro A nejblizsi 653 nm. Samotny pfistroj NanoDrop a jeho
software vyjadfovaly po provedeném méfeni mnozstvi zaznamenanych molekul barviv
v pikomolech na mikrolitr vzorku nukleové kyseliny. My jsme vSak podle vzorce uvedeného
v manualech souprav spole¢nosti Ambion (Applied Biosystems Inc., 2010) po¢itali mnozstvi
molekul barviva na tisic nukleotidi resp. jednu kilobazi templatu. Soupravy Ambion
AminoAllyl MessageAmp Kit (Applied Biosystems Inc., Carlsbad, California, USA) jsme
pouzivali ke znaceni vzorkli na DNA Cipy v pilotni fazi studie. Doporuc¢eny (a niZze uvedeny)
vzorec vypoctu "probarvenosti" templatu je vSak obecné platny nehled€ na firemni piivod
chemikalii. V souladu s pokyny vyrobct fluoroforti i publikovanymi doporucenimi (GE
Healthcare UK Limited, 2009, t Hoen et al., 2003) jsme k experimentim pouzili aaRNA

s rozmezim 20 az 50 molekul barviva na jednu kilobazi.

Vzorec vypoctu mnozstvi molekul fluoroforu na tisic bazi templatové nukleové kyseliny

Abarviva 9010 cm™1m~1

A260 koeficient extinkce barviva

pocet molekul na 1000 nukleotidi = X 1000, kde:

A pariva je absorbance vzorku znacené nukleové kyseliny pii vinové délce odpovidajici

maximu absorbance barviva
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koeficient extinkce barviva je extinkéni koeficient barviva pii vinové délce odpovidajici
maximu absorbance barviva. Pro nami pouzivané fluorofory DY-548 a DY-648 to byly
hodnoty 150.000 cm™M™a 250.000 cm™ M™ (shodné jako u dvojice Cy 3 a Cy 5).

Hodnota 9010 cm™ M je rovna extinkénimu koeficientu neznadené RNA.

5.5.4. Hybridizace znacenych vzorkt na DNA ¢ipy

Povaha experimentalniho dkolu, ktery jsme si vytycili, vyzadovala dvoukrokovy
piistup. Protoze genova exprese v terminalni fazi regenerace byla do roku 2007, kdy jsme
studii zahgjili, predmétem velmi malého mnozstvi publikovanych praci, neméli jsme zpocatku
k dispozici data, jez by Uizeji zamé&fila nasi pozornost. Museli jsme proto sami nejprve proveést
vyhledavéci analyzy v celogenomovém méfitku. Jejich cilem bylo soustfedéni vyzkumu na
mensi pocet funkénich skupin genti ¢i dokonce jednotlivych genti. Pro tento ucel se osvédcilo
pouziti oligonukleotidovych DNA c¢ipti pokryvajicich vSechny toho ¢asu popsané potkani
kédujici geny. Konkrétné jsme vyuzivali sériové vyrabéné DNA cipy 29K Rat Arrays od
firmy Microarrays, Inc. (Huntsville, AL, USA) s nanesenymi 26 962 sondami. Teprve na
zéklad€ analyz na ¢ipech jsme mohli pfistoupit k experimentiim zaloZzenym na polymerazové
fetézové reakci v redlném Case, popsanym nize.

DNA ¢ipy 29K Rat Arrays umozZnily hodnoceni relativnich zmén genové exprese u
dvojic rizné znafenych vzorkli nanesenych spole¢né¢ na jeden Cip. Toto usporadani
experimentu nam vyhovovalo s ohledem na cile pokusu, ale neméné vyznamné i kvili nizsi
finan¢ni nékladnosti, nez jaka je spojena s absolutni kvantifikaci genové exprese jediného
vzorku na kazdém &ipu. Absolutni kvantifikaci slouZily v dobé nasi studie napt. DNA ¢Cipy
firmy Affymetrix, nejvétsiho dodavatele na trhu. Pofizovaci cena takovych ¢ipll, reagencii a
piislusnych pfistroji vSak byla mimo nase finan¢ni moznosti. Z celé fady variant uspotfadani
analyz na Cipech jsme zvolili tzv. referen¢ni design (Dobbin a Simon, 2002, van Bakel a
Holstege, 2007). Podstatou tohoto designu je zatazeni spolecného referencniho vzorku do
vSech dvojic nanasenych na jednotlivé ¢ipy, jako by §lo o rovnocenny experimentalni vzorek
(viz obrazek 10). Jeho ucelem vsak je umoznit vzajemné porovnavani ziskanych dat napii¢
pokusem, tedy mezi libovolnymi vzorky, i kdyZz nebyly pfimo spole¢né¢ naneseny a
hybridizovany na ¢ip. Referen¢ni vzorek jsme ptipravili smichanim aminoallyl-aRNA z jater
péti intaktnich potkanich samcti Wistar odpovidajiciho v€ku a hmotnosti jako ostatni
zkoumana zvirata. Zasadnim ohledem je, aby referencni vzorek byl identicky pro vSechny

parové hybridizace, coz jsme v naSem pokusu disledné dodrzeli.
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Obrazek 10. Mozna experimentalni uspotadani analyz genové exprese na DNA ¢ipech
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Pro ucely nasi studie, v niz §lo o porovnavani vice skupin vzorktl v riznych ¢asech od experimentalniho inzultu
(parcidlni hepatektomie), nejlépe vyhovoval design znazornény veprostied. Jde o tzv. referenéni design. Oproti
obéma ostatnim je tento také robustnéjsi proti ztraté dat, v pripadé€, kdyby se nékterou z planovanych hybridizaci
nepodafilo v dostatecné kvalité provést. I to pro nas bez ptredchozi zkusSenosti s rozsahlej$im pokusem na DNA
¢ipech hralo podstatnou roli. Obrazek pfevzat z publikace van Bakela a Holstegeho (2007).

Zpisob pripadného zatazeni referencniho vzorku neni vSak jedinym aspektem designu
Cipové analyzy genové exprese. U relativni kvantifikace a pti ni nezbytném uziti dvou znacek
(barev) musi byt pozornost v€novana i vylouceni artefaktlh na vrub rozdilnosti téchto barev.
Intenzita emitované energie, kterd reprezentuje klicovou veli¢inu studie - miru exprese gent,
neni totiz mezi dvéma znackami nikdy zcela totozna. V anglosaské literatufe se pro tento
okruh problémi uziva termin dye bias a jinymi slovy spoc¢iva v tom, Ze neni lhostejné, kolik a
kterych vzorki bude z celého souboru oznaceno jednou ¢i druhou barvou. Dobfe srozumitelné
je to v experimentech porovnavajicich v zasadé dvé skupiny vzorkd, napt. z nadorové a ze
zdravé tkané. Pokud by maligni buiiky byly oznaceny jednou znackou a benigni druhou ze
dvojice, pak vznika arteficialni zkresleni zjiSténych rozdila exprese, které neni zpétné mozné
oddélit od skuteénych odlisnosti v biologické povaze zkoumanych bunék. V nasem pokusu
s vice skupinami by takovou chybou bylo napf. oznafeni vzorkli z ¢asnych pooperacnich
intervalii jednou barvou a z pozd¢jSich intervalii druhou, ¢imz by zjiStované rozdily byly
mén¢ vérohodné (Dobbin et al., 2005). Védomi si tohoto uskali, naplanovali jsme znacéeni a
hybridizace vzorki tak, aby v Zadné z experimentalnich podskupin o tfech zvitatech (vzorcich
aaRNA), nenesla referenéni aaRNA na vSech tfech Cipech totozné fluorescencni barvivo.
Pokud by naSe podskupiny zahrnovaly sudy pocet zvitat (vzorki), bylo by optimalni rozd¢lit
"barevnou orientaci" hybridizaci na stejné poloviny. Takto, pfi lichém poctu probandi
v kazdé skuping, jsme stiidavé vzorkim pfifazovali bud DY-548 nebo DY-648 tak, aby

z celkového poctu 27 hybridizaci byly ob& barvy rovnocenné zastoupeny na strané
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hodnocenych (vySetfovanych) i referencnich (srovnavacich) vzorkii aaRNA. Nasledujici

obrazek 11 znazortiuje vzorky v nasi studii s pfidélenymi fluorescenénimi barvami.

Obrazek 11. Schéma "barevné orientace" hybridizaci na ¢ipech v nasi studii, respektive vycet
analyzovanych i kontrolnich vzorki spolu s pfifazenymi fluorescenénimi barvami
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Zeleny konec Sipky zndzornuje barveni uvedeného vzorku aaRNA znackou DY-548, naopak Cerveny konec
reprezentuje barveni uvedeného vzorku aaRNA znackou DY-648. Jednotlivé vzorky z jater intaktnich potkant
(skupina "Den 0") byly také hybridizovany vuci smiSenému (poolovanému) kontrolnimu (referenénimu) vzorku
k posouzeni individudlni variability v ramci kontrolni skupiny neoperovanych potkani. Analyzou dat z téchto ti
¢ipu jsme se pozde€ji ubezpelili, ze mizeme bez rizika vyznamného zkresleni srovnavat ostatni vzorky se
skupinou "Den 0".

Konec¢né tedy nyni uvedeme, jak jsme postupovali pfi samotnych hybridizacich dvojic
vzorkli na DNA ¢ipy. Pracovali jsme podle protokolu vyrobce €ipli. V celé mnohahodinové
procedufe bylo nezbytné zachovat plynulou ndvaznost krokl, coz kladlo velké naroky na
dikladnou ptipravu vSech materiall a reagencii pted zahdjenim manipulace se vzorky a Cipy.
S ohledem na sklenény materidl nosice uzivanych ¢ipti budeme v dal§im textu pouzivat pojmy
Cipy a skla jako synonyma. DNA ¢ipy jsme vzdy obdrzeli v plastovych zésobnich krabickach
s vysousedly prekrytych jesté¢ opakované uzaviratelnou neprtihlednou folii. Tyto obaly mély
dualezitou tlohu - zabranit jednak odpatfovani nanesenych sond, jednak kontaminaci povrchu
skel Casticovymi necistotami z prostiedi. Cipy nebyly hned po vyjmuti pfipraveny

k experimentiim. Uvodnim krokem protokolu proto byla tzv. prehybridizace. Jejimi cili bylo
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snizit intenzitu nespecifického fluorescen¢niho signalu pozadi ¢ipu a predejit co nejvice vazbé
analyzovanych vzorki aaRNA na plochu skel neobsazenou sondami. Jinymi slovy §lo o
snizeni zbytkové afinity chemické vrstvy, ktera pti vyrobé ¢ipu slouzila k navazani sond (tzv.
probe attachment chemistry). Pro tento Gcel jsme piipravovali vzdy Cerstvy prehybridiza¢ni
roztok o slozeni 5x sodno-citratovy pufr (SSC), 0,1% dodecylsulfat sodny (SDS) a 0,1%
sérovy bovinni albumin (BSA). V jedné sérii hybridizaci jsme pracovali nejvyse se Ctyfmi
Cipy. Tento limit byl dan kapacitou ndm dostupné hybridizacni stanice. Pro prehybridizaci 4
skel jsme spotiebovali 240 ml prehybridiza¢niho roztoku. Ten jsme piedehrali v inkubacni
picce na 42°C. Skla jsme s velkou opatrnosti na vrstvu sond jednotlivé umistili do 50 ml
sterilnich falkonek, v nichZ jsme je pfelili zahiatym prehybridizacnim roztokem. Po dobu 30
minut jsme pak nechali probihat Zadouci blokovani nespecifickych vazebnych mist na ¢ipech
za stalé teploty 42°C a nepfietrzitého omyvani skel zajiStovaného otacivym pohybem falkonek
vlozenych do rotoru inkubaéni picky. Pfi omyvani po pil hodiné prehybridizace nesl jiz prvni
krok nejvétsi nebezpeci znehodnoceni dalsiho usili. Zahiaty prehybridizacni roztok mél totiz
tendenci rychle po vyjmuti falkonek z picky zaschnout na ¢ipech. Omyvani jsme opakovali
petkrat dle protokolu pomoci deionizované MilliQ vody. Zvlasté prvni omyti muselo byt
provedeno velkym piebytkem vody s ohledem na popsané riziko. Dalsi Ctyfi opakovani
promyvani se jiz odehravala v menSich objemech MilliQ vody a €ipy byly pfi nich spole¢né
umistény do vanicky tradiéné urcené k barveni histologickych preparatfi. Diky rozmériim skel
odpovidajicim velikosti bézného mikroskopického podlozniho skla, se takové vybaveni
osvédcilo 1 v nasi praci. K zavére¢nému osuseni jsme Cipy opét po jednom umistili do €istych

50 ml falkonek a centrifugovali je jemné dle potieby 3 az 5 minut (na 300 az 400 RCF).

Prehybridizované a osuSené Cipy nyni byly pfipraveny k naneseni vzorkli aaRNA.
Jeden ptipravny krok vSak jest¢ musel probehnout. Aby byla prostorové mozna vazba fetézcti
aaRNA na oligonukleotidové sondy s ptevazujici délkou 70 bazi, bylo podminkou S§tépeni
(fragmentace) aaRNA. Jak bylo uvedeno vyse, délka molekul aaRNA po amplifikaci a in vitro
transkripci ¢inila v praméru 1000 bazi, coz by na omezeném priméru detekénich pozic (tzv.
spott) Cipu a pii jejich nevelkych rozestupech mohlo stericky branit komplementarni vazbé
vzorkl k sondam. Tato neenzymaticka reakce se tedy provadéla bezprostfedné pred aplikaci
vzorkd na Cipy. Do jednotlivé fragmentacni reakce jsme vkladali v zajmu standardizace
sjednocené mnozstvi 3 pg aaRNA. K nim jsme pak ptidavali rovnéz shodné mnozstvi
aktivniho ¢inidla, jimz zde byl Fragmentation solution (ze soupravy RNA Fragmentation

Reagents, Ambion, kat.c. AM8740), dle protokolu vyrobce. Promichané reakéni smési byly
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inkubovany 15 minut pii 70°C v termalnim cykleru. Dilezité bylo neprodlené pieneseni
reakci na piipraveny led. Rychlé zchlazeni brénilo opétovné renaturaci fragmentti nukleové
kyseliny. Fragmentace aaRNA byla ukoncCovana ptidanim Stop solution (z jiz zminéné

soupravy firmy Ambion) opé€t dle pokynl vyrobce.

Ptredpokladem zahdjeni hybridizacnich reakci bylo vCasné spuSténi a predehiati
hybridiza¢ni stanice Slide Booster (Advalytix?, Mnichov, Némecko). V jejich &tyfech
komorach bylo po potiebnou dobu 16 hodin udrzovano piiznivé prostiedi pro komplementéarni
navazovani fragmenti aaRNA k sondam ¢ipa. Dulezitymi aspekty reakénich podminek, které
pravé hybridizacni stanice vytvarela a kontrolovala, byly: teplota, vlhkost a promichdvani
smési. Teplota byla 42°C dle protokolu vyrobce C¢&ipd. Vlhkost byla zajistovana
napipetovanim zvlhcovaciho roztoku do postrannich dutin v kazdé reakéni komote.
Promichavéani faddoveé mikrolitrovych mnozstvi nemohlo byt zajisténo mechanicky, nicméné
fungovalo na efektivnim principu ultrazvukové agitace kapalné smési aaRNA a
hybridiza¢niho roztoku. Slabé UZ viny nukleové kyseliny neposkozovaly, nybrz pomahaly
tomu, aby se, s pfihlédnutim ke dlouhé reakéni dobé, mohly veskeré vzorky aaRNA dostat do
styku s celou plochou sond. Neruseny ptenos ultrazvukovych vin z piezoelektrickych

krystali na dné komor stanice na tekutinu na DNA cipech zajiStoval tzv. parovaci roztok
(coupling liquid) Advalytix AdvaSon AS100.

Hybridiza¢ni roztok byl pfipravovan vzdy bezprostfedné pied pouZitim. Dbali jsme na

vvvvv

v

nejchoulostive)si fazi celého pokusu. Uzivali jsme tedy steriln¢€ filtrovaného SSC, Cerstveé
odtoc¢ené deionizované MilliQ vody a SDS o finalnich koncentracich 5x SSC a 0,1% SDS.
Ctvrtou slozkou zde byl, na rozdil od prehybridizaéniho roztoku, deionizovany formamid o
findlni koncentraci 25%. Vzorky byly definitivné pfipraveny k hybridizaci na ¢ip tak, Ze
k vySe uvedenému hybridizaénimu roztoku byly ptidany ve stejném objemu fragmenty dvou
aaRNA znacenych rozdilnymi fluorescenénimi barvami (viz vyse). Vysledny objem reakéni

smési k naneseni na €ip byl zpravidla 240 az 250 pl.

Toto mnozstvi bylo tfeba rovnomérné aplikovat do reakéni komirky vytvoiené
nalepenim tzv. hybridizacniho rdmecku na sklenény nosi¢ ¢ipu. Hybridizacni ramecky
(GeneFrame - 300ul (19 x 60mm internal) AB-0630; Thermo Fisher Scientific Inc., USA)

mely velikost pravé obepinajici plochu sond na skle. Promichavani reak¢nich smeési a

2 Spole¢nost Advalytix byla v r. 2009 koupena spole¢nosti Beckman Coulter.
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interakce aaRNA se sondami se odehravaly v objemu vymezeném rozmeéry samolepiciho

ramecku.

Po Sestnactihodinovych hybridiza¢nich reakcich, které jsme zpravidla provadéli
v ¢asech mezi 17. a 9. hodinou, nésledovalo vyjiméni ¢ipti ze stanice a jejich konecné
omyvani. Nyni bylo jeho cilem odstranéni hybridiza¢niho roztoku a nenavazaného vzorku.
Aby to bylo mozné, museli jsme s opatrnosti opét sejmout samolepici hybridiza¢ni ramecky
Z jednotlivych skel a to pod hladinou prvniho omyvaciho roztoku piedehiatého na 42°C. Série
tii protokolem ptredepsanych omyvacich roztokti méla postupné klesajici iontovou silu. Tim
byly ¢ipy vystavovany zpfisfiujicim se podminkam pro vazbu nukleovych kyselin se zamérem
ponechéni pouze specificky komplementadrné navazanych fragmenti vzorki k sonddm az do
kroku snimani fluorescen¢niho signalu. Omyvani ve druhém a tfetim omyvacim roztoku
probihalo za pokojové teploty a vyuzili jsme pifi ném jiz zminéné vani¢ky k barveni
histologickych preparati. Na posledni krok omyvani jsme Cipy jednotlivé umistili do ¢istych
falkonek (50 ml tub). V nich jsme skla na zavér osusili centrifugaci pii 400 RCF po dobu 2 —

5 minut.

5.5.5. Snimani obrazové informace z DNA ¢ipti po probéhlé hybridizaci

V této fazi experimentu konc¢i piima laboratorni prace (wet lab) a plynule navazuje
bioinformaticka interpretace dat (dry lab). Pro optimalni vytéZnost dat bylo nejvhodnéjsi
provést snimani neprodlené po suSeni Cipti, popsaném vyse. Bylo-li z provoznich davoda
nutné skladovani c¢ipi, muselo to byt ve tmé&, k predejiti zbyteCnému vysviceni
fluorescen¢niho signalu znacek, a za pokojové teploty. DNA Cipy jsme po dokoncenych
hybridiza¢nich reakcich a promyvani nenavazanych kvant aaRNA vkladali do zafizeni pro
detekci fluorescenc¢nich signald z jednotlivych definovanych pozic (spott) na ¢ipech. Timto
zafizenim v nasi studii byla ¢tecka ¢ipii (microarray scanner) Genepix 4000 B (Axon
Instruments Inc., Foster City, CA, USA). Principem c¢innosti tohoto a podobnych pfistroji je
excitace molekul fluorofori na vzorcich a obratem snimani jimi emitované fluorescence
(Ramdas a Zhang, 2006). Pro tuto aplikaci se rozvinula dvé hlavni technicka feseni. Jednim je
uziti laseru jako zdroje svétla specifické vinové délky k excitaci a poté fotonasobice k detekci
emitovaného svétla sond. Druhym fesenim je uziti CCD zatizeni (charge-coupled devices).
Zde je pfistroj osazen obloukovou lampou produkujici bilé svétlo. Bilé svétlo zahrnuje
vSechny vinové délky ve viditelném spektru, a tak je mozné (vhodnymi filtry) zvolit excitaci

vyhovujici pouzitym sonddm. Fluorescence emitovand excitovanymi sondami je pak
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zachycovana a vyhodnocovana CCD kamerou. Ctetka Axon Genepix 4000 B pracuje
s laserem a fotonasobicem. Jeji rozliSovaci schopnost a rychlost "¢teni", souvisejici s rezimem
pohybu detektori nad plochou ¢ipti, byly pro nase ucely pln€ vyhovujici. Nastaveni energie
laseri neni univerzalné¢ pevné dané, je tieba jej upravit pro konkrétni sniméani tak, aby
nedochazelo ke ztratam dat vinou pfili§ nizkého (podlimitniho) anebo naopak piili§ silného
signdlu (nad horni mezi rozliSovaci schopnosti detektorit). Ve druhém jmenovaném piipade,
produkujici silny signal reprezentuji geny se silnou expresi, jez jsou piednostné predméetem
zajmu ve studii. U spotl a gend s nizkym signalem spiSe hrozi, Ze jde o artefakty, malo se
lisici od nespecifického pozadi &ipu, a tedy data méné vérohodna. Skala intenzit, kterou je
ctecka schopna rozlisit zavisi na jeji technologické pokrocilosti. V naSem piipadé byla hornim
detek¢énim limitem hranice 65536 arbitrarnich fluorescen¢nich jednotek (FU). Ta byla dana

formatem TIFF souborti pii 16-ti bitovém kédovani, 2'° = 65536.

Kritériem vhodného nastaveni sily laseru pii skenovani v naSem experimentu bylo,
aby nad horni a pod dolni detek¢ni mezi nebylo vice nez 5% z celkového mnozstvi snimanych
spotti. To piedstavovalo kompromis mezi ztratou dat z hodnoceného souboru a jeho ocisténim
od artefaktli, které mohly pochédzet z mnoha zdroju, nej€astéji z nedokonalosti provedeni
jednotlivych pokusnych procedur (hybridizace, omyvéani a suSeni). Vysledkem snimani
cteckou nejsou pifimo numerickd data. Je jim obrazové informace. Pfi relativni kvantifikaci
genové exprese a uziti dvou fluorofori nase ¢te¢ka Cipti simultannim skenovanim v jedné
dob¢ ziskala ,,dvoubarevny* obraz. Kazdy z fluoroforit v ném byl zastoupen svou barvou, po
vzoru konvence pro Cy-3 a Cy-5 konkrétné zelenou pro DY-548 a ¢ervenou pro DY-648.
Takto jsou fluorofory znaceny vySe na obrazku 11. Neékteré scannery naproti tomu
vyhodnocuji kazdou emisni vlnovou délku zvIast’ a poté slozi vysledny obraz. Ptiklad snimku
gipu vytvofeného superpozici dvou barevnych odstind je na obrazku 8 (Prnka a Sperlink,
2006). Tak detekéni misto (spot) na DNA Ccipu s vyslednou zlutou barvou znamenalo
srovnatelnou intenzitu exprese sondou detekovaného genu v obou vzorcich z hybridizované
dvojice. Pokud naopak pfevladla zelena ¢i ¢ervena barva, bylo ziejmé, ve kterém ze vzorku je
gen silngji exprimovan. Ctvrtou moznosti vzhledu detekénich mist byly spoty bilé. Tak
software GenePix 5.0 oznaCoval spoty saturované, tzn. s nadlimitni intenzitou signalu.
Rozlisit je v odstinech Cervené a zelené by bylo pouhym zrakem obtizné, proto je takové

dodate¢né zvyraznéni v souladu s publikovanym doporuc¢enim (Ramdas a Zhang, 2006).
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Jednotlivé obrazové soubory dosahuji umérné mnozstvi pozdé¢ji vyuzitelnych dat
zna¢nych velikosti. Obvykla velikost jednoho tohoto TIFF souboru byla okolo 250 megabytt
(MB). Archivovani a zpracovavani tak kladlo nemalé naroky na vypocetni techniku. Software
GenePix Pro 5.0 nam poslouzil k viceméné automatickému vytvoreni datovych GPR souborti
z primarnich obrazovych vystupu. GPR soubory byly posléze ptevadény na datovou matrici.
Krom¢ kalkulaci z odstinii a jasu barev zachycenych fluorescenénimi detektory, musi byt

integrovana do bioinformatického vystupu i data o prostorovém uspoiadéani spotl na Cipu.

Udaje o tom, ktery spot nese jaké sondy, které pozice jsou kontrolni, a které
neobsazené (i to mé svlj vyznam, napt. k odectu nespecifického pozadi) byly predmétem
souboru dodaného vyrobcem ¢ipi. Uréovani pozic detek¢énich mist pro jednotlivé geny je
snazsi, jak jsme se jiz zminili, u ¢ipt s tzv. nizkou hustotou, kde nedochazi k multiplikaci
sond na vice mist ¢ipu. To byl i pfipad nasi platformy. Naopak tzv. ¢ipy s vysokou hustotou
maji vicecetnd detekéni mista, navic zdmérné rozptylend do riznych oblasti Cipu, aby bylo
zamezeno systematickému zkresleni dat odliSnostmi lokalnich podminek (zejm. intenzity
signalu pozadi). Vypocetni algoritmy pak musi brat multiplikovand detek¢ni mista v potaz a
spravné prifadit souvisejici data jednotlivym hodnocenym transkritpim. To pridava dalsi
nutnou uroven bioinformatického zpracovani, ktera musi pfedchazet vlastni interpretaci.
Vratme se ale k vyrobcem poskytovanému popisu pozic sond na ¢ipu. Tento tzv. GAL file
byl vedle obrazové informace druhym vstupem pro software ctecky Cipt. Ten dokaze
vytvofit jiz numerickou datovou matrici, coz je klicovy krok interpretace. Dalsi prace

S datovou matrici je predmétem nasledujici kapitoly. Nyni uvedeme podrobnosti jeji piipravy.

K pifeméné obrazové informace na data je tieba tzv. feature extraction software. Pojem
feature je v anglosaské literatufe synonymem terminu spot. Vytézenim (extrakci) se mysli
spravné rozpoznani a kvantitativni vyhodnoceni vSech spoti na ¢ipu. Cilem je ziskat daje o
intenzité¢ signalu z kazdého spotu v obou pouzitych barevnych kanalech. Dil¢i tkoly
pritadit pixely, které mu nalezi, c) ke kazdému spotu nalézt blizko sousedici pixely pro
odecteni signalu lokalniho pozadi a d) vypocitat Ciselné tidaje o intenzité spotu, intenzité
pozadi a o celkové kvalit¢ sniméani. VSechny tyto kroky jsou zvlasté dilezité pro DNA Cipy,
vyrobené technologii nanaseni sond jehlami na nosi¢. To byl pfipad ndmi pouzivanych Cipa.
Naopak u Cipit vyrobenych fotolitografickou technologii nebo nandSenim sond bezkontaktné
"tiskovou hlavou" uzivatelim starost o tyto aspekty odpadé (Stekel, 2003). Rozmisténi spotl

na ¢ipu je podminéno uspoiadanim robotické hlavy s nandsecimi jehlami pouzité pii vyrobé.
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Mriizka (grid) charakterizujici vzajemnou polohu spoti nebyva zcela pravouhla. Jeji
specifikaci obsahuje pravé GAL file. Ten musi uzivatel ziskat od vyrobce Cipi. V naSem
ptipadé nesly Cipy 48 blokl, upofddanych na nosi¢i do 12 tad a 4 sloupcii. Kazdy blok pak
zahrnoval 648 spoti (v uspofadani pfipominajicim piepravku na ovoce (orange packing)

s ustupujicimi sudymi fadami; 24 sloupcti a 27 fad).

K rozliSeni pixeld, nalezejicich jednotlivym spotiim, ndmi uzivany software GenePix
5.0 (dodavany ke ¢tecee) pracoval metodou fixni ¢i variabilni kruh. To znamenalo, Ze spotiim,
jez ideédlné¢ mély mit kruhovy tvar a totozny pramér, piifadil dle miizky kruhové obrysy
s ur¢itou schopnosti upravit pramér kruhti podle skute¢né situace. NanaSenim sond jehlami
totiz neni dosahovano idedlniho uniformniho tvaru a velikosti spotl. Kde si program
neporadil dobfe s volbou pixell, mohl uzivatel manualné ptidorys spotil upravovat. Vzhledem
k jejich poctu Slo o velmi zdlouhavou ¢innost naro¢nou na pozornost, avsak pii védomi

technickych limitaci €ipt a ¢tecky jsme na ni nerezignovali.

GAL file vedle stanoveni pozic jednotlivych spotd, zahrnoval i viceCetné textové
udaje, které byly nepostradatelné pfi interpretaci vysledkd. StéZejni informaci byla
nukleotidovd sekvence vSech druhi sond na c¢ipu. Ta byla rozhodujici molekularné
biologickou charakteristikou, ovliviwjici specificitu a silu vazby s cilovym transkriptem.
Navzdory neustdlému zpfesnovani genomickych databdzi novymi vyzkumy a
nevyhnutelnému zastardvani dat pouZzitych pii navrhu €ipu (v roce 2007), ndm sekvence sond
dovolovala ovéfit si, jaky transkript podle aktualniho stavu poznani potkanich gent sonda
vaze. Popis detekovaného genu a jeho ptipadné varianty ke dni navrhu byl rovnéz obsahem
GAL file. Vyrobce tak uzivatelim poskytl nasledujici podstatné tudaje: prislusnost genu
k chromozomu, oznaceni lidskych a mysich homolognich genl, o samotném genu pak jeho
nazvy a alfanumerické identifikatory v genomickych databazich (GenBank, Ensembl, RefSeq,
LocusLink). Navic byl kazdy dostatecné anotovany transkript zafazen do tfi deskriptivnich
kategorii databaze Gene Ontology — biologicky d¢&j, molekularni funkce a lokalizace v bunce.
Navazujici datove vystupy ssebou nesly tyto informace pro usnadnéni porozuméni

vysledkiim.
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5.5.6. Kvantifikace obrazové informace

Datova matrice ziskana experimentem na DNA c¢ipech mize byt s rliznou mérou
uzivatelského komfortu hodnocena nékterym z komer¢nich softwarovych prostiedkil ¢i
bezplatné¢ dostupnych bioinformatickych nastroji. Pofizovaci cena licenci za pohodIné;si
programy velkych firem vyrazné ptrekraCovala naSe moznosti. Navic jsou naneStésti tyto
licence ¢asové omezené, obvykle na jeden kalendaini rok a jejich prodluzovani je i nadale
velmi nékladné. Dluzno dodat, Ze urcitou dani za snaz$i praci je u téchto softwarti i mensi
transparentnost vypoCtl,, protoze z pochopitelnych obchodnich zajmu, jejich vyvojari
algoritmy svych programii nezvetejiuji. Zcela opaény piistup maji zdarma dostupné, tzv.
open source, aplikace a jejich programatofi. U nich je naopak maximum z programovaciho
koédu zvetejnéno a nabizeno zdjemctim z fad odborné vefejnosti k upravam a vylepSenim.
Starost o pofizovaci cenu a nakup aktualizaci zde odpada, protoze uzivani je bezplatné. Vyvoj
je pak usilim celosvétové komunity sdilenym v prostiedi sité internet. Financovani takovych
aplikaci je pak mozné diky vlddnim i nevlddnim grantim a dobrovolnym piispévkim
uzivatel, oplatkou za usnadnéni feSeni bioinformatickych problémi v jejich profesnich
projektech. Je nasnadé, Ze jsme se v nasem feSitelském kolektivu rozhodli pro druhou
jmenovanou cestu a nasim prostfedim interpretace dat z DNA ¢ipu se stal programovaci jazyk

R a jeho bioinformaticka rozsifeni (tzv. bali¢ky) souborné oznacované nazvem Bioconductor.

Programovaci jazyk R je mozno vyuZzivat prostiednictvim tzv. GUI (graphic user
interface) aplikaci, ve kterych se uZivatel pohybuje v pracovnich oknech, tak jak je to obvyklé
i u jinych pocitacovych programti. Do téchto oken pak vepisuje definované piikazy,
umoznujici praci s nahranymi experimentalnimi daty. Obecnou logiku jazyka R i jednotlivé
ptikazy se lze naucit z navodi dostupnych na internetu (tzv. vinét, vignette ¢i obsahlejsich
autorskych manualt; Girke, [2009]), ptipadné kniZznich publikaci dostupnych v angli¢ting i
Cesting (Becker et al., 1988, Pekér a Brabec, 2009, Stekel, 2003, Venables a Ripley, 2002).
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5.5.7. Normalizace a integrace dat

Ptestoze dosud popsané kroky ptipravy vzorka byly pracné a zdlouhavé, hlavni tézisté
a usili nasi studie tkvélo pravé v interpretaci dat. Z obecné statistického hlediska spocivala
nezvyklost ziskavanych vysledkti z DNA ¢ipti ve faktu, Zze o nevelkém poctu vzorka (27
potkanti) jsme ziskavali desetitisice numerickych udaju (hodnot intenzity fluorescen¢niho
signalu z bezmala 27 tisic sond pii kazdé experimentdlni hybridizaci). To kladlo vysoké
naroky na statistické zpracovani vysledkli a mnohocetnou kontrolu vérohodnosti dat, s nimiz

jsme pracovali.

Hodnoty intenzity fluorescenéniho signalu z technickych divodd nelze jednoduse
pfimo prevadét na vycisleni mnozstvi mRNA ve studovanych bunkach ¢i tkanich. Vzilo se
proto pouzivani pomérného vyjadieni, které relativné kvantifikuje miru genové exprese mezi
dvéma experimentalnimi podminkami ¢i populacemi bunck (Stekel, 2003, van Bakel a
Holstege, 2007). Odpada tak napft. starost o rozdilnou vazebnou afinitu pouzitych sond na
¢ipech.

Vyznamu pomérného vyjadieni je snadné intuitivné porozumét. Hodnoty mezi 1,0 a
(teoreticky) nekonecnem znamenaji zesileni exprese, naopak hodnoty mezi 0 a 1,0 svédci pro
pokles exprese. Obtiz vSak nastava se statistickym zpracovanim takovychto nerovnomeérné
distribuovanych hodnot. | zékladni matematické operace jako vypolet priméru se pak
komplikuji. Proto je Siroce zavedeno uplatnéni logaritmické transformace hrubych dat pted
jakoukoliv pokrocilejsi analyzou, diky které je docileno symetrické distribuce
zpracovavanych hodnot. Pro lepsi piedstavu nize uvadime ptfevodni vztahy mezi hrubymi a
logaritmovanymi daty v podobé tabulek. Obé& jsou pievzaty z monografie Dova Stekela
(Stekel, 2003).
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Tabulka 4. Pfevodni vztahy mezi hrubymi a logaritmovanymi vyjadfenimi intenzity signalu

z Cipu
log, intenzita hruba intenzita | hruba intenzita | log,intenzita
0 1 10
1 2 2|1
2 4 512,32
3 8 10 | 3,32
4 16 20 | 4,32
5 32 50 | 5,64
6 64 100 | 6,64
7 128 200 | 7,64
8 256 500 | 8,97
9 512 1000 | 9,97
10 1024 2000 | 10,97
11 2048 5000 | 12,29
12 4096 10000 | 13,29
13 8192 20000 | 14,29
14 16384 50000 | 15,61
15 32768

Tabulka 5. Pfevodni vztahy mezi hrubymi a logaritmovanymi vyjadfenimi relativni genové

exprese

pomér v prostych nasobcich (x) pomér v logaritmickém vyjadreni (log,x)

bez rozdilu exprese 0
1,5x zvySena exprese 0,58
2x zvySena exprese 1
3x zvySena exprese 1,58
4x zvySena exprese 2

Podbarvenim fadki se snizenou expresi Cervené a se zvysenou zelené predesilame pozdéji ve vysledcich uzivané
znadeni dat ziskanych analyzou genové exprese na DNA ¢&ipech v ndzorném grafickém vystupu zvaném teplotni
mapa (heat map).

Dalsimi dvéma kroky obecné patiicimi k prvotnimu opracovani hrubych dat jsou
odecteni signalu pozadi (background subtraction) a rozhodnuti o dal$im nakladani s témi
spoty, které bud’ graficky program sam, nebo uzivatel pti snimani ¢ipti po hybridizaci oznacili

za sporné (flagged features).
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Bohuzel ani logaritmovana data nelze jesté bezprostiedné pouzit. DalSimi zdroji
zkresleni mohou byt rozdilné intenzity nespecifického signalu pozadi (nosice) ¢ipu nebo
rizna efektivita inkorporace fluorescencnich zna¢ek mezi studovanymi vzorky nukleovych
kyselin. Tyto artefakty se nevyhybaji zadné cCipové platformé a mohou nastavat mezi
barevnymi kanaly na spole¢ném c¢ipu (tzv. within array) anebo mezi Cipy pii absolutni
(jednobarevné) kvantifikaci (tzv. between arrays). Zavaznost téchto zkresleni navic mize byt
nerovnomérné rozloZena tfeba v zdvislosti na intenzité signdlu ze spotii. Geny se silnou
expresi budou signalem pozadi ovlivnény pochopitelné méné nez slabé transkripéné aktivni
geny. Pojmem normalizace dat rozumime soubor statistickych opatfeni s cilem dosazeni
vérohodné numerické reprezentace skuteCnych biologicky relevantnich rozdild mezi

studovanymi vzorky (Stekel, 2003, van Bakel a Holstege, 2007).

Potfebnost normalizace neni pifi provadéni experimentu zjevnd. Stala se vSak
metodickym imperativem plynoucim ze zjiSténi, ze i pfi hybridizacich totoznych vzorkt
nukleovych kyselin vi¢i sobé na jeden Cip anebo pifi opakovanych hybridizacich stejnych
pari (neidentickych) vzorkti vychédzi urcity pocet geni jako diferencialné (rozdiln€)
exprimovany, tiebaze pro to neni biologicky podklad. Na vin¢ jsou systémové artefakty
¢ipové platformy. Uplynuld léta piinesla postupné zdokonalovani metod jejich prukazu a
hlavné eliminace. Piistupy, které vizualizuji tyto artefakty, jsou oznacovany jako prizkumna
analyza dat (exploratory data analysis) a neslouZzi k hledani odpovédi na biologické otazky
provadéného pokusu. Slouzi vyhradné kreflexi kvality naméfenych dat a informuji
experimentatory o nutném rozsahu normalizace, ktery neni vzdy stejny. Pomocnym
ukazatelem hodnoticim vérohodnost spotu pfed normalizaci je tzv. vazeni spotl (Spot

weights), jehoz vystupy mohou byt pii normalizaci zohlednény.

Ke grafickému vyjadieni dat pfed normalizaci slouZi nékolik typl diagramd.
Nejjednodussi je vynést logaritmovana data o fluorescenéni intenzité ze dvou barevnych
kanalt proti sobé&. V takovémto diagramu rozptylu (scatter plot), bychom idealné méli vidét
mrak bodl, zastupujicich jednotliva detekéni mista Cipa (spoty), rovnomérné rozlozeny na
ob¢ strany od diagonaly. Tato uhlopticka neboli regresni ptimka prolozena mrakem bodu, by
meéla vychazet z nuly na svislé i vodorovné ose diagramu a mit sklon 1,0. M&-1i vsak regresni
ptimka odlisny sklon, nebo protina-li jednu z 0s v nenulové Grovni, znamena to, ze data je
nezbytné normalizovat nékterou ze statistickych metod. Na vérohodnost dat lze usuzovat i

podle rozloZeni jednotlivych bodl okolo diagonaly. Pro lidské oko je pfitom nesnadné poznat,
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zda body okolo tihlopiicky jsou distribuovany rovnomérmé &i nikoliv. Sikovnéjsim grafickym
vyjadfenim je proto tzv. MA diagram (MA plot). Na rozdil od vyneseni logaritmovanych
hodnot fluorescen¢ni intenzity ze dvou barevnych kanali proti sobé, znazornuje
logaritmovany pomér intenzit fluorescence obou fluorofori v misté spotu (osa y) vuci

prumérné logaritmované intenzité obou fluoroforti v misté spotu (osa x).

Odvozeni parametra ,,M*“ a ,,A“, podkladi MA diagramti

log,R log,G

M = log,R - log,G =
=logy(R/ G)

A=%* (log,R + log,G)

Pismeny R a G oznac¢ujeme hodnoty fluorescen¢ni intenzity v ¢erveném a zeleném kanalu po
odecteni intenzity pozadi. Normalizace obvykle pracuje s logaritmovanymi pomeéry intenzit,
znacenymi M (M = log,R - log,G = log,(R / G) ). Pramér logaritmované intenzity jednotlivého
spotu byva znacen A (A =% * (log,R + log,G) ) a je ukazatelem celkové jasnosti spotu. Pismeno
M je mnemotechnickou pomutckou odvozenou od slova minus (ve smyslu rozdil)
srozumitelnou v ¢estiné i angli¢tiné. Pismeno A odpovida anglickym pojmidm average
(prumér), poptipadé add (ve smyslu scitat) a v ¢eStiné tedy nema prot&jSek se stejnou
inicidlou. Pfi prevazujicim uZivani logaritmli o zdkladu 2, znamend jednotkovy rozdil
parametru M dvojnasobnou zménu poméru intenzit a jednotkovy rozdil parametru A
dvojnasobnou zmeénu jasnosti. Takto plati nasledujici: M = 0 shodnd intenzita, M = 1
dvojnasobny rozdil a M = 2 ¢tyfnasobny rozdil mezi intenzitou spotll v ¢erveném a zeleném
kanalu (Smyth a Speed, 2003). MA diagram napadné ptipomina jednodussi diagram rozptylu
téhoz experimentu, stim hlavnim rozdilem, Ze mrak bodid je nyni rozprostien kolem
vodorovné regresni piimky. Ta je pro lidsky zrak sndze hodnotitelnd. OvSem piiprava MA
diagramu neznamena jen rotaci o 45°, jak by se mohlo zdat. Métitka na osach jsou u obou
diagrami odliSna. Vztahovani logaritmovanych pomért intenzity obou barev kazdého spotu
vuci prumérné hodnoté logaritmované (fluorescencni) intenzity daného spotu Cipu, které je
podkladem konstrukce MA diagramu, zajisti tu vyhodu, Ze pfi normalizaci neni ¢inén rozdil
mezi barevnymi kanaly. S takovymi vstupnimi daty pracuji linearni i nelinearni metody
normalizace robustnéji a S lepsi reprodukovatelnosti, nez kdyby porovnavaly barevné kanaly

vici sobé (Stekel, 2003). Podstatu a rozdily vySe popsanych diagramu shrnuje obrazek 12.
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Obrazek 12 Piehled odvozeni a rozdilnosti diagramu uzivanych v prizkumné analyze
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Obréazek shora dolii znazorfiuje dva odlisné diagramy a nakonec jejich rozdily. A) Diagram rozptylu. B) MA
diagram. Zde znazoriuje data pied normalizaci. Je vidét, Ze mrak bodi je zakfiven v oblasti nizkych i vysokych
intenzit. Tento artefakt se nazyva banana effect a je ukazatelem nezbytnosti normalizace. C) Zde vidime, jak se
mrak datovych bodl zméni diky normalizaci. Dostdvame jej ,,napfimeny* podél vodorovné regresni piimky MA
diagramu (zcela vpravo). Body v horni poloroviné od horizontaly zastupuji geny se zvySenou expresi (nékolik je
barevné zvyraznéno), naopak v dolni poloroviné jsou geny s expresi relativné sniZenou. Tyto obrazky jsou
ptevzaty z prezentace Issues in the analysis of two-colour microarray data, pfednesené Nathalii Thorne na kurzu
Practical Course on Analysis a Informatics of Transcriptomics Data, European Bioinformatics Institute, Hinxton
(Velka Britanie) 18. 10. 2010.

V naSem experimentu jsme pouzivali DNA Cipy se sondami nanaSenymi na nosi¢
jehlami do definovanych pozic miizky (viz vySe). Mozna nehomogenita depozice sond
jehlami pii tomto vyrobnim postupu je nékdy zodpovédna za prostorovou variabilitu
odecitanych fluorescencnich signalii. K feseni tohoto problému byla vypracovana jedna
z nelinearnich normaliza¢nich metod. ProtoZe zvlast kalkuluje se spoty v jednotlivych blocich
miizky Cipu, je v anglosaské literatufe oznacovana jako block-by-block, ptipadné print tip
loess regrese. Podstatou této metody je pro hodnoty M a A nalezejici spotim v jednom bloku
vypocteni separatni regresni kiivky, ktera je vyuzita k dil¢i normalizaci. Opakovanim
algoritmu pro vsechny bloky je ve vysledku eliminovana prostorova nerovnomérnost hodnot
M a A, pramenici z technické nedokonalosti, nikoliv z biologickych odlisnosti (Smyth a

Speed, 2003). Tuto metodu normalizace dat v ramci ¢ipu (within array) jsme vyuzili.

5.5.8. Analyza dat o genové expresi

Identifikace gent se zménénou expresi (DEGS)

Statistickou analyzu dat z DNA c¢ipi jsme provedli v programovacim prostiedi R
s pouzitim balicku limma (Linear Models for Microarray Analysis; (Smyth, 2004)).
Logaritmované poméry fluorescen¢nich intenzit v Cerveném a zeleném kanélu (oznac¢ované
v dalSim textu také jako logFC) byly normalizovany v ramci ¢ipii metodou print tip loess
(Smyth a Speed, 2003). Pramérné koeficienty diferencialni exprese mezi vSemi skupinami
zvitat podrobenymi hepatektomii a spolecnym referencnim vzorkem byly zhodnoceny
metodou hierarchického shlukovani (hierarchical clustering) a analyzou hlavni slozky
(principal component analysis (PCA)).

Rozdily genove exprese v Case trvani experimentu byly vypocitany ve dvou krocich.
Nejprve pro kazdou operovanou skupinu vaci intaktni kontrolni skupin€é. Poté mezi
skupinami, které vyplynuly z hierarchického shlukovani a analyzy hlavni slozky. Geny

s logaritmovanymi poméry fluorescenc¢nich intenzit (logFC) vy$simi nez 1 nebo niz§imi nez
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-1 byly dale hodnoceny. Z nich geny oznacené za signifikantné diferencialné exprimované
metodou decideTest balicku limma byly dale analyzovany pomoci internetové genomické
databdze DAVID (The Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery;
(Huang et al., 2009b)). V ramci této databaze jsme pracovali s nastrojem pro funk¢ni anotaci
gend (Functional Annotation Tool), zaloZzenym na nendhodném vyskytu souvisejicich geni

Vv uzivatelem nahraném seznamu (Huang et al., 2009a).

Hierarchickeé shlukovéni dat z DNA ¢ipta

Abychom vyhodnotili pribéh zmén genové exprese v dobé trvani experimentu a
nalezli skupiny vzorkui spodobnym vyvojem transkripce V Case, pfistoupili jsme
k biostatistické metodé hierarchického vyhledavaciho shlukovani bez ucitele (unsupervised
heuristic hierarchical clustering). Méfitkem podobnosti nebo rozdilnosti shluki byla v nasem
ptipadé uplna eukleidovska vzdalenost (complete Euclidean distance). Pro tento Gcel jsme
pracovali s funkci hclust, dostupnou v bali¢ku stats programovaciho prostfedi R (Becker et
al., 1988, Gordon, 1999, Stekel, 2003).

Analyza hlavni slozky dat z DNA cipa

Analyza hlavni slozky (PCA) je metodou pro sniZzeni dimenzionality dat o genové
expresi ziskanych na DNA ¢ipech. Jejim principem je nalezeni smérti v datovém prostoru,
které zodpovidaji za nejvétsi variabilitu (Becker et al., 1988, Causton et al., 2003, Venables a
Ripley, 2002). Analyza hlavni sloZky byla provedena s vyvazenou a centrovanou datovou
matrici genové exprese pomoci funkce prcomp, dostupnou opét v balicku stats
programovaciho prostiedi R. Funkci prcomp jsme pouZili podle ndvodu Thomase Girkeho
(Girke, [2009]).
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5.5.9. Formulovani nové hypotézy o biologickém déji na zakladé
vyhodnocenych dat

V tomto nejméné standardizovaném kroku interpretace Cipovych dat se vychazi
z ptredpokladu, ze z namétfenych hodnot je mozné odvodit biologicky relevantni udaje.
Napiiklad mtze jit o identifikaci genl, jejichz Uroven exprese dovoluje klasifikovat
biologické vzorky do kategorii. Kategoriemi mohou byt nadorové tkané s vice nebo méné
agresivnim chovanim. Jinym vystupem c¢ipovych analyz mohou byt odhalené soubory genti
charakterizujici zkoumanou fyziologickou odpovéd na experimentdlni stimulus.
Ptedpokladem formulovéani novych hypotéz je fddné vytézeni datové matrice hodnot genové
exprese Vv piredchozim kroku. Pro nasi aplikaci DNA ¢ipt se z metod interpretace hodilo vyse
popsané hierarchické shlukovani bez ucitele. Volba krokt déle navazujicich je jiz zavisla na
zkusSenostech a zdmérech kazdého pracovisté a obecné platna doporuceni Ize sté€zi nalézt.

Mezi piistupy jiz osvédéené v této fazi patii zpétné inZenyrstvi (reverse engineering)
regulaénich siti gent (Laub et al., 2000, Vilo et al., 2000). Prosté vyjadieno jde o to, zjistit,
zname-li jiz skupiny spole¢né regulovanych gend, co maji spole¢ného kromé cEasového
prabéhu zmén exprese. Logicky se tedy hledd sdileny nadiazeny (regulacni) Cinitel, ktery by
mohl zodpovidat za podobnost v odezvé skupiny genti na experimentalni podminky. Lze tedy
pfistoupit napf. k porovnavani promotorovych sekvenci genli a hledani spolecného
sekven¢niho motivu. Ten miize byt vazebnym mistem transkripéniho faktoru. Takovéto
hledéni se Siroce opird o databaze genovych sekvenci a jeho vystup musi byt vzdy predmétem
noveého experimentalniho ovéfeni.

Nase Cipova studie méla povahu Casové tady (time series experiment), protoze jsme
sledovali odezvu na 2/3 parcidlni hepatektomii bez dalSich modifikujicich intervenci
Vv pribéhu spontanni regenerace u potkant.. Tato charakteristika tedy vymezovala vhodné
metody interpretace nalez. V souladu scili prace nam S§lo o analyzu pofadi a Casového
postupu zmén genové exprese. Jednim z motivl takovych studii maze byt hledani ptipadné
periodicity v namétenych datech. Tak tomu bylo pfi vyhledavani geni regulovanych
v souvislosti s fazemi bunééného cyklu u kvasinek (Spellman et al., 1998). Usnadnénim byva
skutecnost, Ze takové faze jsou provdzeny pozorovatelnymi morfologickymi zménami.
Podminkou rozpoznéani skute¢ného intervalu periodickych zmén genové exprese je sbér
biologickych vzorkl s Cetnosti CastéjSi nebo piinejmensim stejnou, jakou maji samotné
zmény. Nas§ protokol sodbéry vzorkd zpocatku kazdy den a pozdé€ji s dvoudennim

rozestupem vychazel z ptedpokladu dramati¢téjSich zmén v ¢asnych fazich a naopak

75



pozvoln¢jsiho ukoncovani regenera¢ni odpovédi v naSem modelu. Svou roli hral samoziejme
i eticky a ekonomicky ohled na mnozstvi zahrnutych pokusnych zvifat.

Dalsim uziteCnym pfistupem v této nejpokrocilejsi etapé interpretace Cipovych dat je
vizualizace. Poméaha objevit trendy v datech a napovida tak dal§imu sméfovani teoretickych
uvah. Pfinosnou a pfitom vcelku jednoduchou metodou z této kategorie je sestavovani
Vennovych diagrami. Ty mohou vystizné¢ ukazat miru piekryvani mezi mnozinami dat
ohrani¢enymi shlukovanim, nebo mezi experimentalné¢ odvozenymi shluky a skupinami genti
sdilejicimi funkéni anotaci (na zakladé genomickych databazi). My jej uzivame na obrazku 17
(v kapitole 6.5).

S ohledem na multidimenzionalitu ¢ipovych dat, kterd brani jejich pfimocarejSimu
posouzeni, jdou neziidka ruku v ruce s vizualizanimi metodami i nastroje pro redukci
dimenzionality (napfiklad analyza hlavni slozky). Nejrozsifenéj$i metodou vizualizace jsou
teplotni mapy (heat maps) zavedené pro ¢ipova data o genové expresi Eisenem a kol. (1998).
Lze uvést, ze teplotni mapa je zndzornénim matrice genové exprese prostiedky barevného
kodovani. V kapitole 6.6 (obrdzek 18) uzivame teplotni mapu pro znazornéni nasich ¢ipovych
a RT-PCR vysledkil a jejich srovnani. Vynesené barvy a mnoZstvi a usporaddani zahrnutych
genil (fadkt) a skupin (dle intervenci nebo intervalil) je véci zvyku a volby autort. Piikladem
jiného barveného schématu a vét§iho rozsahu dat je obrazek z publikace Harrillové a kol.
(2009; obrazek 13).
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Obrézek 13. Ptiklad vyuziti teplotni mapy k nazorné prezentaci ¢ipovych dat
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Teplotni mapa pievzata z publikace Harrillové a kol. (2009). Jedna se o zndzornéni miry genové exprese 26
ukazateld hepatotoxického plisobeni acetaminofenu po podani mysim. Radky zastupuji 26 hodnocenych gentl.
Sloupce piedstavuji jednotlivé vzorky jaterni tkané sefazené navic podle rozsahu jaterni nekrdzy (pomocna
stupnice od 0 do 100) a dale podle podané latky (toxin (APAP) nebo neskodny nosi¢ (vehicle)). Na prvni pohled
je patrné jiné barevné schéma neZ v nasi vlastni teplotni mapé v kapitole 6.6. Zde je sniZzend exprese znacena

~ewr

hybridizaci na Cipy. Moznost seskupovani vzorkd a gend, a to i viceCetného, patii k hlavnim ptednostem
pokrocilych teplotnich map. Zde vlevo od barevné mapy vidime dendrogram, vizualizujici vysledky
hierarchického shlukovani gend.

Jinou moznosti vizualizace je zvyraznéni genti naseho experimentalniho zajmu
Vv rdmci nezavisle anotované funkéni ¢i metabolické drahy. Na podkladu drah dostupnych
v databazi KEGG (Kanehisa et al., 2002) to umoziuji viceré bioinformatické aplikace. My
v kapitole 7 uvadime piiklad takového postupu na obrazku 20 pro drahu signalizace
zprostiedkované PPAR. Vycet existujicich vizualiza¢nich metod tim zdaleka neni uplny.

Interpretacni prace jesté neni u konce. Mnoziny (shluky) genti, které maji podobny

VyVoj genové exprese, mohou byt dale posuzovany srovnavanim s jinymi mnozinami, s Udaji
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v databazich nebo dostupnymi publikacemi o zkoumaném modelu. V tomto bodé zavisi dalsi
postup na bioinformatické zdatnosti kazdého feSitelského kolektivu. My jsme pokracovali
tradi¢nim procitinim publikaci a navaznou snahou o validaci potencialné zajimavych
kandidatnich gent metodou real-time PCR. Vypocetné naro¢nou alternativou pro zkuSena
pracovisté¢ je napf. hledani sdilenych sekvencnich motivli v pfedpokladanych regulacnich
oblastech mnoziny kandidatnich geni. Nicméné u vySSich organizmi jsou predikce a
ohraniceni regulacnich sekvenci velmi slozité (Causton et al., 2003). Ptiklady praci z oboru
hepatologie, kde autofi postupovali po stanoveni genové exprese na DNA ¢ipech metodou
analyzy obohaceni sekvenénich motivli pro vazbu transkripénich faktort, jsou studie
Damrauera a kol. (2011) a Juskeviciuteho a kol. (2008). Obé¢ se opét tykaly casnych hodin po
parcialni hepatektomii.

5.5.10. Real-time PCR - piiprava kvantifikacnich systémi a vzorki cDNA

Jak bylo uvedeno vyse, stalo se béznou praxi, ovéfovat vysledky ziskané pomoci DNA
¢ipt nékterou z dalSich genetickych ¢i proteomickych metod. My jsme volili polymerazovou
fetézovou reakci v realném cCase (real-time PCR), s niz jsme v feSitelském kolektivu jiz méli
dobrou piedchozi zkuSenost (Jiroutova et al., 2007, Libra et al., 2006, Radilova et al., 2009,
Vondracek et al., 2009).

Pro validaci vysledkt ¢ipovych analyz jsme tedy vyuzili sady o dvou primerech a
jedne specificke fluorescenéné znacené sondé navrzené k detekci exprese 11 cilovych a 3
kontrolnich (housekeeping) gent. Vsechny tyto systémy byly pfipraveny ve spolecnosti
GENERI BIOTECH s.r.0. (Hradec Kralové, Ceska republika) a souhrn udaji o jejich navrzich
je predmétem tabulky ¢. 6. Aby bylo zabranéno zkresleni vysledkt pfipadnou kontaminujici
genomovou DNA, byly sekvence primert navrzeny tak, aby produkty pfesahovaly hranice
exonl stanovovanych gent, bylo-li to mozné. Specifické hydrolyza¢ni sondy byly znaceny
fluorescen¢ni znackou FAM. Na opa¢ném konci sond byl navazan zhasec (tzv. black hole
quencher, BHQ). Mezi témito dvéma molekulami nastava pienos fluorescenéni rezonancni
energie (Forster s/fluorescence resonance energy transfer, FRET). Termostabilni polymeraza
pfi amplifikaci iseku ¢cDNA vymezeného primery svou exonukledazovou aktivitou S$tépila
komplementarné navazanou sondu a tim oddalila od sebe molekuly FAM a BHQ (Holasova et
al., 2006). Fluorescence narustajictho poc¢tu molekul FAM uvolnénych do roztoku byla

veli¢inou méfenou detektory optického cykleru a nasledn€ pouzivanou k vypoctim.
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Samotné vzorky byly pfipraveny tak, Ze vzdy 1 mikrogram celkové RNA z jaterni
tkan¢ podstoupil reverzni transkripci na ¢cDNA s pouzitim oligo-dT primert (GENERI
BIOTECH s.ro. Hradec Kralové, Ceska republika) a MuMLV reverzni transkriptazy

(Fermentas UAB, Vilnius, Litva) podle pokynti vyrobce enzymu.

Tabulka 6. Souhrn udajt o kvantifika¢nich RT-PCR systémech

Kod gPCR soupravy Exony

Oficialni symbol genu | (GENERI BIOTECH s.r.0.) | Referen¢ni sekvence | ptesahované
produktem

Kontrolni (housekeeping) geny
Surfl rSurfl Q1 NM 172068.1 415
Nup54 rNup54_Q1 NM_017361.1 11/12
Hmbs rHmbs Q2 NM_013168.2 719
Analyzované geny
Lyplal rLyplal Q1 NM_013006.1 9
Mel rMel Q1 NM_012600.2 12/13
Pltp rPltp_Q1 XM_215939.4 10/11
Hmgcs?2 rHmgcs2 Q1 NM_173094.1 5/6
Lcn2 rLen2 Q1 NM 130741.1 1/2
Kngl rkngl Q1 NM_012696.2 9/10
Ppmld rPpmld Q1 NM_001105825.1 5/6
Sesn3 rSesn3_Q1 NM_001108125.1 7/8
Cesle rCesle Q1 NM_031565.2 10/11
Ang rAng_Q1 NM_001012359.1 1
Nat8 rNat8_Q1 NM 022635.1 1

5.5.11. Provedeni kvantifika¢nich PCR reakci

Kvantifikacni RT-PCR byla provadéna na optickém termalnim cykleru iCycler (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) s amplifikacnimi podminkami: 95°C po dobu 3 min,
poté 50 cykla se stiidanim teplot 95°C po dobu 10 s a 60°C po dobu 30 s. Kazdy ze vzorka
cDNA byl hodnocen v (technickém) triplikatu.

Stanoveni téchto reak¢nich podminek ptfedchdzela optimalizace nové navrZzenych
kvantifikatnich systémi ohledné teploty hybridizace (annealingu) a koncentrace Mg®* na
gradientovém termalnim cykleru pii pouziti TrueStart Taq DNA polymerazy (Fermentas
UAB, Vilnius, Litva). Produkty optimaliza¢nich reakci byly hodnoceny elektroforézou na 2%

agarozovém gelu.
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5.5.12. Interpretace vysledkii qPCR

Také pfi stanovovani miry genové exprese metodou RT-PCR je obecné mozna
absolutni nebo relativni kvantifikace. Absolutni kvantifikace by vyzadovala uziti standardu a
sestaveni kalibracni kiivky k odecitani poc¢tu kopii transkriptu v analyzovaném vzorku. My
jsme volili relativni kvantifikaci vztazenou viéi expresi trojice referen¢nich gent. Slo o geny
vybrané v ptedbéznych experimentech z panelu potkanich housekeeping genti osvédéenych a
zavedenych v nabidce spoleénosti GENERI BIOTECH s.r.o. (Hradec Kralové, Ceské
republika). Pouziti vice nez jednoho kontrolniho genu s piedpokladdanou neménnou expresi
Vv prubéhu experimentu bylo v souladu s publikovanymi doporu¢enimi (Andersen et al., 2004,
Vandesompele et al., 2002). Vypocty s uzitim pramérnych hodnot trojice genti jsou odolné&;jsi
vic¢i ndhodnym vliviim ¢i odlehlym hodnotam nez spoléhéani na jedinou referenéni hodnotu.
Relativni kvantifikace pomoci RT-PCR odpovidala navic i pfedchazejicimu piistupu béhem
¢ipovych analyz. Mezi DNA ¢ipy a polymerazovou fetézovou reakci v redlném case vSak jsou
podstatné rozdily. RT-PCR ma oproti ¢ipiim §ir§i dynamicky rozsah, tzn., Zze dokaze ptesné&ji
zhodnotit mnozstvi transkriptl ve vice tadech. Plati tedy, ze DNA cCipy maji roli spise
vyhledavaci metody, zatimco RT-PCR jiz spolehlivéji ukazuje promény intenzity genové
exprese v ¢ase nebo vlivem experimentalnich intervenci. Pochopitelné i statistické zpracovani

dat ziskanych obéma metodami je zietelné odlisné.

Kazdy ze vzorkli cDNA byl hodnocen v triplikatu a aritmeticky primér Ct hodnot
(threshold cycle) byl pfepocitan na hodnoty relativni genové exprese s pouzitim rovnice dle
Pfaffla (2001). Ct hodnota je pocet cyklli PCR, pii kterém dojde k signifikantnimu nartstu
fluorescence a protnuti stanoveného prahu (threshold). Vyse prahu je nastavovana tak, aby
odd¢lila nespecifickou fluorescenci pozadi od vzorkt (Holasova et al., 2006). Programy
ptisluSejici cyklerim nastavuji vysi prahu automaticky, nicméné uZzivatel ji mize zménit.
Data o genové expresi byla normalizovana vic¢i geometrickému praméru hodnot exprese tii
referenénich (housekeeping) genu (viz kapitola 6.6). Nakonec jsme normalizované (daje
ziskané o kazdém studovaném genu provedenim RT-PCR porovnali pro vSechny poopera¢ni

intervaly s vysledky hybridizaci na DNA ¢ipech.
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6 VYSLEDKY

6.1 Provedené hepatektomie

Provedli jsme 2/3 parcialni hepatektomie dle Higginse a Andersona (1931) celkem u
24 potkanich samct kmene Wistar. VSechna zvitata prezila v pooperacnim obdobi az do

planovaného ukonceni sledovéni, kdy byla dle protokolu usmrcovéna kviili odbértim vzorkd.

6.2 Biochemicka stanoveni

Cilem biochemickych stanoveni bylo odhalit pfipadné poopera¢ni komplikace
hodnocenim ukazatelti hepatocelularniho poSkozeni. Vysledky stanoveni sérovych aktivit
alaninaminotransferdzy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST) po jednotlivych
experimentélnich skupinach jsou shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7. Souhrn vysledkt biochemickych stanoveni sérovych aktivit jaternich transaminaz

Enzym | DenO |Denl |[Den2 |Den3 |Den5 |Den7 |Den9 | Denll | Denl14

ALT

0,7£0,2 | 2,111 | 2,2+0,7 | 1,9¢09 | 1,1+0,2 | 0,8+0,6 | 1,0+0,3 | 0,9+0,2 | 0,8+0,2
[ukat/1]

AST

1,5+0,5 | 6,4+£1,7 | 55£4,0 | 2,7¢1,1 | 1,8+0,1 | 2,004 | 1,7+0,1 | 2,3+0,6 | 1,6+0,1
[ukat/1]

Data jsou uvedena jako primér = S.D. (n = 3 v kazdé skupin¢€). Vysledek statisticky signifikantné odlisny (p <
0.05 pfi hodnoceni pouzitim jednosmérné ANOVA a Tukeyova post hoc testu) oproti kontrolam (Den 0) je
zvyraznén tuéné.

Aktivity ALT a AST nenasvédCovaly nechténému poSkozeni rezidudlniho jaterniho
parenchymu pii operacich ani druhotn€ v dob& rekonvalescence potkanii po parcidlni
hepatektomii. Ani v chovani zvifat hodnoceném rutinné ve vivariu a v jejich spontannim

pfijmu potravy nebyly shledany odchylky nad rdmec pfedpokladany pii studovaném modelu.
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6.3 Hmotnostni parametry

Zpusoby uvedenymi vyse jsme méfili celkovou vlhkou hmotnost jater v den usmrceni
potkanti a dopocitavali celkovou vlhkou hmotnost jater v den parcidlni hepatektomie. Tyto
udaje a z nich odvozené vypocty jsme vyuzivali k posouzeni pokrocilosti morfologické
obnovy jaterni tkdn¢ po resekci.

Hmotnost celych jater kontrolni skupiny potkant jsme mohli méfit pfimo pii odbérech
vzorkl od téchto zvifat nevystavenych parcialni hepatektomii. U intaktnich zvifat s celkovou
télesnou hmotnosti 220,7+4,5 g ¢inila 11,4+1,2 g (n = 3). Ostatni hmotnostni Gdaje jsou
shrnuty v tabulce 8. V popisované praci jsme pouzivali dvou pomérnych ukazatell. Jednalo se

o pom¢éry celkové hmotnosti jater vici 100 g celkové télesné hmotnosti, nasledovné:

PHratio=  vypocitana celkova hmotnost jater / 100 g celkové té€lesné hmotnosti v den
parcialni hepatektomie

DOratio=  celkova hmotnost jater / 100 g celkové télesné hmotnosti v den odbéru vzorkt

Popsané dva poméry jsme pro kazdou skupinu potkand podstoupivsi parcialni
hepatektomii navzdjem porovnavali. Motivaci k tomu bylo mnohokrat publikované tvrzeni, Ze
regenerujici jatra dosahnou podilu na té€lesné hmotnosti odpovidajiciho stavu pied resekci

(Hata et al., 2007, Michalopoulos, 2010).

DO ratio
PH ratio

%LReg = X 100 [%]
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Tabulka 8. Souhrn hmotnostnich Gdaji a parametri postupu morfologické regenerace jater

po parcialni hepatektomii

Parametr Den 0 Den1l Den 2 Den 3 Den5

TH1 [0] | 220,7+4,5 | 230,7£23,4 219,3x12,5 230,0+27,8 233,3+£15,6
J1 [0] 7,9+0,9 7,0x£1,0 7,3%£0,5 7,7£0,5
J1* [0] | 11,4+1,2 11,3+1,3 10,0+1,4 10,50,8 11,0%0,7
TH2 [o] | 220,7+4,5 |213,3%£18,1 221,3+9,1 224,0+£23,3 250,7+12,2
J2 [0] | 11,4+1,2 4,3+0,5 6,6+0,3 6,5%0,2 8,9+0,7

PH ratio 4,9+0,1 4,6%0,6 4,6%0,2 4,7+0,1
DO ratio 5,1+0,5 2,0+0,2 3,0+0,1 2,9+0,3 3,6+0,3
%LReg [%] 41+3% 65£6% 63+4% 76+x4%
Parametr Den 7 Den 9 Den 11 Den 14

TH1 [o] | 218,3£19.3 | 222,7+11,7 208,3+3,5 206,3+4,2

J1 [0] | 6,9+1,0 7,9+0,8 6,8+0,8 6,7x0,7

J1* [0] |9,9+1,4 11,3+1,1 9,7¢1,1 9,5+1,0

TH2 [0] | 253,3%£26,2 | 281,0+22,5 270,3+£19,5 296,3+11,0

J2 [0] | 9,2%£2,1 11,1+£3,1 10,5+£2,1 11,3+£1,1

PH ratio 4,5+£0,2 5,1+£0,6 4,6+0,5 4,6+£0,4

DO ratio 3,6+0,5 3,9+£1,0 3,9+£0,5 3,8+0,5

%LReg [%] | 80+10% 77+11% 84+7% 83+9%

Tabulka shrnuje jak zméfené, tak dopocitané hmotnostni parametry v nasi studii. Hodnoty jsou uvedeny jako
pramér + S.D. (n = 3 v kazdé skuping). Vyznam popist fadkd je nasledujici: TH1- vstupni télesna hmotnost, J1 —
hmotnost resekované &asti jater, J1* - vstupni hmotnost celych jater, TH2 — kone¢na télesnd hmotnost, J2 —
kone¢na hmotnost celych jater; tfi zbyvajici popisy jsou vysvétleny v textu nad tabulkou. VSechny hmotnosti
jsou v gramech. Vysledky byly vzdy porovnivany ke kontrolni (intaktni) skupiné (Den 0) s pouzitim
jednosmérné ANOVA a Tukeyova post hoc testu a signifikantni rozdily (p < 0.05) jsou oznaceny tu¢né.

Tak jsme vyuzivali vlastni parametr, oznaCovany jako %LReg, k posouzeni

hmotnostni obnovy jaterni tkan¢. Soud¢ podle néj, nebyla plnéd obnova jaterni tkané€ u potkant

v na$i studii dosazena ani v nejdel$im hodnoceném pooperacnim intervalu.
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6.4 Microarray analyzy - provedené hybridizace

Pro ucely popisované studie jsme provedli celkem 31 Cipovych hybridizaci. Z toho
jednu ¢tvefici jsme museli z analyz vyfadit pro nesplnéni kvalitativnich kritérii. Hodnoceno
bylo tedy 27 hybridizaci v souladu s poctem pokusnych potkanii (9 skupin po 3). V zajmu
minimalizace technickych artefaktii byl dodrzovan navrh experimentu zndzornény na obrazku
11 a popsany v kapitole 5.5.4. Pti snimani obrazové informace jsme postupovali tak, abychom
dosahli tolerovatelné hranice 5% hodnot mimo detek¢ni rozmezi laserové étecky. Tak jsme

ziskali sadu nejprve TIFF a posléze GPR soubort, které jsme dale interpretovali.

Pii jednotlivych stupnich bioinformatické analyzy jsme vytvaieli razné grafické
vystupy pro ucely kontroly kvality a prizkumné analyzy dat, o kterych byla fe¢ v kapitole
5.5.7. Jednim z nich byly tzv. volcano plots, generované z ¢ipovych dat po odeéteni pozadi a
po normalizaci (v balicku limma jazyka R (Smyth, 2004)). Poskytovaly nam zakladni
orientaci o mnozstvi genll se zménénou intenzitou signalu oproti intaktni kontrolni skupiné
pro kazdy pooperacni interval. Chronologickym sefazenim téchto diagramii podle délky
spontanni regenerace po PH jsme mohli vidét, ze s trvanim sledovani zménénych genti

zfetelné ubyva (viz obrézek 14).
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Obrézek 14. Jeden z moznych grafickych vystupi Eipovych hybridizaci. Jde o tzv. volcano plots,

nazyvané takto pro jejich charakteristicky tvar piipominajici sope¢nou erupci. Podkladem jim byla

normalizovana logaritmovana data o pomérech fluorescenénich intenzit nasnimanych &teCkou. V textu je

oznaCujeme také jako logFC a zde jsou vynesena na ose x. Na ose y vidime index B, ukazatel empirické

Bayesianské statistiky, ktery mél pro nds pomocnou tlohu v odliSovani biologicky relevantnich zmén od

technickych artefaktl. Vice viz Smyth (2004).
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6.5 Microarray analyzy - vyhodnoceni dat

Diferencidlni exprese, primarni vystup naSi cipové studie, byla hodnocena
biostatistickym bali¢kem limma prostiedi R, jak bylo uvedeno vyse. Tak jsme ziskali sadu
hodnot relativni genové exprese pro kazdy poopera¢ni den ve srovnani s referen¢ni skupinou.
PocateCni vyrazné zmény genové exprese spjaté s iniciaci regenerace a délenim hepatocytt
byly pfedmétem publikaci jinych tymut (Cimica et al., 2007, Juskeviciute et al., 2008, Togo et
al., 2004). My jsme se nicmén¢ chtéli zaméfit na terminaci regenerace odehravajici se
V pozd¢jsich dnech. Pfi neexistenci jasného vymezeni, kdy, mezi 5. a 14. pooperacnim dnem,
proces regenerace vlastné konci, jsme pouzili dva vzijemné se doplitujici postupy analyzy

dat, abychom blize ohranicili fazi terminace.

S touto motivaci jsme podrobili primarni sadu dat o diferencialni expresi dvéma
nezavislym metodam redukce dimenzionality. Obé znich dokazi zjednodusit rozsahlé
vysledky hybridizaci na DNA ¢ipech pro usnadnéni jejich interpretace (Causton et al., 2003).
Prvni metodou bylo hierarchické shlukovani bez ucitele, pouzité K odhaleni skupin vzorki
s celkové podobnym pribéhem zmén genové exprese. Jak ukazuje obrézek 15, shlukovani
rozlisilo tfi skupiny vzorki. Jejich rozdé€leni podle miry vzajemné podobnosti nebo odlisnosti
bylo v dobrém souladu s pocéty gend se zménénou expresi (vii¢i smési kontrolnich aaRNA
(referen¢nimu poolu); tzv. DEGs) ve vSech porovnavanych skupinach. V prvnich tfech dnech
obnovy jaterni tkané bylo DEGs zdaleka nejvice (n€kolik tisic). Poc¢inaje patym dnem bylo
diferencialn¢ exprimovanych genil podstatné méné (nékolik set). Tyto pocty DEGs jsou
smysluplné jen diky pouziti biologicky relevantni reference (smési aaRNA z jater intaktnich
potkand odpovidajiciho kmene, véku a hmotnosti). Pokles poctu DEGs v pribéhu regenerace
odpovida naSemu ocekdvani. Zdaleka nejnizs$i pocet DEGs pfipsany neoperované skupiné

potkanti (Den 0) potvrzuje robustnost a spolehlivost ndmi zvolenych metod.

Druhou nasi metodou byla analyza hlavni slozky (PCA). Aplikovali jsme ji na stejna
vstupni data jako v ptipadé shlukovani. Prvni komponenta vysvétlila vice nez 90% variability
dat (obrdzek 16). Pokud je ndm zndmo, bylo vnasi studii poprvé pouzito metod
hierarchického shlukovani a PCA s cilem zpfesnit Casové vymezeni terminace regenerace po
parcialni hepatektomii. Hierarchické shlukovani stanovilo tfi skupiny pooperacnich intervali
0 razné velikosti. Nejprve samostatné vycClenilo ,,intaktni skupinu®, zastoupenou témi
hybridizacemi oznacovanymi v protokolu jako Den 0. Tak se potvrdil na§ ptredpoklad

odlisnosti klidové jaterni exprese jak od Casnych, tak i od pozdnich fazi regenerace. Zadruhé
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,»pozdni skupiny* byly zatazeny vysledky z 5., 7., 9., 11. a 14. dne regenerace. Piesn¢ ty
samé tfi skupiny vyplynuly z analyzy hlavni slozky (obrazek 16), ¢imz jsme se ubezpecili, ze

toto rozd¢€leni bude racionalnim podkladem dalsi interpretace.

Obrazek 15. Vysledky hierarchického shlukovani a mnohocetného testovani dat z DNA Cipu

A: Hierarchical clustering dendrogram B: Number of differentially expressed genes C: Phase
Downregulated Upregulated

: d9 302 381
ds 275 341
d7 225 228 LATE

- d14 165 260

d11 136 192

{ dz2 1026 1211
d1 1328 1929 EARLY
d3 1110 1187
do 80 69 INTACT

r T T T T 1
10 08 06 04 02 00

relative distance

A: Navzijem podobnéjsi intervaly (pooperacni dny; dx) lezi na dendrogramu blize a naopak, ¢imz jsou nadzorné
vyjadfeny jejich vztahy. Vétve dendrogramu se sbihaji a tak ukazuji skupiny popsané v textu. RozliSeni
LHintaktni”, ,,Casné” a ,,pozdni” skupiny je dobfe ziejmé.

B: Pocty gent se signifikantné snizenou (vlevo) nebo zvysSenou (vpravo) expresi ve srovnani s referenénim
poolem. Ty byly ziskany metodou mnohoéetného testovani prostfednictvim funkce decideTests bali¢ku limma
(s mezi logFC rovnou |1|) a metodou ,, global “.

C: Tti rozliSené faze ¢asového prubéhu jaterni regenerace.

V dalsich krocich interpretace jsme se drzeli piedpokladu, ze genova exprese v pozdni
fazi regenerace odrazi aktivni terminac¢ni mechanizmy a méla by tudiz byt odlisna jak od
Casné tak od intaktni faze. Proto jsme dale porovnavali data nalezejici pravé vymezenym
skupinam intervalt: ,,intaktni”, ,,éasné” a ,,pozdni”. Vennlv diagram znazoriujici tato
porovnani, poéty genti se zménénou expresi vici obéma ostatnim fazim a prasecik ziskany

témito srovnanimi pro "pozdni” fazi jsou predmétem obrazku 17.
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Obrazek 16. Vizualizace vysledki analyzy hlavni slozky dat z DNA ¢ipt
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Analyza hlavni slozky (PCA) dosahla vysledki odpovidajicich hierarchickému shlukovani, ackoliv pracuje na
odlisném vypocetnim principu. I zde byly zietelné odliSeny tii skupiny pooperaénich intervalti podél horizontalni
osy predstavujici prvni hlavni slozku (PC1). Tyto skupiny pfesné odpovidaji vySe uvedenému rozdéleni na
Hintaktni”, | ¢asné” a ,,pozdni”. Osy zastupuji dva rozméry distribuce v datovém prostoru. Barevné body pak
jednotlivé dny regenerace dle legendy ve vyse¢i grafu.

Data pouzivana pocinaje timto krokem analyzy byla jiz druhotnym vystupem z DNA
¢ipl. V metodické Casti prace v kapitole 5.5.8. je oznacujeme jako rozdily genové exprese
v Case (time contrasts v prostiedi R). Nasim hlavnim zajmem bylo nalezeni gent s expresi
specificky zménénou v ,,pozdni* skupiné, které by ji co nejlépe odlisovaly od obou ostatnich
skupin. Vysledkem naSeho hledani byla mnoZina 359 gent spliujicich toto kritérium. Jejich
uplny vycet je elektronickou ptilohou nasi pivodni publikace (Rychtrmoc et al., 2012),

Vv disertacni praci jej z divodu obtizného podani v ptehledné tisténé podobé neuvadime.
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Obréazek 17. Venntv diagram znazornujici porovnani skupin ¢asovych intervalti vymezenych
na zaklad¢ hierarchického shlukovéni a analyzy hlavni slozky

Cisla ve vétsich ¢tvercich ukazuji, kolik bylo odlidnych genii se zménénou expresi po provedeni nezavislych
parovych porovnani skupin (v modrém ,,pozdni” vs. ,,Casné”, v €erveném ,,pozdni“ vs. ,intaktni”). Prisecikem
(intersect) téchto porovnani bylo 359 gend, jejichZ genova exprese byla nejvice specificka pro ,,pozdni” skupinu
pooperacnich intervald.

Téchto 359 kandidatnich gend jsme podrobili tzv. analyze genového obohaceni (gene
enrichment analysis) pomoci internetové genomické databaze DAVID (Huang et al., 2009b,
Huang et al., 2009a). Cilem tohoto kroku bylo roztfidit je do kategorii podle spoleénych
funkci anotovanych v databazi KEGG (Kanehisa et al., 2002). Uspéchem tohoto pokroéilého
bioinformatického stanoveni byla identifikace péti funkénich skupin nendhodné Castéji
zastoupenych (,,obohacenych®) mezi zkoumanymi 359 geny. DosaZeni srovnatelné funkéni
anotace pouhym proCitdnim publikaci a postupnym shromazdovanim informaci o

jednotlivych genech by bylo mnohonasobné pracnéjsi a casoveé naro¢néjsi.
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Databazemi identifikované skupiny genti byly nasledujici (s vybranymi zastupci

v zavorkéach):

e signélni draha PPAR (malic enzyme 1; phospholipid transfer protein; fatty acid binding
protein 4; ubiquitin C)

e metabolizmus glycerofosfolipida (diacylglycerol kinase, gamma; lysophospholipase 1;

phosphatidic acid phosphatase type 2c; similar to diacyglycerol kinase epsilon)

e signéalni dréaha p53 (Cd82 molecule; cytochrome c; protein phosphatase 1D; sestrin 3)

e kaskddy komplementu a koagulace (coagulation factor X; complement component 1, g

subcomponent, alpha polypeptide; complement component 4 binding protein, beta;
kininogen 1)
e ribozomy (ribosomal protein L24; ribosomal protein L5; ribosomal protein S23;

ribosomal protein S9)

Néazvy genli zamérné¢ ponechavdme v anglickém znéni, tak jak byly vyhledany
Ziskali jsme tedy dvé signdlni dréhy a tfi funkéni kategorie s méné ziejmym zapojenim do
fizeni regenerace jater. Nicméné podrobné&jsi reSerSi jsme i1 u nich nalezli mnohocetné vztahy

ptisluSnych geni k jaterni regeneraci nebo obecnéji ke tkanové homeostaze.

6.6 Real-time PCR - provedena stanoveni

Prvni série real-time PCR reakci v nasi studii slouzila k vybéru vhodnych referenénich
gent, tedy takovych se stabilni expresi v jaterni tkani v pribéhu regenerace po 2/3 parcialni
hepatektomii. Testovali jsme panel osmi potkanich housekeeping genti v portfoliu spole¢nosti
GENERI BIOTECH s.r.o. (Hradec Kralové, Ceska republika). Z hodnocenych genti (B2m,
Hmbs, Hprtl, Nup54, Polr2a, Surfl, Thp, Ywhaz) jsme se rozhodli pro trojici Surfl, Nup54 a
Hmbs. Tyto tii geny se shodné umistily nejlépe pii posuzovani algoritmy vypocetnich aplikaci

GeNorm a NormFinder (Andersen et al., 2004, Vandesompele et al., 2002).

Volba gent pro validaci metodou real-time PCR se opirala o vysledky analyz exprese
na DNA c¢ipech a o publikované udaje. Seznam vybranych 11 genil je pfedmétem tabulky 9,
kde jsou uvedeny spolu s identifikacnimi kody z genomické databaze Entrez Gene. Do skupin
podle funk¢nich anotaci rozdélila databaze DAVID pouze 109 z 359 gend, protoze ostatni

nemély dostatek deskriptord v KEGG. Védomi této limitace vypocetni anotace nas vedlo
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k tomu, prohledat cely soubor i vlastnimi silami. Nakonec jsme diky automatizované anotaci
vytipovali 7 a proc¢itanim Cipovych vysledkt a publikaci dals$i 4 geny do skupiny k ovétreni

real-time PCR.

Tabulka 9. Vybrané geny urc¢ené k real-time PCR validaci

Oficialni symbol Jméno genu Entrez KEGG
genu ID dréha

Kngl kininogen 1 24903 rno04610

Ppmld protein phosphatase 1D magnesium- 287585 | rno04115
dependent, delta isoform

Sesn3 sestrin 3 315427 | rno04115

Mel malic enzyme 1 24552 rno03320

Pltp phospholipid transfer protein 296371 | rno03320

Hmgcs2 mitochondrial 3-hydroxy-3-methylglutaryl 24450 rno03320
CoA synthase

Cesle carboxylesterase 1E 29225 rno00983

Lyplal lysophospholipase 1 25514 rno00564

Ang angiogenin, ribonuclease, RNase A family, 5 497229 | ---

Nat8 N-acetyltransferase 8 (GCN5-related, 64570
putative)

Lcn2 lipocalin 2 170496 | ---

Tabulka 9 uvadi geny zvolené k real-time PCR validaci vysledka ¢ipovych stanoveni relativni genové exprese.
Jména genl zde pro zachovani jednoznacnosti nepiekladame. Vybér byl zalozen jak na analyze genového
obohaceni, tak na posouzeni dat z DNA ¢ipu a c¢lankd. VétSina uvedenych genii byla mezi 359 geny
charakteristicky exprimovanymi v pozdni fazi, které¢ jsme hledali vySe uvedenymi postupy. Vyjimkou v tomto
byly Lcn2, zahrnuty na zakladé vyraznych zmén genové exprese dle DNA cCipu a funkce v prestavbé
mezibunééné hmoty, a také Hmgcs2 zahrnuty s ohledem na pfislusnost k signalni drdze PPAR a recentni
publikaci svéd¢ici pro jeho roli v pozdni fazi regenerace jater (Yuan et al., 2011b). Kédy drah KEGG znamenaji:
rno04610: kaskady komplementu a koagulace; rno04115: signalni draha p53; rno03320: signalni draha PPAR;
rmo00983: metabolizmus 16kt — ostatni enzymy a rno00564: metabolizmus glycerofosfolipidti. Posledni tfi
uvedené geny nejsou dosud pfifazeny k zadné z KEGG drah.

Vysledky real-time PCR a ¢ipovych stanoveni ukazuje souhrnné obrézek 18. Data
ziskana pomoci Cipti jsou prezentovana v podob¢ tzv. teplotni mapy (heat map; 18A vlevo).
Jde o ptehledné grafické vyjadieni umoziujici ucelené podat informaci o zménach genové
exprese mnozstvi genll v ¢ase nebo mezi pokusnymi skupinami. Pfipojend barevna Skala
ukazuje vyznam odstinii na mapé¢ a konven¢né se uziva odstint zelené pro zesilenou expresi a
odstini ervené pro oslabenou expresi. Cernd barva znamena nesignifikantni rozdily.
V teplotni mapé€ jsou zachyceny casové Kkontrasty vypoctené jako srovnani kazdé
Z operovanych skupin potkant vi€i intaktni kontrolni skupiné, vzdy ziskané pomoci spolecné
reference (kontrolni smési aaRNA). Takovy postup interpretace je podstatou hodnoceni

Cipovych studii s designem zahrnujicim spole¢nou referenci (viz vyse). Vysledky real-time
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PCR jsou prezentovany jako log, transformované hladiny relativni genové exprese viaci
intaktni kontrolni skupiné (18A vpravo). Tak mohou byt intuitivné hodnoceny vystupy obou
metod bok po boku. Vysledky PCR jsou i pfedmétem grafu (18B), kde je patrny Sirsi

dynamicky rozsah této metody, jak bylo uvedeno v metodické ¢asti prace.
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Obrazek 18: Vysledky analyz genové exprese na DNA ¢ipech a pomoci real-time PCR a
jejich srovnani
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Log,-transfomovana data o relativni genové expresi ziskana experimenty na DNA ¢ipech a provedenim real-time
PCR jsou zobrazena bok po boku pro usnadnéni srovnani. Diky logaritmické transformaci mohou byt oba
soubory dat pfimo porovnavany za pouziti jednotné skaly. Diivodem, proc je rozsah osy y u teplotnich map (A)
uzsi nez u grafu (B), je skutecnost, ze by uziti pIného rozsahu dat zkreslilo teplotni mapy. Prevladla by cerna,
protoze vétsina hodnot je daleko od téch meznich. Proto jsme $kalu teplotnich map zuzili na + 2 a hodnoty vné
tohoto rozmezi jsou znadzornény nejtmavsimi pritomnymi zelenymi nebo cervenymi odstiny.
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A) Teplotni mapy ukazujici dynamiku zmén relativni genové exprese zhodnocenou obéma metodami uzitymi
Vv nasi studii. Dobré celkova shoda vysledkd pro vétSinu gend je zjevna. Barevné odstiny oznacuji smér zmény
genové exprese (Cervené snizeni a zelené zvySeni; ¢im sytéjsi, tim vyraznéj§i zména, viz legenda u barevné
Skaly).

B) Relativni genova exprese hodnocena real-time PCR. Graf zobrazuje log,-transformované hladiny exprese
vici kontrolni skuping. Hodnoty jsou priméry ze tfi biologickych replikati analyzovanych v technickych
triplikatech. Sest z posuzovanych gend vykazuje dobrou shodu mezi PCR a ¢ipovymi vysledky. U dalgich ti
genl je shoda ¢astena a nakonec u dvou genti jsou vysledky protichiidné.

V piipadé grafického znazornéni vystupti real-time PCR nebylo tfeba rozpéti osy y limitovat. Pro piehlednost
jsme se viak rozhodli nevynaset do grafu chybové tise¢ky oznacujici smérodatné odchylky. Uplny graf vysledkt
real-time PCR s chybovymi tse¢kami je elektronickou piilohou nasi pivodni prace (Rychtrmoc et al., 2012).

6.7 Real-time PCR - vyhodnoceni dat

Jak jsme popsali v piedchozich kapitolach, za ucelem validace vysledkt stanoveni
dynamiky genové exprese metodou DNA Cipt, jsme provedli celkem 14 real-time PCR
reakci. Data takto ziskana pro kontrolni geny potvrdila stabilni uroven jejich exprese, na niz
jsme pfi interpretaci spoléhali. Z planovanych jedenacti PCR reakci ke stanoveni exprese
genl naSeho nejvétSiho zajmu, jsme jednu museli opakovat pro technické chyby prvniho
provedeni. Nakonec jsme ziskali kvalitativné vyhovujici hruba data pro vSechny geny
uvedené v tabulce 9.

Pro ptiklad uvadime obrazek zachycujici nartst intenzity fluorescenéniho signalu
s pribyvajicimi cykly PCR, vytvofeny optickym cyklerem iCycler se softwarem iQ5 (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA, USA) pro gen Len2. Ten mél v nasi sad€ nejvyrazngji zménénou
expresi v pribéhu vSech intervall a je proto nejnazornéj$im zastupcem (obrazek 19).

Hruba numericka data exportovana ze softwaru cykleru jsme dale zpracovavali
v programu MS Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) s pomoci metody AACt popsané
Pfafflem (2001).
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Obrazek 19 Grafické znazornéni pribéhu kvantifika¢nich real-time PCR reakci zamé&fenych
na gen Lcn2
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A) Reprezentativni piipad zmény intenzity genové exprese genu naseho zajmu, lipokalinu 2, v prib&hu
regenerace jater po 2/3 parcialni hepatektomii. Leva skupina kiivek znazorfiuje nartst intenzity fluorescenéniho
signalu s pribyvajicimi cykly RT-PCR u vzorkl z prvniho pooperacniho dne (9 replikatll). Prava skupina kiivek
patii vzorkim z jedenactého poopera¢niho dne. Tento rozdil byl nejvétsi zaznamenany v pribchu nasi série
pokusi. B) Nepfitomnost technickych artefaktti doklada velmi podobny pribéh kiivek narustu fluorescenéniho
signalu deviti kalibratort (pozitivnich kontrol), které byly naneseny rovnéz v 9 replikatech do rtiznych mist 96-ti
jamkové desti¢ky, v niz real-time PCR reakce byla provedena.
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7 DISKUSE

Regenerace jater je kliGova v mnoha Klinickych situacich (lbrahim et al., 2005,
Yamanaka et al., 1993) a je zakladem patofyziologie a 1éCebnych pristupti u jaternich
onemocnéni (Fausto a Riehle, 2005, Hata et al., 2007). Z té&chto divodi byla zevrubné
studovéana s uzitim modelovych systéma a také u pacienti. Terminace regenerace piesto
zustavd malo pochopena a zaslouzi si naddle pozornost ve vyzkumech. Studie terminace
regenerace po hepatektomii u prasat byla naptiklad poprvé publikovéna teprve v roce 2012
Nygardem et al. Nase rozhodnuti o pouziti intaktnich (neoperovanych) potkant jako kontrol
V protokolu popisované studie se opiralo o diive publikovana zjiSténi, Ze po laparotomii
nedosSlo k signifikantnim zméndm genové exprese V jaterni tkdni hlodavell pifi analyze
metodou DNA ¢ipa (Juskeviciute et al., 2008, Su et al., 2002).

Biochemické zmény vyvolané 2/3 parcialni hepatektomii u zdravych a jinak
neovlivnénych potkand maji vétSinou kratké trvani. V nasi studii netrvalo signifikantni
zvySeni sérové aktivity ALT ani AST déle nez dva dny po operaci v souladu s praci Panise a
kol. (1997), kteti posuzovali pocetnéjsi skupiny potkanti. Nase stanoveni aktivit transamindz
byla navic ovlivnéna zna¢nou variabilitou mezi zvitaty ve skupinach. Dlouholetd zkuSenost
naseho pracoviSté nicméné svéd¢i pro normalizaci sérovych aktivit ALT 1 AST do 72 hodin
po 2/3 parcialni hepatektomii. Sekas a Cook (1979) stanovovali sérové hladiny celé Skaly
biochemickych parametrii u potkanti po 2/3 PH po dobu dvou tydnti od resekce a porovnavali
je slaparotomovanymi kontrolami. Nejdéle zvySena zustala v jejich sledovani aktivita
alkalické fosfatazy, ktera se zcela nenormalizovala ani do 14. poopera¢niho dne. Druhy
indikator 1éze zlucovodii resp. kanalikularniho polu hepatocytd (Vitek, 2010) gama-
glutamyltransferaza (GGT) vsSak nekopiroval tento vyvoj a naopak se do 24 hodin po
hepatektomii vyrovnal kontrolnim hladindm. Je tedy diskutabilni, zda za déletrvajici elevaci
sérové aktivity ALP miZe stat pfechodné obdobi porusenych vztahti mezi hepatocyty a
intrahepatalnimi Zlucovody (viz kapitola 3.4.3), kdy by se na ném mohl podilet paracelularni
unik ALP do cirkulace. Obnova intrahepatalnich Zlu¢ovoda po 2/3 PH trva nejméné tyden

(Lesage et al., 1996) a je tieba ptipocitat i biologicky polo¢as ALP.

Podivame-li se na otazku Casovani terminace regenerace, zjistime, ze vétSina studii

.....

buné¢ného cyklu (Cimica et al., 2007, Juskeviciute et al., 2008, Togo et al., 2004), zatimco

obnoveni poméru velikosti jater ku velikosti t€la bylo neziidka konstatovano bez uvedeni
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posuzovaciho kritéria. Nékteré publikace s uvedenim uzitého parametru opétovné obnovy
jater poukazaly na nelplnou strukturni regeneraci dokonce i Vv nejdelSich sledovanych
pooperacnich intervalech. Tyto udaje pochazeji jak ze studii na zviratech, tak z méteni u
pacienti (Hockings et al., 2002, Ibrahim et al., 2005). Na druhou stranu v$ak jiné publikace
uvadéji uplnou regeneraci objemu jater. Podle de Graafa a kol. (2008) objem jater potkanti po
70% hepatektomii stanovovany scintigraficky i pfimym métenim dosahl piedoperacni Grovné
jiz 5. den po resekci. Kaibori a kol. (2008) stejnou scintigrafickou metodou v ¢ase po
hepatektomii posuzovali regeneraci jater dvanacti donort jaternich $té€pu s ¢asem sledovani do
12 mé&sich. Uvadéji, ze u donord, jejichZ jatra nebyla postizena steatézou, Cinil neinvazivné
stanoveny objem jater za 3, 6 a 12 mésicli od odbéru Stépu 74+13%, 83+8% a 89+10%
vychozich hodnot. Ani v tomto souboru, byt nevelkém, nebyla tedy objemova regenerace
stoprocentni. Kromé& postupu strukturni obnovy usilovali autofi této klinické studie 1 o
posouzeni zotavovani funkéni kapacity regenerujicich jater. Parametrem jim bylo
asialoglykoproteinovymi receptory zprostfedkované vychytavani radioligandu (Tc-99m-
GSA), sjiz diive dolozenou dobrou korelaci se zavedenymi klinicko-biochemickymi
vySetfenimi. Rychlost vychytavani radioligandu z ob&hu byla u donortii bez steatéozy za 6 a 12
mésici po jaterni resekci dokonce vyssi nez predoperacné. Tyto vysledky podporuji hypotézu,
7ze noveé namnozené hepatocyty mohou pracovat vykonnéji nez ty resekci odstranéné. Pres
nespornou zajimavost nalezli radiologickych studii 1 mezi nimi panuje kontroverze.
V publikaci de Graafa a kol. (2008), byla rychlost vychytavani Tc-99m-GSA také hodnocena,
byt u potkant, a zde narlst nad vychozi Groven nebyl prokdzan. Nakolik je tento nesoulad
zpusoben pouzitim jiné metody vypoétu mezi citovanymi pracemi je nesnadné posoudit.
V dal$ich humannich studiich uvadéji Pomfretova a kol. (2003), ze darci jaternich $tépu (n =
43) dosahli za rok sledovani regenerace na uroveil 83,3+9,0% pavodniho objemu jater a
Humar a kol. (2004) za tfi mesice od operace pozorovali u darct st€pt dosazeni 79% objemu
jater. V posledné jmenované studii bylo zajimavym zjist€nim, Ze regenerace jater piijemcu
organi byla vydatnéj$i nez u darci. VySe uvedené skuteCnosti ¢ini soudy o cCasovém
vymezeni ukonceni regenerace a o principech ptedpokladaného ,hepatostatu” znacné
obtiznymi.  Interpretace nalezli o darcich jaternich S§tépl je dodnes komplikovana

riznorodosti metodik sbéru dat (Olthoff et al., 2011, Renz a Brown, 2009).

Tato nejistota nas vedla ke snaze nezavisle posoudit Uplnost strukturni obnovy jater
Vv pribéhu nasi studie. Zalozili jsme své vypocty na udajich o celkové télesné hmotnosti a

celkové hmotnosti jater potkant, z nichz jsme odvodili vlastni parametr oznacovany jako
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%LReg. Jeho prostiednictvim jsme miru Giplnosti hmotnostni obnovy regenerovanych jater za
¢trnéct dni po 2/3 PH, tedy v nejdel§im ndmi posuzovaném intervalu, vyjadrili jako 83+9%
kontrolnich hodnot. Tento rozdil nebyl statisticky signifikantni, nicmén¢ povazujeme jej za
biologicky zajimavy. Nejpozdéjsi statisticky signifikantni rozdil oproti kontroldm jsme
pozorovali devaty den po operaci, kdy parametr %LReg ¢inil pouze 77+11% (viz tabulka 8).
Tyto vysledky fadi naSi praci k tém, které tvrdi, Ze onen ,hepatostat, nehledé¢ na jeho
(molekuldrni) mechanizmy, nenavraci pomér velikosti jater ku velikosti téla beze zbytku na

piedoperacni uroven.

Nicméné miiZzeme uvést, Ze ndmi naméfené hmotnostni udaje odpovidaji dostupnym
literarnim pramentm (tabulka 10; (Gur a Waner, 1993, Sharp a La Regina, 1998, Zivna,
2001)), a tak jim i pfes nepocetné skupiny potkanti v nasi studii mizeme v interpretaci
divétovat. Narast celkové télesné hmotnosti potkanli v nasi studii odpovidal dostupnym
rastovym tabulkdm intaktnich potkanich samcti kmene Wistar, coZ dodatecné nasvédCovalo

nekomplikovanému pribéhu spontanni regenerace po parcialni hepatektomii.

Tabulka 10. Prehled publikovanych morfologickych udaji o potkanich jatrech

Hmotnost jater 10,0 g /250 g télesné hmotnosti potkana
Hmotnost jater 4,3-5,4 g/ 100 g télesné hmotnosti (potkan - samec
Wistar do 200 g télesné hmotnosti)

Hmotnost jater 3,2-4,5 g/ 100 g télesné hmotnosti (potkan - samec
Wistar nad 200 g télesné hmotnosti)

Objem jater 19,6 ml / 250 g télesné hmotnosti potkana
Tvorba zluci 22,5 ml/ den/ 250 g télesné hmotnosti potkana

Protoze analyzy genové exprese na DNA cCipech zahrnuji mnozstvi krokii v pfipraveé
vzorkt a béhem samotnych hybridizaci, je opravnéné zajimat se 0 vliv technickych artefaktt
na veérohodnost vysledkd. Recentni analyza Bryantové a kol. (2011) kvantifikovala podily
technickych i1 biologickych zdroji na celkové variabilité¢ Cipového experimentu. VSechny
jednotlivé zdroje variability (plynouci z navrhu experimentu) se ukazaly jako nevyznamne, a,
co bylo nejdiilezitéjsi, ucinek experimentalniho stimulu na genovou expresi byl vyrazné vyssi

neZ jednotlivé nebo i kombinované ostatni zdroje variability.

Mame-li shrnout vlastni vysledky stanoveni relativni genové exprese metodami DNA

Cipu a real-time PCR a jejich srovnani, konstatujeme, ze pro devét z jedenacti hodnocenych
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genll bylo dosazeno dobré nebo uspokojivé shody, zatimco u zbyvajicich dvou gent nebyla
PCR validace Gspés$na (viz obrazek 18). Pii védomi zakladnich rozdilt a limitaci obou metod,
nejCastéji jde o detekci rozdilnych transkripénich variant genu, takovy vysledek validace
splnil nase ofekavani a také bézny standard dosahovany Vv recentnich podobné zamétenych
pracich. Blizsi pohled s ohledem na pfislusnost jednotlivych genti k funkénim skupinam
odhalil, ze role tii ze ¢tyf posuzovanych KEGG drah v pozdni fazi regenerace byla alesponl
Castecné potvrzena, zatimco u jedné drahy byly vysledky z ¢ipti a PCR v rozporu. Neshoda se

tykala dvou gent piisluSnych ke draze signalizace p53 (rno04115).

Jesté pred diskusi o rolich jedenacti genti naseho experimentalniho zajmu se kréatce
vratime k vybéru kontrolnich (housekeeping) genti v na$i studii. Jak jsme uvedli vySe
v metodické c¢asti prace, vztahovali jsme vysledky real-time PCR pfi interpretaci vaci
geometrickému priméru Ct hodnot trojice genii: Surfl, Nup54 a Hmbs. Tyto se shodné
umistily nejlépe pii posuzovani algoritmy vypocetnich aplikaci GeNorm a NormFinder
(Andersen et al., 2004, Vandesompele et al., 2002). Geometricky primér jejich exprese jsme
pouzili proto, ze je pii vypoctech robustnéjsi vuci odlehlym hodnotam nez aritmeticky
pramér. Expresi genid jsme v nasi praci hodnotili z RNA izolované z homogenati celé jaterni
tkan¢ se vSemi bunéénymi subpopulacemi. Pfedchozi gradientovou separaci jednotlivych
zastoupenych bunéénych typl a teprve po ni navazujici vybér kontrolnich gent zvolili ve své
praci Wang a Xu (2010). Vybér vhodnych kontrolnich gend pro vyzkum regenerace po

parcialni hepatektomii na mySim modelu byl pfedmétem publikace Tatsumiho a kol. (2008).

Funkéni skupinu ribozom (rno03010) jsme se rozhodli metodou PCR nevalidovat pro
jeji dle naseho nazoru nejméné pravdépodobnou roli pii fizeni terminace regenerace jater.
Vztah biogeneze ribozomu k regeneraci jater po hepatektomii byl nicméné podrobné studovan
Jiz pfed mnoha lety Liebermanem a Kaneovou (1965), kteii prokazali, ze celkovy obsah RNA
V jaternich homogenatech roste od 9. hodiny po PH, a Ze se tak déje rovnocenné v jaderng,
mikrosomalni i cytosolové frakci homogenatu. U laparotomovanych kontrol k takovému
nartistu nedochazi. Elevace hladiny RNA (vii¢i celkové DNA) je linearni a trva nejméné do
15. hodiny po resekci, kdy je maskovana nastupujici syntézou DNA se vstupem hepatocytt do
S faze. Protoze aktivita RNA polymerazy stoupa neprodlené po hepatektomii, piedpokladali
autofi ucast n&jakého regulacniho proteinu, ktery by spolurozhodoval o rychlosti biogeneze
ribozomi. (Navic popsali, Ze podvaz portdlni Zzily zabranujici perfuzi 2/3 jaterniho

parenchymu z tohoto zdroje, ma na syntezu rRNA stejny efekt jako 2/3 hepatektomie).
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Regulatorem bilkovinné povahy, ktery nebyl Liebermanovi a Kaneové zndm, by mohl byt
transkripcni faktor elF-4F. Podle studie Aloniho a kol. (1992) vzestup exprese mRNA pro
elF-4F patndct hodin po hepatektomii jde ruku v ruce se vzestupem ucinnosti translace
MRNA pro ribozomalni proteiny. Ta je tak po 2/3 hepatektomii pfiblizné 3x-4x vyS$i nez
V klidovém adultnim jaternim parenchymu a dokonce vyssi nez ve fetalni jaterni tkani. Spolu
s dvoj- az trojnasobnym narustem mnozstvi téchto mRNA v regenerujicich jatrech oproti
klidové adultni kontrole tyto dvé adaptace zodpovidaji za prokazany cca desetindsobny nartst
rychlosti syntézy ribozomalnich proteini. Na rozdil od pozvolnych posttranskripcné
regulovanych zmén rychlosti syntézy ribozoml béhem ontogeneze potkant se tak na jejim
akutnim zvySeni po parcialni hepatektomii podileji transkripéni i posttranskripéni
mechanismy. Recentni studie Donatiho a kol. (2011) se zaméfila na vztah mnozstvi volnych
ribozomalnich proteinti k regulaci aktivity tumor supresorového genu p53. Regenerace jater
po PH pattila mezi modely, na kterych dokladovali, Ze vystupfiovana syntéza ribozomalni
RNA vede k rychlejsi degradaci cytoprotektivniho proteinu p53 ucinkem onkoproteinu
MDM2. V prolifera¢ni fazi regenerace skute¢né dochazi k poklesu aktivity proteinu p53
(srovnej s kapitolou 3.4.2.). Na druhou stranu ma p53 roli pfi navratu hepatocyti do GO faze
bunétného cyklu (viz obrazek 4). Pres tyto biologicky velmi zajimavé souvislosti je
nevyhodou citovanych studii z naSeho pohledu fakt, Ze se omezily na prvni poopera¢ni den.
Uvaham o uloze komponent ribozomil pii terminaci regenerace tedy bohuZel nepiispivaji a
tato otazka ziistava nadale oteviena.

Vedle funkénich drah vytipovanych analyzou genového obohaceni, jsme ziskali
vzajemné se podporujici vysledky pro jeden gen ptislusny ke draze metabolizmu 1ékd jinymi
enzymy (neZ isoenzymy cytochromu P450) a navic pro tfi geny V soucasnosti postradajici
asociaci k neékter¢ z KEGG drah, které se nam jevily jako relevantni pro prubéh tkanové

regenerace.

Protoze RT-PCR je obecné odolnéjsi vic¢i technickym artefaktim nez cipové
experimenty, stanoveni byla provadéna v triplikatech, coz jesté zvysilo jejich spolehlivost a
tato metoda pokryva §irSi dynamické spektrum transkripénich zmén, budeme déale komentovat
jiz jen data o relativni genové expresi ziskana real-time PCR. Nase vysledky jsou v souladu
s praci Yuana a kol. (2011b). Tato studie je pro nas cennou referenci vzhledem ke svému
zaméieni na pozdni fazi regenerace, jez je jinak spiSe ojedinélé. Zvlasté dobré shody bylo
dosazeno v ptipad¢ role signalni drahy peroxisomovymi proliferatory aktivovanych receptort

(PPAR) Vv pozdni fazi regenerace. Odlisnosti v poctu piislusnych signifikantné zménénych
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gend mohou byt dusledkem uziti riznych kment potkant a po¢tt zvitat v experimentalnich

skupinach (blize viz obrézek 20).

Obrazek 20. Vizualizace vysledki Cipovych analyz na pozadi signalni drahy PPAR
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Piedmétem obrazku je srovnani vysledkd nasi studie s praci Yuana a kol. (2011b) ohledné genti pfislusnych
k signélni draze PPAR, tak, jak je anotovana v databazi Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG;
(Kanehisa et al., 2002)). Nami vytipované geny s aktivni Ulohou v pozdni fazi regenerace jsou zvyraznény
modfe. Yuanem a kol. identifikované geny jsou zvyraznény zelené a ohledné¢ Mel jsme se shodli, ten je
vyznacen riazove.
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Protein prenasejici fosfolipidy (Pltp) se ucastni transportu fosfolipidii z VLDL a LDL
v plazmé a hraje roli ve zpétném transportu cholesterolu (tj. z periferie do jater (Yazdanyar et
al., 2011)). Exprese Pltp byla ve vsech ,,éasnych® intervalech snizena, ale paty a sedmy den
po PH naopak zvySena oproti kontrolni skupin€. Po parcialni hepatektomii byl prokazan
narust tkanové koncentrace cholesterolu v jatrech, ktery poskytuje nezbytny stavebni material
pro regeneraci (Abel et al., 2001, Lo Sasso et al., 2010, Yoshida et al., 1993). Vzestup
exprese Pltp by tak daval smysl pro zajisténi dodavek cholesterolu pro délici se
neparenchymové jaterni bunky, jejichz proliferace nastava pozdéji nez déleni hepatocytt
(Gilgenkrantz a Collin de 1'Hortet, 2011, Taub, 2004). Pocate¢ni paradoxni pokles exprese
Pltp mtze byt vysvétlen jeho schopnosti transportovat lipopolysacharidy stejné ucinné jako
ostatni substraty. Casné obdobi regenerace je spojeno se zvysenym piitokem endotoxinu
sttevniho plivodu a bylo by pfedstavitelné, ze se jaterni bunky snazi omezit jeho vstup
(Massey et al., 1984). Pltp je také popsanym cilovym genem signalizace zprostfedkované
jaternim receptorem farnesoidi (LXR) (Cao et al., 2002, Okazaki et al., 2010), ktera je ¢asné
po PH utlumena a normalizuje se do sedmého poopera¢niho dne (Lo Sasso et al., 2010), coz

nabizi alternativni vysvétleni dynamiky exprese Pltp v naSich vysledcich.

Jable¢ny enzym 1 (Mel) je cytosolova malat dehydrogenaza. Produkuje NADPH pro
syntézu mastnych kyselin a spojuje glykolyzu a cyklus kyseliny citronové. Exprese Mel byla
sniZzena ve vSech sledovanych intervalech. Ve druhém a tfetim poopera¢nim dni bylo sniZeni
nejmirnéjsi, naopak nejvyraznéjsi bylo v patém a sedmém pooperacnim dni. Protoze od
prvniho dne regenerace je zvySen objem glykolyzy i syntézy mastnych kyselin, jsou naSe data
v rozporu s ocekavanim a nalezy jinych autord (Ockner, 2004). V tomto kontextu jsou
smysluplnéjsi ndlezy Yuana a kol. (2011b), ktefi udavaji pro Mel zvySenou expresi za 168

hodin po PH a nezménénou expresi oproti laparotomované kontrole za 6 hodin po PH.

Mitochondrialni 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA syntetaza (Hmgcs2) katalyzuje
prvni reakci ketogeneze, metabolické drahy, ktera poskytuje extrahepatalnim organiim energii
ziskanou katabolizmem lipidd v dobach sacharidové deprivace (Robinson a Williamson,
1980). Exprese Hmgcs2 byla v prvnich dvou dnech po PH snizena a v pozd¢€jsich dnech jen
zanedbatelné zménéna oproti kontrolam. Takovyto vyvoj je v souladu s vysledky Yuana a kol.
stavu podobnému hladovéni bez omezeni objemu ketogeneze a naopak pozdé¢ji, kdyz se

metabolicky pfipravuji na proliferaci, jiz syntézu ketolatek omezuji. Presto miize ndmi
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popsany vyvoj exprese Hmgcs2 slouzit obrané jaternich bunék pted potencidlné Skodlivou
akumulaci ketolatek. Jesté padnéjSim vysvétlenim inicidlniho poklesu exprese Hmges2 muze
byt snaha uSetfit energetické substraty. Uvoliiovani eventualné oxidovatelnych uhlikatych
zbytkli v podob¢ ketolatek do cirkulace v Casnych fazich regenerace by skutecné bylo

plytvanim (Ockner, 2004).

Muzeme shrnout, ze jsme dosahli shody s Yuanem a kol. (2011b) ohledné¢ podilu
signalni drahy PPAR na fizeni pozdni faze regenerace jater po hepatektomii. Tento tym dale
poukazal na vyznam metabolizmu mastnych kyselin a dalSich substratt lipidové povahy. My
jsme jako pozoruhodnou identifikovali drahu metabolizmu glycerofosfolipidii. Gen pro
lyzofosfolipazu 1 (Lyplal), ktery je jeji soucasti, m¢l v nasi studii ve vSech ,,Casnych®
intervalech progresivné klesajici expresi. V ,,pozdnich® intervalech byla jeho exprese oproti
kontrolni skupiné také sniZena ale asi jen poloviéné oproti ,,éasné fazi. Lyplal, znama také
jako acyl-protein thioesteraza 1 (APT-1), hydrolyzuje pestrou Skalu lyzofosfolipidd a ma také
(thio)esterazovou aktivitu vaci fadé peptidi a bilkovin acylovanych na cysteinovych nebo
serinovych reziduich (Long a Cravatt, 2011, Tom a Martin, 2013). Protoze ¢asné obdobi
jaterni regenerace je provazeno nadbytkem volnych mastnych kyselin z perifernich tukovych
zasob, neni tehdy tieba, aby Lyplal poskytovala jatrim dalsi substraty tohoto druhu. Zmény
miry jeji exprese vSak mohou mit 1 ur€itou regulacni ulohu. Lyplal katalyzuje 1
depalmitoylaci bilkovinnych substrati s vyznamnym vlivem na jejich subcelularni lokalizaci
a nasledné 1 aktivitu. Mezi takové substraty patti inducibilni forma syntazy oxidu dusnatého
(iNOS) nebo c¢lenové rodiny Ras onkogent. Jejich prostfednictvim muiZe mit Lyplal nejen

metabolickou roli (Navarro-Lerida et al., 2004, Oess et al., 2006).

Pokud jde o vyznam genu piislusnych ke kaskadam komplementu a koagulace, byla
jejich pritomnost mezi diferencialné exprimovanymi v ,,pozdni* fazi regenerace pro nas zprvu
prekvapiva. Nicméné byla publikovéana fada studii o Gi€asti obou téchto biologickych procest
a také fibrinolytického systému na pribéhu jaterni regenerace (Clark et al., 2008, Lisman a
Porte, 2010, Markiewski et al., 2009, Mastellos et al., 2001, Okumura et al., 2007, Sato et al.,
2008, Strey et al., 2003). Dosud popsané interakce se vSak odehravaji velmi ¢asné po resekci
jater a dostupna data nevysvétluji roli komplementu v pozdni fazi regenerace. V nasi studii
jsme zjistili vyrazné zvysenou expresi kininogenu 1 (Kngl) v rozmezi prvniho az devatého
pooperacniho dne. Trvala tedy jak v ,,Casné®, tak v ,,pozdni* fazi. Pocatecni vzestup miize byt

piipsan roli Kngl jako proteinu akutni faze a prozanétlivého Cinitele, nicméné pietrvavajici
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elevace napovida o vice funkcich. Jiz bylo popsano stimula¢ni piisobeni Kngl na proliferaci
endotelii a fibroblast (Aravena et al., 2005, Perez et al., 2006) a my se domnivame, Ze vyssi
exprese Kngl v pozdni fazi muze mit za cil podporu déleni neparenchymovych jaternich
bun¢k. Navrat exprese Kngl na kontrolni uroven v nejdelSich dvou intervalech nasi studie

takovy vyklad podporuje.

Pii posuzovani dat o signalni draze p53 jsme ziskali pro oba validované geny (Ppm1d
a Sesn3) rozporné vysledky. Nemtizeme proto o nich vyvozovat zadné urcité zaveéry. Nicméné
al., 1997, Xu et al., 2007). Tyto prace vsak bud’ nezahrnovaly nase dva kandidatni geny anebo
netrvaly do pozdé¢jsich pooperacnich intervali. Obecné vzato je apoptdza jisté vyznamnym
mechanizmem spoluurcujicim konec¢nou velikost regenerovanych jater a také celkovou

uspésnost regenerace po inzultu (Masson et al., 2000, Sakamoto et al., 1999).

Nyni pfistupujeme ke genim zvolenym pro validaci nikoliv vypocetni analyzou
genového obohaceni, ale vlastnim proé¢itinim a posuzovanim dat z DNA ¢ipt. Takto jsme
vybrali ¢tyti kandidaty. Prvnim z nich byla karboxylesteraza le (Cesle), ptislusejici ke draze
metabolizmu 1€kt jinymi enzymy nez isoenzymy cytochromu P450. Ma nékolik funkci blizce
spjatych s dosud diskutovanymi geny. Cesle hydrolyzuje mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem, je nezbytna pro esterifikaci cholesterolu a muze byt vyznamna v detoxikaci
nekterych 1€¢iv. Exprese Cesle byla vyrazné snizena béhem ,,Casnych® dni a méné silné
snizena oproti kontrolam v ,,pozdni*“ fazi regenerace. Takovato transkripni dynamika je
v souladu s pozorovanimi Yuana a kol. (2011b) ohledné exprese Acsll (¢len 1 rodiny acyl-
CoA syntetdz s dlouhym fetézcem), také se ucastnici katabolizmu mastnych kyselin
S dlouhym fetézcem. Acsll méla v jejich studii Sest hodin po PH snizenou expresi a 168 hodin
po PH nezménénou oproti laparotomovanym kontrolam. Nadmérnd nabidka mastnych kyselin
s dlouhym fetézcem plsobi nepifiznivé na c¢innost mitochondrii v ¢asnych hodinach po
hepatektomii. Hepatocyty proto sméfuji jejich vétsi podil ke zpracovani oxidaci mimo
mitochondrie (v peroxisomech a endoplazmatickém retikulu). Tato adaptace fizena zesilenou
signalizaci na draze PPARa zmirfiuje oxidacni stres a tvorbu reaktivnich forem kysliku
v mitochondriich (Ockner, 2004). V ¢ase se normalizujici ¢innost mitochondrii mize pozdé&ji
béhem regenerace jater dovolit méné¢ omezenou utilizaci mastnych kyselin s dlouhym

fetézcem.
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Dalsi validovany gen byl prvnim z onéch tii nasich kandidatt, postradajicich funk¢ni
asociaci v databazi KEGG. Byl jim lipokalin 2, zndmy také jako lipokalin asociovany
s neutrofilni gelatinazou (Lcn2 nebo Ngal). Jeho produkt je ¢lenem proteinové rodiny
lipokalini 0castnici se pienosu lipofilnich latek pfes membrany. Jak napovida jeho
alternativni jméno, Lcn2 tvoii komplexy s gelatindzou (matrix metaloproteazou 9; MMP-9).
Tyto komplexy chrani MMP-9 pied inaktivaci tkafiovymi inhibitory. Stépeni kolagenu IV,
zakladni slozky bazalnich membran, zprostfedkované MMP-9 dovoluje buiikdm tuto bariéru
piekonavat a migrovat ¢i invadovat do novych lokalizaci. Touto interakci ucinné zvysujici
motilitu bunck hraje Lcn2 roli v pfestavbé tkdni za mnoha okolnosti vcetné hojeni
gastrointestinalnich organi nebo karcinogeneze v travici soustavé (Bolignano et al., 2010,
Playford et al., 2006, Zhang et al., 2009). Remodelace tkan¢ nezbytné nastava i béhem
pozdnich fazi jaterni regenerace, kdy neuspofadané shluky nové namnozenych hepatocyti
musi byt znovu vybaveny zotavujicimi se cévami a mezibunéénou hmotou. Nicméné Len2 je
proteinem s mnoha funkcemi (Kalousek et al., 2006). Casné po resekci se miize uplatiiovat
také diky svym prozanétlivym a bakteriostatickym vlastnostem a spojitosti S ¢asné
indukovanymi cytokiny (interleukinem 6 a interleukinem 1) (Jayaraman et al., 2005). Lcn2
byl v nasi sad¢ validovanych genti indukovan nejsilngji. Vykazoval strmé zvySeni exprese ve
vSech ,,Casnych* dnech. Poté jeho exprese poklesla na podstatné mirn¢j$i hladinu indukce
béhem patého a sedmého dne po PH. Jeste¢ pozdéji se jiz jeho mira exprese velmi blizila
kontrolnim hodnotdm. Tento vyvoj exprese Lcn2 po PH prokézali i Lai a spolupracovnici
(2013), ktefi jej potvrdili i Western blotem. Cetné biologické role Len2 znesnadiiuji dohady o
jeho tloze v ,,Casné* a ,,pozdni* fazi jaterni regenerace. Bylo by nicmén¢ jisté velmi zajimavé
piipravit a studovat model s vyfazenou expresi Len2 (knock-out) nebo eliminovat jeho ucast
na regeneraci po hepatektomii néjakymi jinymi prostiedky. Bifazicky prubéh exprese
interleukinu 1B po hepatektomii mize napovédét vice o dynamice Lcn2 (Mohammed a

Khokha, 2005).

Piedposlednim genem v naSi validované sadé byl angiogenin (Ang). Byl ptvodné
popsan jako angiogenni faktor. Jeho ubikviterni exprese vSak naznacila mozné dalsi funkce
(Hu et al., 1994, Weiner et al., 1987). Ty byly bohaté potvrzeny recentnimi studiemi (Li a Hu,
2012). Dnes je jiz nepochybné, ze zvySena exprese angiogeninu podporuje rust nadorl nejen
stimulaci neovaskularizace, ale 1 udrZzovanim zvysSené syntézy rRNA. Za riznych zat€Zovych
situaci (hypoxie, teplotni Sok, oxida¢ni stres) dokdze angiogenin napomahat preziti bunck.

Selektivné potlacuje translaci vétSiny proteind, ¢imz Setii anabolickou energii pro zotaveni
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Z pasobicich nepiiznivych podminek. Studie naznacuji, ze vSak umoznuje translaci anti-
apoptotickych a dalSich proteinii podporujicich pteziti bunék. V prubéhu regenerace jater
musi nutn¢ dochazet k novotvorbé cév, a proto je logické ocekavat zvySenou miru exprese
Ang. Pfesto nase data poukazala na signifikantni pokles exprese Ang ve vsech ,,Casnych*
dnech a mirngjsi sniZzeni exprese oproti kontrolam po dobu celé ,,pozdni* faze. Regulace
novotvorby cév béhem regenerace je nejspiSe slozitéjsi, nez aby bylo mozné jednoznacné
predpovézeni exprese jednotlivych zucastnénych gent. Studie Xua a kol. (2005), v niz
stanovovali expresi potkanich genli v rozmezi 2 az 144 hod po 2/3 parcidlni hepatektomii,
také nalezla snizenou expresi angiogeninu ve vSech intervalech. Velmi podobny pribéh méla
v této studii i exprese RNazy A 4, blizce piibuzného genu, ktery sdili s angiogeninem
promotor a exon na 5 konci sekvence. Na druhou stranu pozdéjsi studie téhoz autorského
kolektivu (Xu et al., 2007), prokazala zvySenou expresi jinych geni podporujicich
angiogenezi. Geny Efnbl, F2 a Tff3 mély expresi v intervalech do 60 hodin po PH vesmés
zvySenou, pozdé¢ji (do konce 168 hodinového sledovani) naopak prevazné snizenou. Gen
Cnnl mél expresi zvySenou v Casnych i pozdé&jsich intervalech, zatimco exprese angiopoetinu
1 (Angptl) byla v nékterych intervalech snizena a jindy zvySena. Nygard a kol. (2012) na
modelu 60% PH u prasat, pozorovali v pozdnich fazich regenerace pokles miry exprese
vasohibinu 2, ktery nebyl pfitomen u laparotomovanych ani intaktnich kontrolnich zvifat.
Slabinou tfi posledné¢ jmenovanych studii vSak je nedostatecnd validace vysledkil jinou
metodou kromé DNA ¢ipil. Lze shrnout, Ze v otdzce transkripcni regulace tvorby cév béhem

regenerace jater zastava jesté mnoho nepoznaného.

Kone¢né poslednim genem naseho zajmu byla N-acyltransferdza 8 (Nat8), recentné
popsana jako mikrosomalni enzym, ktery Kkatalyzuje posledni krok syntézy kyseliny
merkaptomocové pii detoxikaci a exkreci cysteinylovych konjugati (Veiga-da-Cunha et al.,
2010). Podobné jako v piipadé Cesle, exprese Nat8 byla vyraznéji snizena ve vSech
»casnych® dnech. V ,pozdnich® dnech bylo snizeni exprese oproti kontroldm také asi
poloviéni. Casna exprese Nat8 postupné poklesala s minimem dosaZenym 3. pooperaéni den,
zatimco hladina Cesle mRNA byla nejnizsi hned prvni den po PH. Kromé xenobiotik jsou
substraty Nat8 také nékteré leukotrieny, coz naznacuje dal§i mozné role tohoto enzymu

béhem regenerace jater.
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8 ZAVERY

Mame-li shrnout veskeré vysledky prezentované prace, mizeme uvést nasledujici.
Studovali jsme transkrip¢ni regulaci pozdni faze regenerace jater na modelu 2/3 parcialni
hepatektomie, motivovani nedostatkem poznatki o tomto obdobi a jeho potencidlné
podstatnym Kklinickym vyznamem. Pro tento Gc¢el jsme provedli profilovani genové exprese
metodou celogenomovych DNA Cipl. Vzorky regenerujici jaterni tkané jsme sbirali
Vv ¢asovém rozpéti $irSim nez je obvyklé, sahajicim az do Ctrnactého pooperacniho dne. Toto
rozsitené pokryti pooperacniho pribéhu nam umoznilo spolehlivéji popsat dynamiku zmén
genové exprese a povazujeme jej za vhodné i pro dalsi prace v oboru. Inovativni kombinace
hierarchického shlukovani a analyzy hlavni slozky dat ziskanych na DNA ¢ipech ndm
dovolila rozlisit tfi Casové faze regenerac¢ni odpovédi. Pozdni faze se ukazala byt odlisna od
Casné¢ 1 intaktni, ¢imz se potvrdil naS predpoklad existence aktivnich ukoncovacich
mechanizmii regenera¢niho déje. Pozdni faze, ¢asové vymezena jako obdobi pocinajici u
potkant patym poopera¢nim dnem, byla predmétem dalSiho interpretac¢niho usili.

Bioinformaticka pocitacova analyza a vlastni literarni reSerSe informaci o 359 genech
charakteristickych pro pozdni fazi dohromady odhalily pét funkénich skupin s vysoce
pravdépodobnou ucasti na pokrocilé regeneraci. Spolecné pouziti vypocetnich 1 tradi¢nich
postupti interpretace ptineslo lepsi vysledky nez oba jednotlivé ptistupy a jejich kombinovani
se nam proto jevi jako opodstatnéné.

Nase nalezy podporuji a rozsifuji prukopnicka data recentné publikovana Yuanem a
spolupracovniky (2011b) a byly dosazeny originalni kombinaci bioinformatickych metod
vyhodnoceni vysledkd na genomické Urovni a potvrzeny obecné uzndvanou metodou real-
time PCR. S piihlédnutim k posttranskripénim regulaénim mechanizmim tvofi nase vysledky
rozumny zéklad pro navazujici vyzkumné studie v aktivnim oboru regenerace jater. ZlepSeni
znalosti o drahach fidicich ukonc¢eni proliferace jaternich bun¢k by bylo cenné pro prevenci a
1écbu jaternich nadori. Ty dodnes ziistavaji obtizné 1éCitelné a resekce jater s kurativnim

zamérem jsou stale spojeny s vyznamnymi komplikacemi (Ezzat et al., 2011).

Vedle nalezi analyz genové exprese ptriddvame svilj hlas k nazoru, ze referencni
hodnota ,,hepatostatu* necini 100% objemu jater pted resekci, nehledé¢ na mechanizmus jeho
¢innosti. Funkéni kapacita nov€ namnoZenych jaternich bunck miZe byt vétsi nez téch
odstranénych dospélym jedincim pii hepatektomii, coz by dovolovalo po fadné ukoncené

regeneraci i ,,netiplné* obnovenym jatram pracovat dostate¢né vykonng¢.

107



Osobnim pfinosem doktoranda v popisované praci bylo zprostiedkovani spoluprace
S nestatnim vyzkumnym pracovistém, biotechnologickou spole¢nosti GENERI BIOTECH
s.r.0., a tim i umoznéni analyzy genové exprese metodou DNA ¢ipu. K otazce pavodnosti
feSeni lze uvést, ze provedend studie se tykala oblasti experimentalni hepatologie, které je
celosvétoveé vénovana mald pozornost. Soucasti zpracovani vysledkii bylo odvozeni a pouziti
vlastniho parametru hodnoceni Uplnosti strukturni obnovy jater. A kone¢né v postupech
interpretace byla zahrnuta dosud jinde nepublikovand kombinace bioinformatickych metod ve

snaze zptesnit asové vymezeni terminace regenerace jater.
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