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1. SOUHRN

Jaterni fibréza vznikd v dusledku chronickych jaternich onemocnéni a plisobenim
nejrozlicngjsich pricin ¢i podnéti. Dochazi k nadmérné tvorbe, hromadéni a ukladani extracelularni
matrix (ECM), pfedevsim kolagenu typu I, ktera zptisobuje pfestavbu jater a mlize piejit az v jaterni
cirhézu. Jde 0 dynamicky proces novotvorby a odbouravani ECM, které je produkovano zejména
jaternimi hvézdicovymi buitkami (HSC). HSC se nachazeji v Disseho prostoru, hraji dilezitou roli v
hospodarteni s vitaminem A. Pfi poSkozeni jater se z klidového (quiescent) stadia aktivuji, proliferuji,
ziskavaji myofibroblastovy fenotyp a produkuji velké mnozstvi ECM. Experimentalni studie
prokazaly vratnost fibrotického procesu, pfiCemz moznost, jak snizit pocet nadbytecnych
aktivovanych HSC je odstranéni pomoci programované bunééné smrti (apoptdzy), nebo navrat zpét do
klidového stavu.

Cilem naSi prace bylo popsat a navzajem porovnat butiky klidové, aktivované in vitro a in
Vivo. Zaméfili jsme se na vliv trojrozmérné kolagenni matrix na apoptoézu jaternich hvézdicovych
bunék, nebot’ vliv kolagenu typu | na apoptézu nebyl doposud sledovan.

In vivo byla aktivace HSC vyvolana intragastrickym podani trech davek tetrachlormethanu
potkantim. In vitro jsme apoptozu indukovali tfemi rozdilnymi toxiny — gliotoxinem, cykloheximidem
a cytochalasinem D. HSC jsme izolovali z normalnich i akutné poskozenych jater potkant
enzymatickou perfuzi a centrifugaci v hustotnim gradientu. 1zolovali jsme HSC s odlisnymi fenotypy
—klidové, aktivované in vitro a in vivo, a ty byly kultivované na plastu a na kolagennim gelu po 7 dni.
Sledovali jsme dynamiku jejich rastu, morfologii, expresi 94 geni pomoci oligo c¢DNA,
imunocytochemicky hladkosvalovy a-aktinu (a-SMA) a apoptotické proteiny Bax a Bcl-2. Apoptoza
byla detekovana kombinaci dvou nezavislych metod — fluorescenénimi barvivy a prutokovou
cytometrii.

Klidové HSC z nepoSkozenych jater se na plastu transdiferencovaly na buiiky aktivované
s myofibroblastovym genotypem i fenotypem. Béhem aktivace doslo K fadé zmén v expresi riznych
skupin gentl, které jsme sledovali pomoci oligo cDNA arrayi. Kolagenni gel ovlivnil morfologii vSech
bunék, které tak ziskaly vzhled podobny bunkam in vivo. Aktivované HSC se vyznacuji pozitivitou o-
SMA zptsobujici jejich kontraktilni vlastnosti. Ten se prodluzujici kultivaci na kolagennim gelu u
¢asti bunék vytratil, coz potvrdilo teorii, Ze se ¢ast aktivovanych HSC navraci do klidového stadia.
Cast aktivovanych bunék podléhala spontinni apoptoze, jiz byl nadbyte¢ny pocet HSC regulovén.
Procento apoptotickych bunék kultivovanych na kolagennim gelu bylo u vSech typd bunék vyrazné
vyssi, stejné jako se zvySoval apoptoticky index proteind Bcl-2 rodiny. Zavedli jsme metody navozeni
apoptozy pomoci gliotoxinu, cyklohemidu a cytochalasinu D. Kolagenni gel zaroveni potencoval a
urychloval apoptézu vyvolavanou toxiny, prestoze je mechanismus G¢inku navozeni apoptozy je u
kazdého z nich jiny.

Interakce jaternich hvézdicovych bunék v poskozenych jatrech se slozkami extracelularni
matrix hraje dulezitou roli v navratu fibrotického poskozeni k pivodnimu stavu. Lze tedy fici, Ze
nezalezi na tom, jakym zptisobem byla apoptdza zpisobena, ale kolagenni matrix, ktera se v jatrech
akumuluje pfi rozvoji jaterni fibrozy, tento proces akceleruje a mize velmi vyrazné ovlivnit Zivotni
cyklus a chovani jaternich hvézdicovych bun¢k. Proto je navozeni ¢i ovlivnéni apoptozy HSC v dnesni

dob¢ vyznamnym, strategicko-terapeutickym, antifibrotickym cilem.



2. SUMMARY

Liver fibrosis represents a significant worldwide health problem. It is a response of
liver to repeated injury and it is characterized by breakdown of normal extracellular matrix
(ECM) resembling basement membrane in composition and by accumulation of ECM
containing fibrillar type I collagen. Although more than one potential source of ECM exist,
the largest part of connective tissue components is synthesized by activated hepatic stellate
cells (HSC). Hepatic stellate cells are located in the space of Disse between endothelial cells
and parenchymal cells and their main function is the uptake and storage of vitamin A and
other retinoids. Inducing or accelerating their apoptosis is a potential way of liver fibrosis
treatment.

Aim of our study was to find out how collagen gell influences HSC as the effect of
ECM on HSC apoptosis has not been studied yet. We have used gel made of type I collagen,
the main component of fibrotic liver ECM, to study how it affects spontaneous apoptosis of
HSC isolated from carbon tetrachloride damaged liver and the apoptosis of normal HSC
exposed to apoptosis inducing agents, gliotoxin, cycloheximide and cytochalasin D, in vitro.

HSC were prepared by perfusion of rat normal and cirrhotic liver with pronase and
collagenase solutions, followed by centrifugation of the cell suspension on a density gradient.
HSC were cultivated on plastic dishes or collagen gel for 6 days. We observed three different
types of HSC - quiescent, activated in vivo and vitro, and examined their growth,
proliferation, activation and mainly apoptosis. We used imunocytochemical detection of a-
SMA and apoptotic proteins Bcl-2 family. Also oligo cDNA array for determination of gene
expression was used. Two independent methods were used to determine apoptosis, it was
quantified by a specific staining of cell nuclei and by flow cytometry.

HSC from normal liver were quiescent, but they became activated after plating on
plastic dishes and on collagen gel. Collagen gel influenced morfology of HSC, their
proliferation and apoptosis. HSC cultured on gel resembled star-shape cells observed in vivo.
Activated HSC a-SMA positive that is responsible for cell contractile features. a-SMA
partially dissappear with prolonged time of cultivation on gel which supports the thesis that
activated HSCs may revert back to quiescence. Part of activated HSC underwent spontaneous
apoptosis in vivo and in vitro. We have found that type | collagen enhances HSC apoptosis
regardless of the agent triggering this process. Apoptotic rate in the cells on collagen was
significantly higher when compared to the cells on plastic.

Enhancing this process could lead to a more rapid resolution of liver fibrosis.
Excessive deposition of ECM, especially of collagen I, may influence morphology, function
and fate of HSC as shown by cultivation of these cells on collagen gel.



3. UVOD DO PROBLEMATIKY

Jaterni cirhoza piedstavuje Gasté a zavazné onemocnéni, v Ceské republice umira
rocné 20,3 / 100 000 obyvatel, do konecného stadia dospé€je asi 1 500 — 2 000 nemocnych.
Studium v poslednich tfech dekadach znacné piispélo k objasnéni jejiho slozitého
mechanismu a nové metody piinesly fadu cennych poznatkli o jeji patogenezi (Pfibramska,
2007). Jaterni fibréza je charakterizovana nadmérnym hromadénim mezibunécné hmoty a
vznikd v disledku plisobeni nejrozliénéjsich pficin ¢i podnéta. Jeji pfi¢inou jsou chronicka
jaterni onemocnéni, jako virova ¢i autoimunitni hepatitida, abtizus alkoholu, G¢inky toxint ¢i
bilidrni poskozeni. Klinické projevy jsou variabilni a jsou ovlivnény typem, projevy a
pokrocilosti zakladniho onemocnéni. Cirhézu definujeme jako konecné stadium fibrozy
jaterniho parenchymu vyustujici do uzlové prestavby jater s naslednou poruchou jejich
funkce.

Zacatek fibrogeneze je spojens akutnim poSkozenim jater, dochazi k nekréze
hepatocyti, coz vede k aktivaci jaternich hvézdicovych bungk, ale i celé fady dalSich bunék a
ke vzniku zanétu. S pretrvavajicim poSkozenim dochazi k selhéni regeneracnich schopnosti a
hepatocyty jsou nahrazovany nové vytvoienou extracelularni matrix, ktera se v jatrech
hromadi, uklada a zptsobuje jejich piestavbu. Hlavni producenti kolagenu typu I a dalSich
slozek matrix jsou jaterni hvézdicové bunky, které hraji v procesu fibrogeneze zasadni roli.
V poranénych jatrech se aktivuji, mnozi a mimo tvorby matrix uvoliuji fadu profibrogennich
cytokini, metaloproteindz a inhibitori matrix-degradujicich enzymit, které jsou pro cely
proces nezbytné.

Diive byly oba stavy povaZovany za nevratné, nicméné o reverzibilité¢ fibrozy i
cirhdzy se ve védeckych kruzich hojné diskutuje a probiha celd fada studii zaméfenych na
navrat do puvodniho stavu. Z dne$niho pohledu je fibr6za vnimana jako dynamicky proces,
ktery vede nejen k novotvorbé extracelularni matrix, ale zarovei 1 k jeji degradaci. Jednou
Z cest jak obnovit rovnovahu v jatrech je odstranéni hlavnich producentii extracelularni matrix
programovanou buné¢nou smrti — apoptdzou. Proto je navozeni ¢i ovlivnéni apoptdézy HSC v
dne$ni dobé vyznamnym, strategicko-terapeutickym, antifibrotickym cilem. Nemaly vliv se
pfisuzuje interakci hvézdicovych bunék a extracelularni matrix. Novotvorba, pfestavba ¢i
degradace extracelularni matrix mize ovlivnit dal$i osud bunck v jatrech, at’ jiz smérem k
proliferaci, navratu do klidového stavu ¢i k bunééné smrti.



4. CILE PRACE

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

Kladli jsme si za cil:

e Izolovat hvézdicové buiikky zneposkozenych jater a zdrovenn zjater akutn€ poskozenych.

Charakterizovat tyto buniky z hlediska morfologie, ristu a bunécného cyklu.

e Vytvotit model vhodny ke studium apoptdzy jaternich hvézdicovych bun¢k — in vivo za pomoci

tetrachlormethanu nebo in vitro indukci apoptoézy za pomoci toxind.

e Zjistit, jaky je vliv kolagenu typu I na apoptdzu jaternich hvézdicovych bun€k a analyzovat geny

S apoptdzou asociované.



5. METODICKA CAST

Projekt pokust byl schvalen etickou komisi Lékaiské fakulty UK v Hradci Kralové. Veskeré
prace se zvifaty byly provadény ve vivariu LF HK. Zvifata byla chovana v klimatizovanych
mistnostech s teplotou 22 °C a cykly svétla a tmy po 12 h. Pro experiment byli pouziti samci potkanti
Sprague-Dawley (Anlab, Praha). Jaterni hvézdicové bunky jsme izolovali z normalnich a akutné
poskozenych jater pomoci tfi davek tetrachlormetanu intragastricky. HSC byly izolovany na hustotnim
gradientu z jater po enzymatické perfuzi. Postup je podrobné popsan v nasi publikaci (Jiroutova,
2005).

Buriky byly kultivovany na plastu a na gelu ptipraveném z kolagenu typu I. Kolagen typu |
byl extrahovan z ocasnich S$lach potkant, postup vychazi z metody Elsdala (1972). Vysledna
koncentrace kolagenu v gelu byla 0,1 %. Jaterni tkan pro imunohistochemické vySetieni byla fixovana
formaldehydem a zalita do parafinovych blockl. Histologické fezy jsme obarvily hematoxylinem-
eozinem, barvenim dle Gomoriho a modrym trichromem. Pro cytochemickou detekci jsem pouzili
specifickych protilatek na a-SMA, Bcl-2, Bax.

Pro detekci apoptozy jsme pouzili dvé nezavislé metody. Fluorescenéni barveni jader pomoci
DAPI umoziuje lepsi posouzeni struktury chromatinu, kombinace fluorescencnich barviv akridinové
oranze a ethidium bromidu umoznuje odliSit zivé a umirajici HSC. Dale byla vyuzita analyza bunék
pomoci pritokové cytometrie s vyuzitim subG1 piku k detekcii apoptotickych bunék.

Z bunék jsme vyextrahovali RNA fenol-chloroformovou extrakci. Expresi gend jsme
stanovovali pomoci oligo cDNA arrayi. Postup je podrobné popsan v nasi publikaci (Jiroutova, 2007).

Vyvolani apoptdzy in vitro bylo zptisobeno ucinkem t¥i toxini - vlivem gliotoxinu (1,5 uM po
dobu 5 hodin, GLT), cykloheximidu (50 uM po dobu 14 hod, CHX) a cytochalasinu D (5 pg/ml (0,01
puM) po dobu 24 hod, CYT D). Byly pouzity HSC, které byly izolované z neposkozenych jater potkant
kultivovanych na plastovych miskéch ¢i kolagennich gelech po dobu 7 dni. Toxiny byly rozpustény v
dimethylsulfoxidu (DMSO), ktery byl pouzit jako kontrola. Stanoveni laktatdehydrogenazy (LDH) v
médiu se provadi k ovéreni, zdali buniky umiraji bunécnou smrti — apoptoézou, nebo doslo k nekroze
toxickym poSkozenim. Metoda je zalozena na spekrotofometrické detekci. Vysledky byly
vyhodnoceny v programu NCSS 2004 (Number Cruncher Statictical Systems, USA). Pouzité testy
jsou uvedeny ve vysledkové ¢asti. Statistickou analyzu provedla RNDr. Eva Cermakova z Oddéleni

vypocetni techniky LFHK.



6. VYSLEDKY

Pred perfuzi jater byl odebran do formalinu levy lateralni lalok pro histologickou analyzu.
Rezy jsme obarvili standardnimi histologickymi barvenimi — hematoxylinem-gozinem, modrym
trichromem a Gomoriho barvenim. Patrna byla pocinajici pfestavba jaterniho parenchymu, poskozené
hepatocyty umirajici nekroézou ¢i apoptoézou (prazdné prostory v jaternim parenchymu) byly nahrazeny
viditelnou akumulaci vaziva — jak retikularnich vlaken, tak kolagenu v malém mnozstvi v okoli V.
centralis i v jaternim parenchymu.

6.1. Charakteristika klidovych a aktivovanych HSC

Rozhodli jsme se zaméfit na bunky izolované 24 hod z jater akutn€ poSkozenych od posledni
treti davky tetrachlormethanu a zaroven z neposkozenych jater. Ziskali jsme je enzymatickou perfuzi
jater potkanti a opakovanou centrifugaci vzniklé bunééné suspenze v hustotnim gradientu. Frakce
klidovych a aktivovanych bun¢k byly vysety na plastové misky, ¢i kolagenni gely a kultivovany az po
dobu 7 dnl. Metoda sledovani autofluorescence vitaminu A v lipidovych kapénkach slouzi k ovéfeni
Cistoty izolované frakce neparenchymovych bungk, zjistili jsme autofluorescenci u 70 % Cerstveé
izolovanych bun€k. Protoze je obsah tukovych kapének v HSC proménlivy, byl také pouzit pro
oveteni Cistoty specificky marker pro HSC kysely gliovy fibrilarni protein (GFAP). Pomoci n¢ho byla
zjisténa Cistota vice nez 95 % (Jiroutova, 2005).

Klidové (quiescent) HSC izolované z neposkozenych jater (N HSC) se na plastu béhem
Sestidenni kultivace tzv. aktivuji (Knittel, 1999). Po vysazeni mély kulovity tvar s lipidovymi
casteckami s vitaminem A, které postupné ubyvaly. Aktivaci byly vice rozprostfené, markantni byla
vzristajici exprese alfa aktinu hladké svaloviny (a-SMA). Po izolaci jsou klidové, neaktivované N
HSC neschopné kontrakce, a-SMA zcela chybi (Neubauer, 1996). Po dvoudenni kultivaci na plastu
byla pozitivita pro a-SMA stanovena u 14 % bunék, s prodluzujici se dobou kultivace (Sesty den) se
procento a-SMA zvysilo az na 98 %. Morfologie bunék kultivovanych na kolagenu gelu je pozménéna
diky trojrozmérnému prosttedi. N HSC byly na gelu Stihlejsi, s dlouhymi vybézky kopirujicimi
kolagenni fibrily. Svym tvarem vice pfipominaly hvézdicové bunky, které jsou nalézany in vivo.
Na kolagennim gelu byl sledovan rychlejsi pribéh aktivace, druhy den bylo pozitivnich 40 % bunék,
zatimco Sesty den bylo nalezeno pouze 76 % a-SMA pozitivnich bunék. Aktivované C3 HSC mély
na plastu zpocatku kulovity tvar, postupem ¢asu jich ¢ast proliferovala, a s prohlubujicim se procesem
aktivace se buniky zménily v polygonalni s mnoha vybézky. C3 HSC jsou buiky aktivované in vivo, a
proto vykazovaly druhy den kultivace na plastu pozitivitu a-SMA 94 %. Cast bunék ale odumira
bunécnou programovanou smrti — apoptoézou. Pfi apoptéze dochazi ke zméné tvaru buiiky, pyknoze
jéadra a vzniku apoptotickych télisek, kterd se odlucuji do média. Na kolagenu méla cast C3 HSC sviij
charakteristicky hvézdicovy tvar, ktery je nalézan in vivo, a ¢ast opét svitici kulovity tvar, hladina a-
SMA je 98 %. Buiiky velmi rychle rostly a liSily se od bun¢k rostoucich na plastu — mély Stihlejsi,
protahla téla s ¢etnymi, dlouhymi vybézky. V Sestém dnu kultivace uz vypadaly podobné jako na
plastu. Zatimco na plastu zistava pocet a-SMA pozitivnich bunék béhem kultivace stale stejny,
na kolagennim gelu doslo k statisticky vyznamnému poklesu az na 63 %. Morfologicky byla viditelna
apoptdza a ¢ast bun€k se navraci do klidového stadia (Obr. ¢.1).

Stanoveni proliferace N HSC i C3 HSC. Z pocatecniho mnozstvi 500 tisic se pocet bun¢k
v pribéhu kultivace sedmi dnti po vysazeni méni. N HSC proliferuji na obou povrsich s rozdilnou
dynamikou v Case, kolagen podporuje proliferaci, rychleji se mnozi, od tfetiho dne naopak dochazi k



jejich postupnému ubyvani. Na plastu po dvoudenni fazi stagnace zacinaji proliferovat a jejich
mnozstvi se po Sesti dnech vyrovna poctu bunck na kolagennim gelu. Pocet C3 HSC se béhem
kultivace vyrazné¢ neméni. Na plastu C3 HSC maji vyznamné nizsi proliferacni schopnost, statisticky
vyznamny rozdil vi¢i N HSC se projevuje od tfetiho az do sedmého dne. Kultivace na kolagennim
gelu nema v prvnich tiech dnech vliv na déleni C3 HSC, nesledujeme proliferaci nebo je balancovana
apoptdzou, vyznamny rozdil v poctu bun€k nachazime az den Sesty a sedmy (Obr.¢.2).
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Obrazek ¢. 1: Morfologie N HSC (A) a C3 HSC (B). Buiiky byly kultivovany na plastovych miskach a na
kolagennim gelu typu I po dobu 2 a 6 dni (fazovy kontrast, zvétSeni 200x). Na obrazcich vpravo je
imunofluorescen¢ni detekce a-SMA (zvétSeno 400x, a 200x). Jsou zde zelené zvyraznény fibrily aktinu,
modi‘e jsou DAPI zvyraznéna jadra bunék. V tabulce jsou uvedeny priméry a smérodatné odchylky
pruméru. Staticka vyznamnost p<0.05 (Studentiv t-test).
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Obr. ¢. 2: A Stanoveni po¢tu N HSC a C3 HSC vysazenych na plast a kolagenni gel (po¢atecni mnoZstvi bunék bylo
5x10°%) v pritbéhu sedmidenni kultivace. V grafu jsou uvedeny priiméry a chybové isetky odpovidajici smérodatné
odchylce priméru. Statisticky vyznamné rozdily mezi po¢ty bunék na plastu a na kolagennim gelu je vyznacena (*).
Statisticka vyznamnost ovéfena Studentovym t-testem (p<0.05). B. Analyza buné¢ného cyklu N HSC priitokovou
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cytometrii. Data z histogramu byla pfevedena do procentualniho vyjadieni po¢tu N HSC 0, 2 a 6 dni kultivovanych
na plastu a na kolagennim gelu do grafu /tabulky (n=4). Nebyla prokazana statisticky vyznamna zména (ovéfeno
Studentovych t-testem, p<0.05).

6.1. Stanoveni apoptézy C3 HSC

Ucelem tohoto pokusu bylo zjistit, jak ovliviiuje kolagenni prostfedi apoptozu C3 HSC. K jeji
detekei je zapotiebi pouzit nejméné dvou metod, aby byly vysledna data validni a proto jsme zvolili
fluorescenéni znadeni a pritokové cytometrie. K rozliseni Zijicich a apoptotickych bunék C3 HSC
bylo pouzito fluorescencni barveni pomoci AO/EtBr a DAPI. Okamzité po izolaci bylo nalezeno
27 % bunék vykazujicich apoptotické rysy barvenim AO/EtBr. Nalezli jsme zvySené procento bunck v
apoptdze pii kultivaci na kolagenu prvni a druhy den, s dalsi kultivaci (Sesty den) klesla hodnota na
23 %. Na plastu jsme sledovali opacny trend, hladina apoptozy z 22 % (druhy den) postupné vzrustala
s maximem 34 % v Sestém dnu kultivace. Obdobnych vysledkl jsme dosahli za pomoci sledovani
zmén jaderného chromatinu za pomoci vizualizace DAPL. Obé metody potvrdily, Zze kolagenni gel
potencuje a rozviji apoptdézu. Buniky v apoptdze se pomoci pritokové cytometrie zobrazuji na
kone¢ném histogramu jako sub G1 pik. Pomoci této techniky jsme potvrdili trendy apoptotickych
kiivek ziskanych pomoci fluorescencnich metod. Na kolagennim gelu je nejvyssi procento
apoptotickych bun¢k druhy den (41 %) s dalsi kultivaci klesa. Na plastu od druhého dne pozvolna
vzrasta az na 33 % ve dni Sestém (Obr. 3).

A —&—Ao/EtBr plast  —®—Ao/EtBr kolagenni gel B 60 —&—FC plast - FC kolagenni gel
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Obr ¢. 3: Stanoveni procenta apoptotickych bunék s pouzitim fluorescen¢niho barveni AO/EtBr a DAPI
(A) a pritokové cytometrie (B). Hodnoty jsou zobrazeny jako priumér, chybové tsecky odpovidaji
smérodatné odchylce priméru (n=4). Statisticka vyznamnost byla potvrzena (p<0.05). Fotografie C3 HSC
barvené fluorescenénim barvenim AO/EtBr na plastu a kolagennim gelu kultivované 2 dny. AO pronika
do bunék a barvi je zelené, zatimco ethidium bromid pronika pouze do bunék s narusSenou integritou
plazmatické membrany (pozdné apoptotickych ¢i nekrotickych) a barvi je Cervené. ZvétSeni 100x. D.
DAPI barvenim jsou modie obarvena vSechna jadra, apoptotické buriky vykazuji charakteristické rysy

(smrsknuti jadra, kondenzaci chromatinu) ve vys§im procentu se vyskytuji na kolagennim gelu. ZvétSeni
400x.
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6.2. Analyza exprese geni u N HSC a C3 HSC

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

Pomoci multiplexni analyzy exprese genti uzitim oligo cDNA ¢ipt jsme sledovali expresi 94
gend souvisejicich se zménami v prubehu aktivace HSC in vivo. Porovnavali jsme expresi v klidovych
HSC izolovanych ze zdravych jater potkant s expresi v aktivovanych C3 HSC. Jednalo se celkem o
94 genti, které jsme pro piehlednost rozdélily do nékolika skupin: strukturalni proteiny (7 genit),
matricelularni proteiny (9 gent), chemokiny (15 gentl), metaloprotedzy a jejich inhibitory (16 gent),
bunécné receptory a markery HSC (12gentl) a apoptotické geny (11 gend). Vysledné hodnoty exprese
gent, jejichz intenzita byla vyssi nez 0,2 alespon u jednoho z intervald, jsou uvedeny Vv grafech ¢. 1 a
2. Do grafu byla vynesena normalizovana hodnota exprese jednotlivych genli v procentech, pfi¢emz
100% tvoti exprese daného genu v N HSC. Geny se zvySenou expresi jsou v pravé ¢asti grafu, geny se
sniZzenou expresi v levé.

Strukturalni a matricelularni proteiny. Klidové HSC izolované ze zdravych jater a C3 HSC
aktivované in vivo patologickych procesem vyvolanym podavanim CCl, se 1isi nejen morfologicky,
ale i expresi nekterych gend. Ve fazi akutniho poskozeni se zacinaji exprimovat a tvofit praveé tyto
slozky extracelularni matrix, které tak nahrazuji matrix béznou kolagenni matrix v jatrech. Dochazi
zejména k dramatickému nartstu exprese fibronektinu (Fn 1) a nesignifikantnimu le¢ intenzivnimu
naristu exprese prokolagend I, III (Col 1, Col 3). Exprese elastinu (Eln) ani fibrilinu (Fbn 1) se
nezménila. Prokazali jsme zvySeni exprese prokolagent I, III, V (expresni poméry 5,8; 5,1; 2,0).
Mezi matricelularni proteiny se zvySenou expresi, i kdyz nesignifikantni, mizeme zatadit perlekan
(PIc) a biglykanu (Bgn) a lumikan (Lum), u syndekanu 3 (Sdc3) je tomu naopak. Chemokiny,
metaloprotinazy a jejich inhibitory. Zvysenou syntézu slozek ECM provazi béhem rozvoje jaterni
fibrézy jejich snizend degradace pomoci MMP. Pii porovnani klidovych N HSC a aktivovanych C3
HSC vidime pokles exprese MMP a to MMP-3, MMP-7, MMP-9 a MMP-13. Hodnoty maji vysokou
variabilitu a nejsou statisticky vyznamné. Exprese MMP-2 je naopak lehce zvySend. Se
snizenou aktivitou metaloproteinas souvisi nadprodukce jejich inhibitorti. Zmény v expresi TIMP1, 2,
3 jsme nezaznamenali. Z cytokind a ristovych faktord se nejvyraznéji zvysuji IL-4, neurotrofin (NT-
3) a VEGF. Bunééné receptory a markery HSC Mezi nejznaméjsi markery aktivovanych HSC
fadime fibulin-2 (Fbln 2) a P100 (Knittel, 1999). Exprese obou signifikantné roste u C3 HSC. Exprese
integrinli se neméni, integrin a6 a B3 (Itga 6, Itgb 3) roste pouze nesignifikantné. Exprese
apoptotickych genii. K aktivaci N HSC dochézi kultivaci na plastu, buiiky kultivované po dobu dvou
dnt jsou povazovany za klidové, béhem sedmidenni kultivace se méni jejich morfologie i exprese celé
fady genti (Jiroutova, 2007). In vivo aktivované C3 HSC (toxickym poskozenim jater) podléhaji
apoptoze, kulminujici druhy den po izolaci. V grafu ¢. 2 A jsou uvedeny relativni exprese gent
aktivovanych N HSC po sedmi dnech kultivace (vztazeno na klidové N HSC kultivované 2 dny, které
tvoti 100 %). V ¢asti B je uvedena exprese gend aktivovanych C3 HSC (opét vztazeno na N HSC 2

dny).
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Graf ¢. 1 : Stanoveni exprese genu strukturalnich proteini ECM, matricelularnich proteinu.
chemokiny, metaloproteiniazy a jejich inhibitory a pro bunééné receptory a markery. Hodnoty jsou
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zobrazeny jako prumér relativni exprese, 100 % je vZdy exprese N HSC 2 dny. Chybové tsecky
odpovidaji smérodatné odchylce priiméru (n = 4).

Apoptotické geny N HSC 7d Apoptotické geny C3 HSC 2d
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Graf ¢. 2: Stanoveni exprese apoptotickych gent. Srovnani exprese gent na plastu aktivovanych
N HSC 7 dni a exprese aktivovanych C3 HSC 2 dny. Hodnoty jsou zobrazeny jako primeér relativni
exprese, 100 % je vZidy exprese N HSC 2 dny. Chybové tsecky odpovidaji smérodatné odchylce pruméru
(n = 4). Statisticka vyznamnost (*) ovéiena Studentovym t-testem (p<0.05).

Prukaz apoptotickych proteini pomoci imunocytochemie

Abychom prokazali expresi proapoptotického Bax a protiapoptotického Bcl-2 nejen na tirovni
nukleovych kyselin, ale i proteind, zvolili jsme imunocytochemickou detekci u bunék N HSC a C3
HSC v intervalu 2 a 6 dni kultivovanych na plastu a na kolagennim gelu. Zajimala nas zména
apoptotického poméru Bcl-2 / Bax v prabéhu aktivace bunék a v procesu apoptozy. Jako aktivované
buiky povazujeme N HSC 6 dni a C3 HSC, nebot’ vykazuji skoro 100% expresi a-SMA. Na obrazku
¢. 4 jsou uvedeny tabulky s procentem pozitivnich bunék a fotografie bunék s detekovanou pozitivitou
apoptotickych proteinti vykazujici perinuklearni pozitivitu. S aktivaci N HSC dochazi k nardstu Bcl-2
proteinu na plastu i na kolagennim gelu, stejn¢ tak u exprese protipiisobiciho proteinu Bax na
kolagennim gelu (Obr. ¢. 4 A). Apoptoticky pomér Bcl-2/Bax se v procesu aktivace zvysuje, stoupa
na plastu z 0,41 na 1,02 a také na kolagennim gelu vykazuje témét dvoujnasobnou hodnotu (z 0,55 na
0,94).

U C3 HSC je u dvoudenniho intervalu patrny znatelny rozdil v expresi proteinit v HSC na
plastu a na kolagennim gelu. Zatimco na plastu je Bax exprimovany pouze u 31 % bunék, s
prodluzujici se dobou kultivace jeho exprese roste na 49 %. Na kolagenu naopak klesa z 64 % na 43
%. Bcl-2 protein je na pocatku na plastu exprimovan u 33 % bunék a s prodluzujici se kultivaci roste
na 53 %. Na kolagenu lze sledovat opaény trend, klesa exprese z 63 % na 34 % (Obr. ¢. 4 B). Poméry
se vzajemné s prodluzujici se kultivaci neméni tak markantné jako v pfipadé N HSC. Na plastu je
zména poméru nepatrnd, z 1,06 na 1,08 a na kolagennim gelu je pokles z 0, 98 na 0, 79. Plati, Ze ¢im
je hladina apopototického poméru Bcl-2/Bax vyssi, tim je nizsi hladina spontanni apoptozy.
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Prikaz apoptotickych proteind N HSC Prikaz apoptotickych proteind C3 HSC
Bel-2 Den 2 Den & Bcl-2 Den 2 Den &
plast 175 43+6 plast 3312 53%5
kolagenni gel 25+7 66+ 4* kolagenni gel 63+4* 34+10
Bax Bax
plast 41+2 4232 plast 313 49+3
kolagenni gel 45+ 4 70+ 4* kolagenni gel 64 £ 5* 43+2

Obrazek ¢. 4: Imunofluorescencni detekce apoptotickych proteini Bel-2 a Bax u N HSC a C3 HSC pri
dvou a Sestidenni kultivaci. Buiiky se na plastu postupné aktivuji a hladina a-SMA vzriista a dochazi ke
zménam v hladinach Bcel-2 i Bax na obou povrsich. Statistickd vyznamnost (*) byla ovéfena Studentovym
t-testem (p<0.05) ze ¢tyi méreni.

6.3. Vliv kolagenniho gelu na apoptézu vyvolanou pomoci toxint

Predchozi vysledky naznacuji, ze kolagenni gel muze potencovat rozvoj déju, které vedou
k fizené apoptotické smrti HSC. Snazili jsme se toto tvrzeni ovéfit i na standardnich modelech,
pouzivanych k navozeni apoptézy a to pomoci tii raznych toxind — gliotoxinu, cykloheximidu a
cytochalasinu D. Pasobeni toxint jsme vystavili aktivované sedmidenni HSC kultivované na plastu a
na kolagennich gelech. Jako kontrola bylo do média pfidano misto toxinu rozpoustédlo DMSO
v koncentraci 1 %. Kazdy z pouzitych toxind ma jiny mechanismus u¢inku pro vyvolani apoptozy a
zpisobuje ji v riznych ¢asovych obdobich.

Hypotézu, Ze ptsobenim toxinti nedochazi k nekroze bunék, ale k iniciaci apoptdzy, jsme
vylou¢ili sledovanim aktivity laktatdehydrogendzy. Hladina LDH jako parametru bunééného
poskozeni byla oproti pozitivni kontrole (totaln¢ znic¢ené bunky pomoci Tritonu X) srovnatelna s
kontrolou (DMSO). Statisticky vyznamné byly vysledky srovnani bunék po ptisobeni vlivu CHX viéi
kontrolnim bunikdm, u kterych predpokladame castecny vliv toxického tcinku. Lze zde sledovat i
rozdil mezi kolagennim gelem a plastem. Ostatni vysledky vykazuji nizkou hladinu poskozeni bunék a

pomeérove jsou srovnatelné s kontrolou (Graf €. 3).
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Graf ¢. 3: Analyza aktivity uvolnéné
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Po plsobeni toxinti doslo k vyznamnému ovlivnéni zivotaschopnosti HSC a morfologické
zméng. Doslo k postupnému vymizeni vybézka, transformaci tvaru na kulovité svitici bunky, které se
jiz velmi lehkou agitaci odlu¢ovaly do média a vykazovaly tak velmi malou adherenci jak na plastu,
tak na kolagennim gelu.

Nejmarkantnéj$i byl tento efekt u GLT. Ten navozuje apoptdze podobnou, na kaspazach
nezavislou, bunéénou smrt v koncentracich 0,4 az 3uM po dobu kultivace 4, 6 a 8 hodin (Hagens,
2006). Optimalni koncentrace zvolena pro nas pokus byla 1,5 pM po dobu 5 hod, kdy GLT zptisobil
masivni apoptéozu HSC kultivovanych na plastu i kolagenu (Graf ¢. 9). Zpusoboval kondenzaci
jaderného chromatinu véetné fragmentace jaderné DNA, viditelné pomoci fluorescen¢nich barveni a
analyzou pii agarové elektroforéze. Kolagenni gel statisticky vyznamné podporoval vznik a promoci
apoptdézy a naméiené hodnoty, at’ uz pomoci fluorescenc¢nich metod nebo pritokové cytometrie,
vyrazné vzrostly (jednotliva procenta jsou viditelna na grafu. ¢. 9). Piisobeni GLT nemélo statisticky
vyznamny efekt na distribuci bunék v riiznych fazich bunééného cyklu (G1, S, G2) a jejich pomér se
nezmenil.

Obdobného vysledku, Ze kolagenni gel potencuje, podporuje a vyrazné zvysuje apoptozu
HSC, jsme dosahli i u obou dalSich toxint (Graf ¢. 9). CHX zpusobuje na kaspazach zavislou
apoptdzu v koncentracich od 50 do 200uM po dobu 14 az 24 hod (Lee, 2011). Po vyzkouseni rtiznych
kombinaci dle literatury jsme vybrali jako optimalni 75uM po dobu 14 hodin, pii kterych doslo k
vyraznému utlumu zivotaschopnosti bunék. CYT D narusuje aktinova mikrofilamenta v buiikach a
aktivuje tak cestu p53 vedouci k apoptoze (Preaux, 2002). CYT D navozuje apoptdézu nejpomaleji ze
vSech zkouSenych toxinil v koncentraci 5 pg/ml (0.01 uM) po dobu 24 hodin, morfologické zmény
jsou videt jiz velice brzy. Pro vétsi prehlednost grafu je statistickd vyznamnost uvedena jen pro
srovnani plastu a kolagenniho gelu v ramci jednotlivych toxint, nebot’ vii¢i DMSO jsou vSechny
vysledky vyznamné statisticky zvySené.
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Graf ¢. 4 A - Procento apoptozy stanoveno pritokovou cytometrie. B - Procento apoptozy stanoveno
pomoci fluorescen¢nich metod. Chybové use¢ky odpovidaji smérodatné odchylce priméru (n = 4).
*Statisticka vyznamnost (p<0.05) nalezena u HSC na kolagennim gelu den 6.
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7. DISKUSE

HSC plni v jatrech celou fadu funkci, maji nezastupitelnou roli pti hospodaieni s vitaminem A
a pfi remodelaci poskozenych jater. Mohou piechazet z klidového stadia do aktivované formy
podobné myofibroblastiim. Pfechod je doprovdzen fadou rozsahlych zmén, a to v morfologii, genové
expresi i ve fenotypu. Predpokladem reverzibility jaterni fibrozy je eliminace bunék odpovédnych za
produkci extracelularni matrix tak, aby ptevazily resorptivni proteolytické procesy. S nardstajicimi
znalostmi o programované bunécné smrti HSC v souvislosti s regresi fibrozy se vynofuji otazky o
moznostech jejiho ovlivnéni.

Jelikoz se ve vétsiné studii zkoumaji buiky izolované z neposkozenych jater a ziidkakdy se
izoluji a kultivuji jiz in vivo aktivované HSC z akutné poskozenych jater, rozhodli jsme se zjistit, jak
se méni exprese genil Uzce souvisejicich s metabolismem ECM béhem aktivace C3 HSC v jatrech
toxicky zasazenych CCl,; Aktivované HSC (C3 HSC) jsme izolovali z jater po akutnim toxickém
poskozeni, pro srovnani jsme pouzili bunky izolované z neposkozenych jater. Intragastrické podavani
CCl, a jeho metabolismus zpisobuje vznik volnych radikalt, poSkozuje hepatocyty a stimuluje proces
aktivace HSC in vivo. Jiz na histologickych preparatech obou typt jaternich tkani byl vidét zasadni
rozdil, u toxicky poskozenych jater doslo k pfestavbé jaterniho parenchymu a bylo patrné vyssi
mnozstvi ECM, zejména retikularnich a kolagennich vlaken.

Prosttednictvim oligo cDNA mikroarrayi jsme sledovali zmény v expresi genti v buiikach C3
HSC 2 dny po izolaci a srovnavali jsme je se stavem v bunkdch N HSC. Sledované geny v poc¢tu 94
jsme rozdélili do 5 skupin. V Gvahu jsme brali jen ty geny, u nichz byla intenzita signalu po
normalizaci vys§i nez 0,2. Stanoveni jsme opakovali 4x, takze v jednotlivych skupinach genu se
objevily zietelné tendence, i kdyz vysledky nebyly vzhledem k rozptylu hodnot statisticky vyznamné.
Nasim cilem bylo popsat jaké zmény u genii ze skupin strukturalnich proteinit ECM, matricelularnich
proteind, chemokinli, metaloproteaz a jejich inhibitord, bunéénych receptori a markerd HSC, a
apoptotickych genti jsou charakteristické pro casnou aktivaci C3 HSC. Vybér zastoupenych genli
vychazel z podrobné resersni prace Skolitele.

U C3 HSC jsme zaznamenali zvySeni exprese profibrogenich genti jako prokolagen typu I a III
a signifikantni narGst fibronektinu. Fibronektin se hromadi v ¢asnych fazich rozvoje fibrozy a
pfedchazi ukladani kolagenu. HSC jsou ve fibrotickych jatrech zdrojem nejen nekterych strukturdlnich
proteintl zejména kolagenu typu I a IIl, ale i matricelularnich proteind. Exprese Bgn a Lum byla u C3
HSC zvysena. Matricelularni proteiny jsou proteoglykany bohaté na leucin (small leucine- rich
proteoglycans SLRP). Ve své struktufe maji, jak ndzev napovida, proteinovou osu, ve které se casto
vyskytuje leucin. Na proteinové té€lo se vazi glykosaminoglykany. Jsou ulozeny v tésné blizkosti
bun¢k a jsou schopny vazat nejriiznéjsi receptory, cytokiny a rdstové faktory a stukturalni proteiny
ECM zejména kolageny. Ovliviiyji tak zejména proliferaci, preziti, adhezi a migraci bunek, tedy
klicové procesy nejen pro rozvoj fibrozy ale i pro Sifeni metastdz. Bgn pozitivné ovliviiuje
fibrilogenezi kolagenu, vysoké hladiny obsahuji naptiklad keloidy (Hunzelmann, 1996) a i fibroticka
jatra (Hogemann, 1997). Sérové hladiny Bgn (uvolnéné po Stépeni molekuly pomoci MMP9 a
MMP12) pozitivn€ koreluji s progresi fibrozy u zvitecich modeld (Genovese, 2013). Deficience Lum
u knock-outovanych mysi vedla ke snizené produkei kolagenu, diky snizené fibrilogenezi, zvysenym
odbouravanim pomoci MMP 13 i pfi zvySeném poctu a. SMA pozitivnich bunék (Krishnan,2012).

Pti rozvoji fibrozy hraji dilezitou roli integriny — transmembranové receptory, které interaguji
s fibrilami kolagenu i ostatnimi slozkami ECM a ovliviuji tak dalsi osud buiky (Imai, 2000). C3 HSC
maji zvySenou expresi a6 podjednotky integrinu, ktery slouzi jako receptor pro laminin a (3
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podjednotky vazajici vitronektin a trombospondin. V literatufe je popsana fada integrinti, které jsou
exprimovany v HSC. Jedna se o heterodimery slozené z fetézcti o a 3. Napt. a,3; je receptorem pro
kolagen typu IV a laminin, a,B; pro kolagen, laminin a fibronektin a dalsich jako naptiklad a,fB;, oy B,
agBs, 0gPy (Carloni, 1996). NejznaméjSim integrinem, ktery se podili na proliferaci a apoptotickém
procesu a koreluje se stupném jaterni fibrozy je integrin a3 (Zhou, 2004). Vazba ligandu na integrin
a3, vede k indukci exprese MMP-9 v HSC kultivovanych v kolagennim gel.

Produkce ECM, TIMP a cytokini je typicka pro fibrozu. Dulezitou roli tu hraje rovnovaha
mezi MMP a TIMP, jeji poruseni piedurcuje ukladani nebo lyzu ECM. U C3 HSC vidime pokles
exprese MMP a to MMP-3, MMP-7, MMP-9 a MMP-13. Naopak exprese MMP-2 je zvySena, coz
mize souviset s remodelaci normalni subendotelové matrix.

Kromé tlohy pfi vytvafeni matrix se HSC ucastni regulace zanétlivych procesit béhem

jaterniho poskozeni. V C3 HSC jsme nalezli zvySenou expresi NT-3, IL-4 a VEGF.
Po poskozeni hepatocyti dochazi k vyznamné produkci chemokinti jako TNF, TGF, IL6 a IL-10, které
maji autokrinni vliv na aktivaci HSC (Rodelfeld, 2006). Desticky produkuji PDGF. PDGF-receptor
patii do skupiny tzv. tyrosinkinaz, které jsou vyznamné pfi pienosu signali mnoha cytokinii do HSC
(napf. HGF — hepatocyte growth factor, EGF — epidermal growth factor, VEGF — vascular endothelial
growth factor, FGF — fibroblast growth factor). Intracelularni cesty po aktivaci PDGF receptoru
zahrnuji ERK/MAP kinazu, PI-3-kinazu a STAT-1 (signal transducers and activators of transcription).
PDGF ligand je nejsilngjsi mitogen hvézdicovych bunék, mezi dalsi mitogeny patii endotelin-1, FGF,
IGF a jiné (Pinzani, 2002). Pfedpoklada se, Ze v inicidlni fazi aktivace maji diilezitou roli transkripcni
faktory jako NF«kB nebo PPArP, kterymi je exprese dalSich gent diky jejich interakci se specifickymi
nukleotidovymi sekvencemi fizena. NF«xB podporuje pfeziti aktivovanych HSC a jejich proliferaci.
NF«B ptisobi ochranné proti TNF-alfa indukované apoptéoze HSC (Liu, 2004). NT-3 a receptory pro
neurotrofin (rNT) jsou exprimovany i mimo nervovou tkan a to zejména pii remodelaci tkang,
souviseji s proliferaci a migraci bunék. Exprese byla nalezena v HSC (Cassiman, 2001). Neurotrofiny
indukuji expresi a-SMA, kolagenu | a TGF-B1 v ¢asné aktivovanych HSC, v pIné aktivovanych HSC
stimuluji syntézu prozanétlivych cytokind jako jsou TNFa, SDF-1 a MCP-1 (Hubel, 2011).

Dalsi skupinou sledovanych genti byly apoptické geny. Jednalo se naptiklad o protein p53 ¢i
p21, které hraji dtlezitou kontrolni roli v bunééném cyklu a potazmo i apoptotickém procesu,
endogenni inhibitory kaspaz IAP ¢i BIRC3 a iNOS (nitric oxide synthase), ktera je zapojena do d&jt
doprovazenych ptsobenim TNFo a umoznuje tvorbu NO* radikalti (Binder, 1999). Pifedmétem naseho
zajmu byla exprese dvou nejvyznamnéjsich ¢lend apoptotické rodiny Bcl-2, antiapopototického Bcl-2
a proapototického Bax, jejichZ expresi jsme nasledné sledovali i na proteinové Grovni.

Zjistili jsme, ze aktivace bunék in vivo (C3 HSC) je doprovazena vyznamnym zvySenim
exprese Bax, zatimco béhem aktivace N HSC na plastu ke zméné exprese nedochazi. Bcl-2 a Bax jsou
protichiidné piisobici proteiny, které spolu heterodimerizuji, a tim urcuji dalsi osud buiiky (Antonsson,
2003). Cim je vy$§i hladina antiapoptoticky proteint, tedy ¢im vys§i apoptoticky pomér Bcl-2/Bax,
tim je niz8i hladina spontdnni apoptdzy. Apoptozu regulujici proteiny nejsou detekovatelné
v neposkozenych jatrech, ale po poskozeni nejdfive stoupa hladina exprese Bcl-2 a poté se zpozdénim
i proteinu Bax (Lee, 2003).

Mezi sledovanymi geny byly i markery aktivace HSC a rozvoje fibrozy — Fbln 2 a P100
(Knittel,1999), u C3 HSC jsme zaznamenali jejich zvySeni.
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Vliv kolagenniho gelu. Slozky ECM zasadné ovliviiuji bunéénou morfologii, funkci,
proliferaci a ptezivani vsech piitomnych bun€k v jatrech. Jednotlivé zastoupeni slozek ¢i zména
fyzikélnich vlastnosti ECM ma vliv na chovani bunék (Wells, 2005), stejn€ jeho degradace pomoci
metaloproteindz (Zhou, 2004). Kolagen typu I je ve fibrotickych i cirhotickych jatrech hojné
zastoupen a proto se také vyuziva pii kultivaci HSC - misky se jim bud’ potahuji, nebo se bunky
kultivuji v trojrozmérném kolagennim gelu (Senoo, 1996). Doposud nebyla zkoumana apoptéza HSC
kultivovanych v gelu pfipraveném z kolagenu typu 1. Rozhodli jsme se zaméfit na vliv kolagenniho
gelu na apoptozu aktivovanych HSC.

HSC izolované z neposkozenych jater byly v klidovém stavu (Jiroutova, 2005). Ke spontanni
aktivaci klidovych HSC z neovlivnénych jater doslo az kultivaci na plastovych miskach po n¢kolika
dnech, coz je v souladu s literaturou (Knittel, 1999). Tento zpiisob je bézné vyuZivan pro studium
HSC. Aktivace HSC se projevuje celou fadou zmén tvaru, funkce, ztratou lipidovych kapének,
proliferaci a také expresi a-SMA. Ten v pritbéhu kultivace vzristd a po sedmi dnech vykazuje na
plastu skoro stoprocentni expresi, stejné tak se pozitivita vyskytuje se stejnou frekvenci u C3 HSC
kultivovanych dva dny. Prekvapiveé byla u téchto bunék po Sestidenni kultivaci nalezena vyznamné
snizena hladina a-SMA, na kolagennim gelu jich nevykazovalo a-SMA pozitivitu az 40 %, coz
odpovida tezi o navratu aktivovanych HSC zpét do klidového stavu. Podobného efektu bylo dosazeno
kultivaci lidskych jaternich i potkanich HSC na Matrigelu, ktery obsahuje komponenty ECM
pripominajici bazalni membranu (Olaso, 2001). Navrat do klidového stadia byl provazen poklesem
pozitivity pro a-SMA, poklesem exprese kolagenu typu I a zvySenim exprese MMP-1 (Sohara, 2002,
Gaca, 2003). AvSak potvrzujici data, ktera by byla ziskana in vivo, stale chybi a mechanismus, ktery
tento navrat zptisobuje, zatim také neni objasnén (Friedman, 2012, Kisseleva, 2012). Proces aktivace
miize tlumit nejen Matrigel, ale retinova kyselina a aktivace PPARy receptorti (Sato, 2003).

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

Kolagenni gel urychlil v prvnich dnech riist a aktivaci N HSC, nicméné jejich dalsi proliferaci
neovlivnil. Bunky nabyly charakteristického vzhledu nalézaného in vivo, mély Stihlejsi téla a delsi
uzké vybezky. Naopak jiz aktivované C3 HSC ziskané z poskozenych jater tetrachlormethanem na
kolagennim gelu ani plastu neproliferuji, kolagenni gel jejich pocet v zavéru kultivace ovlivnil
negativné. Jedna z teorii je, Ze je proces proliferace zaroven doprovazen apoptdzou, ¢imz je korigovan
pocet bun¢k ve fibrotickych jatrech (Lee, 2003). Dvourozmérné kultivacni prostfedi se chova jinak.
Na miskach potazenych kolagenem HSC vice proliferuji ve srovnani s kultivaci na plastu, zvySuje se i
produkce kolagenu typu I (Senno, 1994a).

Jak bylo zminéno, rozhodujicim cCinitelem pokracujici ¢i naopak ustupujici fibrogeneze je
vysledny stav poctu HSC, ktery vychazi z poméru intenzity protichlidnych procest, kterymi jsou
proliferace a programovana smrt HSC (Zhou, 2004). Jelikoz se béhem kultivace v kolagennim gelu
snizil jejich pocet, vedlo nas toto zjisténi k otazce, zda bunky vykazuji apoptoticky charakter. V nasich
pokusech byla apoptéza potvrzena dvémi nezavislymi metodami — fluorescen¢nim barvenim a za
pomoci pritokové cytometrie. To nam umoznilo sledovat morfologii jadernych zmén a strukturu
chromatinu (AO,DAPI) kombinované s propustnosti buné¢né membrany (EtBr), a analyzu bunééného
cyklu véetné vyhodnoceni zastoupeni apoptotického subGl peaku pomoci pritokové cytometrie.
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Kombinace téchto metod nam poskytla presné€jsi nahled na pribéh bunécnych zmén a ve vsech
ptipadech jsme dosahli shodného vysledku.

Apoptoticky proces zapocaty in vivo byl kultivaci na kolagenu vyznamné potencovan,
kulminoval druhy den a apoptoticky charakter vykazovalo dvakrat vice C3 HSC nez po izolaci.
Naopak na plastu jsme zaznamenali zvySené procento apoptotickych C3 HSC s vyraznym casovym
odstupem. Exprese proteinu Bcl-2 i Bax u N HSC na kolagennim gelu stoupa s dobou Kkultivace a
naopak C3 HSC na kolagennim gelu jsou hladiny nejvys$si druhy den, kdy apoptoza prokazana
ostatnimi metodami kulminuje.

Ke stejnym zavérim jsme dosli také v pfipadé apoptoézy vyvolané pomoci toxintl in vitro
Sriznym mechanismem spusténi apoptozy. Jednim z nejstudovanéjSich je gliotoxin, ktery se
akumuluje v hepatocytech i v HSC. Ty jsou k jeho pusobeni citlivéjsi, dokaze navodit apoptdzu jiz
jednou davkou a vyznamné tak prispét k redukci fibrozy (Wright, 2001, Hagens, 2006).. Dal§imi
toxiny navozujici apoptézu byly cykloheximid, inhibitor syntézy proteind (Preaux, 2002) a
cytochalasin D, ktery zasahuje do mechanismu aktinovych filament (Murphy, 2002).. Zjistili jsme, Ze
nezalezi na pocateénim impulzu nebo na cesté, kterou probiha, ale gel z kolagenu typu I ve vSech
ptipadech podporoval a vyrazné zvysSoval apoptozu HSC ve srovnani s kultivaci na plastu. Proto se
tyto latky jako gliotoxin a jemu podobné intenzivné zkoumaji, abychom dovedli ovladnout
prevladajici procesy v jatrech a zptsobit tak navrat do ptivodniho stavu (Hagens, 2006).

Mechanismus puisobeni kolagenniho gelu k indukci apopt6zy neni zatim objasnén, ale jasnym
zavérem nasi prace je, ze vyznamné prohlubuje a urychluje apoptézu ve srovnani s kultivaci totoznych
buné€k na plastu. Aktivované HSC ovliviuji sviij vlastni osud a se vzristajici hladinou kolagenu a jeho
hromadénim v poranénych jatrech zirovenn mohou nastartovat svoji programovanou smrt. Jaké
mnozstvi kolagenu je hrani¢ni, nebo kde nastava tento zlomovy bod, vSak zatim zlstava otazkou.

Tato prace prispiva k popisu d&ji probihajicich béhem akutniho poskozeni jater, aktivaci
jaternich hvézdicovych bunék, jejich apoptéozy a vlivu extracelularni matrix na chovani bungk.
Ukazuje, ze kultivace na plastovém povrchu uzivana ve vétSin€ studii neni dostatecnd, nebot’
kolagenni matrix, ktera se v jatrech akumuluje pii rozvoji jaterni fibrozy, mize velmi vyrazné ovlivnit
zivotni cyklus a chovéni jaternich hvézdicovych bun¢k. Celd fada otazek vSak zlistava nezodpovézena.
Na odpovédi, jaky mechanismus startuje navozeni apoptdzy v jatrech a vjaké mife zptsobuje

degradace ECM apoptézu HSC ¢i navrat do klidového stadia, si budeme muset jesté pockat.
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8. ZAVER

V nasi praci jsme se veénovali studiu jaternich hvézdicovych bunék, procesu aktivace a
apoptdzy a vlivu gelu z kolagenu typu 1. HSC hraji dilezitou roli ve fibrotickém procesu, plni celou
fadu funkci. V dusledku své aktualni funkce mohou mit rzné fenotypy, a jim odpovidajici morfologii,
funkci a genovou expresi. Genova exprese je v HSC ovlivnénd bunéénymi interakcemi, interakci
s ECM, cytokiny a ristovymi faktory. Porovnavali jsme HSC v klidovém stavu, aktivané in vitro
pomoci kultivace na plastu, coz je obecné pfijimany a pouzivany model pro studium HSC, a HSC
aktivované in vivo podavanim tetrachlormetanu potkantim.

Prokazali jsme, ze se HSC, jez jsou hlavnim zdrojem extracelularni matrix v jatrech, kultivaci
na plastu aktivuji, proliferuji a méni sviij fenotyp. Aktivované HSC se vyznacuji pozitivitou alfa
hladkosvalového aktinu zpisobujici jejich kontraktilni vlastnosti. Béhem aktivace dochazi k fadé
zmén v expresi riznych skupin gend, ty se exprimuji v mensi ¢i vetsi mife napt. byly zvysené exprese
gend pro slozky ECM (prokolagen typu I, III, fibronektin) a na druhé strané doslo k downregulaci
nekterych gent, napt. u fady metaloproteinaz a syndecanu. Gel z kolagenu typu I, hlavni komponenta
jaterni extracelularni matrix fibrotickych sept a jeho trojrozmérnd struktura ovlivituje rist a proliferaci
bun€k a zaroven se vyznamnou mérou podili na dynamice apoptotického procesu. Na druhou stranu
zpisobuje také navrat ¢asti aktivovanych HSC zpét do klidového stavu, jak bylo prokazano
morfologicky i snifenou expresi alfa hladkosvalového aktinu. Nehled€ na to, zdali byla apoptéza HSC
indukovana in vivo nebo in vitro pouzitim toxint, a tudiz aniz by byl rozliSovan ptivod jejiho vzniku ¢i
mechanismus plisobeni, gel z kolagenu typu I, anebo jeho degradace zplisobend metaloproteinazami,
apoptdzu iniciuje, zintenzivituje a urychluje. Vyznamné ovliviiuje expresi dilezitych pro- ¢i anti-
apoptotickych ¢lentt Bel-2 rodiny, méni apoptoticky pomér Bel2/Bax a tak ovlivituje nésledny osud
hvézdicovych bun€k v jatrech. Interakce jaternich hvézdicovych bunék v poSkozenych jatrech se
slozkami extracelularni matrix hraje dalezitou roli v navratu fibrotického poskozeni k pivodnimu
stavu. Pro¢ kolagen zpUsobuje akceleraci apoptdzy, a jaky mechanismus to zplsobuje, zatim neni
znamo. Osud HSC Ize ovlivnit na mnoha urovnich celou fadou intracelularnich ¢i extracelularnich
faktord majicich apoptoticky vliv, coZ mtize Ustit k reverzibilité jaterni fibrozy.

Zavérem lze tedy fici, ze nezalezi na tom, jakym zplisobem byla apoptdza zplsobena, ale
kolagenni matrix, kterd se v jatrech akumuluje pti rozvoji jaterni fibrozy, tento proces urychluje a
mize velmi vyrazn€ ovlivnit zivotni cyklus a chovani jaternich hvézdicovych buné€k. Prestoze je
trojrozmérny gel bez pfitomnych ostatnich bunék pro HSC zjevné stale artificidlnim prostredim,
predpokladame, Ze naSe studie pomohla ziskat lepsi pohled na d&je v jatrech, zejména na apoptotické
procesy.

Cela tada novych poznatkli dava jasné najevo, Ze je jaterni fibroza reverzibilni. Apoptdza
hraje dulezitou tlohu, experimentalni stimulace a urychleni jejiho procesu je jedna z moznych cest
antifibrotické terapie, kterou lze jaterni fibrozu ovlivnit a zpusobit tak eliminaci aktivovanych bunék.
Presto je zfejmé, Ze pokrocila cirhoza uz se nemlze navratit do upIné pivodniho stavu a vylééeni

zalezi na etiologii a stadiu poskozeni jater.
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