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Souhrn

Studium regulace regenerace jater za vyuziti metod molekularni genetiky

Regenerace jater je pozoruhodny déj vydatné obnovy tkané nastupujici po celé skale
poskozeni. Regenera¢ni schopnost jater je mezi Utrobnimi organy savci ojedinéla a hraje roli
Vv patofyziologii riznorodych jaternich onemocnéni. Proces obnovy jater probiha ve tfech
fazich, z nichz terminace byla dosud nejméné objasnéna. Dokonce i otazky nacasovani
terminace regenerace a uplnosti zotaveni organu zuastavaji i pies desitky let studia
kontroverzni.

Cilem predkladané disertacni prace bylo analyzovat Gidaje o genové expresi ve vztahu
k pozdni fazi jaterni regenerace. Hodnotili jsme priubéh spontanniho zotavovani potkand po
2/3 parciadlni hepatektomii. Vzhledem k chybéni vSeobecné uznédvaného parametru Uplnosti
jaterni regenerace jsme navrhli vlastni ukazatel %LReg, zaloZeny na tidajich o hmotnosti jater
a celého téla zaznamenavanych v prubéhu studie. Analyza genové exprese byla provedena
nejprve metodou DNA ¢ipi a nasledné pomoci RT-PCR v realném case.

Stanovenim exprese v celogenomovém méfitku jsme ziskali obsahlou sadu dat
pokryvajici transkripéni dynamiku ¢trnacti pooperacnich dnl po 2/3 parcidlni hepatektomii u
dospélych potkanich samct. Tato intervence provedena u potkanl je zlatym standardem in
vivo studii v oblasti regenerace jater a na nasem pracovisti ma dlouhou tradici. Novinkou
V popisované praci bylo vyuziti pokrocilych molekularné biologickych metod analyzy a
vypocetnich bioinformatickych ptistupti v interpretaci dat. Zaméfili jsme se na fazi terminace,
ktera je v literature spiSe opomijena s motivaci zaplnit tuto mezeru. Lze shrnout, ze dle naSich
nalezti za¢ina pozdni faze regenera¢niho déje v uvedeném modelu patym poopera¢nim dnem
a ze ziejm¢ zahrnuje aktivni termina¢ni mechanizmy. Pro tyto dny jsme dosahli dobré celkové
shody mezi vysledky DNA ¢ipli a RT-PCR.

Kromé vyse uvedeného nami vypracovany ukazatel %LReg svéd¢il pro nedplnou
obnovu hmotnosti jater dokonce i v nejdelSim hodnoceném intervalu studie. Konecné
procento hmotnostni obnovy dosahlo za 14 dni po resekci 83£9%. Vysvétlenim by mohla byt
vyssi funkéni kapacita nové namnoZenych jaternich bunék oproti tém, odstranénym dospélym
jedinctim pii hepatektomii.



Summary

Regulation of liver regeneration as assessed by means of molecular genetics

Liver regeneration is a noteworthy phenomenon of a vigorous tissue recovery
following a wide variety of damaging events. Regenerative ability of the liver is unique
among the mammalian visceral organs and plays its role in pathophysiology of heterogeneous
hepatic diseases. The recovery process occurs in three phases of which the termination
remains the least elucidated. Even the questions of regeneration termination timing and of
completeness of organ build-up are still controversial despite decades of studies.

The aim of the present thesis was to analyse gene expression data pertinent to late
phase of liver regeneration.We evaluated the course of spontaneous recovery in rats subjected
to 2/3 partial hepatectomy. Because of lack of generally agreed parameter of hepatic
regeneration completeness we proposed a proprietary indicator denoted as %LReg, based on
organ and whole body weight assessments performed throughout the study. Gene expression
analysis was first performed using DNA microarrays and consequently by real-time RT-PCR.

Whole genome scale transcriptional analysis yielded vast amount of data covering
gene expression dynamics of fourteen post-surgery days after 2/3 partial hepatectomy in adult
male rats. This intervention in rats is considered a gold standard of in vivo studies in the field
of liver regeneration and has a long tradition at our department. Novelty of the present work
laid in employing advanced molecular biology methods of analysis and computational
bioinformatic approaches in data interpretation. We focused on the termination phase which is
rather underrepresented in the literature with the aim to fill this gap. It might be concluded
that according to our findings the late phase of regeneration process in the above mentioned
model lasts from the fifth day on and that it seems to include active termination mechanisms.
For the late days we reached good overall agreement among the DNA microarray and the
real-time RT-PCR results.

Besides that our proprietary parameter %LReg indicated incomplete weight recovery
even in our longest follow up interval. Final percentage of weight re-gain after fourteen days
post-surgery was 83+9%. The explanation might be in increased functional capacity of newly
proliferated liver cells as compared to those resected in adults during hepatectomy.



Uvod do problematiky

Regeneracni potencial jater

Jatra jsou zivotn¢ dilezitym organem s celou fadou funkei. Jejich nepostradatelnost se
odrazi i v evoluéné konzervované schopnosti spontanni regenerace po poskozenich rizného
puvodu (Alvarado a Tsonis, 2006). Timto potencidlem se jatra liSi od ostatnich ttrobnich
organi a po pravu tak jiz fadu desetileti pfitahuji pozornost zdkladniho i1 aplikovaného
inzulty regenerace. Resekce definovanych rozsahti jaterni tkén€, zvané parcialni
hepatektomie, jsou dlouhodobé vyuzivany pro svou dobrou reprodukovatelnost. Odpovéd’ na
resekci pak probiha ve tfech fazich, z nichZ posledni, terminaci regenerace, se dosud vénovalo
relativné nejméné studii.

Vzhledem k jejich lokalizaci a usporadani cévniho zasobeni, kdy do jater je smétovana
portalni zilou krev z neparovych organli dutiny bfiSni, jsou jatra jako prvni vystavovana
mohutnému a neutuchajicimu piisunu exogennich i endogennich latek s potencialné toxickou
¢i antigenni povahou. Pravé pro ptipad, kdy s portalni krvi vstoupi do jater hepatotoxiny c¢i
patogenni mikroorganismy a vyvolaji nekrozu, jsou jaterni bunky nadiny schopnosti
kompenzacni proliferaéni odpoveédi (Taub, 2004). Ta za urcity, druhové specificky, Cas
dokéaZe obnovit objem 1 funk¢ni kapacitu organu na uroven postacujici ndroklim organizmu
(Michalopoulos, 2007). Vzhledem k Zivotnim strategiim mnoha sav¢ich druhil nejsou takove
situace vzacné a naptiiklad u hlodavcti dosahuje regenerace jater obdivuhodné rychlosti a

uéinnosti.

Piisn€ mechanisticky vzato, bychom méli oznaCovat proces obnovy jaterni tkané po
poskozeni u savcu jako kompenzacéni hyperplazii a hypertrofii (Fausto a Riehle, 2005). Pojem
regenerace jater je vSak v klinické i experimentélni hepatologii natolik vzity, Ze se jej budeme
drzet 1 v této praci.

Mimotadného regeneracniho potencialu 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). Exaktn¢jsi a systematictéjsi zajem o pochopeni
jaterni regenerace se rozvijel od 18. stoleti naseho letopoc¢tu (Brodanova, 2010). Do dne$niho
dne tak mohlo byt postupné vypracovano mnoho piistupt ke studiu regenerace. V kazdém
modelu je kliCovym prvkem vyvolavajici inzult, jenz mize mit povahu mechanickou,
chemickou ¢1 biologickou (infekéni). Nejpouzivanéjsi jsou modely s inzulty chirurgickymi
nebo toxickymi (Palmes a Spiegel, 2004).



Regenerace jater vyvolana parcialni hepatektomii

Tato intervence spociva v chirurgickém odstranéni ¢asti jaterni tkan¢, u planovanych
vykonti vzdy s ohledem na segmentalni uspofddani organu. Jatra savcii jsou pro tento piistup
vhodna diky svému uspotadani do zfeteln¢ oddélenych lalokii se samostatnym cévnim
zasobenim. Proporce ptedstavované jednotlivymi laloky jsou v ramci druht zivocichd velmi
stalé a umoznuji tak provedeni parcidlnich hepatektomii (PH) rGzného rozsahu. Radikalita
operace ma pak urcujici vliv na velikost vyvolané regeneracni odpovedi a pochopitelné i na
schopnost spontanniho zotaveni organizmu (Man et al., 2003, Mortensen et al., 2008).

Prikopnickou préci 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 druhti zvitat. Z variant resekce je nejbéznéjsi
dvoutfetinova resp. 67% az 70%-ni hepatektomie. Po ni nasleduje, u jedinct pred resekci
zdravych, silna a nejlépe synchronizovana kompenzacéni odpovéd’ zbylé tkané. Tou se rozumi
koordinovany vstup dosud klidovych zralych jaternich bunék vSech subpopulaci do
bunécného cyklu zavrSeného mitotickym délenim. Hepatektomie mensiho rozsahu (napf.
30%-ni a 50%-ni) jsou méné 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 stupnujicim se poskozenim jiz nedostacujiciho zbytku jaterni tkdné (Gaub a
Iversen, 1984, Panis et al., 1997).

Odstranéni prevazné Casti jaterni tkané zpusobuje vyrazné zmény v expresi a aktivité
mnoZzstvi signalnich mediatort produkovanych mj. samotnymi jaternimi buikami,
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-1 a HGF, NGF); komponenty mezibunécné hmoty jater; extracelularni protedzy a jejich
inhibitory; hormony (inzulin, rGstovy hormon, trijodtyronin, vazopresin, prostanoidy a
endotelin-1); neurotransmiter serotonin; metabolity (zlucové kyseliny, kyslikové radikaly,
oxid dusnaty, lipidy, glutathion, S-adenosylmethionin, sfingosin-1-fosfat) a chemokiny.
Priibéh regenerace jater je dikladné koordinovan prostiednictvim signalni komunikace mezi
hepatocyty a neparenchymovymi buiikami jater a je také ovliviilovan endokrinnimi Zlazami,
sympatickou inervaci a krevnim ob&hem (Kandilis et al., 2010, Zheng et al., 2009, B6hm et
al., 2010).

Terminacni faze regenerace jater

Ukonceni regenerac¢ni odpovedi na parcialni hepatektomii (PH) byla dosud vénovana
relativné nejmensi pozornost, a tak zlstava i pies desitky let studia tohoto modelu u hlodavct
nejméné popsanou a objasnénou fazi celého procesu. Je vSak tieba uvést, ze otdzka zastaveni
vydatné kompenzacni proliferatni odpovédi na resekci neni o nic méné védecky zajimava nez
problematika zahajeni regenerace. Pochopeni spolehlivych regula¢nich mechanizmi, které



jsou zodpovédné za obdivuhodné presné vybalancovani findlni velikosti regenerujicich jater
podle naroki celého organizmu a za névrat v§ech bunécnych subpopulaci do klidového stavu
slibuje pfinést hodnotné poznatky pro patogenezi jaternich malignit a nadorti obecné.

Léta shromazdované zkusSenosti z in Vivo experimenti 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 Stépu pfili§ malych i nadmérnych (Francavilla et al., 1994,
Ninomiya et al., 2003, Starzl et al., 1993).

Z hlediska ¢asového pfipada na terminaci regenerace obdobi od ¢tvrtého dne po PH.
Z hlediska bunécného cyklu dochazi k navratu jaternich bunék do klidové GO faze, avSak plna
obnova homeostatického stavu muze vyzadovat vice nez jen to (DeFrances a Michalopoulos,
2011, Ockner, 2004). V otazce, ktery nejzazsi den po operaci lze jeSté pocitat do
regenerac¢niho déje, a kdy uz organ dosahl beze zbytku navratu k optimalnimu fyziologickému
stavu nepanuje jednoznac¢nd shoda. Publikované prace s vyuzitim potkanich nebo mySich
modelt hodnoti cely d&j nejéastéji do 168 az 240 hodin (7 - 10 dni) po PH. Toto trvani
experimentl je vSak spiSe véci konvence nez dobfe zdivodnéného ohrani¢eni regeneracniho
déje.

Vyvoj a soucasnost molekularné biologickych metod analyzy genové exprese

Druha polovina 20. stoleti byla vékem prudkého rozvoje metod molekularni biologie a
genetiky. Prvotnim impulzem bylo objasnéni struktury DNA a tim i1 chemické podstaty
dédi¢nosti Watsonem a Crickem v roce 1953. Genetické experimenty, ve snaze nalézt
podklad pro zmény biologickych funkci za fyziologickych i patologickych stavi, vsak
zpravidla byly omezeny na studium jednoho ¢i né€kolika malo gend. Podstatnou ptekazkou
také Casto byl nedostatek vlastniho biologického materidlu s obsahem dostate¢né zachovalé
DNA. DalSim vyznamnym impulzem, pfekonavajicim tento problém v tad¢é aplikaci, byl
proto objev polymerazové fetézové reakce Mullisem a spolupracovniky (1987). Diky nému se
mohlo stanovovani miry genové exprese nebyvale rozsitit. Pozd¢ji, na sklonku 20. stoleti,
technologicky pokrok umoznil sekvenovani celych genomi organizmui a toto usili bylo
korunovano sekvenovanim genomu lidského a také genomli 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 potieba simultanniho sledovani exprese mnoha
genl. Cestu k jejimu uspokojeni popisuji vécné a vystizné piehledové prace nékterych
Seskych autort (napf. Brdi¢ka a Bruchova Votavova, 2006, Prnka a Sperlink, 2006).
Nejcastéji odkazovanou prvni studii S uspéSnou aplikaci tohoto principu byla ta Scheny a
kolegt z kalifornské Stanfordovy univerzity (Schena et al., 1995), ktefi v ni hodnotili zmény
exprese 45 genu rostliny huseni¢ku rolniho (Arabidopsis thaliana) provedenim simultanni
hybridizace s vyuzitim dvou fluorescen¢nich znac¢ek. Pouhy rok nato jiz tento tym publikoval
¢ipovou analyzu tisice lidskych gent (Schena et al., 1996), coz doklada rychly pokrok, ktery
nastal.



Zahy po vyvinuti této metody na akademické ptidé se oblast aplikaci DNA cipu stala
predmétem soupefeni naridstajiciho poctu komerénich producenti. Mark Schena sam je
ztélesnénim vyzkumnika GspéSného na univerzitni i obchodni Grovni. 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 ¢ipt je uznavanou jedniCkou firma Affymetrix, mezi
vyrobci aktivnich €ipu je to spoleénost Nanogen. Prezentace téchto firem i mnoha jejich
nasledovnika lze nalézt prostiednictvim internetové stranky
http://www.biochipnet.com/companies.

Postupnym vyvojem se pro nastroje simultanni analyzy exprese mnoha gent vzilo
n¢kolik bézné¢ uzivanych oznaceni, jejichz hranice nejsou ustdlené ani v anglitiné ani
v ¢estin€. Patii mezi n€ nazvy: DNA Cipy ¢i mikroCipy i méné vzité pieklady jako
mikrosoubory ¢i mikroSiky, 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 isekiit DNA, o
které se zajimame, po ptredchozi elektroforéze a preneseni rozdélenych fragmentd nukleové
kyseliny na membranu. Membrana je zde nosiCem reakce, pfi niZ se na useky DNA vazi
cilené sondy, nesouci navic znaceni (fluorescenéni, radioaktivni aj.). V poslednim kroku jsou
ony znacky vizualizovany bud’ pfimo, nebo po aktivaci. Nutnost ivodni elektroforézy a také
riziko nespecifické vazby sond ¢i interference znacek sond aplikovanych na membranu
omezuji v disledku mnozstvi tisekii DNA, které 1ze takto kvantifikovat.

Tato omezeni piekonava pravé metoda DNA Cipt, zalozena na nékolika odlisnostech.
V prvni fad¢€ jsou to neznacené sondy, které jsou pfichyceny k podkladu (neporéznimu nosici
Z riznych materiald). Znaceni naopak nesou fragmenty DNA vzorku ¢i dvojice vzorkt, které
jsou najednou aplikovany na nosi¢ se sondami. Specifitu vazby tsekit DNA a pfislusnych
sond zajist'uje, stejné jako u Southern blottingu, komplementarita bazi DNA a jejich parovani.
ProtoZe, nehledé na mnozstvi sond, je v reakci pouZzito pouze jednoho ¢i dvou druhti znaceni,
je rozlisovaci schopnost DNA ¢ipt vyssi nez u Southern blottingu. To dovolilo miniaturizaci
této metody a postupny nariist mnozstvi sond na DNA cipech az do fadu milioni. 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 ptiznacné, Ze i DNA Cipy pro stanovovani zmén genové exprese, pro
které byly ptivodné pfipraveny, jiz nalezly svého pfemozitele v metod¢ tzv. sekvenovani ptisti
generace (next generation sequencing). Posledn¢ jmenovanym piistupem je mozné
kvantifikovat nejenom mRNA, ale veskeré druhy ribonukleovych kyselin v biologickych
vzorcich.
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Cile disertac¢ni prace

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

2) Popsat a analyzovat expresi genl provazejici jednotlivé faze regenerace jater po 2/3
parcidlni hepatektomii u potkanii s hlavnim zaméfenim na dosud nejméné objasnénou fazi
terminace.

Material a metodika

2/3 parcialni hepatektomie u dospélych potkani

Projekt pokusi byl projednan a schvalen Odbornou komisi pro ochranu zvirat
Lékatské fakulty UK v Hradci Krélové. Ve vivariu LF HK byla zvifata chovana
v klimatizovanych mistnostech se stalou teplotou vzduchu 22°C a stéidanim svétla a tmy po
12 hod. Standardni laboratorni dieta (v peletach) a pitna voda byly potkaniim k dispozici ad
libitum, s jedinou vyjimkou la¢néni po dobu 12 hodin pied chirurgickymi procedurami. Pred
zapojenim zvifat do pokusu jim byl vZdy ponechan tyden na aklimatizaci.

Pro experiment byli pouZiti samci potkanti kmene Wistar (BioTest, Konarovice, Ceska
republika) o vstupni télesné hmotnosti 219 + 20 g a staii 7 az 8 tydnii. Dvacet sedm zvifat 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 rizn¢ dlouhou dobu po resekci. Doba
piezivani operovanych zvifat se pohybovala v rozmezi 1 az 14 dni. Ve stanoveny den bylo
usmrcovani zvifat provadéno v éterové inhalacni anestezii vykrvacenim z btiSni aorty.

Kontrolni skupinu tfi 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 zplsobem ziskali a odebrali vzorky jaterni tkané pro
izolaci RNA jesté od péti intaktnich vahové a veékové odpovidajicich potkanich samcil.
Z téchto vzorkdl byl pfipraven tzv. referencni pool, neboli smichany kontrolni vzorek,
nezbytny pii zvoleném experimentalnim designu. Aortalni exsanguinaci vzdy piedchazela
sttedni laparotomie. Po vykrvaceni byly odebirdny vzorky jaterni tkan€ pro molekularné
biologicka vysetieni.

Biochemicka stanoveni

Pro posouzeni miry poSkozeni jaterni tkané chirurgickou resekci a nasledné jejiho
zotavovani s pfibyvajicimi dny regenerace jsme stanovovali sérové aktivity
alaninaminotransferdzy (ALT) a aspartataminotransferdzy (AST). VySetfovana byla séra
odebrana v den usmrceni jednotlivych potkani, kterd jsme pfipravili centrifugaci krve ziskané
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pfi aortdlni exsanguinaci (viz vySe). Vzorky sér byly neprodlené¢ po centrifugaci zamrazeny
pii -20°C a skladovany v mrazdku az do samotné analyzy, provadéné po sériich
odpovidajicich experimentalnim skupinam, na Ustavu klinické biochemie a diagnostiky
Fakultni nemocnice v Hradci Krélove.

Hmotnosti regenerujicich jater v priibéhu regenerace

Pti absenci vSeobecné uzndvaného parametru Uplnosti regenera¢ni odpovédi po
parcidlni hepatektomii, jsme se rozhodli stanovovat hmotnosti jaterni tkdn¢ v den resekce a
poté¢ 1 v den usmrcovani potkant. Takto jsme chtéli morfologicky posoudit pokrocilost
prob&hlé 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 tkdn¢ a vaziva na povrchu, a poté jej osusili buni¢inou a zvazili na presné digitalni
vaze. Ziskali jsme tak celkovou hmotnost Cerstvé vyjmutych a odkrvenych jater. Ustaleny
postup této procedury, dlouhodobé zavedené na nasem pracovisti, zajistil potfebnou
reprodukovatelnost takto ziskanych vysledk. Odkrveni parenchymu zadouci pro spolehlivé
vazeni 1 pozd¢jsi kvantifikaci genové exprese lze kontrolovat vizualné odbarvenim tkané.
V den odbéru vzorkl lze tedy ziskat hmotnost celych jater pfimo. Jinak je tomu samoziejmée
v den parcialni hepatektomie, kdy z téla vyjimame pouze ¢ast parenchymu. Pro tento ucel
jsme se rozhodli hmotnost celych jater v den PH dopocitavat. V pilotnich pokusech jsme si u
péti potkanti ovérili, Zze podil resekované ¢asti pii 2/3 parcidlni hepatektomii ¢ini 70+£3%
hmotnosti celého organu. Pak jsme mohli dopocitavat 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 po¢atku experimentu. S touto hodnotou jsme pak porovnavali
kone¢nou hmotnost celého organu na konci pokusu, pro posouzeni morfologické obnovy.
Abychom zmensili vliv interindividualni variability hmotnosti jater na hodnoceni regenerace,
piepocitavali jsme vychozi 1 kone¢nou hmotnost jater pro ucely jejich srovnani na 100g
celkové télesné hmotnosti potkanti.

Izolace a znac¢eni RNA z biologickych vzorki

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

Velka pozornost byla vénovana zachovani Cistoty a integrity RNA, jejichz vysoka
uroven je zasadnim predpokladem dosazeni vérohodnych vysledkl analyz genové exprese
metodami DNA ¢&ipti i real-time RT-PCR. Cistotu RNA jsme hodnotili spektrofotometricky a
integritu RNA jsme ovéfovali elektroforézou na agarézovém gelu. Cistota RNA byla
sledovéna na spektrofotometru NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific, Wilmington,
Delaware, USA) méfenim absorbanci pfi vinovych délkadch 260 nm a 280 nm, odpovidajicich
absorpcnim maximim RNA a proteinii. Pro nasledné analyzy byly pouzity pouze vzorky,
které dosahly poméru absorbanci pti vlnovych 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 vyloucit i pfitomnost nizkomolekularnich kontaminant
(typicky izolacnich ¢inidel s max. absorbanci pti 230 nm). Podminkami dobré integrity RNA
pfi elektroforéze byly: jasné, silné a dobie ohrani¢ené prouzky 18S a 28S rRNA a
nepiitomnost nespecifickych kontaminant ("$miru") okolo nanaseci jamky.

Z kvalitativné vyhovujicich vzorkG byla cilen¢ amplifikovina mRNA soupravou
TargetAmp 1-Round Aminoallyl-aRNA Amplification Kit 101 (Epicentre, Madison, WI,
USA). Vysledny produkt tiikrokové procedury v dal$im textu oznacujeme jako aminoallyl-
aRNA (aaRNA). Toto oznaceni odkazuje ke skutecnosti, ze v poslednim kroku piipravné
procedury, byly do vznikajicich fetézcti zacletiovany vedle kanonickych i modifikované
aminoallyl-UTP nukleotidy. Velikost jejich molekuly se pfili$ nelisi od nativnich nukleotidd,
predpokladd se tedy, Ze jsou jedny i1 druhé fazeny do syntetizované sekvence s velmi
podobnou pravdépodobnosti. OvSem pouze modifikované nukleotidy jsou nasledné vyuzity
pro vizualizaci vysledku hybridizaci na ¢ipech. Konkrétné aminové skupiny modifikovanych
uridind poslouzily jako mista kovalentniho navazani fluorescen¢nich barviv. Vyuzivali jsme
dvojici fluoroford DY-548 a DY-648 (Dyomics GmbH, Jena, Némecko). Protokol znaceni
jsme zoptimalizovali k dosahovani potfebné miry inkorporace fluorescen¢nich molekul do
sekvence aaRNA. V souladu s pokyny vyrobcu fluorofort i publikovanymi doporuc¢enimi
(GE Healthcare UK Ltd., 2009, Applied Biosystems Inc, 2010, t Hoen et al., 2003) jsme
k experimentim pouzili aaRNA s rozmezim 20 az 50 molekul barviva na jednu kilobazi.

Hybridizace znac¢enych vzorki na DNA Cipy

V popisované praci jsme vyuzivali sériové vyrabéné DNA Cipy 29K Rat Arrays od
firmy Microarrays, Inc. (Huntsville, AL, USA) s nanesenymi 26 962 sondami. Teprve na
zakladé¢ stanoveni na CcCipech jsme mohli pfistoupit k experimentim zaloZzenym na
polymerdzové fetézové reakci v redlném Case, popsanym nize. Z Cetnych variant uspoiadani
analyz na Cipech jsme zvolili tzv. referencni design, jehoZ podstatou je zatazeni spole¢ného

referencniho vzorku do vSech dvojic nanaSenych na jednotlivé Cipy, jako by §lo o rovnocenny
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experimentalni vzorek (Dobbin a Simon, 2002, van Bakel a Holstege, 2007). Jeho u¢elem
vsak je umoznit vzdjemné porovnavani ziskanych dat mezi libovolnymi vzorky napfi¢
pokusem. Zasadnim ohledem je, aby referenéni vzorek byl identicky pro vSechny parové
hybridizace, coz jsme disledn¢ dodrzeli.

Pti samotnych hybridizacich dvojic vzorkt na DNA ¢ipy jsme pracovali podle
protokolu vyrobce Cipi. Zacinali jsme prehybridizaci s cilem snizit zbytkovou afinitu
chemické vrstvy, ktera pii vyrobé Cipu slouzila k navazani sond (tzv. probe attachment
chemistry). Nasledovala neenzymaticka fragmentace vzorka nukleovych kyselin. Zbytek
Cipové analyzy probihal ve ¢tyfkomorové hybridizacni stanici Slide Booster (Advalytix, Jena,
Némecko). Dilezitymi aspekty reakénich podminek, které pravé hybridizacni stanice
vytvarela a kontrolovala, byly: teplota, vlhkost a pribézné promichavani smési. Po
Sestnactihodinovych hybridiza¢nich reakcich, které jsme zpravidla provadéli v ¢asech mezi
17. a 9. hodinou, nésledovalo vyjimani Cipli ze stanice a jejich kone¢né omyvani. To mélo
minimalizovat technické artefakty pii bezprostiedné navazujicim snimdni obrazové
informace.

Snimani obrazoveé informace z DNA ¢ipi po probéhlé hybridizaci

Po odmyti nenavazanych kvant nukleovych kyselin vzorkt jsme &ipy vkladali do
zatizeni pro detekci fluorescen¢nich signali z jejich jednotlivych definovanych pozic (spoti).
Timto zafizenim v nasi studii byla ¢tecka ¢ipt (microarray scanner) Genepix 4000 B (Axon
Instruments Inc., Foster City, CA, USA). Principem ¢innosti tohoto a podobnych pfistrojl je
excitace molekul fluorofori na vzorcich a obratem snimani jimi emitované fluorescence
(Ramdas a Zhang, 2006). Kritériem vhodného nastaveni sily laseru pfi skenovani v nasem
experimentu bylo, aby nad horni a pod dolni detekéni mezi nebylo vice nez 5% z celkového
mnozstvi snimanych spoti. To pfedstavovalo kompromis mezi ztratou dat z hodnoceného
souboru a jeho ocisténim od artefaktl, které mohly pochazet z mnoha zdrojl, nejcastéji
Z nedokonalosti provedeni jednotlivych pokusnych procedur (hybridizace, omyvani a suseni).
Vysledkem snimani ¢teckou nejsou piimo numericka data, ale specificka obrazova informace.
Jednotlivé obrazové soubory dosahuji umérné mnozstvi pozdéji vyuzitelnych dat znacnych
velikosti. Obvykla velikost jednoho tohoto TIFF souboru byla okolo 250 megabytu.
Archivovani a zpracovavani tak kladlo nemalé naroky na vypocetni techniku. Software
GenePix Pro 5.0 nam poslouzil k viceméné automatickému vytvotfeni datovych soubort
Z primarnich obrazovych vystupi. Datové soubory byly posléze pievadény na datovou
matrici. Kromé kalkulaci z odstinti a jasu barev zachycenych fluorescen¢nimi detektory, musi
byt integrovana do bioinformatického vystupu i data o prostorovém uspotadani spotti na Cipu.
Ve vyrobcem poskytovanych podkladech k Ciplim byly obsazeny kromé detailti rozmisténi
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jednotlivych druhti sond na nosicich i n¢kolikeré uzitecné udaje z genomickych databazi. Ty
jsme vyuzivali pii pozd¢jsich interpretacnich krocich prace.

Kvantifikace obrazové informace

Datova matrice ziskana experimentem na DNA c¢ipech miize byt s rliznou mérou
uzivatelského komfortu hodnocena nékterym z komercnich softwarovych prostredki c¢i
bezplatné dostupnych bioinformatickych nastroju. Pragmaticky jsme se rozhodli pro druhou
jmenovanou cestu a nasim prostiedim interpretace dat z DNA ¢Cipt se stal programovaci jazyk

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

Programovaci jazyk R je mozno vyuzivat prostiednictvim tzv. GUI (graphic user
interface) aplikaci, ve kterych se uZivatel pohybuje v pracovnich oknech, tak jak je to obyvklé
i u jinych pocitatovych programi. Do téchto oken pak vepisuje definované piikazy,
umoziujici 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 (napt. Girke, [2009])); ptipadné kniznich publikaci dostupnych
v anglicting i Cestiné (Becker et al., 1988, Pekér a Brabec, 2009, Stekel, 2003, Venables a
Ripley, 2002).

Normalizace a intergrace dat

Zpracovani a interpretace dat, pocinaje timto krokem, byly jisté¢ nejkomplikovanéjSimi
¢astmi nasi prace. Z obecné statistického hlediska spoc¢ivala nezvyklost ziskavanych vysledkli
z DNA cipt ve faktu, Ze o nevelkém poctu vzorkli (27 potkanll) jsme ziskavali desetitisice
numerickych udaji (hodnot intenzity fluorescencniho signalu z bezmala 27 tisic sond pfi
kazdé experimentalni hybridizaci). To kladlo vysoké naroky na statistické zpracovani

vysledki a mnohocetnou kontrolu vérohodnosti dat, s nimiz jsme pracovali.

Hodnoty intenzity fluorescencniho signalu z technickych diivodii nelze jednoduse
pfimo pfevadét na vycisleni mnozstvi mRNA ve studovanych buikach ¢i tkanich. Vzilo se
proto pouzivani pomérného vyjadieni, které relativné kvantifikuje miru genové exprese mezi
dvéma experimentalnimi podminkami ¢i populacemi bunék (Stekel, 2003, van Bakel a
Holstege, 2007). Odpada tak napt. starost o rozdilnou vazebnou afinitu pouzitych sond na
Cipech.

Vyznamu pomérného vyjadieni je snadné intuitivné porozumét. Hodnoty mezi 1,0 a
(teoreticky) nekone¢nem znamenaji zesileni exprese, naopak hodnoty mezi 0 a 1,0 svéd¢i pro
pokles exprese. Obtiz vSak nastava se statistickym zpracovanim takovychto nerovnomérné
distribuovanych hodnot. I zakladni matematické operace jako vypocet priméru se pak
komplikuji. Proto je Siroce zavedeno uplatnéni logaritmické transformace hrubych dat pted
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jakoukoliv  pokrocilejsi analyzou, diky které je docileno symetrické distribuce
zpracovavanych hodnot (Stekel, 2003, van Bakel and Holstege, 2007).

Bohuzel ani logaritmovana data nelze jesté bezprostiedné pouzit. Dal$imi zdroji
zkresleni mohou byt rozdilné intenzity nespecifického signalu pozadi (nosice) Cipu nebo
rizna efektivita inkorporace fluorescencnich znacek mezi studovanymi vzorky nukleovych
kyselin. Tyto artefakty se nevyhybaji zaddné cCipové platformé¢ a mohou nastdvat 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 tieba v zavislosti na intenzité signalu ze spoti. 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 skute¢nych biologicky relevantnich rozdildi mezi
studovanymi vzorky (Stekel, 2003, van Bakel a Holstege, 2007).

V naSem experimentu jsme pouzivali DNA cCipy se sondami nandSenymi na nosic¢
jehlami do definovanych pozic. Mozna nehomogenita depozice sond jehlami pfi tomto
vyrobnim postupu je nckdy zodpovédnd =za prostorovou variabilitu odecitanych
fluorescen¢nich signalt. K feSeni tohoto problému byla vypracovana jedna z nelinedrnich
normaliza¢nich metod. Protoze zvlast kalkuluje se spoty v jednotlivych blocich mfizky Cipu,
je v anglosaské literatufe oznaCovana jako block-by-block, piipadné print tip loess regrese.
Podstatou této metody je pro hodnoty nalezejici spotim v jednom bloku vypocteni separatni
regresni kiivky, kterd je vyuzita k dil¢i normalizaci. Opakovanim algoritmu pro vSechny
bloky je ve vysledku eliminovana prostorovd nerovnomérnost pramenici z technické
nedokonalosti, nikoliv z biologickych odlisnosti (Smyth a Speed, 2003). Tuto metodu
normalizace dat v ramci Cipa (within array) jsme vyuzili.

Analyza dat o genové expresi
Identifikace genti se zménénou expresi (DEGs)

Statistickou analyzu dat z DNA ¢ip jsme provedli v programovacim prostfedi R
S pouzitim balicku limma (Linear Models for Microarray Analysis; (Smyth, 2004)).
Logaritmované poméry fluorescen¢nich intenzit v Cerveném a zeleném kanélu (oznacované
v dal§im textu také jako logFC) byly normalizovany v ramci ¢ipd metodou print tip loess
(Smyth a Speed, 2003). Pramérné koeficienty diferencialni exprese mezi vSemi skupinami
zvifat podrobenymi hepatektomii a spoleénym referenénim vzorkem byly zhodnoceny
metodou hierarchického shlukovani (hierarchical clustering) a analyzou hlavni slozky
(principal component analysis (PCA)).

Rozdily genové exprese v Case trvani experimentu byly vypocitany ve dvou krocich.
Nejprve pro kazdou operovanou skupinu vaci intaktni kontrolni skupin€é. Poté mezi
skupinami, ktere vyplynuly z hierarchického shlukovani a analyzy hlavni slozky. Geny
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s logaritmovanymi poméry fluorescencnich intenzit (logFC) vyssimi nez 1 nebo niz§imi nez -
1 byly déle 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).

Hierarchické shlukovani dat z DNA ¢&ipu

Abychom vyhodnotili pribéh zmén genové exprese v dob€ trvani experimentu a
nalezli skupiny vzorkt spodobnym vyvojem transkripce Vv Case, pfistoupili jsme
k biostatistické metodé hierarchického vyhledavaciho shlukovani bez ucitele (unsupervised
heuristic hierarchical clustering). Méfitkem podobnosti nebo rozdilnosti shluki byla v nasem
ptipadé Gplna 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).

Analvyza hlavni slozky dat z DNA ¢ipu

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 vyvdZenou a centrovanou datovou
matrici genové exprese pomoci funkce prcomp, dostupnou opét v balicku stats
programovaciho prostfedi R. Funkci prcomp jsme pouzili podle navodu Thomase Girkeho
([2009]).

Real-time PCR — pFiprava kvantifika¢nich systému a vzorki cDNA

Jak bylo uvedeno vyse, stalo se béznou praxi, ovéifovat vysledky ziskané pomoci DNA
¢ipti n€kterou z dalSich genetickych ¢i proteomickych metod. My jsme volili polymerazovou
fetézovou reakci v realném Case (real-time PCR), s niz jsme v feSitelském kolektivu jiz méli
dobrou ptedchozi zkusenost (Jiroutova et al., 2007, Libra et al., 2006, Radilova et al., 20009,
Vondracek et al., 2009).

Pro validaci vysledki ¢ipovych analyz jsme tedy vyuzili sady o dvou primerech a
jedné specifické fluorescen¢né znacené sondé navrzené k detekci exprese 11 cilovych a 3
kontrolnich (housekeeping) gent. Vsechny tyto systémy byly pfipraveny ve spole¢nosti
GENERI BIOTECH s.r.0. (Hradec Kralové, Ceska republika) a souhrn udaji o jejich navrzich
je predmétem tabulky ¢. 1. Aby bylo zabranéno zkresleni vysledkt piipadnou kontaminujici
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genomovou DNA, byly sekvence primerti navrzeny tak, aby produkty ptesahovaly hranice
exonl stanovovanych genti, bylo-li to mozné. Specifické hydrolyzacni sondy byly znaceny
fluorescenéni znackou FAM. Na opaé¢ném konci sond byl navazan zhase¢ (tzv. black hole
quencher, BHQ). Mezi témito dvéma molekulami nastava pienos fluorescenéni rezonancni
energie (Forster s/fluorescence resonance energy transfer, FRET). Termostabilni polymeraza
pii amplifikaci useku cDNA vymezeného primery svou exonukleazovou aktivitou Stépila
komplementarné navazanou sondu a tim oddalila od sebe molekuly FAM a BHQ (Holasova et
al., 2006). Fluorescence narustajiciho po¢tu molekul FAM uvolnénych do roztoku byla
veli¢inou métenou detektory optického cykleru a nasledné pouzivanou k vypoctim.

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.r.o. Hradec Kralové, Ceska republika) a MuMLV reverzni transkriptazy
(Fermentas UAB, Vilnius, Litva) podle pokyni vyrobce enzymu.

Tabulka 1. Souhrn udaji o kvantifika¢nich RT-PCR systémech

Kod gPCR soupravy Exony

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

Kontrolni (housekeeping) geny
Surfl rSurfl Q1 NM_172068.1 41/5
Nup54 rNup54_Q1 NM_017361.1 11/12
Hmbs rHmbs Q2 NM_013168.2 7/9
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_001108125.1 718
Cesle rCesle Q1 NM_031565.2 10/11
Ang rAng Q1 NM_001012359.1 1
Nat8 rNat8_Q1 NM 022635.1 1

Provedeni kvantifikaénich PCR reakci

Kvantifika¢ni RT-PCR byla provadéna na optickém termalnim cykleru iCycler (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) s amplifika¢nimi 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 vzork
cDNA byl hodnocen v (technickém) triplikatu.
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Stanoveni téchto reak¢nich podminek predchézela optimalizace nové navrzenych
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%
agarézovém gelu.

Interpretace vysledki qPCR

Pfi stanovovani miry genové exprese metodou RT-PCR jsme volili relativni
kvantifikaci vztazenou vi&i expresi trojice referenénich gent. Slo o geny vybrané
v piedbéznych experimentech z panelu potkanich housekeeping geni osvédcéenych a
zavedenych v nabidce spoleénosti GENERI BIOTECH s.r.o. (Hradec Kralové, Ceské
republika). Pouziti vice nez jednoho kontrolniho genu s predpokladanou neménnou expresi
Vv pritbéhu experimentu bylo v souladu s publikovanymi doporuc¢enimi (Andersen et al., 2004,
Vandesompele et al., 2002). Vypocty s uzitim primérnych hodnot trojice genti jsou odolng&jsi
vic¢i ndhodnym vliviim ¢i odlehlym hodnotdm nez spoléhdni na jedinou referencéni hodnotu.
Relativni kvantifikace pomoci RT-PCR odpovidala navic i ptedchéazejicimu pfistupu béhem
¢ipovych analyz. Mezi DNA ¢ipy a polymerdzovou fetézovou reakci v realném case vSak jsou
podstatné rozdily. RT-PCR ma oproti ¢ipim Sir§i dynamicky rozsah, tzn. Ze dokaze piesnéji
zhodnotit mnozstvi transkripti 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 1 statistické zpracovani

dat ziskanych obéma metodami je zfeteln¢ odlisné.

Kazdy ze vzorki cDNA byl hodnocen v triplikatu a aritmeticky pramér Ct hodnot
(threshold cycle) byl pfepocitan na hodnoty relativni genové exprese s pouzitim rovnice dle
Pfaffla (2001). Ct hodnota je pocet cykli PCR, pfi kterém dojde k signifikantnimu naristu
fluorescence a protnuti stanoveného prahu (threshold). Vyse prahu je nastavovana tak, aby
oddg¢lila nespecifickou fluorescenci pozadi od vzorki (Holasova et al., 2006). Data o genové
expresi byla normalizovdna vic¢i geometrickému priiméru hodnot exprese tii referenc¢nich
(housekeeping) genti. Nakonec jsme normalizované udaje ziskané o kazdém studovaném genu
provedenim RT-PCR porovnali pro vS§echny pooperacni intervaly s vysledky hybridizaci na
DNA ¢ipech.
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Vysledky
Provedené hepatektomie

Provedli jsme 2/3 parcialni hepatektomie dle Higginse a Andersona (1931) celkem u
24 potkanich samcti kmene Wistar. VSechna zvitata ptezila v pooperacnim obdobi az do
planovaného ukonceni sledovéni, kdy byla dle protokolu usmrcovéna kvili odbértim vzorkd.

Biochemickéa stanoveni

Cilem biochemickych stanoveni bylo odhalit pfipadné pooperacni komplikace
hodnocenim ukazatelt hepatocelularniho poSkozeni. Vysledky stanoveni sérovych aktivit
alaninaminotransferdzy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST) po jednotlivych
experimentélnich skupinach jsou shrnuty v tabulce 2.

Tabulka 2. Souhrn vysledkt biochemickych stanoveni sérovych aktivit jaternich transaminaz

Enzym [ Den0O |Denl |[Den2 |Den3 |Den5 |[Den7 |Den9 | Denll | Den 14
'[Tl"kzm] 07402 | 21411 | 22407 | 1.9409 | 11402 | 08+06 | 1.0:03 | 09:02 | 0802
ﬁi;m] 15805 | 64417 | 55440 | 27+11 | 1.8401 | 20404 | 17401 | 23406 | 1,6+0.1

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

Aktivity ALT a AST nenasvédcovaly nechténému poskozeni rezidualniho jaterniho
parenchymu pii operacich ani druhotné v dobé rekonvalescence potkani po parcidlni
hepatektomii. Ani v chovani zvifat hodnoceném rutinné ve vivariu a v jejich spontdnnim
pfijmu potravy nebyly shledany odchylky nad rdmec pfedpokladany pfi studovaném modelu.

Hmotnostni parametry

Zpisoby uvedenymi vyse jsme méfili celkovou vlhkou hmotnost jater v den usmrceni
potkanti a dopocitavali celkovou vlhkou hmotnost jater v den parcialni hepatektomie. Tyto
udaje a z nich odvozené vypocty jsme vyuzivali k posouzeni pokrocilosti morfologické
obnovy jaterni tkané po resekeci.

Hmotnost celych jater kontrolni skupiny potkant jsme mohli méfit ptimo pii odbérech
vzorkll od téchto zvifat nevystavenych parcialni hepatektomii. U intaktnich zvifat s celkovou
t€lesnou hmotnosti 220,7+4,5 g ¢inila 11,4+1,2 g (n = 3). Ostatni hmotnostni Udaje jsou
shrnuty v tabulce 3. V popisované praci jsme pouzivali dvou pomérnych ukazatelt. Jednalo se
o pomeéry celkové hmotnosti jater viaci 100 g celkové télesné hmotnosti, nasledovné:
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PHratio=  vypocitana celkova hmotnost jater / 100 g celkové télesné hmotnosti v den
parcialni hepatektomie
DOratio=  celkova hmotnost jater / 100 g celkové télesné hmotnosti v den odbéru vzorku

Popsané¢ dva poméry jsme pro kazdou skupinu potkani podstoupivsi parcialni
hepatektomii navzajem porovnavali. Motivaci k tomu bylo mnohokrat publikované tvrzeni, ze
regenerujici jatra dosahnou podilu na télesné hmotnosti odpovidajiciho stavu pted resekci
(Hata et al., 2007, Michalopoulos, 2010).

DO ratio

PH ratio

%LReg =

X 100 [%]

Tak jsme vyuzivali vlastni parametr, oznaCovany jako %LReg, k posouzeni
hmotnostni obnovy jaterni tkdn¢. Soud¢ podle n¢j, nebyla plnd obnova jaterni tkan€ u potkanti
v nasi studii dosazena ani v nejdel$im hodnoceném pooperac¢nim intervalu.

Tabulka 3. Souhrn hmotnostnich udajii a parametrit postupu morfologické regenerace jater
po parcialni hepatektomii

Parametr Den 0 Den1l Den 2 Den 3 Den5

TH1 [o] | 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 7,0£1,0 7,3%0,5 7,7+£0,5
J1* [0] | 11,4+1,2 11,3+1,3 10,0+1,4 10,5%0,8 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 4,940,1 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+4%
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 6,70,7

J1* [o] 19,914 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 3 shrnuje jak zméfené, tak dopocitané hmotnostni parametry v nai studii. Hodnoty jsou uvedeny jako
pramér = S.D. (n = 3 v kazdé skupin€). Vyznam popisi fadki je nésledujici: TH1- vstupni t€lesnd hmotnost, J1 —
hmotnost resekované &asti jater, J1* - vstupni hmotnost celych jater, TH2 — kone¢na télesnd hmotnost, J2 —
kone¢na hmotnost celych jater; tii zbyvajici popisy jsou vysvétleny v textu nad tabulkou. VSechny hmotnosti
jsou v gramech. Vysledky byly vzdy porovndvany ke kontrolni (intaktni) skupiné (Den 0) s pouzitim
jednosmérné ANOV A a Tukeyova post hoc testu a signifikantni rozdily (p < 0.05) jsou oznadeny tu¢né.
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Microarray analyzy

Bylo provedeno 27 hybridizaci v souladu s poétem pokusnych potkanti (9 skupin po
3). Diferencialni genova exprese, primarni vystup nasi Cipové studie, byla hodnocena
biostatistickym balickem limma prostiedi R, jak bylo uvedeno vyse. Tuto sadu dat jsme
podrobili dvéma nezavislym metodam redukce dimenzionality s cilem bliZze ¢asové ohranicit
termina¢ni fazi regenerace jater v naSem modelu. Prvni metodou bylo hierarchickeé shlukovani
bez ucitele, pouzité¢ k odhaleni skupin vzorkid s celkové podobnym pribéhem zmén genové
exprese. Druhou nasi metodou byla analyza hlavni slozky (PCA). Porovnanim vystupti obou
metod jsme zjistili nésledujici: Hierarchické shlukovani stanovilo tfi skupiny pooperacnich
intervalli o rizné velikosti. Nejprve samostatn¢ vyclenilo ,.intaktni skupinu®, zastoupenou
témi hybridizacemi oznacovanymi v protokolu jako Den 0. Tak se potvrdil nas§ predpoklad
odli$nosti klidové jaterni exprese jak od ¢asnych, tak i od pozdnich fazi regenerace. Zadruhé
,»pozdni skupiny* byly zatazeny vysledky z 5., 7., 9., 11. a 14. dne regenerace. Piesn¢ ty
samé tfi skupiny vyplynuly z analyzy hlavni slozky, ¢imz jsme se ubezpecili, ze toto rozdéleni
bude racionalnim podkladem dalsi interpretace (viz obrazky 1 a 2).

Obrazek 1. Vysledky hierarchického shlukovani a mnohocetného testovani dat z DNA ¢ipt

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
{ d2 1026 1211
d1 1328 1929 EARLY
d3 1110 1187
do 80 69 INTACT

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

relative distance

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

B: Pocty gend se signifikantn€ sniZzenou (vlevo) nebo zvySenou (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 Casového prubéhu jaterni regenerace.
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Obrazek 2. Vizualizace vysledkt analyzy hlavni slozky dat z DNA ¢ipu
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Analyza hlavni slozky (PCA) dosahla vysledki odpovidajicich hierarchickému shlukovani, ackoliv pracuje na
odlisném vypocetnim principu. I zde byly zieteln€ odliseny tfi skupiny pooperacnich intervali podél horizontalni
osy predstavujici prvni hlavni slozku (PC1). Tyto skupiny piesné odpovidaji vySe uvedenému rozdéleni na
mintaktni”, ,,éasné” a ,,pozdni”. Osy zastupuji dva rozméry distribuce v datovém prostoru. Barevné body pak
jednotlivé dny regenerace dle legendy ve vyseci grafu.

V nasledujicich krocich jsme se drzeli pfedpokladu, ze genova exprese v pozdni fazi
regenerace odrazi aktivni termina¢ni mechanizmy a méla by tudiz byt odli$na jak od Casné tak
od intaktni faze. Proto jsme dale porovnavali data nalezejici pravé vymezenym skupindm
intervald: ,,intaktni”, ,,éasné” a ,,pozdni”. Data pouZzivana poc¢inaje timto stadiem analyzy byla
jiz druhotnym vystupem z DNA Cipa, tzv. Casovymi kontrasty. V prostiedi R jsme provedli
nezavisla parova srovnani genti se zménénou expresi "pozdni" skupiny intervald vici obéma
ostatnim fazim a prusecik ziskany témito srovnanimi byl pfedmétem naseho nejvétsiho zajmu
a dal$iho interpretacniho Usili (viz obrézek 3). Bylo tomu tak proto, ze nasim cilem bylo
nalezeni gent s expresi specificky zménénou v ,,pozdni® skuping, které by ji co nejlépe
odliSovaly od obou ostatnich skupin. Vysledkem naseho hledani - onim prtsec¢ikem - byla
mnozina 359 genu spliiujicich toto kritérium. Jejich Gplny vycet je elektronickou ptilohou nasi
puvodni publikace (Rychtrmoc et al., 2012), v autoreferatu jej z divodu obtizného podani
Vv piehledné tisténé podobé neuvadime.
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Obréazek 3. Venniv diagram znazorfiujici porovnani skupin ¢asovych intervald vymezenych
na zaklad¢ hierarchického shlukovani a analyzy hlavni slozky

Cisla ve vétsich Gtvercich ukazuji, kolik bylo odlinych gend se zm&nénou 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). Zamérem tohoto kroku bylo roztiidit je do kategorii podle spole¢nych
funkci anotovanych v databazi KEGG (Kanehisa et al., 2002). Uspéchem tohoto pokrogilého
bioinformatického stanoveni byla identifikace péti funkcnich skupin nendhodné castéji
zastoupenych (,,obohacenych®) mezi zkoumanymi 359 geny. Dosazeni srovnatelné funkéni
anotace pouhym procitanim publikaci a postupnym shromaZd’ovanim informaci o

wewr

Real-time PCR

Prvni série real-time PCR reakci v nasi studii slouzila k vybéru vhodnych referenénich
genu, tedy takovych se stabilni expresi v jaterni tkani v prub&hu regenerace po 2/3 parcialni
hepatektomii. Tii geny: Surfl, Nup54 a Hmbs se shodné umistily nejlépe pti posuzovani
algoritmy vypocetnich aplikaci GeNorm a NormFinder (Andersen et al., 2004, VVandesompele
et al., 2002). Volba gent pro validaci metodou real-time PCR se opirala o vysledky analyz
exprese na DNA ¢ipech a o publikované udaje. Seznam vybranych 11 gent je pfedmétem
tabulky 4, kde jsou uvedeny spolu s identifika¢nimi kody z genomické databaze Entrez Gene.
Do skupin podle funk¢nich anotaci rozdé€lila databaze DAVID pouze 109 z 359 gentl, protoze
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ostatni nemély dostatek deskriptori v KEGG. Védomi této limitace vypocetni anotace nas
vedlo k tomu, prohledat cely soubor i vlastnimi silami. Nakonec jsme diky automatizované
anotaci vytipovali 7 a procitanim ¢ipovych vysledka a publikaci dal§i 4 geny do skupiny
k ovéfeni real-time PCR.

Tabulka 4. Vybrané geny uréené k real-time PCR validaci

Oficialni symbol Jméno genu Entrez KEGG
genu ID dréha

Kngl kininogen 1 24903 rno04610

Ppm1d protein phosphatase 1D magnesium-dependent, | 287585 | rno04115
delta isoform

Sesn3 sestrin 3 315427 | rno04115

Mel malic enzyme 1 24552 rno03320

Pltp phospholipid transfer protein 296371 | rno03320

Hmgcs?2 mitochondrial 3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA | 24450 rno03320
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, putative) | 64570

Lcn2 lipocalin 2 170496 | ---

Tabulka 4 uvadi geny zvolené k real-time PCR validaci vysledkt ¢ipovych stanoveni relativni genové exprese.
Jména genll 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 geni 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 Ccipt a funkce v prestavbé
mezibunééné hmoty, a také Hmgcs2 zahrnuty s ohledem na pfisluSnost k signalni draze PPAR a recentni
publikaci svédéici pro jeho roli v pozdni fazi regenerace jater (Yuan et al., 2011). Kody drah KEGG znamenaji:
rno04610: kaskady komplementu a koagulace; rno04115: signalni draha p53; rno03320: signalni draha PPAR;
mo00983: metabolizmus 1éki — ostatni enzymy a rno00564: metabolizmus glycerofosfolipidi. Posledni tii
uvedené geny nejsou dosud pfifazeny k zadné z KEGG drah.

Jak jiz bylo uvedeno, za ucelem validace vysledkd stanoveni dynamiky genové
exprese metodou DNA ¢ipt, jsme provedli celkem 14 real-time PCR reakci. Data takto
ziskana pro kontrolni geny potvrdila stabilni uroven jejich exprese, na niz jsme pii interpretaci
spoléhali. Provedenim planovanych jedenacti PCR reakci ke stanoveni exprese genti naseho
nejvetsiho zajmu jsme ziskali kvalitativné vyhovujici hruba data pro vSechny geny uvedené
v tabulce 4. Hrub& 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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Diskuse

Jatra jsou zivotné dileZitym organem s celou fadou funkci. Jejich nepostradatelnost se
odrazi i v evoluéné konzervované schopnosti spontanni regenerace po poskozenich rizného
puvodu. Timto potencidlem se jatra liSi od ostatnich utrobnich organti a po pravu tak jiz fadu
desetileti pritahuji pozornost zakladniho i aplikovaného vyzkumu. Podstatna cast in vivo
definovanych rozsaht jaterni tkan¢, zvané parcidlni hepatektomie, jsou dlouhodobé vyuzivany
pro svou dobrou reprodukovatelnost.

V popisované praci jsme se vénovali analyze dosud relativné opomijené pozdni faze
jaterni regenerace po 2/3 hepatektomii u potkanti. Biochemické zmény vyvolané touto resekci
u zdravych a jinak neovlivnénych potkant maji vétSinou kratké trvani. Signifikantni zvySeni
sérové aktivity ALT ani AST netrvalo déle nez dva dny po operaci v souladu s praci Panise a
kol. (1997), ktefi posuzovali pocetn&jsi skupiny potkand. Nase stanoveni aktivit transaminaz
byla navic ovlivnéna zna¢nou variabilitou mezi zvifaty ve skupinach. Dlouholetd zkusSenost
naseho pracovisté nicméné sveédc¢i pro normalizaci sérovych aktivit ALT i AST do 72 hodin
po 2/3 parcialni hepatektomii.

Jednou z dilezitych motivaci nam byla kontroverze panujici ohledné nacasovani
ukonceni regeneracniho déje. Ani posuzovani Uplnosti strukturni a funkéni obnovy jaterniho
parenchymu neni zcela dofeSenou problematikou. Dostupné laboratorni 1 zobrazovaci metody
maji sva uskali a limitace a zavéry ziskdvané jejich uplatnénim jsou nékdy v rozporu.
Z viceCetnych studii u lidi i u pokusnych zvifat se zda, Ze cilovy objem jater po dokonané
regeneraci je mensi nez pied hepatektomii (Hockings et al., 2002, Humar et al., 2004, Kaibori
et al., 2008, Pomfret et al., 2003). Nabizi se vysvétleni, Ze funk¢ni kapacita nové
namnozenych jaternich bunék mizZe byt vyssi, nez téch odstranénych dospelym jedinctm pii
resekci. To by dovolovalo jatriim s niZ§i hmotnosti resp. objemem vici velikosti téla pracovat
pro organizmus dostatené vykonné k zajisténi vSech homeostatickych funkci. Toto
potencialni zdGvodnéni vSak neni dosud bezpecné experimentalné podlozeno. Pravé popsana
nejistota nas vedla ke snaze nezévisle posoudit Gplnost strukturni obnovy jater v prabehu nasi
studie. Zalozili jsme své vypocty na tdajich o celkové te€lesné hmotnosti a celkové hmotnosti
jater potkanl, z nichZ jsme odvodili vlastni parametr oznacovany jako %LReg. Jeho
prostiednictvim jsme miru uplnosti hmotnostni obnovy regenerovanych jater za ¢trnact dni po
2/3 PH, tedy v nejdel$im nami posuzovaném intervalu, vyjadtili jako 83+9% kontrolnich
hodnot. Tento rozdil nebyl statisticky signifikantni, nicméné povaZujeme jej za biologicky
zajimavy. Nejpozd¢jsi statisticky signifikantni rozdil oproti kontrolam jsme pozorovali devaty
den po operaci, kdy parametr %LReg ¢inil pouze 77+11% (viz tabulka 3). Tyto vysledky fadi
naSi praci k tém, které tvrdi, Ze onen ,hepatostat, nehled¢ na jeho (molekuldrni)
mechanizmy, nenavraci pomér velikosti jater ku velikosti téla beze zbytku na predoperacni

aroven.
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Rovnéz studie vyuzivajici molekularné biologické metody se na poli vyzkumu jaterni
regenerace ve vEétSing zabyvaly jejimi casnymi obdobimi (Cimica et al., 2007, Juskeviciute et
al., 2008, Su et al., 2002, Togo et al., 2004). Dutlezitym cilem nasi prace proto bylo, pokusit
se tuto mezeru vyplnit a vénovat se terminaci regenerace. Mame-li shrnout vlastni vysledky
stanoveni relativni genové exprese metodami DNA ¢ipu a real-time PCR a jejich srovnani,
konstatujeme, ze pro devét zjedenacti hodnocenych genu bylo dosazeno dobré nebo
uspokojivé shody, zatimco u zbyvajicich dvou genti nebyla PCR validace uspésna (podrobnéji
viz obrézek 4 a Rychtrmoc et al., 2012). Pii védomi zakladnich rozdild a limitaci obou metod,
nejCastéji jde o detekci rozdilnych transkripénich variant geni, takovy vysledek validace
splnil nase ofekavani a také bézny standard dosahovany v recentnich podobné zamétrenych
pracech.

Ctyfi zovéfovanych funkénich drah byly vysledkem bioinformatické analyzy
genového obohaceni. Pata funkéni draha, zastoupena genem Cesle, byla vytipovdna na
zaklad¢ posouzeni dat z DNA C¢ipi a dohledavanim tdaju v publikacich (viz tabulka 5).
Naopak jednu ze drah vytipovanou automatizovanou anotaci jsme se rozhodli do real-time
PCR validace nezahrnout. Slo o funké&ni skupinu rno03010 — ribozom. Vynechali jsme ji pro
jeji dle naSeho nézoru nejméné pravdépodobnou roli pii fizeni terminace regenerace jater.
Vztah biogeneze ribozomil k regeneraci jater po hepatektomii byl nicméné podrobné studovan
jiz pted mnoha lety Liebermanem a Kaneovou (1965) a novéji napiidklad Alonim a kol.
(1992) a Donatim a kol. (2011). Ptes biologicky velmi zajimavé souvislosti popsané v téchto
pracich je jejich nevyhodou z naseho pohledu fakt, Ze se omezily na prvni pooperaéni den.
Uvaham o uloze komponent ribozomii pfi terminaci regenerace tedy bohuzel nepfispivaji a
tato otazka ziistdva nadale oteviena.

O tfech ze Ctyfech zbyvajicich nami posuzovanych KEGG drah mzeme shrnout, Ze
zmény exprese jejich zasupcii V pozdni fazi regenerace byla alespon ¢aste¢né potvrzeny
obéma metodami, zatimco u jedné drahy byly vysledky z ¢ipt a PCR v rozporu. Neshoda se
tykala dvou genil pfislusnych ke draze signalizace p53 (rno04115). NiZe uvedeme podrobné;ji
své nalezy tykajici se jednotlivych genil a jejich diskusi ve svétle idajii jinych autort.

Mitochondrialni  3-hydroxy-3-methylglutaryl CoA syntetaza (Hmgcs2) katalyzuje
prvni reakci ketogeneze, metabolické drahy, ktera poskytuje extrahepatalnim organim energii
ziskanou katabolizmem lipidd v dobach sacharidové deprivace (Robinson a Williamson,
1980). Exprese Hmgcs2 byla v prvnich dvou dnech po PH snizena a v pozdéjsich dnech jen
zanedbatelné zménéna oproti kontrolam. Takovyto vyvoj je v souladu s vysledky Yuana a kol.
(2011) a Asinse a kol. (1994). Popsand dynamika exprese Hmgcs2 muze slouZit obrané
jaternich buné€k pted potencialné Skodlivou akumulaci ketolatek. Jesté padnéjsim vysvétlenim
inicidlniho poklesu exprese Hmgcs2 muze byt snaha uSetfit energetické substraty. Uvoliiovani
eventualné oxidovatelnych uhlikatych zbytkG v podobé ketolatek do cirkulace v ¢asnych
fazich regenerace by skute¢né bylo plytvanim (Ockner, 2004).
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Obrazek 4. Vysledky analyz genové exprese na DNA ¢ipech a pomoci real-time PCR a jejich

srovnani
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Log,-transfomovand 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. Divodem, pro¢ 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 zndzornény nejtmavsimi pfitomnymi zelenymi nebo Cervenymi odstiny.
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A) Teplotni mapy ukazujici dynamiku zmén relativni genové exprese zhodnocenou obéma metodami uzitymi
Vv nasi studii. Dobra 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 praméry ze tfi biologickych replikati analyzovanych v technickych
triplikatech. Sest z posuzovanych genti vykazuje dobrou shodu mezi PCR a &ipovymi vysledky. U dalsich ti
gentl je shoda ¢aste¢na a nakonec u dvou geni jsou vysledky protichidné.

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

Protein ptenasejici fosfolipidy (Pltp) se Gcastni transportu fosfolipidii z VLDL a LDL
v plazmé a hraje roli v transportu cholesterolu z periferie do jater (Yazdanyar et al., 2011).
Exprese Pltp byla ve vSech ,.Casnych® intervalech snizena, ale paty a sedmy den po PH
naopak zvysend oproti kontrolni skupiné. Navzdory zdokumentovanému nartistu koncentrace
cholesterolu v regenerujicim jaternim parenchymu (Abel et al., 2001, Yoshida et al., 1993),
lze nalézt pro tento paradoxné pisobici vyvoj exprese Pltp dvé vysvétleni. Jednim je
potencidlni obrana pied transportem lipopolysacharidu zvySené po hepatektomii
uvoliovaného ze stiev (Massey et al., 1984). Druhym je fakt, ze exprese Pltp podléha regulaci
zprostifedkované jaternim receptorem farnesoidi (LXR) (Cao et al., 2002, Okazaki et al.,
2010), ktera je ¢asné po PH utlumena a normalizuje se do sedmého pooperacniho dne (Lo
Sasso et al., 2010).

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
snizena ve vSech ndmi sledovanych intervalech. Ve 2. a 3. pooperaénim dni bylo snizeni
nejmirnéjsi, naopak nejvyraznéjsi bylo v 5. a 7. pooperacnim dni. ProtoZe od prvniho dne
regenerace je zvySen objem glykolyzy i1 syntézy mastnych kyselin, jsou naSe data v rozporu
s ocekavanim a nalezy jinych autord (Ockner, 2004). V tomto kontextu jsou smysluplné;si
nalezy Yuana a kol. (2011), ktefi udavaji pro Mel zvySenou expresi za 168 hodin po PH a

nezménénou expresi oproti laparotomované kontrole za 6 hodin po PH.

Gen pro lyzofosfolipazu 1 (Lyplal), m¢l v nasi studii ve vSech ,,¢asnych* intervalech
progresivné klesajici expresi. V ,,pozdnich® intervalech byla jeho exprese oproti kontrolni
skupiné také snizena ale méné vyrazné. Lyplal, znama také jako acyl-protein thioesteraza 1
(APT-1), hydrolyzuje pestrou $kalu lyzofosfolipidii a ma také (thio)esterazovou aktivitu vaci
fad¢ peptida a bilkovin acylovanych na cysteinovych nebo serinovych reziduich (Long a
Cravatt, 2011, Tom a Martin, 2013). Dynamika jeji exprese je Vv souladu se zvySenou
dodavkou mastnych kyselin z perifernich zasob v pocateénich obdobich regenerace (Ockner,
2004) a s celkovym Gtlumem katabolismu fosfolipidii béhem jaterni regenerace, dolozenym
v préaci Xua a kol. (2008).
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Tabulka 5. Seznam genti validovanych real-time PCR se struénym piehledem vysledka

Maximum / minimum | Odkazované publikace
Symbol genu | KEGG draha genove exprese y

podle fazi regenerace ve shodé v rozpord
Hmgcs2 * rno03320 / casna 1,2,3
Pltp * rno03320 pozdni /  Casna 4,56 7,8
Mel * rno03320 1,2
Lyplal * rno00564 1,29
Kngl * rno04610 Casna i pozdni / 10, 11
Ppmld * rno04115 12,13
Sesn3 * rno04115 Casna i pozdni / pozdni 12,13
Cesle rno00983 1,2
Lcn2 Casnd 14-19
Ang 14, 20
Nat8 21

Legenda k odkazovanym publikacim

Cislo Autofi a roky vydani (podrobné viz seznam pouZité literatury)
1 Ockner 2004

2 Yuan et al. 2011

3 Asins et al. 1994

4 Massey et al. 1984

5 Cao et al. 2002

6 Lo Sasso et al. 2010

7 Abel et al. 2001

8 Yoshida et al. 1993

9 Xu et al. 2008

10 Aravena et al. 2005

11 Perez et al. 2006

12 Sakamoto et al. 1999

13 Masson et al. 2000

14 Mohammed a Khokha 2005
15 Bolignano et al. 2010

16 Playford et al. 2006

17 Zhang et al. 2009

18 Jayaraman et al. 2005

19 Lai et al. 2013

20 Hu a Riordan 1993

21 Veiga-da-Cunha et al. 2010

Tabulka 5 uvadi vycet jedenacti gend, jejichz dynamiku exprese jsme stanovovali jak na DNA cipech, tak
pomoci real-time PCR. Vybér byl v sedmi ptipadech zaloZen na analyze genového obohaceni — tyto geny jsou
oznaleny *. Zbyvajici ¢tyti geny byly vybrany podle posouzeni dat z DNA ¢&ipt a ¢lanki. VétSina uvedenych
byla mezi 359 geny charakteristicky exprimovanymi v pozdni fazi,
bioinformatickymi analyzami v prosttedi R. Vyjimkami v tomto sméru byly Lcn2, zahrnuty na zakladé
vyraznych zmén genové exprese dle DNA Cipll a funkce v piestavbé mezibunééné hmoty, a také Hmgcs2
zahrnuty s ohledem na pfislusnost k signalni draze PPAR a recentni publikaci svéd¢ici pro jeho roli v pozdni fazi
regenerace jater (Yuan et al., 2011). Kddy drah KEGG znamenaji: rno04610: kaskady komplementu a
koagulace; rno04115: signalni draha p53; rno03320: signalni draha PPAR; rmo00983: metabolizmus 1ékd —
ostatni enzymy a rno00564: metabolizmus glycerofosfolipidd. Posledni tii uvedené geny nejsou dosud pfitazeny

k zadné z KEGG drah.

které jsme hledali

popsanymi



V nasi studii jsme dale 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 muze byt pripsan roli Kngl jako proteinu akutni faze a prozanétlivého
Cinitele, nicméné pretrvavajici elevace napovida o vice funkcich. Jiz bylo popsano stimulacni
pusobeni Kngl na proliferaci endotelii a fibroblasti (Aravena et al., 2005, Perez et al., 2006)
a my se domnivame, ze vyS$i exprese Kngl v pozdni fzi mize mit za cil podporu dé€leni
neparenchymovych jaternich bunék. Navrat exprese Kngl na kontrolni Groven v nejdelSich
dvou intervalech nasi studie takovy vyklad podporuje.

Pti posuzovani dat o signélni draze p53 jsme ziskali pro oba validované geny (Ppmld
a Sesn3) rozporné vysledky. Nemtizeme proto o nich vyvozovat zadné urcité zavéry. Nicméné
uloha drahy p53 byla také predmétem diivéjsich studii jinych tymu (Fan et al., 1998, Tzung et
al., 1997, Xu et al., 2007). Tyto prace vsak bud’ nezahrnovaly nase dva kandidatni geny anebo
netrvaly do pozdéjSich pooperacnich intervalli. Obecné vzato je apoptodza jist€é vyznamnym
mechanizmem spoluurcujicim konecnou velikost regenerovanych jater a také celkovou
uspésnost regenerace po inzultu (Masson et al., 2000, Sakamoto et al., 1999).

Nyni pfistupujeme ke Ctyfem gentim zvolenym pro validaci nikoliv vypocetni
analyzou genového obohaceni, ale vlastnim proc¢itanim publikaci a posuzovanim dat z DNA
¢ipt. Prvnim z nich byla karboxylesteraza 1e (Cesle), jez ma nékolik funkci blizce spjatych
sdosud diskutovanymi geny. Cesle hydrolyzuje mastné kyseliny s dlouhym fetézcem, je
nezbytna pro esterifikaci cholesterolu a miiZze byt vyznamna v detoxikaci né€kterych 1éciv.
Exprese Cesle byla vyrazné sniZena béhem ,Casnych® dni a méné siln€ sniZena oproti
kontrolam v ,,pozdni fazi regenerace. Takovato transkripéni dynamika je v souladu
S pozorovanimi Yuana a kol. (2011) ohledné exprese Acsll (¢len 1 rodiny acyl-CoA syntetaz
s dlouhym fetézcem), také se ucastnici katabolizmu mastnych kyselin s dlouhym fetézcem.
Pokles exprese obou gend pavdépodobné souvisi se zesilenou signalizaci zprostfedkovanou
PPARa a podporujici extramitochondridlni oxidaci mastnych kyselin (Ockner, 2004).

Dalsi validovany gen, lipokalin 2 (Lcn2), byl prvnim z onéch tii nasich kandidata,
postradajicich funk¢ni asociaci v databazi KEGG. Vykazoval strmé zvySeni exprese ve vSech
»casnych® dnech. Poté jeho exprese poklesla na podstatné mirngjs$i hladinu indukce béhem
patého a sedmého dne po PH. Jesté pozdé&ji se jiz jeho mira exprese velmi blizila kontrolnim
hodnotam. Tento vyvoj exprese Lcn2 po PH prokazali i Lai a spolupracovnici (2013), ktefi jej
potvrdili i Western blotem. Casné po resekci se mize Lcn2 uplatiovat diky svym
prozanétlivym a bakteriostatickym vlastnostem a spojitosti s ¢asné indukovanymi cytokiny
(interleukinem 6 a interleukinem 1pB) (Jayaraman et al., 2005). Lcn2 také brani inaktivaci
MMP-9 a tim se podili na pfestavbé mezibunééné hmoty (Bolignano et al., 2010, Playford et
al., 2006, Zhang et al., 2009). Cetné biologické role Len2 znesnadiiuji dohady o jeho tloze
V ,,Casné* a ,,pozdni* fazi jaterni regenerace. Bylo by nicmén¢ jisté velmi zajimavé ptipravit a
studovat model s vyfazenou expresi Lcn2 (knock-out) nebo eliminovat jeho ucast na
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regeneraci po hepatektomii né&jakymi jinymi prostfedky. Bifazicky pribéh exprese
interleukinu 1B po hepatektomii mize napovédét vice o dynamice Lcn2 (Mohammed a
Khokha, 2005).

Predposlednim genem v nasi validované sadé byl angiogenin (Ang). Nase data svéd¢i
pro podstatny pokles exprese Ang ve vSech ,,éasnych® dnech a mirnéjsi snizeni exprese oproti
kontrolam po dobu celé ,,pozdni“ faze. Ang ma piresvédciveé prokazanou schopnost urychlovat
tvorbu plazminu (Hu a Riordan, 1993). Plazmin zase aktivuje prekurzory matrix
metaloprotedaz se signalnimi konsekvencemi v pribéhu regenerace jater (Mohammed a
Khokha, 2005). Nov¢jsi poznatky poukazuji na mozné SirSi uplatnéni Ang jako regulatoru
translace cilené upiednostnujiciho anti-apoptotické a dalsi proteiny podporujici preziti bunék
v podminkach zvysené zateze (Li a Hu, 2012).

Kone¢né poslednim genem naseho zajmu byla N-acyltransferaza 8 (Nat8), recentné
popsana jako mikrosomalni enzym, ktery Kkatalyzuje posledni krok syntézy Kkyseliny
merkaptomocové pii detoxikaci a exkreci cysteinylovych konjugati (Veiga-da-Cunha et al.,
2010). Podobn¢ jako v piipadé Cesle, exprese Nat8 byla vyrazngji 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. poopera¢ni 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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Zavéry

Méame-li shrnout veskeré vysledky prezentované prace, muzeme uvést nasledujici.
Studovali jsme transkripéni regulaci pozdni faze regenerace jater na modelu 2/3 parcialni
hepatektomie, motivovani nedostatkem poznatkli o tomto obdobi a jeho potencidlné
podstatnym Kklinickym vyznamem. Pro tento Gc¢el jsme provedli profilovani genové exprese
metodou celogenomovych DNA Cipa. Vzorky regenerujici jaterni tkédné jsme sbirali
V Casovém rozpéti SirSim nez je obvyklé€, sahajicim az do ¢trnactého pooperacniho dne. Toto
roz$itené pokryti poopera¢niho pribe¢hu ndm 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
potkani patym pooperaénim dnem, byla pfedmétem dalSiho interpreta¢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. Spole¢né pouziti vypocetnich i tradi¢nich
postupti interpetace ptineslo lepsi vysledky nez oba jednotlivé pfistupy a jejich kombinovani
se ndm proto jevi jako opodstatnéné.

Nase nalezy podporuji a rozsifuji prikopnicka data recentné publikovana Yuanem a
spolupracovniky (2011) a byly dosazeny originalni kombinaci bioinformatickych metod
vyhodnoceni vysledkli na genomické Urovni a potvrzeny obecné uznavanou metodou real-
time PCR. S pfihlédnutim k posttranskripénim regulaénim mechanizmm tvofi naSe vysledky
rozumny zaklad pro navazujici vyzkumné studie v aktivnim oboru regenerace jater. ZlepSeni
znalosti o drahach fidicich ukonceni proliferace jaternich bun¢k by bylo cenné pro prevenci a
1écbu jaternich nador. Ty dodnes zistavaji obtizné 1éCitelné a resekce jater s kurativnim
zamérem jsou stale spojeny s vyznamnymi komplikacemi (Ezzat et al., 2011).

Vedle nélezti analyz genové exprese piidavame svij hlas k nazoru, ze referencni
hodnota ,,hepatostatu* necini 100% objemu jater pied resekci, nehledé¢ na mechanizmus jeho
¢innosti. Funk¢éni kapacita nové namnozenych jaternich bunék muze byt vétsi nez téch
odstranénych dospélym jedincim pii hepatektomii, coz by dovolovalo po fadné ukoncené

regeneraci i ,,neliplné* obnovenym jatriim pracovat dostate¢né vykonn¢.
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