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1. SOUHRN

Jaterni hvézdicové bunky (HSC) a jaterni myofibroblasty (MF) jsou povaZovany
za bunky odpovédné za syntézu extracelularni matrix (ECM). HSC a MF se liSi lokalizaci
V jaternim lalucku i expresi gend. HSC se nachazeji v Disseho prostoru, pii poSkozeni jater
se aktivuji, proliferuji a pfeménuji se na myofibroblastické buriky. MF jsou heterogenni skupina
bunék, byly popsany portalni pMF, septalni SMF a interface iMF. V portobilidrnim prostoru
jaterniho lalicku se nachézeji pMF, které se aktivuji pfi ischemii a méstnani zlu¢i; sSMF
se nachazeji uvniti vazivovych sept.

Cilem na$i prace bylo porovnat zmény exprese genu, Které provazeji aktivaci HSC
in vitro se zménami odehravajicimi se v HSC pfi vzniku jaterni cirhdézy v modelu toxickeho
poskozeni jater. Expresi vybranych gent jsme sledovali pomoci oligo cDNA arrayi zahrnujicich
geny kodujici proteiny, proteoglykany, cytokiny, rustové faktory a geny souvisejici
s metabolismem pojiva — metaloproteinasy (MMP). Zajimali jsme se také o chovéani MF
V trojrozmérném kultivaénim prostfedi — fibrinovém a kolagennim gelu, které 1épe simuluje
podminky ve fibrotickych jatrech. Poskozena jaterni tkan je nahrazovdna nejdiive
plasmatickym fibrinem a posléze je nahrazena jizvou s ptevahou kolagenu. Chovani a exprese
gend MF v trojrozmérném kultivaénim prostfedi, nebyla dosud studovana.

HSC jsme vyizolovali z normalnich a cirhotickych jater potkanti po perfuzi pronasou
a kolagenasou. HSC jsme kultivovali na plastu po dobu 2 a 7 dni, ziskali jsme tak HSC
s odliSnymi fenotypy — klidové, aktivované in vitro a in vivo. Ze zdravych i cirhotickych jater
jsme vykultivovali subpopulaci MF pasaZzovanim primarni kultury neparenchymovych jaternich
bunék. V HSC a MF jsme prokazovali imunocytochemickym barvenim o -aktin hladkého svalu
(a-SMA), desmin, vimentin a kysely gliovy fibrilarni protein (GFAP). Expresi genti jsme méfili
pomoci oligo cDNA arrayi a kvantitativni RT-PCR. Vybrané proteiny jsme prokazovali pomoci
imunocytochemie. Mé&fili jsme také ubytek hmoty gelti béhem kultivace MF.

HSC aktivované kultivaci na plastu ve srovnani s klidovymi HSC exprimovaly ve vétsi
mife geny pro slozky extracelularni matrix (kolageny typu I, Il a V), perlekan, fibronektin a
osteopontin. Naopak nizsi exprese byla patrna piedevsim u metaloproteas. Exprese genti v HSC
Cerstvé izolovanych z cirhotickych jater se blizila expresi geni v HSC z normalnich jater
aktivovanych kultivaci na plastu. Nepozorovali jsme vyznamné rozdily mezi MF z normalnich
a cirhotickych jater. Béhem kultivace HSC se méni spektrum cytoskeletalnich bilkovin. HSC se
od MF lisi pfedevSim expresi desminu. GFAP obsahuji pouze klidové HSC izolované
z normalnich jater, zaroven tyto buniky neexprimuji a-SMA, ktery je detekovatelny az u
aktivovanych HSC.

Pritomnost gelt mél vliv jak na morfologii, tak na expresi geni MF. Ovlivnéna byla
exprese cytokinu IL-6, TGF-B1, -2, -B3, CTGF a metaloproteinas, matricelularnich proteind
trombospondinu-2 a osteopontinu. ZvySila se exprese MMP-3, 9, 13 a 14, exprese inhibitoru
aktivatoru plasminogenu se snizila. Zmény v expresi byly vyraznéjsi u kolagenniho gelu. MF
m¢ély schopnost solubilizovat az polovinu hmoty gelt.

Srovnani MF a aktivovanych HSC naznacilo, ze jde o dva typy bunék s rtiznou funkci.
Nebyl nalezen rozdil mezi MF z cirhotickych a z normalnich jater. Zjistili jsme, Ze
jak fibrinovy gel tak zejména gel tvofeny kolagenem typu I podstatné ovliviiuje jak expresi
gend v téchto bunkach, tak i jejich morfologii. Trojrozmérna matrix ovlivnila expresi
matricelularnich proteint jeZ zasahuji do regulace procesu remodelovani tkani, a zpuasobila
vyznamné posuny V expresi cytokini spojenych s fibrogenesi. V. MF se zvysSila exprese
metaloproteas, cozZ se projevilo zvySenou schopnosti MF solubilizovat gely, v nichZz byly
kultivovany.



2. SUMMARY

Hepatic stellate cells (HSC) and liver myofibroblasts (MF) are two cell populations
most likely responsible for the synthesis of majority of connective tissue components in fibrotic
liver. They differ in their origin and location in the liver, and in the spectrum of genes they
express. HSC are located in Disse spaces of normal rat liver around the sinusoids, in fibrotic
liver they become activated, proliferate and they wundergo transdifferentiation
into myofibroblast-like cells. Myofibroblasts are heterogenous cell population that consists at
least of portal pMF, septal SMF and interface iIMF. pMF, which are adjacent to bile duct
epithelia, may be a mediator of billiary type fibrosis. SMF are located within and along the
collagenous septum in cirrhotic liver. Little is known about the expression of genes involved in
connective tissue metabolism in MF cultured in fibrin or collagen gels that more closely
resemble natural cell environment. Fibrin is deposited in liver at sites of injury and collagen
type | forms a substantial part of fibrotic septa.

In our study oligo cDNA array analysis was used to determine gene expression
in quiescent HSC, activated HSC and MF isolated from both normal and CCl,-cirrhotic liver.
The expression of genes coding for connective tissue proteins, proteoglycans,
metalloproteinases and their inhibitors, growth factors and cellular markers was determined.
We investigated the influence of extracellular matrix environment on gene expression in MF.

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 from normal liver were quiescent 2 days after plating on plastic but they became
activated after another 5 days in culture. When the culture was passaged 5times, its character
changed profoundly as HSC were replaced by MF. Both cell subpopulation HSC and MF were
stained for expression of a-smooth muscle actin (a-SMA) and intermediate filament proteins
vimentin, desmin and glial fibrillary acidic protein (GFAP) using immunocytochemisty.
Expression of genes was studied oligo cDNA array, rt RT-PCR. Expression of some proteins
was studied by immunofluorescence. The extent of gel digestion by the cells was measured.

The pattern of gene expression changed during HSC activation, there were distinct
differences between HSC and MF. Activated HSC express more collagen type I, 1I, 1V,
perlecan, fibronectin, ostepontin than freshly isolated HSC. Expression of metalloproteinases
(MMP) decreases with activation. Gene expression of HSC isolated from cirrhotic liver
resemble expression of HSC activated in vitro by cultivation on plastic dishes. There was no
difference between normal MF and those isolated from the cirrhotic liver. The spectrum
of cytoskeletal proteins was changing during cultivation of HSC. HSC differ from MF
by presence of desmin. GFAP could be detected only in normal cells 2 days after their isolation.
In contrast, a-SMA was absent from normal cells at this time but its expression was pronounced
later. Embedding MF in collagen gel resulted in pronounced morphological changes
of the cells. mRNA expression of a group of metalloproteinase (MMP-2, -3, -9, -13, -14)
increased, while that of plasminogen activator inhibitor decreased. Significant changes in the
expression of cytokines IL-6, TGF-B1, -B2, -p3 and CTGF were found. The effects of fibrin
gels on MF were milder than those of collagen. Protein expression paralleled changes in MMP
MRNA. MF have the ability to solubilise about half of collagen gel body.

We conclude that MF and HSC are distinct cell populations. There was no difference
between normal MF and those isolated from the cirrhotic liver. We found that embedding
of cells in fibrin and collagen gel affected cell morphology and gene expression. Expression
of matricellular proteins and cytokines important in scar tissue formation changed. Elevated
expression of MMPs resulted in solubilization of gelous matrix.



3. UvVOD

Jaterni cirhdza je onemocnéni, vznikajici jako odpovéd’ na chronicky zanét jaterniho
parenchymu riizné etiologie. Charakterizuje ji destrukce parenchymu a nasledné nadmérné
ukladani mezibunééné hmoty (extracelularni matrix, ECM) a poruchy mikrocirkulace. Zmény
fenotypu hvézdicovych bunék (HSC) a aktivace ostatnich typi myofibroblastti (MF) je kli¢ova
pii rozvoji jaterni fibrézy, umoziuje kvantitativni 1 kvalitativni pfestavbu normalni
extraceluldrni matrix. HSC se nachéazeji v Disseho prostoru, jejich hlavnim ukolem ve zdravych
jatrech je skladovat vitamin A. Pt poSkozeni jater se hvézdicové bunky aktivuji a dochazi
ke zméné jejich fenotypu a pfeméné na fibrogenni kontraktilni proliferujici bunky. MF jsou
heterogenni skupina bunék, byly popsany portalni MF, septalni MF a interface MF.
V portobiliarnim prostoru jaterniho lalicku se nachézeji pMF, které se aktivuji pti ischemii a
méstnani zluci; SMF se nachdzeji uvnitt vazivovych sept.

Na pocatku fibrogeneze je nekroza nebo apoptoéza hepatocytd ruzné etiologie, nasledna
fagocytdza apoptickych fragmenti Kupfferovymi bunkami vede K produkci chemokind
a cytokini. Rozviji se zanétliva reakce. HSC se aktivuji, spolu s myofibroblasty MF
endotelovymi bunkami, coz vede k produkci, cytokinu ristovych faktorti, metaloproteinas
(MMP) schopnych degradovat sloZzky bazalni membrény. Tim se usnadni piistup k poskozené
tkani k fagocytujicim makrofagiim a neutrofilnim granulocytim. Poskozena tkan se nahrazuje,
v prvnich dnech plasmatickym fibrinem. HSC a MF vyuZivaji své schopnosti kontrakce pro
migraci podel fibrinovych vlaken do mista postiZzeni, kde produkuji cytokiny a slozky
extracelularni matrix, zejména kolagen typu I, a nahrazuji nepftili§ pevnou provizorni fibrinovou
matrix jizvou s prevahou kolagenu.

Jaterni extraceluldrni matrix je komplikovanou strukturou makromolekul, kterd podléha
remodelaci béhem rustu a poskozeni jater. Normalni i patologicky ECM se sklada z kolagenni
a nekolagenni komponenty (glykoproteiny a proteoglykany). Hlavnim nesolubilnim fibréznim
proteinem v tkanich je kolagen. Nekolagenni komponenty extracelularniho matrixu lze rozd¢lit
na proteoglykany (heparan, dermatan, chondroitin sulfat), glykoproteiny (fibronektin, laminin,
tenascin) a kyselinu hyaluronovou. Jaterni ECM nejen tvoii nosné pletivo, které mechanicky
udrzuje strukturu tkanég, ale poskytuje také mnoho signalti pfitomnym buiikdm (hepatocytiim,
zanétlivym buiikkam apod.) nutnych k udrzeni polarity bunky, migraci, proliferaci a diferenciaci.
Zmény ve slozeni ECM ovliviiuji chovani vech typ jaternich bunék. Rada riistovych faktort
se vaze na ECM a uvoliuje se v pifipadé poskozeni tkan¢, ¢imz dale zesiluje fibrotizacni
pochody. Matrix také vytvari cesty pro migraci bunék. Hlavnim zdrojem ECM v normalnich
i poSkozenych jatrech jsou HSC a MF, do urcité miry se uplatiiuji i jaterni endotelové bunky
(zejména v pocatecni fazi fibrozy tvorbou bunééné formy fibronektinu) a zfejmé i hepatocyty.

V na$i praci jsme se zaméfili na studium exprese geni HSC a MF. Podrobné studium
chovani HSC bylo umoznéno po zavedeni enzymatické perfuze jater, kdy dojde k rozruSeni
tkan¢ pronasou a kolagenasou, s naslednou izolaci HSC na hustotnim gradientu. Vseobecné
uznévany model pro aktivaci HSC in vitro je kultivace na plastovych Petriho miskach v mediu
se sérem. Po n€kolika dnech dochazi k morfologickym a funkénich zménam nazyvanym
aktivace. MF lze vykultivovat opakovanym pasazovanim neparenchymové bunécné frakce.
Aktivaci HSC ovliviiyji nejen cytokiny a rtstové faktory, ale 1 proteiny extracelularni matrix
vazbou na integriny a naslednou aktivaci signalizaénich kaskad. Kli¢ova neni jen pouha
piitomnost proteinti matrix, ale i trojrozmérna struktura a jeji mechanické vlastnosti. Z toho
divodu se tada studii zabyva vlivem kultiva¢niho prostfedi na chovéani bunék.



4. CILE PRACE

Cilem nasi prace bylo:

1. Izolovat jaterni hvézdicové buiiky a myofibroblasty z normalnich a z cirhotickych
jater potkanti. Charakterizovat je podle exprese cytoskeletalnich markera.

2. Popsat zmény v expresi genil provazejici aktivaci jaternich hvézdicovych bunck a
jejich pfeménu na myofibroblasty. Porovnat expresi gent jaternich hvézdicovych
bunék izolovanych ze zdravych a z cirhotickych jater potkant.

3. Zjistit jak myofibroblasty reaguji na pfitomnost trojrozmérné kolagenni a fibrinove
matrix pii kultivaci in vitro a popsat zda a jakych zptsobem to ovlivni jejich fenotyp.



5. METODICKA CAST

5.1. Material a metody

Projekt pokustu byl schvalen odbornou komisi Lékatské fakulty UK v Hradci Krélove.
Veskeré prace se zviraty 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 potkant Sprague-Dawley (Anlab, Praha). Jaterni hvézdicové bunky jsme
izolovali z normélnich a cirhotickych jater. Cirh6za byla navozena opakovanym podavanim
tetrachlormethanu intragastricky. HSC byly izolovany na hustotnim gradientu z jater po
enzymatické perfuzi. Postup je podrobné popsan v nasi publikaci (Jiroutova, 2005). Bunky
byly kultivovany v médiu po dobu 2 a 7 dni. MF byly ziskany opakovanou pasazi primarni
kultury. MF byly kultivovany v gelu piipraveném z kolagenu typu | nebo fibrinu (Sigma),
jednalo se o sendvi¢ovou metodu kultivace. Kolagen typu | byl extrahovan z ocasnich Slach
potkanti, postup vychazi z metody Elsdala (1972). Vysledna koncentrace kolagenu v gelu byla
0,1 %. Fibrinové gely byly piipraveny polymeraci fibrinogenu, vysledna koncentrace byla 1
mg fibrinogenu/ml gelu. Po sedmi dnech jsme méfili ubytek hmoty gelti vaZzenim suSiny gelu.

Mg¢fili jsme inkorporace thymidinu znaceného triciem do DNA dé¢licich se bunék.
V hydrolyzatu jsme stanovili mnozstvi DNA (Burton, 1956) a specifickou aktivitu
automatickym spektrometrem Beckman LS6000 LL (Beckman Coulter, Inc. USA).

Jaterni tkan pro imunohistochemické vySetieni byla fixovana formaldehydem a zalita do
parafinovych blockt. Histologické fezy piipravovala pani laborantka Svétlana Kopeckd v
laboratofich Neurochirurgické kliniky Fakultni nemocnice Hradec Kralové. Histologické fezy
jsme obarvily hematoxylinem-eozinem a barvenim dle G6mdériho. Pro imunohistochemickou
detekci jsme preparaty barvili pomoci specifickych protilatek na a-SMA, desmin, vimentin a
GFAP.

Z bungk jsme vyextrahovali RNA fenol-chloroformovou extrakci (Chomczynski, 1987).
MF kultivované na plastu a v gelech byly sklizeny bez pouziti enzymt a RNA izolovana
pomoci RNeasy mini Kitu (Qiagen). Expresi gent jsme stanovovali pomoci oligo cDNA
arrayi a pomoci real-time RT-PCR. Postup je podrobné popsan v naSi publikaci
(Jiroutovd, 2007). Metodika array analyzy vychazi z postupu doporu¢eného vyrobcem
(Bioscience, Jena). Postup pro ndvrh sond vypracovany Ing. Rastislavem Slavkovskym jsme
pievzali od firmy CPN. Pro ndvrh sond jsme pouzili program OligoArray 2.0, vstupni
celogenomovou databdzi mMRNA Rattus norvegicus jsme ziskali z webovych stranek The
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Zpracovnani dat probéhlo pomoci
programu Iconoclust (Clondiag). Vysledky exprese genli jsme normalizovali vztazenim na
vSechny geny v souboru (Jiang, 2004). Zmény v expresi vybranych genu jsme si ovéfili
pomoci real time RT-PCR analyzy. Pouzivali jsme sondy a primery obsazené v Tagman gene
expression assay, navrzené firmou Applied Biosystems. Pfi stanoveni jsme postupovali podle
pokynti vyrobce. Normalizaci vysledkli pro specifické geny jsme provedli vztazenim na 18s
RNA.

5.2. Statisticka analyza

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 vypodetni techniky LFHK.

5.3. Pristrojové vybaveni

Laboratorni potkani byli chovani ve vivariu Lékaiské fakulty. Buiikky byly izolovany a
kultivovany na Ustavu lékaiské biochemie. Zafizeni pro analyzu arrayi nam zpo&atku
bezplatné poskytla firma CPN, Dolni Dobroué, nyni jiz mame vybaveni na Ustavu 1ékaiské
biochemie. V piipadé metody rtRT-PCR méfeni probihalo na Ustavu klinické biochemie
Fakultni nemocnice v Hradci Kréalové a posléze na Ustavu farmakologie LFHK.



6. VYSLEDKY

Pfed zahdjenim perfuze jater jsme si povSimli viditelnych rozdild v morfologii jater
z kontrolnich zvifat a téch, ktefi byli vystaveni osmnacti davkam tetrachlormethanu. U
intoxikovanych zvifat se vyvinula pokrocild jaterni cirhoza, jatra byla zvétSend, na pohled
ZlutSi, na pohmat tvrdsi.

Histologické ftezy jsme obarvili standardnimi histologickymi barvenimi, pomoci
hematoxylinu - eosinu a van Giesonovym barvenim. Déale jsme pomoci
imunohistochemickych barveni a aktinu zhladkého svalu (a-SMA), desminu, kyselého
glidlniho fibrilarniho proteinu (GFAP) a vimentinu zviditelnili neparenchymové jaterni bunky
— jaterni hvézdicové buiiky a myofibroblasty. V histologickém obrazu cirhotickych jater jsme
nalezli steatdzu hepatocytll a nodularni pfestavbu jaterni tkané s typickymi regenera¢nimi
uzly obklopenymi vazivovymi septy. Hyperplastické uzly hepatocyti mély na rozdil od
normalnich jaternich acini nepravidelny prubéh. Uzly byly oddéleny rtzné silnymi
vazivovymi septy s ¢etnymi krevnimi kapilarami, pakanalky a rizné hojnym kulatobunécny
infiltratem.

Pomoci imunohistochemie jsme zjiStovali lokalizaci klidovych jaternich hvézdicovych
bun¢k a portalnich myofibroblastli ve zdravych jatrech a porovnavali vysledky se situaci v
jatrech cirhotickych, ktera obsahuji aktivované HSC a portalni a septalni MF. Normalni jatra
se barvi pomoci protilatky proti a-SMA pouze v oblasti portobilidrniho prostoru, jedna se
ziejme o a-SMA pozitivni, desmin pozitivni a GFAP negativni pMF. Klidové HSC a-SMA
neexprimuji. Vyskyt desmin pozitivnich bunék jsme kromé portobiliarniho prostoru (v pMF)
zaznamenali vyjimec¢né 1 v parenchymu v okoli sinusoid, jedné se zi¢jmé o subpopulaci HSC.
HSC, které se nachazeji v prostoru mezi sinusoidami, lze prokézat ve zdravych i cirhotickych
jatrech pomoci GFAP. Cirhoticka jatra jsou charakteristicka jizvami s p,sMF pozitivnimi na
a-SMA, desmin a vimentin. Vimentin pozitivni bunky jsme nasli v parenchymu mezi
hepatocyty i v portobiliarni oblasti zdravych jater. V cirhotickych jatrech v parenchymu mezi
hepatocyty, i Vv jizevnaté ¢asti. Vimentin je nespecificky marker, exprimuji jej HSC, HSC/MF
i dalSi typy MF soucasné i jiné bunky mezenchymalniho pivodu jako jsou Kupferovy buriky a
buriky endotelu. Vysledky jsou shrnuty v tabulce ¢. 1.

Normalni jatra Cirhoticka jatra

HSC pMF HSC p,sMF
a-SMA - + + +
DES +/- +/- + +
GFAP + - + -
VIM + + + +

Tabulka ¢. 1: Vysledky imunohistochemie. Prikaz HSC a MF pomoci barveni na desmin, a-SMA, GFAP
a vimentin ve zdravych a cirhotickych jatrech.

Stejné cytoskeletalni markery, které jsme prokazovali v jaterni tkani, jsme detekovali i v
bunééné kultuie HSC ziskané ze zdravych a z cirhotickych jater. V prubéhu kultivace a
pasazovani bun¢k dochdzi ke zménam fenotypu intermediarnich filament, proto jsme zvolili
dva intervaly v primarni kultufe a to 2 dny a 7 dni od izolace. Jaternich myofibroblasty jsme
ziskali opakovanou pasazi neparenchymové bunécné frakce bohaté na HSC. Vysledky jsou
shrnuty v tabulce ¢. 2.



Normalni jatra Cirhoticka jatra

HSC2d  HSC7d MF HSC2d | HSC7d MF
++ +++ ++ +++ +++
a-SMA neg. 50% 100% 80% 100% 100%
DES + ++ ++ +++
50% 50% neg 60% 95% neg
++
GFAP 95% neg. - neg. neg. -
VIM ++ +++ +++ ++ +++ +++
100% 100% 100% 100% 100% 100%

Tabulka ¢. 2: Imunohistochemicky prikaz markeri HSC a MF izolovanych ze zdravych a cirhotickych
jater potkani a kultivovanych 2 a 7 dni po izolaci. MF byly ziskany opakovanou pasazi primarni kultury.

6.1. Exprese geni HSC a MF izolovanych z intaktnich a cirhotickych jater potkani

V této cCasti experimentu jsme porovnavali expresi vybranych geni u HSC a MF
ziskanych z normalnich jater s buiikkami izolovanymi z cirhotickych jater. Sledovali jsme take,
jak se méni exprese vybranych gent v ¢ase. A to u HSC z normalnich i cirhotickych jater
2 dny po vysazeni na plastové kultiva¢ni misce, po 7 dnech kultivace a u MF po péti pasazich.

6.1.1. Oligo cDNA array

Pomoci oligo ¢cDNA arrayi jsme sledovali expresi genti souvisejicich s metabolismem
pojivové tkan€. Geny jsme pro piehlednost rozradili do n€kolika skupin a to: proteiny ECM,
proteoglykany, metaloproteinasy a jejich inhibitory, cytokiny dulezité v patogenezi jaterni
cirhdzy, receptory sloZzek ECM a déle potom markery HSC a MF a provozni geny.

Vysledné hodnoty exprese gentl, jejichz intenzita byla vyssi nez 0,2 alespoii u jednoho
Z intervald, jsou uvedeny v tabulce ¢. 3. Pro celkovy nahled na zmény odehravajici se pii
aktivaci a kultivaci bun¢k je tabulka doplnéna obrazkem s grafy (obrazek ¢. 1). Do graft byla
vynesena normalizovand hodnota exprese jednotlivych genl. V pfipadé naprosté shody
exprese genu by u porovnavanych skupin bunék vSechny body lezely na uhlopfticce.

6.1.2. Validace vysledki arrayi pomoci rt RT-PCR

Array v tomto metodickém provedeni je metodou semikvantitativni, vyZaduje potvrzeni
vysledkil jesté dalSim postupem, nejlépe rtRT-PCR, tedy metodou, kterda je citlivéjsi a
presnéjsi s nesrovnatelné vétsim dynamickym potencidlem. Obé metody maji odlisny design
sond pro dany gen a odliSné zptisoby normalizace. Hodnoty exprese ziskané rtRT-PCR jsme
normalizovali na provozni gen 18s mRNA, kdeZto oligo cDNA array vyuZivala normalizace
exprese genu tak, aby primér intenzity zabarveni vSech spotli, na kazdém cipu byl roven 1
(Jiang, 2004).

Pro validaci vysledkd jsme vybrali 5 ze 49 gend z rtznych skupin a to proteiny ECM,
MMP, bunééné markery a cytokiny. Vysledky normalizovanych hodnot exprese gent
ziskanych metodou rtRT PCR jsou shrnuty v tabulce ¢. 4.

Pfi porovnani obou metody mefeni exprese gend jsme zjistili, Ze u v3ech sledovanych
geni (s vyjimkou Ctgf pti porovnani N HSC 7d/2d) vysledky rtRT-PCR potvrdily data
ziskand pomoci arrayi. Srovnani jsme provedli zhodnocenim poméru expresi jednotlivych
gent u klidovych HSCa aktivovanych HSC a klidovych HSC a myofibroblasti.



Elastin
XM-341061
Fibrilin-1
NM-031825

Fibronektin
NM-019143

Osteopontin
NM-012881

Prokolagen (I) 02
NM-053356

Prokolagen (II1') al
XM-343563

Prokolagen (IV) al
XM-343607

Prokolagen (V) al
NM-134452

SPARC
NM-012656

Trombospondin-1
AF309630

Trombospondin-2
XM-214778

Vitronektin
NM-019156

Betaglykan
NM-017256
Biglykan
NM-017087

Perlekan
XM-233606

Syndekan-1
NM-013026

Syndekan-3
NM-053893

Syndekan-4
NM-012649

MMP-2
NM-031054
MMP-3
NM-133523
MMP-7
NM-012864
MMP-9
NM-031055

MMP-12
NM-053963

MMP-13
XM-343345

MMP-14 MTP-1
NM-031056

N-HSC 2d

0.28
0.07
3.82
0.72
0.44
0.10
1.15
0.31
0.52
0.17
0.56
0.09
0.20
0.04
0.52
0.04
0.98
0.18
2.02
0.22
0.22
0.04
0.65
0.12

1.74
0.21
0.65
0.05
1.55
0.27
0.57
0.06
1.10
0.44
1.32
0.23

1.07
0.05
2.26
0.50
0.64
0.16
1.11
0.20
2.13
0.35
2.82
0.68
1.33
0.31

C-HSC2d | N-HSC 7d

Proteiny ECM

0.65 0.31
0.12 0.16
3.75 2.64
0.35 0.16
1.10 1.43°
0.21 0.25
1.49 1.78
0.33 0.49

3.012 2.45°
0.17 0.38
2.87 2.62
0.28 0.47
0.22 0.14
0.07 0.06
1.052 1.48°
0.11 0.25
2672 2.75°
0.18 0.35
1.54 1.02
0.16 0.32
0.50 0.79
0.11 0.27
0.55 0.65
0.15 0.14
Proteoglykany
1.93 1.64
0.08 0.09
1.31 1.37
0.18 0.38
4.05% 353"
0.38 0.68
0.43 0.46
0.06 0.09
0.43 0.73
0.17 0.29
0.57% 0.62°
0.17 0.16
Metaloproteinasy
2.16° 0.95
0.14 0.20
0.18 0.16
0.04 0.07
0.44 0.71
0.08 0.16
0.00°? 0.05
0.00 0.03
0.76 2 1.54
0.24 0.30
0.26 0.16°
0.07 0.07
0.682 0.94
0.16 0.23
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C-HSC 7d

0.32
0.08
2.66 9
0.10
1.61
0.34
1.87
0.41
2.83
0.15
2.60
0.17
0.12
0.06
1.22
0.16
2.79
0.23
1.60
0.48
1.04°
0.32
0.56
0.15

1.26 9"
0.12
1.38
0.39
4.03
0.90
0.35
0.10
0.25
0.12
0.43
0.11

1.20°¢
0.29
0.05
0.05
0.56
0.07
0.01
0.01
1.19
0.33
0.19
0.08
0.81
0.19

N-MF

0.35
0.09
3.43
0.35

2.44 °¢
0.26

0.18 ¢
0.11

3.25 ¢
0.19

3.49°¢
0.16
0.10
0.02
1.06 ¢
0.16
3.82 ¢
0.26
3.53¢
0.08
1.36
0.71

0.27 ¢

0.05

1.00 ©¢
0.11
1.96°¢
0.34
4.14°
0.35
0.34
0.06
0.34
0.11
0.35°¢
0.12

1.50
0.40
0.02°¢
0.02
0.23°¢
0.10
0.01°¢
0.00
0.17 ¢
0.14
0.13°¢
0.05
0.88
0.13

C-MF

0.26
0.07
3.95°
0.81
2.46 °
0.31
0.14 ¢
0.03
367F
0.40
4.04°
0.12
0.05
0.02
0.93
0.22
4.14 %"
0.13
3.62°
0.21
1.15
0.53
0.17 ¢
0.05

0.72°
0.09
1.41
0.30
4.74
0.58
0.26
0.08
0.17
0.03
0.25
0.15

1.79
0.19
0.01
0.01
0.11f
0.04
0.00
0.01
0.07°
0.03
0.09
0.03
0.41
0.13



N-HSC 2d C-HSC2d | N-HSC7d | C-HSC 7d N-MF C-MF
Inhibitory metaloproteinas

02-makroglobulin 1.30 1.47 2.23 2.39 0.55 ¢ 0.32f
NM-012488 0.27 0.17 0.07 0.03 0.16 0.09
TIMP-1 1.53 2.40 2.33 2.22 1.97 1.57
NM-053819 0.22 0.37 0.15 0.29 0.19 0.46
TIMP-2 3.72 3.47 3.82 3.80 3.12 2.93
NM-021989 0.47 0.39 0.76 0.82 0.18 0.32
Cytokiny
CTGF 0.39 0.50 0.39 0.72 1.77 ¢ 1.38°
NM-022266 0.08 0.15 0.23 0.41 0.20 0.14
FGF 2 0.26 0.20 0.30 0.25 0.15 0.06 f
NM-019305 0.05 0.05 0.04 0.11 0.04 0.02
IGF 1 0.60 0.34 0.54 0.28 0.15 0.05 ¢
NM-178866 0.23 0.09 0.18 0.12 0.02 0.03
IL-10 0.34 0.20°2 0.11° 0.13 0.06 ° 0.01°¢
NM-012854 0.07 0.04 0.04 0.05 0.03 0.01
PDGF B chain 2.05 1.70 2.57 2.28 1.16 ¢ 0.82°
XM-343293 0.17 0.20 0.53 0.49 0.32 0.22
TGF-p1 2.10 1.36 1.31 1.13 0.77°¢ 0.63
NM-021578 0.35 0.40 0.24 0.22 0.20 0.11
TGF-p3 0.20 0.24 0.25 0.40 1.09 0.44
NM-013174 0.03 0.05 0.16 0.21 0.34 0.11
VEGF 1.49 2.29 1.35 1.43¢ 1.36 1.71
NM-031836 0.13 0.06 0.28 0.35 0.15 0.53
Bunécné receptory
Integrin a 5 2.93 3.27 2.03 2.349 3.03¢ 3.16
XM-235707 0.44 0.21 0.12 0.18 0.39 0.37
Integrin o 6 0.31 0.40 0.23 0.39 0.16 0.06 °f
XM-215984 0.04 0.12 0.08 0.20 0.06 0.02
Integrin f 1 1.23 1.04 1.12 1.24 1.14 0.73
NM-017022 0.19 0.15 0.21 0.34 0.25 0.13
Integrin p 3 0.56 0.55 0.99 0.58 0129 | 0.05°
NM-153720 0.15 0.12 0.29 0.16 0.03 0.02
Laminin receptor 1 1.63 2.08 1.96 1.64 1.25 1.04°¢
NM-017138 0.32 0.30 0.21 0.29 0.09 0.17
N-CAM 0.76 1.12 1.96° 1.75 1.44 ¢4 1.24°
NM-031521 0.19 0.19 0.09 0.07 0.12 0.22
Markery
Desmin 4.32 3.81 3.71 3.68 3.93 4.97
NM-022531 0.68 0.37 0.70 0.69 0.32 0.39
Fibulin-2 0.11 0.17 0.28 0.45 1.04 &4 1.10°
XM-232197 0.00 0.03 0.10 0.12 0.18 0.25
P100 0.45 0.67° 0.80 0.66 0.49° 0.46
NM-022257 0.02 0.09 0.11 0.11 0.06 0.17
Reelin 0.35 0.24 0.25 0.18 0.12 0.17
NM-080394 0.07 0.11 0.09 0.07 0.05 0.04
Provozni geny
Aktin B 3.77 3.35 3.53 3.77 3.85 4.72
NM-031144 0.34 0.20 0.76 0.81 0.39 0.32
GAPDH 1.73 0.83 2.26 2.42 2.45 3.15
NM-017008.2 0.61 0.23 0.49 0.65 0.83 1.03
18S RNA 3.51 3.05 3.46 3.64 3.88 5.12
X01117 0.38 0.35 0.78 0.94 0.32 0.49
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Tabulka ¢. 3: Vysledky oligo cDNA arrayi. Normalizované hodnoty exprese genu v klidovych HSC (2d),
aktivovanych kultivaci na plastu (7d), jaternich myofibroblasti z normalnich jater (N MF) nebo
cirhotickych jater (C MF). V tabulce jsou uvedeny priméry a smérodatné o odchylky priméru ziskané ze
¢tyF méfeni Statisticka vyznamnost (p<0.05): a C-HSC 2d vs. N-HSC 2d, b N-HSC 7d vs. N-HSC 2d, ¢ N-
MF vs. N-HSC 2d, d N-MF vs. N-HSC 7d, e C-MF vs. C-HSC 2d, f C-MF vs. C-HSC 7d, g C-HSC 7d vs.
C-HSC 2d, h C-HSC 7d vs. N HSC 7d.

b) 51

NHSC7d

)
—
m

2 3 & 3

Q o

e b

5 21 o 21

11 14
0= 04
oo 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
N HSC 7d NHSCT7d

e) 54 f) 54
4
3

H H

= Q2
il
0+ r

0 1 2 3 4 5
N MF
[ Proteiny ECM Receptory
B Proteoglykany B Markery myofibroblastt
Metaloproteinasy a jejich inhibitory Provozni geny

B Cytokiny

Obrazek 1: Vysledky oligo cDNA arrayi. Normalizované hodnoty exprese geni v klidovych HSC (2d),
aktivovanych kultivaci na plastu (7d), MF z normalnich jater (N MF) nebo cirhotickych jater (C MF)
byly vyneseny proti sobé do grafii. V piipadé naprosté shody exprese

N-HSC 2d N-HSC 7d N-MF
Prokolagen typ | 1.75+0.54 35.15+9.84° 18.64+2.5
MMP13 886.64 + 439.54 0.42+0.24 0.1+0.07°
TGFb1 5.15 % 0.54 1.77+0.19°% 0.7+0.07°
CTGF 427+1.28 3.15+£0.83 8.85+1.21°
Desmin 179.13 £59.63 170.04 £19.6 13.53 + 8.48 "¢

Tabulka €. 4: Vysledky normalizovanych hodnot exprese geni ziskanych metodou rt RT-PCR. Statisticka
vyznamnost (p<0.05): a N-HSC 7d vs. N-HSC 2d, b N-MF vs. N-HSC 2d, ¢ N-MF vs. N-HSC 7d (n=3).
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6.1.3. Imunocytochemicka detekce metaloproteinas u HSC
Jak ukazaly predchozi vysledky, exprese MMP-2, 9, 13 je v HSC izolovanych
z normalnich jater a kultivovanych 2dny na plastu vysoka. Po aktivaci HSC exprese MMP-9 a
13 klesa a exprese MMP-2 se neméni. Pomoci imunofluorescence jsme detekovali pozitivitu
MMP-2, 9, 13 v obou ¢asovych intervalech. Exprese proteini MMP-9 a 13 v HSC pietrvava
az do jejich aktivace, kdy hladina mRNA klesla. MF nevykazuji pozitivitu pro MMP-2, 9, 13.

6.1.4. Inkorporace thymidinu — déleni bunék béhem pasazi
Pomoci meéfeni inkorporace radioaktivniho 3H-thymidinu do bunéné DNA jsme
sledovali rozdily v mife syntézy DNA primarni kultury HSC a MF po 1,3 a5 pasazich. U
bunék z normalnich jater jsme nezjistili Z&dné rozdily. Myofibroblasty z cirhotickych jater po
1 pasazi vykazuji snizenou syntézu DNA ve srovnani s primarni kulturou HSC a s MF po paté
pasazi.

6.2. Ovlivnéni MF kultivaci ve fibrinovém a kolagennim gelu

Druhou ucelenou ¢ast diserta¢ni prace tvoii vyzkum vlivu slozek extracelularni matrix —
kolagenu typu | a fibrinu na jaterni myofibroblasty. MF jsme ziskali opakovanou pasazi (5x)
neparenchymové bunécéné frakce bohaté na HSC, jednd se o plné aktivované kontraktilni
buiiky ptivodné ze zdravych jater potkanti.

MF jsme kultivovali v kolagennim a fibrinovém gelu a sledovali jsme morfologii, rust a
piedevsim expresi genti souvisejicich s metabolismem pravé ECM.

MF vysazené na plast jsou velké bunky polygonalniho tvaru s viditelnymi stresovymi
vlakny, které jsou po imunocytochemickém barveni pozitivni na hladkosvalovy alfa aktin. Po
vysazeni do fibrinového gelu jsou pro buiky charakteristické dlouhé vybézky, v kolagennim
gelu jsou vybézky bunék spise kratsi, buitky maji také tendenci shlukovat se.

Pomoci méfeni inkorporace radioaktivniho *H-thymidinu do bun&&né DNA jsme nezjistili
statisticky vyznamné rozdily vsynteze DNA u MF Kkultivovanych ve fibrinovém a
kolagennim gelu v porovnani s plastem.

6.2.1. Vysledky oligo cDNA arrayi MF ve fibrinovem a kolagennim gelu
Pomoci oligo cDNA arayi jsme porovnavali expresi gent souvisejicich s metabolismem
pojivové tkang. Vysledné hodnoty relativni exprese gent jsou uvedeny v tabulce €. 5. Exprese
genl na plastu byla hodnocena jako 100%. Pro statistické vyhodnoceni byly opét zatazeny
pouze geny, jejichZ intenzita signalu po normalizaci byla vyssi nez 0,2.

6.2.2. Validace vysledkii arrayi pomoci real-time RT-PCR

Pro validaci vysledkt oligo cDNA arayi a jejich zptesnéni jsme vybrali 20 gena a to
proteiny, glykoproteiny, metaloproteinasy, cytokiny a transkripéni faktory. Vysledky
normalizovanych hodnot exprese geni ziskanych metodou rtRT-PCR jsou shrnuty
v tabulce ¢. 6. Jedna se o priméry ze Sesti pokust, vysledky jsou uvedeny v procentech
vztazenych vzdy na kontrolni buniky vysazené na plast.

Pii kultivaci bunék ve fibrinovém gelu se proti MF na plastu signifikantné sniZila exprese
metaloproteinas MMP-7 a MMP-9 a takeé jejich inhibitoru PAI-1. SniZila se exprese TGF-32 a
osteopontinu. Kolagenni gel mél na expresi genti vyraznéjsi vliv. Doslo ke dramatickému
zvyseni exprese metaloproteinas MMP-3 a MMP-13, ovSem s vysokou smérodatnou
odchylkou mezi jednotlivymi pokusy. Rovnéz exprese MMP-2 a MMP-14 se zvysila.
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Fibrinovy Kolagenni Fibrinovy Kolagenni

Proteiny ECM Cytokiny a ristové faktory
Prokolagen (I) a2 113+4 109+4 BMP4 115+3* 1077
Prokolagen (III) al 1155 1067 CTGF 8711 84+5
Prokolagen (IV) al 101+6 79+6* FGF2 86 + 17 97 +4
Prokolagen (V) a3 917 82+2* IGF1 92 £22 116+ 31
Elastin 1109 103+4 IGFBP5 84 +20 63+8*
Fibronektin 109+6 109+5 IL-6 97 +10 135 + 39
Laminin bl 202 £ 115 215 + 96 PDGFo. 67+8* 106 + 8
Laminin cl 79 +17 105 + 23 PDGF R 101+8 115+2*
Galektin 1 1056 110+ 3* TGF 31 63+12 143+ 19
Galektin 3 98+9 113+2* TGF 32 98 +2 94+3
Osteonektin 117+4* 112+9 TGF 33 82+8 63+5*
Osteopontin 79+6* 119 £ 17 TNFa 83+3* 79+3*
Trombospondin 1 111+3* 112+7 VEGF 1115 104 +6
Trombospondin 2 101+£3 83+16 Receptory
Vitronektin 97 £12 104 +5 Integrin a.5 116 £5 1106
Proteoglykany Integrin a6 102+9 83+3*
Betaglykan 94+8 101+3 Integrin o8 60+7* 58+6*
Biglykan 105+6 112+4 Integrin 81 95+ 10 101+£3
Perlekan 125+4~* 118 £12 Integrin 33 99+ 10 96 + 15
Syndekan 1 102 + 16 N+7 Laminin recl 99 +8 108 +3
Syndekan 4 85+3* 103 + 27 ICAM-1 82+10 82+2
Metaloproteinasy N-CAM 106 + 8 102 +6
MMP-2 105+9 100 £5 Bunécéné markery
MMP-3 143 + 33 150 + 48 Desmin 1186 111+6
MMP-7 121 +21 91+10 Fibulin 2 92+9 906
MMP-12 83+13 105+6 Fibulin 5 71+11 51+5*
MMP-13 105 + 17 106 + 4 Reelin 94 +17 115+6
MMP-14 75+13 170 + 19* Provozni geny
Inhibitory metaloproteinas Aktin b 114 +3 105+9
02 makroglobulin 108 +5 96 +7 GAPDH 103 + 17 95+ 19
PAI-1 106 + 6 103+6 18S RNA 117+8 104 +8
TIMP1 111+2* 106 + 6
TIMP2 109+1* 107 +7
TIMP3 73+13 85+2*

Tabulka ¢ 5: Vysledky oligo cDNA arrayi MF kultivovanych ve fibrinovém a kolagennim gelu. Exprese
genui na plastu byla hodnocena jako 100%. V tabulce jsou uvedeny pruméry a smérodatné odchylky
pruméru ¢tyf méfeni. * znacdi statistickou vyznamnost v porovnani s expresi na plastu (p<0.05)

Mezi sledovanymi cytokiny se zvysila exprese TGF B1, exprese TGF B2, IL-6 a CTGF
klesla. Z prokolagenti jsme zaznamenali zménu pouze u typu XII a to ve smyslu snizeni
exprese v porovnani s MF na plastu.

Testovali jsme také statistickou vyznamnost rozdili exprese MF ve fibrinovém gelu viaci
MF v kolagennim gelu, abychom odpovédéli na otazku, jak rtzné sloZeni trojrozmérného
prostiedi ovliviiuje expresi gent. Fibrinova matrix nestimuluje expresi metaloproteinas MMP-
2,9,13,14 tak jako kolagenni, nepotencuje expresi osteopontinu a neshiZuje expresi
trombospondinu-2 a prokolagenu typu XIlI.

Pti porovnani obou metod mefeni exprese gent jsme zjistili, ze ob& metody prokazaly

Vv

shodn¢ zvyseni ¢i sniZeni jednotlivych gend, opét se ukazala vyssi citlivost rtRT-PCR.
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Nazev genu Fibrinovy gel Kolagenni gel
Metaloproteinasy a jejich inhibitory

MMP-2 92 +21 167 +11°°
MMP-3 579 + 271 1772 + 1333
MMP-7 51+ 172 87+23
MMP-9 20 + 3° 162 + 65
MMP-13 105 + 49 4086 + 3289*°
MMP-14 80 + 12 298 + 41°°
TIMP1 95+ 10 84 +19
TIMP2 86 + 17 128 + 16
PAI-1 67 + 10° 30 + 5"
Cytokiny
IL-6 98 + 23 49 + 16°
TGF 1 90+ 13 195 + 28%°
TGF R3 53 + 5° 22 + 5%
CTGF 92+ 16 40 + 3%
Proteiny a glykoproteiny
Prokolagen (I) a2 149 + 35 106 £ 11
Prokolagen (IV) al 101+14 93+21
Prokolagen (XII) al 105 + 11 54 + 5P
Trombospondin 2 97 +13 44 + 6"
Osteopontin 55 + 8 217 +51°
Trankrip¢ni faktor
Early growth response 1 193 + 63 150 + 49
Marker
Catenin 31 82+ 24 104 £ 10

Tabulka ¢. 6: Vysledky oligo cDNA arrayi MF kultivovanych ve fibrinovém a kolagennim gelu po dobu 5
dnii. Exprese genti na plastu byla hodnocena jako 100%. V tabulce jsou uvedeny pruméry a smérodatné
odchylky priuméru ze Sesti méi'eni. Statisticka vyznamnost: a znaci porovnani geli a plastu (p<0.05), b
porovnani fibrinového gelu vici kolagennimu gelu (p<0.05)

6.2.3. Imunocytochemicky prikaz metaloproteinas MF v gelech

V piedchozich kapitoldch je zdokumentovéano, jak trojrozmérné kultivacni prostiedi
ovlivitluje expresi genl. Pro ovéfeni vysledki na urovni proteini jsme vybrali
imunocytochemickou detekci metaloproteinas MMP-2, 3, 9, 13 v kolagennim a fibrinovem
gelu a na plastu. Analyzu jsme doplnili o barveni na a-SMA, abychom zviditelnili tvar bunék.
Bunky na plastu nebyly pozitivni na zddnou ze zvolenych metaloproteinas. U buiiek ve
fibrinovém gelu jsme nasli pozitivitu na MMP-2 a slabou pozitivitu MMP-3. Bunky
Vv kolagennim gelu se barvily pozitivné na v§echny sledované metaloproteinasy.

6.2.4. Méreni ubytku hmoty gela
Pfi kultivaci MF v gelech po dobu jednoho tydne jsme pozorovali vyrazny Ubytek hmoty
gelu, ziejmé vlivem zvysené exprese metaloproteinas v buiikach. Ubytek jsme kvantifikovali
zvazenim susiny zbylého gelu s buiikami. Myofibroblasty kultivované v gelu po dobu jednoho
tydnu solubilizovaly 51% hmoty kolagenniho gelu resp. 15% fibrinoveho gelu.

15



7. DISKUSE

Na naSem pracovisti se dlouhodobé¢ zabyvame chovanim bunék v normalnich a patologicky
zménénych jatrech. Ma prace se zaméiila na hvézdicové jaterni bunky a transdiferenciaci
vzniklé myofibroblasty a jejich aktivaci in vitro a in vivo v norméalnich a cirhotickych jatrech.
NaSim cilem bylo popsat zmény v expresi genu provazejici aktivaci HSC in vitro a in vivo.
Ptedchazela tomu identifikace a charakterizace izolovanych bunék pomoci zndmych markeri
imunocytochemicky a histologicky rozbor jaterni tkané. Z literatury je znamo, ze zmény
v zastoupeni slozek extracelularni matrix, ptredevsim kolagen typu I, vyznamné ovliviiuji
chovani HSC. My jsme do této diskuse chtéli piispét doposud nesledovanym pusobenim
kolagenniho a fibrinového gelu na myofibroblasty.

7.1. Imunohistochemicka a imunocytochemickéa charakterizace HSC a MF

Izolace HSC s pouzitim hustotniho gradientu je obecné pfijimanou metodou (Ramadori,
2002). Neparenchymova bunécna frakce kromé klidovych HSC obsahuje i MF (Ogawa,
2007). HSC se kultivaci aktivuji, ale jejich prolifera¢ni potencial je omezeny, udava se, ze
jsou schopné piezit 2 pasaze. Naopak MF Ize kultivovat i po opakované pasazi (Kim, 2005).
Zjistili jsme, Ze pouze bunécna kultura klidovych HSC obsahovala bunky pozitivni na GFAP,
HSC po aktivaci obsahuji a-SMA a vétsinou i desmin. MF exprimuji také a-SMA ale desmin
jim chybi. Tato zjisténi byla v souladu s pracemi Knittela (1999), Ogawy (2007).

Pomoci imunohistochemického barveni jsme ve zdravych jatrech detekovali portalni MF,
lokalizované v portobiliarnim prostoru. pMF jsou buniky o SMA a desmin pozitivni, ale
GFAP negativni. Hvézdicové buiiky se nachazeji v prostoru mezi sinusoidami. Narozdil od
pMF jsou GFAP pozitivni, « SMA negativni. V cirhotickych jatrech se popisuje n¢kolik typa
myofibroblastickych bunék: portalni, septalni myofibroblasty a MF, vznikl¢ aktivaci HSC
(HSC/MF). MF se nachazely podél vazivovych sept v dilatovanych portobiliarnich prostorech
1 mezi sinusoidami uvnitf regeneracnich uzli. MF jsou bunky pozitivni na a-SMA a desmin.
HSC/MF se lisi od pMF obsahem GFAP. Pfi kultivaci bunék GFAP exprimovaly pouze
klidové HSC izolované z normalnich jater. Na histologickych tezech jsme nasli pozitivitu na
GFAP Kklidovych i aktivovanych HSC, mohlo tedy dojit k vymizeni exprese tohoto antigenu
velmi z&hy po jejich izolaci.

7.2. Zmény v expresi gent spojené s aktivaci HSC

HSC a MF jsou oznacovany za hlavni producenty ECM v jatrech. Aktivaci HSC a MF
at’ uz in vitro na plastiku nebo in vivo pfi toxickém poskozeni jater provazi dramatické zmény
v genove expresi (Liu, 2004; Takahara, 2006; Jiroutova, 2007). V nasi praci jsme sledovali
expresi gent, které souvisi s metabolismem ECM a mohou pfispivat k rozvoji jaterni fibrozy.
Genovou expresi jsme sledovali v intervalech 2 a 7 dni, a to jak u HSC izolovanych z
normalnich jater potkant, tak z jater s rozvinutou cirh6zou po opakovaném podavéani CCly.
Méame-li zjednodusené charakterizovat naSe vysledky, tak mezi klidovymi a aktivovanymi
HSC a HSC a MF jsme zaznamenali fadu rozdili v expresi genii, zatimco mezi MF
z normalnich i cirhotickych jater byly rozdily minimalni.

Béhem aktivace HSC doslo k nardstu exprese mRNA proteind typickych pro
fibroticka jatra jako je prokolagen typu I, Ill, V, fibronektin a osteonektin, coZ potvrzuje
vysledky diive publikované v literatufe (Schuppan, 1990; Frizell, 1995). Vysokou hladinu
MRNA proteint ECM jsme prokézali také v MF podobn¢ jako Bauer (2001). Exprese
fibrilinu-1 a elastinu se vyznamné nezvysila u zadné subpopulace sledovanych bunék.
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Fibrilin-1 je soucasti mikrofibril, spolu s elastinem se vyskytuji v normalnich jatrech (v
Disseho prostoru podél sinusoid i v portalni oblasti) v cirhotickych jatrech jsou soucasti
vazivovych sept (Dubuisson, 2001; Kanta, 2002). Akumulace téchto proteinti miize byt
zpusobena principialné dvéma mechanismy. MuzZe jit o snizeni aktivity metaloproteinas, at’ uz
Z diivodu niz8i exprese nebo zvySenim aktivity inhibitort MMP. Druhou mozZnosti je zvySeni
produkce fibrilinu-1 a elastinu jinym typem neparenchymalnich bunék.

Z literatury je znamo, ze pravé ristové faktory jako jsou TGFB1, PDGFB a IGF patii
mezi klicové cytokiny fibrozy jater (Bissell, 2001). V naSi praci jsme nezaznamenali rozdily v
expresi TGFR1, PDGFR, IGF mezi klidovymi a in vivo nebo in vitro aktivovanymi HSC;
naopak exprese v MF byla sniZzena. VySe zminéné ristové faktory jsou produkovany po
poSkozeni hepatocyti Kupfferovymi bunkami, bunkami endotelu sinusoid a monocyty
infiltrujicimi zanétlivou tkan. Parakrinné dochazi k stimulaci HSC, které se po aktivaci samy
zapojuji do syntézy cytokini. TGFB se vaze na bunétné receptory (TGFR), indukuje expresi
fady gent jako napt. fibrilarnich kolageni, fibronektinu, tenascinu, membranovych
proteoglykanti (perlekanu, biglykanu). Negativné zasahuje do odbourdvani ECM tim, ze
indukuje syntézu TIMP-1 a PAI-1 (Wells, 2000). Byla popsana vyssi exprese TGFR1 a jeho
receptorti (TGFRI, II, IIT) v aktivovanych HSC. V myofibroblastech vSak schopnost receptorti
vazat TGFB1 klesa, coz mize znamenat, Ze exprese kolagenu typu I je v MF nezavisld na
TGFR1, jak navrhuje Dooley (2000). Se signalizaci TGFB tzce souvisi pfiromnost
betaglykanu, slouzi jako koreceptor TGFRII. V nasi praci jsme zjistili, Ze exprese betaglykanu
byla u MF v porovnani s HSC nizsi, pokles exprese jsme zaznamenali béhem kultivace
primokultury HSC izolovanych z cirhotickych jater. Exprese betaglykanu se sniZuje béhem
transdiferenciace HSC na MF (Dooley, 2000).

Exprese CTGF méla opacny trend nez TGFRB1, nalezli jsme zvySenou hladinu mRNA
u MF ve srovnani s klidovymi a aktivovanymi HSC. CTGF je dalsi z cytokinli se zvySenou
expresi v cirhotickych jatrech (Abou-Shady, 2000). Zatimco v hepatocytech je exprese CTGF
zavisla a stimulovana TGFR1, v HSC tomu tak neni (Gressner, 2007). CTGF stimuluje
migraci, proliferaci a syntézu kolagenu v HSC (Paradis, 2002).

HSC a MF se lisili expresi matricelularnich proteint - osteopontinu, trombospondinu.
MF v porovnani s HSC vice exprimuji trombospondin-1. Tento glykoprotein interagujici s
povrchovymi receptory bunék, je schopen aktivovat TGFB1 (Chen, 2000; Breitkopf, 2005).
Naopak osteopontin ve zvySené mife exprimovaly HSC ve srovnani s MF. Jde o glykoprotein,
ktery zasahuje do procesi jako je bunécnd adheze, migrace, proliferace a plisobi jako
prozanétlivy cytokin (Tokairin, 2008). Exprese osteopontinu v jatrech roste po toxickém
poskozeni a in vitro aktivaci HSC na plastiku (Lee, 2004).

Pozorovali jsme snizeni hladiny mRNA Syndekanu-4-transmembranového
proteoglykanu (Sdc-4) pii aktivaci HSC in vivo i in vitro. Domnivame se, ze tento fakt mtize
piispivat k rozvoji zanétlivé reakce po toxickém poskozeni jater. Sdc 4 je totiZ schopen vazat
rastové Spp (Kon, 2008). U ostatnich sledovanych syndekani jsme zménu exprese
nezaznamenali. Perlekan, dal$i z proteoglykand, byl silné exprimovan v aktivovanych HSC i
MF.

MF se lisi od HSC smizenou expresi podjednotek integrinu a6 - jednoho z receptort
pro laminin a B3 ¢asti integrinu vazajiciho vitronektin a trombospondin, coz muze byt
dasledek kultivace se ztratou kontaktu bunck s basalni laminou. MF exprimuji vice mRNA
fibronektinu i vazajiciho integrinu a5 nez HSC.

Kromé¢ zmén exprese proteint, proteoglykanti a glykoproteini v HSC a MF jsme
sledovali zmény v expresi metaloproteinas, a to konkrétné MMP-2, 3, 7, 9, 12, 13, 14.
Klidové HSC exprimovaly vSechny mRNA vSech zminénych MMP, s aktivaci se exprese
(kromé MMP-2 a 14) dramaticky sniZila, u MF aZ do nedetekovatelné miry. Hladina mRNA
pro MMP-2 se s aktivaci HSC na plastu neménila, v HSC izolovanych z cirhotickych jater
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byla po dvoudenni kultivaci vy$8i nez u bun€k pochézejicich z jater normdlnich. Expresi
MMP-14 vykazovaly vSechny typy bunck bez statisticky vyznamnych rozdil, jen v HSC
izolovanych z cirhotickych jater byla po dvoudenni kultivaci niz§i nez u bun¢k pochézejicich
z jater normalnich.

Souhrnem muzeme konstatovat, Ze klidové HSC maji fenotyp podporujici degradaci
ECM, coz je v souladu s pracemi Vyase, 1995; Iredala, 1996; Knittela, 1999. Aktivované
HSC a MF maji niZsi expresi MMP s vyjimkou MMP-2 a 14. MMP-2 byla detekovéna ve
fibrotickych jatrech (Watanabe, 2001), kde pfispiva zifejmé k remodelaci Disseho prostoru a
infiltraci MF do tkédné. Pro MF nemame v literatufe patficné srovnani, od aktivovanych HSC
se v naSich experimentech liSila pouze nizsi expresi MMP-12.

Jak bylo zminéno vySe aktivita MMP je regulovana dvéma hlavnimi endogennimi
inhibitory A2M a TIMP. Exprese A2M byla u obou typt MF niZsi neZ u aktivovanych HSC.
Toto zjisténi je v souladu s obecné pfijimanym faktem, Ze aktivované HSC a MF maji fenotyp
podporujici akumulaci ECM. Bylo popsano, Ze s aktivaci se exprese TIMP-1 a 2 zvysuje
(Benyon, 1996, Iredale, 1995, 1996). V naSich experimentech jsme neprokézali statisticky
vyznamné rozdily v hladinach mRNA TIMP. U TIMP-2 se exprese se vSak pohybuje na horni
hranici detekce, kde dochazi k vysyceni vazebné kapacity spotu a dal$i zmény smérem k
vy$$im hodnotam nejsou méftitelné.

Vysledky ziskané oligo cDNA arayi jsou pfinosem v celkovém nahledu na jednotlivé
subpopulace bunék. Metoda sice nema tak vysoky dynamicky rozsah, pro nékteré sledované
geny (ty které jsou na dolni i horni hranici detekce) by bylo vhodné&jsi upravit mnozstvi
vstupni mRNA potazmo cDNA. Pfi ponechani Sesti typu testovanych bunék s danym poctem
opakovani by to bylo vSak finan¢né i z hlediska hodnoceni velmi naro¢né.

7.3. Vliv kolagenniho a fibrinového gelu na expresi genit MF

Aktivace HSC a jejich nésledna transdiferenciace na MF je slozity d¢&j, kterého se in vivo
ucastni okolni buniky prostiednictvim cytokinil a rastovych faktorti, apoptickych fragmentt a
ROS. Dtlezité signaly bunikdm poskytuje i ECM. Zména fyzikalnich vlastnosti (Wells, 2005)
i zastoupeni slozek ECM, ktera obklopuje HSC ovliviiuje jejich chovani. Rada praci se
zabyva vlivem trojrozmérného kultiva¢niho prostfedi, a to ptfedevSim kolagenniho gelu a
Matrigelu na morfologii, proliferaci a expresi genit HSC. Kolagenni gel ptisobi na HSC spise
aktivacné, kultivace HSC v Matrigelu ma naopak deaktivujici efekt (Gaca, 2003). Vliv
kultivace ve fibrinovém gelu na HSC nebyl dosud studovan. V literatufe jsme nenasli prace,
které by se zabyvali kultivaci MF v trojrozmérné matrix. Z toho divodu jsme se rozhodli
zjistit, zda a jak trojrozmérny kultiva¢ni systém ovlivni morfologii a expresi geni MF.

Na zéklad¢ naSich vysledki mizeme konstatovat, ze zatimco exprese strukturalnich
proteini ECM jako jsou kolageny, fibronektin a laminin nebyla kultivaci v trojrozmérné
matrix  ovlivnéna, exprese matricelularnich proteinit  (osteonektin, osteopontin,
trombospondin, galektin) se zménila. Zaujal nds opacny trend v expresi osteopontinu na
kolagennim a fibrinovém gelu. Zvy3eni exprese osteopontinu v kolagennim gelu koreluje se
zvySenim exprese MMP-2, MMP-9 a MMP-14, které u MF ve fibrinovém gelu nenastalo.
Osteopontin ovliviiuje diilezité bunééné procesy jako adheze, migrace, proliferace, vyznamné
se uplathuje pii metabolismu kosti a angiogenezi. Jak bylo zminéno, vySe exprese
osteopontinu v jatrech roste po toxickém poSkozeni a in vitro aktivaci HSC na plastiku (Lee,
2004). TSP-2 pisobi dle literatury opacnym efektem neZ osteopontin, EXprese
trombospondinu (TSP-2) v MF na kolagennim gelu klesla. TSP-2 je povaZzovan za negativni
endogenni regulator angiogeneze a tumorigeneze. TSP-2 je dulezity pro spravné formovani
kolagennich fibril typu I v kizi (Bornstein, 2004). Snizena exprese TSP-2 zvySuje aktivitu
MMP-2 in vitro i vivo.
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Zvysena exprese MMP-2, MMP-9 a MMP-14 v MF piipominad chovani HSC v
kolagennim gelu, kde exprese MMP-2, MMP 14 a TIMP-2 roste (Wang, 2002). Jini autofi
uvadéji indukei exprese MMP-3, 9, 13, 14, zatimco MMP-2 neni ovlivnéna (Takahara, 2003).
Domnivame se, Ze zvyseni exprese MMP-2, MMP-9 a MMP-14 v MF v kolagennim gelu
muize souviset se zvySenou expresi osteopontinu. Zda v tomto procesu hraje klicovou roli
NF«kB nebo jiné transkrip¢ni faktory bude nutné v budoucnosti osvétlit. Ac¢koli PAI-1 také
patii mezi geny, jejichz exprese muize byt stimulovana NFkB, MF v gelech exprimovaly méné
mRNA pro PAI 1 v porovnani s bunikami na plastu. Plasmin, jehoz produkce je zavislad na
aktivatoru plasminogenu u-PA a jeho inhibitorech PAI-1 a 2, je proteasa schopna degradovat
fibrin, fibronektin, laminin a kolagen typu IV. Vyznamné reguluje aktivaci proenzymia MMP.
Poruseni rovnovéhy mezi slozkami regula¢niho systému plasminu je spjaté s fibrozou.

Hmota fibrinovych a kolagennich gelt byla po tydnu solubilizovana z jedné Sestiny resp.
jedné poloviny, coZ doklada aktivaci metaloproteinas v MF. Domnivame se, Ze se¢ MF stejné
jako HSC mohou zapojovat do remodelace jaterni ECM. S vyzravanim kolagenni matrix v
jatrech je vSak spojena jeji stabilizace tvorbou pficnych vazeb — zesitovanim za pomoci
tkanové transglutaminasy, coz zvysuje jeji odolnost vici proteolytickym enzymtim (Zhou,
2006).

MF v kolagennim gelu exprimovaly vice mMRNA TGFR1, ale exprese TGF32 a TGFR3 se
snizila. V predchozi kapitole byly popsany vliv TGFB1 na aktivaci HSC a rozvoj fibrozy.
HSC exprimuji i ostatni izoformy TGFB, které pusobi opa¢né. Zatimco zvySena exprese
TGFR1 je spojena se zvySenou produkci kolagenu typu I, zvySena exprese TGFR3 sniZuje
syntézu kolagenu in vitro i in vivo a zvySuje expresi MMP-9, ale tlumi expresi TIMP-1
(Zhang, 2010). Mechanismus, jakym trojrozméiny kolagenni gel ovliviiuje jejich expresi,
zatim neni objasnén. V lidskych dermalnich fibroblastech kultivace v kolagennim gelu
stimuluje traslokaci p50, podjednotky transkripéniho faktoru NFkB, do jadra (Xu, 1998).

Exprese CTGF v MF na kolagennim gelu klesla. CTGF patii do rodiny CCN proteinti, jde
0 CCN2. Stimuluje migraci, proliferaci a syntézu kolagenu v HSC (Paradis, 2002).
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8. SHRNUTI NEJDULEZITEJSICH VYSLEDKU

HSC jsme izolovali z normalnich a cirhotickych jater potkant. K aktivaci HSC in vitro
jsme vyuzili obecné pfijimany model - kultivaci na plastovém podkladu. Ziskali jsme tak
HSC s odlisSnymi fenotypy — klidové, aktivované in vitro a aktivované in vivo. DalSim
bunéénym typem, na ktery jsme se zaméfili, byly myofibroblasty. MF tvoii po izolaci
minoritni ¢ast neparenchymové bunééné frakce, nasledkem omezené schopnosti HSC
proliferovat v bunécné kultufe po 4 pasazich prevladnou. MF a HSC se lisi morfologicky i pfi
imunocytochemickém barveni, HSC davaji pozitivni reakci na desmin, MF jsou desmin-
negativni.

HSC aktivované kultivaci na plastu ve srovnani s klidovymi HSC exprimovaly ve vétsi
mife geny pro slozky extracelularni matrix (kolageny typu I, III a V), perlekan, fibronektin a
osteopontin. Naopak niz§i exprese byla patrna piedevsim u metaloproteas (MMP 3, 9, 13 a
14). Exprese genti v HSC Cerstvé izolovanych z cirhotickych jater se blizila expresi gent v
HSC z normaélnich jater aktivovanych kultivaci na plastu. HSC v cirhotickych jatrech jsou
tedy jiz do znacné miry aktivovany v obdobném smyslu. Béhem nékolikadenni kultivace se
cirhotické HSC v aktivaci tplné€ vyrovnaly norméalnim HSC.

Srovnani MF a aktivovanych HSC naznacilo, Ze jde o dva typy bunék s riznou funkci.
Pozorovali jsme znacné zvyseni exprese markeru MF fibulinu-2. Exprese tady proteint a
proteoglykant (fibronektinu, osteopontinu, kolagenu I, vitronektinu, osteonektinu) byla v MF
vysSi, exprese metaloproteas (MMP-7, 12) naopak niZ8i. Souvisi to mozna s rozdilnou expresi
cytokini (CTGF, PDGF-B). Nebyl nalezen rozdil mezi MF z cirhotickych a z normalnich
jater.

V organismu jsou buiiky uloZeny v trojrozmérné matrix. Kultivovali jsme proto MF ve
fibrinovém nebo kolagennim gelu. Zjistili jsme, Ze jak fibrinovy gel tak zejména gel tvofeny
kolagenem typu I podstatné ovliviiuje expresi genu v téchto buiikach i jejich morfologii. V
MF se zvysSila exprese metaloproteas, coZ se projevilo zvySenou schopnosti MF solubilizovat
gely, v nichz byly ponoifeny. Trojrozmérnd matrix ovlivnila také expresi matricelularnich
proteini jako jsou osteopontin a trombospondin-2, jeZz zasahuji do regulace procesu
remodelovani tkani, a zplsobila vyznamné posuny v expresi cytokind spojenych s
fibrogenesi.
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9. ZAVER

V na$i praci jsme se vénovali studiu jaternich hvézdicovych buné¢k a jaternich
myofibroblastt.

Porovnavali jsme zmény exprese genil, které provazeji aktivaci HSC in vitro s témi, které
se odehravaji v HSC pfi vzniku jaterni cirhdzy u modelu toxického poskozeni jater. Aktivace
in vitro na plastické podloZce je obecné pfijimany model pro studium HSC. Aktivované HSC
se vyznacovaly pozitivitou na o-SMA a profibrogennim fenotypem - vysokou expresi
strukturalnich proteini ECM s pifevahou kolagenu typu I a III a nizkou expresi enzymi
schopnych degradovat ECM - metaloproteinas. Spektrum gend exprimovanych v HSC
izolovanych z cirhotickych jater se do zna¢né miry shodovalo se spektrem gent v HSC
aktivovanych in vitro, coz ukazuje na opravnénost tohoto modelu.

Ze zdravych i cirhotickych jater jsme vykultivovali i subpopulaci jaternich
myofibroblasti. MF jsou ve srovnani s HSC méné¢ studovany typ neparenchymovych
jaternich bunék Jednim z divodi mulze byt absence specifického markeru, nejednotnost
izola¢nich technik a jejich heterogenita. Analyza genové exprese ukazuje, ze jde o bunky s
fenotypem, ktery miize podporovat fibrogenezi, av§ak obraz exprese gent je u téchto bunck
jiny, nez je tomu u aktivovanych HSC. MF mohou tedy v jatrech plnit ponékud jinou funkci
nez HSC.

Pfirozenym prostiedim pro jaterni bunky je trojrozmérnd matrix gelovitého charakteru.
Jako model extracelularni matrix jsme pouzili fibrinovy, respektive kolagenni gel. Kultivace
MF v gelech podstatné ovlivnila jak jejich morfologii, tak expresi gent. Vyrazny vliv m¢l
zejmény kolagenni gel, ktery byl diky zvySené produkci a sekreci metaloproteas do znacné
miry solubilizovan. Ovlivnéna byla také jinych proteint extracelularni matrix spolu s expresi
cytokinii a rastovych faktorii. Vyzkum chovani neparenchymovych bunék v trojrozmérném
kultivacnim prostiedi by mohl vést k lepSimu pochopeni mechanisml vzniku fibrozy a
cirhdzy jater a k moznosti aplikovat poznatky v jeji 1écbé.
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