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Nazev bakalarské prace: Immunohistochemickd detekce aktivace profibrotickych

prekurzord v preciznich jaternich fezech

Organova jaterni fibréza je tou nejtypictéjsi progresi onemocnéni u chronickych
zanétlivych onemocnéni a celkové vyrazné prispiva k celosvétové mortalité bez ohledu
na ostatni pficiny. Za jaterni fibrotické procesy jsou nejcastéji zodpovédné aktivované
hvézdicové buriky (HSC), které se nachdazeji v Disseho prostoru jater, pficemz mohou
podléhat diferenciaci do formy myofibroblastli, které se poté vyznamné podili na
tvorbé fibrotické tkdné. Pro pozorovani aktivace a vyvoje fibrotickych procesd a jejich
hodnoceni se bézné vyuzZiva fady markerovych genl a proteinG specifickych pravé pro

tyto buriky.

Tato bakaldrska prace byla vénovana studiu detekce aktivace profibrotickych
prekurzord v preciznich jaternich fezech (PCLS). Bylo vyuZito znazornéni exprese
vybranych proteint v mysich ultratenkych jaternich fezech. Sledovdna byla exprese
desminu, glidIniho fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP) a a-aktinu hladkého svalstva

(aSMA).

Rezy pro studium fibrézy byly inkubovany 48 hodin v zédkladnim Wiliamsové médiu
obohaceném glukdzou a s pridavkem gentamycinu na tfepacce pfi 37 °C. Poté byly rezy
fixovany 24-48 hodin ve 4% paraformaldehydu. Kontrolni fezy byly fixovany hned po
odbéru. Po fixaci byly tkané zalité do parafinu a ndsledné byly zhotovené parafinové
fezy. Pro vyhodnocovani bylo vyuzito imunohistochemickych barvicich technik (IHC) a

standardniho barveni hematoxylin-eosin.

Interpretace vysledkll imunohistochemického barveni byla vyrazné omezena
pfitomnosti nekrotického procesu po inkubaci PCLS 48 hodin. Exprese GFAP a

desminu, ktera je charakteristickd pro jaterni hvézdicové bunky, byla znazornéna



v podobé reprezentativnich fotografii vysledného barveni IHC. Pfi hodnoceni fezl
s inkubaci 48 hodin bylo moZné vidét nespecifické zbarveni pozadi z ddvodu nekrozy.
V zachovalé tkani nebyly pozorovany vyraznéjsi zmény v expresi desminu ani GFAP.
Exprese aSMA byla pozorovdna zejména ve sténé cév a portdlnich myofibroblastech
v PCLS bez inkubace. Po inkubaci fezli bylo mozné vidét zvySeni exprese aSMA, které
mUlzZe byt znakem pro aktivaci HSC. Vysledky nasi prace ukazuji, Ze PCLS se po
optimalizaci inkubace pro zachovani viability tkdné, mlzou stat uzitecnym a Setrnym

nastrojem pro studium poskozeni jater.

Klicova slova: jaterni fibréza, hvézdicové bunky, desmin, a-aktin hladkého svalstva,
glidIni fibrilarni kysely protein, imunohistochemie, precizni jaterni fezy, profibrotické

prekurzory
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Organ hepatic fibrosis is the most typical disease progression in chronic
inflammatory diseases and overall contributes significantly to worldwide mortality
regardless of other causes. Activated hepatic stellate cells (HSC), which are found in
the space of Disse in the liver, are most often responsible for liver fibrotic processes,
and they can undergo differentiation into the myofibroblasts, which then significantly
participate in the formation of fibrotic tissue. A number of marker genes and proteins
specific to these cells are commonly used to observe the activation and development

of fibrotic processes and their evaluation.

This bachelor’s thesis was devoted to the study of the detection of activation of
profibrotic precursors in precise cut liver slices (PCLS). The determination of the
expression of selected proteins in mouse ultrathin liver sections was used. The
expression of desmin, glial fibrillary acidic protein (GFAP) and a-smooth muscle actin

(aSMA) was evaluated.

Sections for the study of fibrosis were incubated for 48 hours in basic Williams
medium supplemented with glucose and gentamicin on a shaker at 37 °C. The sections
were then fixed for 24-48 hours in 4% paraformaldehyde. Control sections were fixed
immediately after preparation. After fixation, the tissues were embedded in paraffin
and subsequently paraffin slices were made. Immunohistochemical staining
techniques (IHC) and conventional hematoxylin-eosin staining were used for

evaluation.

The interpretation of immunohistochemical staining results was significantly

limited by the presence of a necrotic process after incubation of PCLS for 48 hours. The



expression of GFAP and desmin, which are characteristic for hepatic stellate cells, was
shown in the form of representative photographs of the final IHC staining. A non-
specific background staining due to necrosis could be seen in 48 hour incubation. No
significant changes in the expression of desmin or GFAP were observed in the
preserved tissue. aSMA expression was especially observed in the vessel wall and
portal myofibroblasts in PCLS without incubation. After incubation of the slices, an
increase in aSMA expression could be seen, which may be a sign for HSC activation.
Our results show that after optimalisation of incubation for tissue viability maintaining,

these PCLS can become beneficial and gentle tool for liver damage studies.

Key words: liver fibrosis, stellate cells, desmin, a-smooth muscle actin, glial fibrillary

acidic protein, immunohistochemistry, precise cut liver slices, profibrotic precursors
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1. Uvod

Chronickd onemocnéni jater patfi mezi hlavni celosvétové zdravotni problémy a
maji na svédomi priblizné 2 miliony Umrti roné na celém svété. Zakladni etiologie
chronického onemocnéni jater zahrnuji chronické onemocnéni jater souvisejici s virem
(hepatitida B a C), alkoholickou steatohepatitidu (ASH) a nealkoholickou
steatohepatitidu (NASH), stejné jako autoimunitni a genetickd onemocnéni. Orgdnova
jaterni fibréza je tou nejcharakteristictéjSi progresi onemocnéni u chronickych
zanétlivych onemocnéni a celkové vyrazné prispiva k celosvétové mortalité bez ohledu
na ostatni pric¢iny. Vyvoj fibrézy v jatrech urcuje predevsim kvalitu Zivota a také
prognoézu. Stupen fibrézy tedy vzajemné souvisi s funkci jater a predstavuje hlavni

rizikovy faktor pro rozvoj hepatocelularniho karcinomu (1).

Za jaterni fibrotické procesy jsou nejcastéji zodpovédné aktivované hvézdicové
buriky, které se nachdzeji v Disseho prostoru jater a tvofi zhruba desetinu vsech
pritomnych bunék v jaterni tkani. Tyto bunky diferencuji do formy myofibroblastq,
které jsou zdrojem velké masy extraceluldrni hmoty (ECM), kterd pak tvori zdklad
fibrotické tkané. Pro pozorovani aktivace a vyvoje fibrotickych procesli a jejich
hodnoceni jak zhlediska terapeutického, tak histologického, se vyuzivd tady

markerovych gen( a protein( specifickych pravé pro tyto bunky (1).

Tato bakalarska prace se zabyvd studiem detekce aktivace profibrotickych
prekurzord v preciznich jaternich fezech. Vyuziva se stanoveni exprese vybranych
proteinl v mysich ultratenkych jaternich fezech. Sledovana byla exprese desminu,

glidlniho fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP) a a-aktinu hladkého svalstva (aSMA).



2. Zadani — cil prace

Cilem bakalarské prace byla detekce aktivace profibrotickych prekurzord v
preciznich jaternich rezech. Sledovali jsme expresi desminu, glidlniho fibrilarniho

kyselého proteinu (GFAP) a a-aktinu hladkého svalstva (aSMA).
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3. Teoreticka cast

3.1 Anatomie a morfologie jater

3.1.1 Anatomie

Jatra jsou nejvétsi exokrinni Zldzou a dllezitym orgdnem traviciho systému,
predstavuji pfiblizné 2 % az 3 % pridmeérné télesné hmotnosti. Jatra maji 2 laloky
Clenéné do ctyr sektorl (predni, zadni, medidlni a lateralni), které byvaji typicky
popsané dvéma zpUsoby, morfologickou anatomii a funkéni anatomii (jak je
zndzornéno na obr. 1 a 2), pfiCemZ ten pravy je asi Sestkrat vétsi nez levy. LeZi v
pravém hornim kvadrantu bfisni dutiny pod pravou branici a jsou chrdnéna hrudnim

kosem (2).

Pfi blizSi analyze jaternich sektorl dochdzi k dalSimu rozdéleni do segment
(obr. 1 a 2). Pravy predni sektor obsahuje segmenty V a VIII; pravy zadni sektor, VI a

VII; levy medialni sektor, IV; levy bocni sektor, segmenty Il a lll (3).

Pravy lalok Levy lalok
1

Pravy lalok Levy lalok

Ocasaty lalok

Dolni duta zila

Obr. ¢. 1 — Predni povrch jater Obr. €. 2 — Zadni povrch jater

(Pfevzato a upraveno z: (2)) (Pfevzato a upraveno z: (2))

Plasobenim nitrobrisniho tlaku jsou schopna si udrzet svou polohu. Tento tlak je
prenaseny tonem svalll bfisni stény a peritonedlnimi ligamenty, oznacovanymi jako
vazivové Upony (obr. 3). | kdyZ se nejednd o pravé vazy, jsou tato pripojeni avaskularni

(2).
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Branice ~

Pravy -~
ravy vaz =
trojuhelnikovy

Levy vaz
trojahelnikovy

Falciformni vaz

Obly vaz

Obr. ¢. 3 - Vazivové upony jater

(Pfevzato a upraveno z: (2))

Mensimi segmenty pravého laloku jsou lobus caudatus (ocasaty lalok) na zadni
ploSe a lobus quadratus (Etverhranny lalok) na spodnim povrchu. Pravy a levy lalok
jsou v predni ¢asti jater oddéleny zahybem pobfiSnice nazyvanym srpovity (falciformni)
vaz, vzadu Stérbinou pro liggmentum venosum a nize Stérbinou pro liggmentum teres

(3).

Falciformni vaz je Upon vznikajici na, nebo v blizkosti pupku a pokracuje na

predni stranu jater v ndvaznosti na pupecni stérbinu (2).

Arantiliv vaz neboli ligamentum venosum je stihly zbytek pupecni Zily (ductus
venosus) plodu, vychazi z levé vétve vena portae a poté navazuje a srlistd s vena cava
inferior u vchodu levé jaterni zily. Hlavni funkci ductus venosus u plodu je odvadéni
vétsiny krevniho toku z pupecni Zily pfimo do dolni duté Zily a transportuje okyslicenou
krev z placenty k plodu. Ligamentum teres je obly vaz, ktery je tvoren také jako zbytek
pupecni zily plodu, prochazi na volném okraji falciformniho vazu od pupku k dolni
hranici jater a spojuje se s levou vétvi portalni Zily. Portalni Zila je doprovazena malymi
Zzilami, které ji spojuji s ostatnimi Zilami okolo pupku a jsou dulezZité, pokud dojde

k ucpani zilniho systému uvnitt jater (obr. 4) (3).
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Stérbina pro
Arantilv vaz

Otisk Zaludku
Jaterni Zila

Jaterni brana

Otisk ledviny

Jaterni arterie Otisk dvanéactniku

Zluéovod

Otisk tlustého stieva

Obly vaz )
Zluénik

Ctverhranny lalok

Obr. ¢. 4 — Pohled na jdtra ze spodu
(Pfevzato a upraveno z: (3))

Jatra maji dvoji krevni zasobeni. Portalni Zila pfivadi Zilni krev pfimo ze stfev a
sleziny a jaterni tepna, kterad vychazi z truncus coeliacus, zasobuje jatra arterialni krvi.
Tyto cévy vstupuji do jater Stérbinou zvanou porta hepatis, ktera lezi na spodni plose
pravého laloku. Uvnitf Stérbiny se portdlni Zila i jaterni tepna vétvi a sméfuji do
pravého a levého laloku. Vlastni jaterni kanal je pak vytvoren spojenim pravého a

levého jaterniho Zlu¢ovodu (3).

Jatra maji jak sympatickou, tak i parasympatickou nervovou inervaci. Nervova
vldkna pochazeji zejména z celiakdlniho plexu, pravého brani¢niho nervu a dolnich
hrudnich ganglii. Nervy bloudivého nervu se rozdéluji na predni (levou) a zadni
(pravou) vétev, pficemzZz prochdazeji z hrudniku do bficha. Pfedni vagus se déli na
cefalickou a jaterni vétev, z nichZ prévé tato prochdzi malou oponou a inervuje jatra a
je odpovédna za parasympatickou inervaci. Sympaticka inervace vychazi prevainé z

celiakalniho plexu (2).

Jatra jsou kromé tfi mist zcela pokryta pobfisnici. Pfichazi do pfimého kontaktu
s branici pres holou oblast leZici napravo od jamky pro dolni dutou Zilu. Ostatni oblasti

bez peritonea jsou jamky pro dolni dutou Zilu a zZlu¢nik (3).

Zluénik lezi v oblasti zahrnujici ¢ast od dolni hranice jater k pravému konci porta
hepatis (3). Jaterni vylu€ovaci systém zacina Zlu¢ovymi kanalky, jejichZ povrch je tvoren
sténami sousednich hepatocytl. Povrch kanalk( je utésnén od zbytku mezibunééného

prostoru rlznymi bunécnymi spoji zahrnujicimi zonulae occludentes, nexy a
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desmozomy. Intralobuldrni kanalkovy systém prechdzi do tenkosténnych termindlnich
ZluCovodl nebo kanalkQ vystlanych kubickym epitelem, které nasledné vyustuji do

vétsich interlobuldrnich Zlu¢ovodu v portalnich prostorech (3).

3.1.2 Morfologie jater

3.1.2.1 Hepatocyty

Jaterni buniky (hepatocyty) tvofi asi 60 % jater. Jsou to Utvary charakteristického
polygondlniho tvaru a maji pfiblizné 30 mm v prlméru. Jednou z hlavnich funkci

hepatocytl je produkce Zludi, ktera je u ¢lovéka v priméru asi 15 ml/kg/den (4).

Jadro je jednoduché nebo méné casto vicecetné a déli se mitézou (obr. 5).
Zivotnost jaternich bunék je priblizné 150 dni. Hepatocyt m4 tii povrchy: jeden sméfuje
k sinusoidé a Disseho prostoru, ktery se nachazi mezi hepatocyty a sinusoidalnimi
endotelovymi bufkami. Druhy sméfuje ke ZluCovému kandlku a posledni k vedlejSim
hepatocytlim. Nemaji zddnou bazalni membranu (3).

@
o S s ®

o

$ =T , &
= « €

Obr. ¢. 5 — Jaterni buriky (hepatocyty) pod mikroskopem
(Prevzato z: (5))

Okraj jaternich bunék je rovny az na mista s desmozomy. Z tohoto povrchu
vycnivaji stejné velké a rozmisténé mikroklky do lumen Zlucovych kanalk(. Podél okraje

sinusoid vycCnivaji do peri-sinusoidalniho tkanového prostoru naopak nepravidelné
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velké a rozmisténé mikroklky. Mikrovildzni struktura je charakteristicka pro aktivni

sekreci nebo absorpci, hlavné tekutin (3).

3.1.2.2 Organely hepatocytu

Jadro hepatocytu ma dvojitou membranu s pory umoznujicimi vyménu s okolni

cytoplazmou. V chromatinové siti maji zabudovano jedno nebo vice jadérek (3).

Mitochondrie také maji dvojitou membranu, pfiéemz vnitfni vrstva je
invaginovana pro tvorbu drazek nebo krist. Probihd v nich obrovské mnozZstvi procest
poskytujicich energii, zejména téch, které zahrnuji oxidativni fosforylaci. Obsahuji
mnoho enzyml(, zejména enzymu citratového cyklu a téch, které se ucastni beta-
oxidace mastnych kyselin. Hlavni funkci je schopnost transformovat energii a

uvolnovat ji ve formé adenosintrifosfatu (ATP) (3).

Drsné endoplazmatické retikulum je atvar s vrstevnatou strukturou lemovanou
ribozomy. Ty jsou zodpovédné za bazofilii pod svételnym mikroskopem. Syntetizuji
specifické proteiny, zejména albumin, které se pouzivaji pfi srazeni krve a enzymy jako
je glukdza-6-fosfatdza. Triglyceridy se syntetizuji z volnych mastnych kyselin a tvofi
komplex s proteinem, ktery je vylucovdn exocytézou jako lipoprotein. Retikulum je

také schopné ucastnit se glykogeneze (3).

Hladké endoplazmatické retikulum tvofi tubuly a vezikuly. Obsahuje mikrosomy a
je mistem kde probihda konjugace bilirubinu a detoxikace Iék( a mnoha cizorodych
sloucenin. Jsou zde syntetizovany steroidy véetné cholesterolu a primarnich Zluc¢ovych

kyselin, které jsou konjugovany s aminokyselinami glycinem a taurinem (3).

Peroxisomy jsou univerzalni organely, které maji komplexni katabolickou a
biosyntetickou roli a jsou rozsiteny v blizkosti hladkého retikula a granuli glykogenu.
Jejich funkci je predevsim ochrana pred ucinky peroxidu vodiku ¢i oxidace pro buriku

Skodlivych latek (3).

Lysozomy jsou membranové organely pfriléhajici k Zlu¢ovym kandlkim. Obsahuiji
mnoho hydrolytickych enzymd, které by pfi uvolnéni mohly buriku znicit, proto jsou
lysozomy vhodnym prostiedim pro degradaci rliznych typG organickych Iatek (cukry,

tuky, bilkoviny). Jsou schopné nicit organely se zkracenou Zivotnosti. Ukladaji se zde
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nékteré latky jako je feritin, lipofuscin, ZluCovy pigment ¢i méd. Mohou u nich byt

pozorovany pinocytarni vakuoly (3).

Golgiho aparat je charakteristicky systém c¢astic a vacka lezicich v blizkosti
kandlku. Celd tato skupina lysozom(, mikrotéles a Golgiho aparatu je prostfedkem k
oddéleni jakéhokoli materialu, ktery je pozit a musi byt vylu¢ovdn nebo skladovan pro

metabolické procesy v cytoplazmé (3).

Hepatocyt drzi pfi sobé cytoskelet skladajici se z mikrotubull, mikrofilament a
intermediarnich vldken. Mikrotubuly obsahuji tubulin a jsou zodpovédné za
subcelularni pohyblivost, pohyb vezikul a sekreci plazmatickych proteini. Mikrovldkna
jsou tvorena aktinem, jsou kontraktilni a jsou dllezitd pro integritu a pohyblivost
kandlk(l a pro tok Zluci. Intermediarni filamenta jsou dlouhd rozvétvena filamenta
zasahujici do perinuklearni oblasti a jsou zasadni pro stabilitu a prostorové usporadani

hepatocytu diky obsahu cytokeratint (3).

VSechny tyto bunééné organely pak tvofri dohromady zakladni histologickou
jaterni bunku — polygonalni hepatocyt (obr. 6). S vékem se pocet hepatocytl snizuje a

zvysuje se hypertrofie, mnozstvi lysozomu a hladkého endoplazmatického retikula (4).

D
Erytrocyt . aan :
N S . Y. -;;----~1—— e - Disse prostor
Lipoproteiny BN Glykogen

Golgi komplex

Jadro ———
Endoplasmat.
retikulum
Mikrotélisko -
Mitochondrie
Lysosom
Desmozomy —_ i o 0O  Biliarni kapilara

Obr. ¢. 6 — Schéma hepatocytu
(PFevzato z: (6))

16



3.1.2.3 Jaterni sinusoidy

Jaterni sinusoidy jsou vystlany endotelovymi burikami. Endotelové bunky pUsobi
jako sito mezi sinusoidou a Disseho prostorem, maji specifickou a nespecifickou
endocytotickou aktivitu s vysokou kapacitou a maji rizné receptory. Jejich schopnost
fungovat jako filtr je dana otvory zvanymi fenestrae, které jsou seskupeny do sitovych
desek a filtruji makromolekuly raznych velikosti mezi krvi a plazmou v Disseho
prostoru. Probihd zde napf. receptorem zprostfedkovana endocytdza pro nékolik
molekul véetné transferinu, modifikovaného lipoproteinu s vysokou hustotou (HDL) a
lipoproteinu s nizkou hustotou (LDL), jaterni lipdzy a lipoproteinu s velmi nizkou

hustotou (VLDL) (3).

Se sinusoidami jsou spojeny také bunky mononukledrniho fagocytdrniho systému
(Kupfferovy buriky) a jaterni hvézdicové bunky, které se také nazyvaji buriky Itovy. Oba

typy tvori vyznamné funkéni a histologické jednotky (3).

3.1.2.4 Kupfferovy bunky

Jednd se o vysoce mobilni makrofagy nachazejici se v endotelové vystelce
sinusoid, zejména v periportadlni oblasti. Pro klasické mikroskopické zvyraznéni a
hodnoceni se barvi peroxidazou nebo napf. PAS-D barvenim (obr. 7) Maji mikroklky a

intracytoplazmaticky potazené vezikuly a denzni téliska, ktera tvofi lysozomalni aparat

(3).

Obr. ¢. 7 — Kuppferovy buriky pod PAS-D barvenim
(Pfevzato z: (7))
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Kupfferovy bunky hraji zasadni roli ve vrozené imunitni odpovédi, jejich
lokalizace v sinusoidé jim umozZnuje ucinné fagocytovat patogeny vstupujici z

portdlniho nebo arteridlniho obéhu (8).

Tomu napomaha nékolik procesu, véetné bunécného povrchu a receptor(
komplementu. Potazeni Castice plazmatickym fibronektinem nebo opsoninem také
usnadiiuje fagocytdzu, protoze Kupfferovy bunky maji specifickd vazebna mista pro
fibronektin na svém povrchu. Buriky jsou také schopny vychytdvat a zpracovavat
oxidovany LDL a odstranuji fibrin, napf. u diseminované intravaskuldrni koagulace.
Fagocytarni kapacitu je schopen snizovat alkohol. Kupfferovy buriky jsou tak hlavni

soucasti tzv. mononuklearniho fagocytarniho systému (3).

Zatimco Kupfferovy buniky mohou byt protektivni v fadé situaci, vcetné
poskozeni jater vyvolaného léky a fibrdzy vyvolané toxiny, zména jejich funkéni aktivity
je pak spojena s rfadou chorobnych stavi. Ve zdravych jatrech se nachazi v tzv.
tolerogennim stavu. Je nezbytny k prevenci nezddoucich imunitnich reakci
zpUsobenych prichozim imunoreaktivnim materidlem do jaterni sinusoidy, véetné
materiall pochazejicich ze stfeva a také antigeny pfitomnymi na mrtvych nebo
umirajicich bunkach, kdyz jsou odstrafiovany z obéhu v jatrech. Za urcitych chorobnych
stavlli se vsak Kupfferovy bunky posouvaji z tohoto tolerogenniho fenotypu do
patologicky aktivovaného stavu, ktery je charakteristicky pro chronickd zanétliva

onemocnéni, véetné jaterni fibrozy (8).

3.1.2.5 Hvézdicové Itovy bunky

Bunéénym typem, ktery je prevdiné zodpovédny za fibrotické procesy, jsou
jaterni hvézdicové bunky (hepatic stellate cells, HSC), coz je populace
mezenchymalnich bunék, ktera tvofri 5-10 % z celkového poctu bunék v jatrech.
Nachazeji se v Disseho prostoru a jsou obklopeny endotelovymi burikami a hepatocyty

(obr. 8) (9).
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Obr. ¢. 8 — Itovy buriky zvyraznéné imunoperoxiddazovym
barvenim pod svételnym mikroskopem
(PFevzato z: (10))

Jejich hlavni funkci je sekrece lamininu, proteoglykan( a kolagenu typu IV za
vzniku struktur podobnych bazalni membrané. Bunky v klidovém stadiu jsou vyznamné

svou charakteristickou vlastnosti v ukladani vitaminu A (retinoidu) do cytoplazmy (11).

Pri aktivaci hvézdnicovych bunék se tato vlastnost postupné ztraci a bunky
zacnou proliferovat a podstupuji trans-diferenciaci na kontraktilni myofibroblasty v
reakci na stimulaci sousednimi burikami, véetné Kupfferovych bunék, hepatocytd,
krevnich desticek, leukocyt a endotelovych bunék. Pfitomnost myofibroblastd je pak
hlavnim spoleénym znakem u chronickych fibroproliferativnich onemocnéni

postihujicich vice organd, jako jsou plice, ledviny a jatra (9).

Proliferujici myofibroblasty jsou kliCovym zdrojem velkého mnoZstvi molekul
extracelularni matrix jako je kolagen typu | a Il a dalSich proteind, které tvofi
patologické fibrdzni tkané. Zatimco Itovy bunky jsou hlavnim fibrogennim bunécnym
typem v pericentralnich oblastech, portalni myofibroblasty mohou prevladat pfi

poskozeni jater kolem portdlnich cest (12).

Aktivace hvézdicovych bunék probihd ve dvou hlavnich fazich: iniciace a
perpetuace. Iniciace se tykd casnych zmén v genové expresi a fenotypu, diky nimz
bunky reaguji na jiné cytokiny a stimuly. Iniciace je vétSinou vysledkem parakrinni
stimulace, primarné v dasledku zmén v okolni extracelularni matrix, stejné jako
expozice peroxidim a produktim poskozenych hepatocytl. Perpetuace vyplyva z

ucinka téchto stimuld pro udrzeni aktivovaného fenotypu a generovani fibrozy. Sklada
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se z nékolika reakci véetné proliferace, kontraktility, fibrogeneze, degradace matrix,

ztraty retinoid( a infiltrace zanétlivych bunék (13).

K aktivaci hvézdnicovych bunék muze dojit nékolika rdznymi mechanismy.
Nejcastéji jsou progresivni fibrotickd onemocnéni jater doprovazena chronickym
posSkozenim epitelovych bunék, tj. hepatocytll a cholangiocytl (epitelové buriky
Zluovych vyvod(). Rlzné zplsoby bunécné smrti (apoptdza, nekréza apod.) spoustéji
reakce bunécné smrti v zdavislosti na etiologii onemocnéni. Smrt hepatocytld
zprostifedkovand imunitnimi burikami je spole¢nym znakem jaterni fibrdozy souvisejici
s hepatitidou B a C, kterda zahrnuje profibrogenni zanétlivé chemokiny a jejich
receptory. Nékteré zanétlivé medidtory vzniklé fagocytézou bunék, jako jsou tumor
nekrotizujici faktor (TNF), interleukin-6 (IL-6), interleukin-1B (IL-1B), reaktivni formy
kysliku (ROS), mohou pfispivat k zahdajeni aktivace Itovych bunék. Dale mize dochazet
k aktivaci imunitni regulaci ¢i jiz vySe zminénou zménou extraceluldrni matrix vedouci

k jizveni a fibréze (11).

Pfi zménach ve fenotypu hvézdicovych bunék dochdzi béhem iniciace a
udrzovani fibrézy k metabolickym zménam a to jak ke zméndm metabolismu retinolu

tak i napfiklad lipidd, uhliku ¢i dusiku (9).

Rada markerovych gen(i a proteint specifickych pro Itovy buriky, véetné glidiniho
fibrilarniho kyselého proteinu (GFAP), receptoru nervového rlistového faktoru (p75),
desminu, lecitin-retinolacyltransferdzy (LRAT), kolagenu typu |, a-aktinu hladkého
svalstva (aSMA), cytoglobinu a mnoha dalSich, je vyuzivana pro jejich histologickou
detekci, genetické cileni, bunécné sledovani osudu, terapeutické cileni a zobrazovani

(11).
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3.2 Jaterni fibrdéza

Jednd se o komplexni fibrogenni a zanétlivy proces, ktery je dlsledkem
chronického poskozeni jater a predstavuje rany krok v progresi jaterni cirhdzy. Cirhdza
je celosvétové zavazinym zdravotnim problémem kvili nedostatku Ucinnych lé¢ebnych

metod (14).

Procesy po poskozeni jater zahrnuji akutni a chronickou reakci. Pokud akutni
poskozeni jater neni zavazné, sousedni dospélé hepatocyty jsou schopny regenerovat a
nahradit apoptotické a nekrotické bunky. Jestlize proces pretrvava, dochdazi ke
kontinualni akumulaci extraceluldarni matrix extrémné bohaté na kolagen | a Ill, coz

nevyhnutelné vede k jizveni a fibréze jater (15).

V patogenezi jaterni fibrézy hraje Ustfedni roli zejména aktivace jaternich
hvézdicovych bunék. Casné poskozeni jater podporuje sekreci fibronektinu
sinusoidalnimi endotelovymi burikami, coz ma aktivacni ucinek na HSC. Aktivace
Kupfferovych bunék navic usnadnuje aktivaci ltovych bunék sekreci TGF-B a ROS v
extracelularnim prostredi (15). Také destickovy rlstovy faktor (PDGF), produkovany
makrofagy a hvézdicovymi burikami je dllezitym faktorem pfi rozvoji organové fibrézy,
hraje zasadni roli v proliferaci, migraci a prezivani myofibroblasti. Jeho hladiny jsou

tedy ve fibrotické tkani zvysené (16).

Pokud se tento stav neléci, mlze se vyvinout v cirh6zu a naslednou portalni
hypertenzi, jaterni encefalopatii nebo selhani jater a vést ke zvySenému riziku
hepatocelularniho karcinomu, ktery maze v konecném dusledku zpUsobit selhani
organll a smrt. Mezi hlavni klinické komplikace jaterni cirhdzy pak patfi selhani ledvin,

ascites, krvaceni z varixd a jaterni encefalopatie (12).

Jaterni biopsie je povazovdna za zlaty standard pro hodnoceni jaterni fibrozy.
Histologické vysetieni je uzitecné pro identifikaci zakladni pri¢iny onemocnéni jater a
posouzeni stupné nekrézy, zanétu a stadia fibréozy (12). Transplantace jater je v
soucasnosti povazovana za jedinou |é¢ebnou metodu cirhézy a je obecné nedostatecna
(14). K vysSetreni fibrézy je nezbytnym predpokladem odstranéni poskozujiciho agens.
Ukazalo se, Ze aktivace hvézdicovych bunék je rozhodujici pro rozvoj fibrozy, zatimco

pfi zotaveni fibrozy se pocet aktivovanych bunék snizuje. K tomu muze dojit v disledku
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reverze do klidové formy nebo apoptdzou. Navrat do klidové formy mize nastat pouze
in vitro. Apoptéza byla vSak stanovena jako hlavni mechanismus pro odstranéni aktivity

téchto bunék, kterd probiha spontanné in vitro (17).

3.2.1 Etiologie fibrézy

Nejcastéjsimi pri¢inami jaterni fibrdzy jsou infekce virovou hepatitidou B (HBV) a C
(HCV), nealkoholické ztucnéni jater (NAFLD), alkoholické onemocnéni jater (ALD)
spojené se zneuzivanim alkoholu, schistosoma a cholestatické a autoimunitni
onemocnéni jater. Méné castym, ale zavainym chronickym onemocnénim je
schistosomodza, které se vyskytuje u lidi Zijicich v endemickych oblastech v dlsledku

znacné fibrézy zplsobené nahromadénim parazitickych vajicek (14).

Virové infekce vyvolavaji zanét jater, a tim pfispivaji k cyklickému procesu zanétu,
nekrdze a regeneraci. V misté zanétu dochazi k nepfretrzité infiltraci imunitnich bunék a
produkci zanétlivych cytokind s naslednym poskozenim jater, coz spousti progresivni
kaskadu rekonstrukce jaterniho lalicku, kterd podporuje jaterni fibrézu a cirhdzu.
Velice ¢astou pricinou, kterd mize vést k fibréze jater je nadmérné uzivani alkoholu
zpUsobujici ALD. Vétsina pacientll je obecné asymptomatickd a ALD je snadno

reverzibilni, pokud se od konzumace alkoholu upusti (14).

Nealkoholickd steatohepatitida (NASH) je relativné casté chronické onemocnéni
jater s histologickymi charakteristikami podobnymi ALD. NASH se v jaternich biopsiich
projevuje jako hepatocelularni poskozeni s nebo bez jaterni fibrozy a je jakymsi
mezistadiem mezi NAFLD a cirhézou. Vétsinou nastdva, kdyz dlouhodoby oxidacni stres
brani proliferaci zralych jaternich bunék, coZz vede k nadmérné nekrdze a rlstu
jaternich progenitorovych bunék. Kromé toho zanétliva reakce na bunéénou nekrézu
indukuje progresivni uvolfiovani rGstového faktoru odvozeného z krevnich desticek,
TGF-B, TNF a dalSich zanétlivych faktord, jako je interleukin IL-1. Tyto zanétlivé signaly

vedou k aktivaci a proliferaci HSC a indukuji diferenciaci HSC na myofibroblasty (14).

Jaterni fibrdza, kterd je charakterizovana nadmeérnym ukladanim extracelularnich
proteinl, zahrnuje jak parenchymalni, tak neparenchymalni jaterni buriky, stejné jako
infiltrujici imunitni bunky. Kromé toho mohou rlzné organy, jako je tukova tkan,

zluCovody, stfevo a svaly, také ovlivnit rozvoj jaterni fibrézy. Ve fibréze ma dllezZitou
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roli také nékolik zakladnich signalnich drah. Komplexni interakce mezi témito
signdlnimi cestami, rlznymi burikami a rlznymi organy pfrispivaji k progresi jaterni
fibrozy (14).

Cirhdza jater je konecnym patologickym vysledkem rdznych chronickych
onemocnéni jater a fibréza je pravé hlavnim prekurzorem. | kdyz jsou pfticiny jaterni
cirhdzy rlizné, existuji nékteré patologické charakteristiky, které jsou spole¢né vsem
pfipadlim jaterni cirhdzy, vcéetné degenerace a nekréozy hepatocytli, nahrazeni
jaterniho parenchymu fibrotickymi tkdnémi a regeneracnimi uzly a ztrata funkce jater
(obr. 9). V soucasnosti stale chybi ¢i nejsou dokonalé ucinné metody pro lécbu jaterni

cirhdzy, ¢astecné kvili Spatnému pochopeni jednotlivych mechanismid s nasledkem

cirhdzy (18).
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Obr. ¢. 9 T¥i stadia cirhézy hepatitidy C vykazujici rizné stupné ukladdni fibrozy -
regeneracni uzly (hvézdicka) a fibrotické pdsy (Cerné sipky)
(Pfevzato z: (19))
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3.3 Ultratenké precizni jaterni fezy — precision cut liver slices
(PCLS)

Precizné rezané platky jater predstavuji robustni a vSestranny ex vivo model, ktery
si zachovava komplexni a mnohobunécnou histologickou strukturu jaterniho prostredi.
Takové fezy jsou idedlnim ndastrojem pro zkoumani mechanismi poskozeni jater a pro
identifikaci novych terapeutickych cil@i. Rezy jater jsou jednoduse reprodukovatelné,
levné a schopné udrZovat Zivotaschopnost hepatocytl, Kupfferovych, endotelovych a
jaternich hvézdicovych bunék po dobu 5 dnll az 15 dnl pfi dodrieni spravnych
podminek kultivace. Tkan pro pfipravu PCLS se obvykle ziskava z ¢&astecéné
hepatektomie, explantované tkané nebo netransplantovatelné tkané. Platky jater
mohou byt také vyrobeny z postizenych jater u pacientl s tézkou fibrézou a cirhézou. K

ziskani rezl nadoru lze také pouzit resekovanou maligni jaterni tkan (20).

PCLS se pouzivaly hlavné ke studiu metabolizace sloucenin nebo ke zkoumani
toxickych ucink( 1€kl a sloucenin se zamérenim na smrt bunék hepatocytd (21). PCLS
jsou vSak v dnesni dobé vhodnym systémem pro ex vivo studium jaterni fibrozy a
pfinaseji nékolik zjevnych vyhod, véetné snadnéjsi a rychlejsi molekularni a genetické
manipulace, zkraceni doby experimentl a sniZzeni nakladd ve srovnani s experimenty
na zvitatech. Ddle pro pfipravu nejsou nutné zadné proteolytické enzymy a v fezech je
tak zachovdna normalni polarita bunék. Udrzuji mnoho komplexnich a bunécnych

interakci, ke kterym dochazi in vivo (22).

V neposledni rfadé testovaci systémy ex vivo a in vitro omezuji pocet zvifat
pouzivanych pfi pokusech a nahrazuji pokusy na zvifatech alternativnimi metodami,
takze vyzkum na Zivych zvifatech nemusi byt nezbytny kromé zdavérecnych fazi
preklinického vyvoje. Timto zplUsobem mohou rGznd propojeni ex vivo a in
vitro systémUl s omezenym in vivo testovanim vyznamné prispét k pokroku v realizaci
tzv. principu 3R, tj. nahrazeni, snizeni poctu a zjemnéni podminek (replacement,

reduction, refinement) testovani na Zivych zviratech pro vyzkum (22).

BéZné pouzivana tloustka PCLS je 250 um, protoZe to umoznuje plny pfistup a
prisun Zivin a kysliku do vnitfnich vrstev bunék, coz by bylo naruseno, pokud by rezy
byly tlustsi nez 300 um .V pripadé potreby vsak mohou byt fezy tenké az 100 um.
Tloustka fezu je dlleZitd pro zajisténi dobré kvality, protoze tenci fezy by mély za
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nasledek nizkou miru Zivotaschopnosti, protoze pomér poskozenych a neposkozenych

bunék by byl pfFilis velky (21).

Rezy ptipravené ze zdravych a fibrotickych jater Ize pouZit pro vysetfovani ¢asné i
pozdni faze jaterni fibrézy. Jsou pak zvlasté zajimavé pro zkoumani rdznych
mechanismd zapojenych do indukce a reverze fibrdézy. Proto predstavuji
nejspolehlivéjsi nastroj pro modelovani a zkoumani drah, které jsou zakladem

chronického onemocnéni jater in vitro (21).
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4. Metodicka cast

4.1 Material a chemikalie

4.1.1 Biologicky material

Precizni jaterni fezy (150 um) z mysich jater byly zhotoveny a déle inkubovany na
Katedie biochemie Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové. Prace se zvifaty byla
provadéna v souladu se Zakonem ¢.246/1992 Sb. O ochrané zvifat proti tyrani a pod
dohledem Odborné komise Univerzity Karlovy, Farmaceutické fakulty pro zajistovani

dobrych podminek pokusnych zvirat.

Kontrolni fezy (n=10) byly ihned po zhotoveni umistény do 4% paraformaldehydu
a fixovany 24-48 hodin. Rezy pro studium fibrézy (n=10) byly inkubovany 48 hodin v
zakladnim Wiliamsové médiu obohaceném glukdzou a s pfidavkem gentamycinu na
tfepacce pfi syceni 85 % 02 a 5 % CO2 pfi 37 °C. Poté byly fezy fixovany 24-48 hodin ve
4% paraformaldehydu. Po fixaci byly tkané zalité do parafinu a nasledné byly

zhotovené parafinové rezy.

4.2 Pracovni postupy

4.2.1 Priprava parafinovych fezu

ZALITi DO PARAFINU

Pfiprava tkani pro zaliti do parafinu probéhla v autotechnikonu Leica.
Odvodnéni tkané

Parafin je médium nemisitelné s vodou, proto je tfeba tkan pred zalitim
odvodnit. Tkan proto provedeme alkoholovou fadou lazni (je nutné brat v Uvahu
velikost tkanovych blockl — ¢im vétsi, tim delsi doba v lazni). Za¢indme lazni etanolu

s koncentraci 70% a pokracuje se lazni s 80% a 96% koncentraci.
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Projasnéni

Po odvodnéni je nutné projasnéni tkanovych block(. Tkanové blocky byly ponechany
v benzenovych a xylenovych laznich. Tkan se diky benzenu a xylenu postupné projasni,

nékdy az zprlsvitni.
Prosyceni parafinem
Pfed vlastnim zalitim do Cistého parafinu je nutné jesté tkan prosytit parafinem.
Vlastni zaliti do parafinu
Tkanové blocky prosycené parafinem se zalévaji do Cistého parafinu.
e nadno vhodné formicky (dle velikosti tkané) nalejeme malé mnozstvi parafinu
e tkan zorientujeme a vlozime do parafinu (feznd plocha, hrana)
e tkan nechame castecné zatuhnout (tkan pfilne na dno)
e prikryjeme oznacenou kazetou a dolijeme parafinem
e po zchladnuti zformicek odebereme kazetu se zalitou tkani, ocistime od
prebyteéného parafinu

Postup krajeni parafinovych fezt:

Pro krajeni PCLS jsme pouzili automaticky diskovy mikrotom Leica DSC1. Na
mikrotom byl upevnén Ziletkovy ntz pro krajeni a nasledné jsme jej zajistili. Po zapnuti
mikrotomu jsme kazetku s parafinovym blo¢kem upevnili do svéraku Neapolské svorky
diskového mikrotomu. Mikrotom jsme pritom nechali kalibrovat. Pfistroj sdm nastavil
pozici noZe a parafinového blo¢ku, abychom dosdahli jeho povrchu. Mikrotom pred
krdjenim je nutné odaretovat. Parafinovy blocek se zalitou tkani jsme postupné
zkrajovali, dokud jsme nedosahli povrchu vlastni jaterni tkané. Po spravném zkrojeni se
dostavame kvlastnimu krajeni ultratenkych jaternich rez(. Pomoci tladitek na
manipulaénim panelu pro ovladani mikrotomu jsme nastavili tloustku fezu na
pozadovanych 4,5 pm. Rezy je nutné krajet velice opatrné, aby nedoslo kjejich
poskozeni ¢i znehodnoceni. Jaterni fezy jsme pomoci skalpelu nebo pinzety prenesli na
podlozni sklicka do kapky destilované vody. Zhotovené preparaty jsme odkladali na

predem rozehratou ploténku k napnuti a zafixovani fezd. Po vysuseni roztoku byly fezy
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pevné prilepené na podloznim skle a bylo mozné s nimi manipulovat v kyvetach pro
dalsi procesy - barveni fez(i. Nakrajené a vysusSené tfezy je moiné pred barvenim

skladovat.

4.2.2 Barveni hematoxylin-eozin (HE)

Barveni hematoxylin-eosinem je zakladni a nejpouzivanéjsi histologické barveni,
které slouzi k odliseni zakladnich bunéénych soucasti a které poskytuje zakladni obraz
[ékarim o moZné diagndze pacienta. Je prehledné a pouzivd se béziné na vétsinu
material( v histologické laboratofi. Pokud v tomto barveni nalezneme podezieni na
diagnézu, miZzeme poté tkan zpracovat s jinym selektivnim barvenim pro blizsi

vySetreni. Velice Casto se vyuZiva v kombinaci s imunohistochemickym vysetfenim.

Postup barveni

Praktické provedeni barveni hematoxylin-eosin je pomérné rychlé a snadné.
Vyuzili jsme sady nékolika lazni uréenych pro vlastni barveni. Prvnim krokem bylo
odparafinovani fezl. Sklicka s jaternimi fezy jsme umistili nejprve do 3 xylenovych
lazni, ve kterych jsme je nechali po dobu 5 minut. Nasledné jsme sklicka provedli
alkoholovou fadou. Postupné jsme sklicka nechali v 96% etanolu, 80% etanolu a 70%
etanolu vzdy po dobu 5 minut. Z alkoholové fady jsme premistili sklicka do destilované
vody opét na 5 minut a poté sklicka otreli. DalSim krokem bylo vlastni barveni. Sklicka
jsme umistili do 1azné s hematoxylinem na dobu 6-8 minut a poté pod tekouci
pramenitou vodou jsme sklicka nechali modfit. Sklicka jsme opét otfeli a poté umistili
do ldzné s eosinem na 2 minuty a lehce oplachli destilovanou vodou. Pro odvodnéni
preparatl jsme nejdfive sklicka 2x lehce oplachli v 96% etanolu. Nasledné jsme umistili
sklicka do smésné lazné etanolu s xylenem (2:1) po dobu 3 minut a také do lazné
etanolu s xylenem (1:2) opét po dobu 3 minut. Pfredposlednim krokem bylo projasnéni,
které jsme provedli umisténim sklicek do 3 lazni xylenu vidy po dobu 3 minut.
Pripravené sklicka jsme poté jemné otreli a nasledné zamontovali do montovaciho
média Eukitt a prikryli krycim sklickem. Takto obarvené jaterni fezy byly pfipravené pro

pozorovani pod mikroskopem.
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4.2.3 Imunohistochemické barveni protilatkami

Imunohistochemie (IHC) je vyuZivana jako metoda, kterd je zaloZena na
specifické vazbé mezi protildtkou a antigenem, k detekci a lokalizaci specifickych

antigena v bunkach a tkadnich, nejcastéji vysetifovanych svételnym mikroskopem.

Pracovni postup:

Prvnim krokem bylo bézné odparafinovani. Pfipravena sklicka jsme provedli
xylenovou fadou a poté alkoholovou fadou stejnym zplsobem jako u barveni
hematoxylin-eosin. Sklicka jsme poté umistili do PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky
roztok) po dobu 5 minut. Provedli jsme permeabilizaci fezd v 0,1% Tritonu v PBS po
dobu 2 minut, kterad je nutnd pro prostup protilatek pres lipidové membrany. Sklicka
jsme premistili do PBS na 2 minuty. Sklicka jsme poté nechali v kyveté s citrdtovym
pufrem varit 20 minut pro odhaleni antigennich epitopl. Kyvetu se sklicky jsme nechali
zchladnout a nasledné jsme fezy oplachli destilovanou vodou. Sklicka jsme opét
umistili do PBS (2x 5 min). Mezitim jsme si pfipravili roztok 3 % H,0,. Pomoci DAKO
PEN jsme okolo vlastniho fezu vytvofili bariéru proti tekutindm a aplikovali jsme 3%
H,0; (5 min). Preparaty jsme poté umistili opét do roztoku PBS (5 min). Pripravili jsme
blokovaci roztok 5% mléka (0,5 g suseného odtuc¢néného mléka + 10 mL PBS) a
nasledné jej aplikovali na dobu 1 hodiny. Pro pfipravu primarni protilatky jsme vyuZzili:
pro Desmin (PA5-16705) a aSMA (ab124964) redéni - 1:100 (v 5% mléku), pro GFAP
(PA5-16291) fedéni — 1:50 (v 5% mléku). Po aplikaci protilatky jsme nechali fezy pres
noc pii 4 °C zavfené v boxu s vlhéenou buni¢inou. Rezy jsme oplachli v 0,05% Tweenu
v PBS (500 mL PBS + 250 uL Tween) (5 min) a poté opét vlozili do kyvety s PBS (2x 5
min). Sekundarni protilatku jsme aplikovali po dobu 30 minut a pfipravili jsme avidin-
biotin komplex ABC (5 mL PBS + 1 kapka A + 1 kapka B) (k pouZiti od 30 min do 2h od
doby pfipravy). Rezy jsme oplachli v 0,05% Tweenu v PBS (5 min) a opé&t ponechali
v PBS (2x 5 min). Nasledné jsme aplikovali na fezy ABC po dobu 30 minut. Mezitim co
jsme pfripravovali DAB (3,3'- diaminobenzidin) jsme sklicka nechali v kyveté s PBS (2x 5
min). Na jaterni fezy jsme aplikovali DAB: 6 min (Desmin), 8 min (GFAP, aSMA)._Skli¢ka
jsme nechali odstat 5 minut v destilované vodé a poté jsme je presunuli do

hematoxylinové [azné (45 s) a pod tekouci kohoutkovou vodu probéhla diferenciace
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bunéénych jader (5 min). Predposlednim krokem bylo odvodnéni, kdy jsme fezy

provedli acetonovou lazni az po xylen, naceZ navazovala samotna montaz do Eukittu.
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5. Vysledky

Barveni HE preciznich jaternich rez( bez inkubace zobrazuje typickou zdravou mysi
jaterni tkan. MuUZeme pozorovat velké hepatocyty svelkym jadrem, vyraznym
jadérkem a dobre barvitelnou cytoplazmou (obr. ¢. 10). Po inkubaci 48 hodin ve
standardnim médiu pozorujeme rozvijejici se nekrézu nejen na periférii fezll, kde se
rozviji na zakladé mechanického poskozeni tkané pri zhotoveni fezd, ale i v centrdlni
oblasti rezll. V hepatocytech je viditelnd vyrazné eozinofilni cytoplazma a mensi jadra
se svétlou karyoplazmou. V jadrech se patrna karyorexe. V zachovalych hepatocytech
na periférii fezl pozorujeme balénovou degeneraci hepatocytll, kterd je
charakteristicka pritomnosti vétsiho mnoiZstvi glykogenu a mlzeme vidét i malé

lipidové kapénky v cytoplazmé (obr. ¢. 11).
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Obrazek ¢. 10 - Reprezentativni fotografie PCLS bez inkubace, HE, zvétseni 100x (A),
zvétseni 200x (B).
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Obrdzek ¢. 11 - Reprezentativni fotografie PCLS po inkubaci 48 hodin v zakladnim
médiu, HE, nekroza v centrdlni oblasti a na periférii fezi (A-D, *), lipidové
kapénky (C, ¢ernda Sipka), balonovd degenerace hepatocytii (D, bila sipka),
zvétseni 100x (A), zvétseni 200x (B), zvétseni 400x (C, D).

Interpretace vysledkll imunohistochemického barveni je vyrazné omezena
pfitomnosti nekrotického procesu po inkubaci PCLS 48 hodin. Exprese GFAP (obr. €.
13A) a desminu (obr. ¢. 12A), ktera je charakteristicka pro jaterni hvézdicové burky, je
zndzornéna na obrazcich hnédou barvou a oznacuje burnky v Disseho prostoru
s kulatym jadrem a vyraznymi vybézky v fezech bez inkubace. Pfi porovnani s inkubaci
48 hodin mGZeme vidét nespecifické zbarveni pozadi z divodu nekrézy. V zachovalé
tkdni nepozorujeme vyraznéjsi zmény v expresi desminu (obr. ¢. 12B) ani GFAP (obr. ¢.
13B). Exprese aSMA je charakteristickd pro hladké svalové buriky ve sténé cév a
portdlni myofibroblasty v PCLS bez inkubace (obr. ¢. 14A). Po inkubaci rfez( vidime ve
zbytku zachovalé tkané zvyseni exprese aSMA v burikdch mimo cévy, které muze

znamenat aktivaci HSC (obr. ¢. 14B).
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Obrazek ¢. 12 - Reprezentativni fotografie exprese desminu (Sipka) v PCLS bez
inkubace (A) a po inkubaci 48 hodin v zdakladnim médiu (B), zvétseni 200x.
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Obradzek ¢. 13 - Reprezentativni fotografie exprese GFAP (Sipka) v PCLS bez inkubace
(A) a po inkubaci 48 hodin v zakladnim médiu (B), zvétseni 200x.
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Obradzek ¢. 14 - Reprezentativni fotografie exprese aSMA (sSipka) v PCLS bez inkubace
(A) a po inkubaci 48 hodin v zakladnim médiu (B), zvétseni 200x.
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6. Diskuse

Jaterni fibréza je dlsledkem trvalé reakce hojeni ran na chronické poskozeni
jater. Mezi hlavni pficiny patti chronicka infekce HCV a HBV, alkoholové onemocnéni
jater, nealkoholickd steatohepatitida a autoimunitni onemocnéni, jako je primarni
biliarni cirhdéza ¢ autoimunitni  hepatitida. Morfologicky je jaterni fibréza
charakterizovdna akumulaci extraceluldrni matrix, nasledovanou tvorbou fibrézni jizvy
a cirhdzou, kterd je definovana pritomnosti uzl(i regenerujicich se hepatocytd se
snizenym prokrvenim jater. Jaterni hvézdicové bunky jsou hlavni buriky produkujici
velké mnoZstvi matrix v poranénych jatrech a jsou zadroven hlavnim subjektem pro

detekci a hodnoceni (23).

Modely pro sledovani jaterniho onemocnéni in vitro jsou pfilezitosti k lepSimu
pochopeni jaterni homeostdzy, reakce na poranéni ¢i rozvoje rakoviny souvisejici
naptiklad s fibrézou jater. Jednou z metod, které sem patfi, jsou ultratenké jaterni rezy
(PCLS), ve kterych je celkova bunécna rlznorodost plivodniho orgdnu studovana ex

vivo.

| presto, Ze precizné fezané platky jater mohou poskytnout slibny nastroj pro
studium fibrézy lidskych jater ex vivo, pouZivaji se pouze v omezeném poctu pro
studium fibrézy a pro testovani ucink( pro- a anti-fibrotickych latek vzhledem k

souvisejici aktivaci HSC.

Vlastni krajeni tkané indukuje poskozeni jater a bunécnou smrt, coZz nakonec
spusti reparacni a regeneracni odpovéd vedouci k fibrdze, jakmile jsou platky umistény
do kultury. Kvuli krajeni jaterni tkané béhem produkce PCLS dochdazi k aktivaci HSC
béhem prvnich 48 hodin kultivace (20). Tato reakce sice predstavuje poskozeni tkanég,
nicméné na druhou stranu ndm ddvad moznost sledovat reakci jaternich hvézdicovych
bunék na toto poskozeni bez nutnosti vyuziti velkého poctu zvitat pro indukci jaterni
fibrézy in vivo. V nasi praci jsme vsak zjistili, Ze doSlo krozvoji bunééné smrti

hepatocytl i v centrdlni oblasti fez(.

Hodnoceni vysledk( imunohistochemického barveni bylo tedy vyrazné omezené v
dlsledku pfitomnosti nekrdzy, kterd vfezech vznikla mechanickym poskozenim po

jejich nakrajeni a nasledné inkubaci PCLS po 48 hodinach. V fezech bylo pozorovano

39



nespecifické zabarveni pozadi kvlli pfitomnosti nekrézy. ZpUsob inkubace jaternich
fez( a tloustka rezl také vysoce ovliviuji vysledky studii inkubacnich podminek ci
studii metabolismu v PCLS. Kdyby se nam povedlo udrZet jaterni fezy viabilni bez
vzniku interferujici nekrézy, dala by se detekce fibrotickych prekurzori vérohodné

reprodukovat.

Pro imunohistochemické stanovovani a bunécné sledovani aktivovanych HSC bylo
béhem nékolika poslednich let objeveno Siroké spektrum specifickych markerd. Proto
mlzZeme dnes tyto bunky velice dobfe charakterizovat. Patfi sem markery s
ektodermovym plvodem (napf. GFAP, nestin, nervovy rlstovy faktor (NGF)) a markery
mezodermového plvodu (desmin, alfa-aktin hladkého svalstva (aSMA) a
hematopoetické markery) a lecitin-retinol acyltransferdza (LRAT). Kromé toho HSC
exprimuji vimentin, prokolageny |, lll, kolagen 1V, V, laminin a fibronektin a maji také
své neurdlni markery (24). Imunohistochemické metody kromé toho mohou také
poskytnout informace o konkrétni lokalizaci bunék exprimujicich tyto proteiny v

jaternim fezu (25).

Ve vlastni experimentalni ¢asti jsme stanovovali markery desminu, alfa-aktinu
hladkého svalstva a GFAP. Exprese desminu hvézdicovymi burikami pfedstavuje , zlaty
standard” pro detekci HSC v jatrech hlodavc(, ale ukazalo se, Ze jeho vyuZitelnost muze
byt sniZzena kvuli jeho mensi expresi v lidskych Itovych bunkach. Pozitivita desminu tak
mlze byt casto u HSC kontroverzni. Izoforma aktinu aSMA je pak jedinym z
nejkonzistentnéjsich marker( aktivovanych a myofibroblastickych HSC, protoze neni
pfitomen v jinych jaternich bunkdch, kromé portdlnich myofibroblastl a bunék
hladkého svalstva cév. Silna pozitivita HSC na aSMA je vykazovdna u chronického
onemocnéni jater a s tim souvisejici jaterni fibrézou. GFAP je intermedidlni vldkno,
exprimované astrocyty, poskytujici podporu a silu témto bunkdam. GFAP neni jen
¢asnym markerem aktivace HSC, ale byla i popsana pozitivita GFAP v normalnich

lidskych jatrech (24).

Vysledky bakalarské prace poukazuji na zvySenou expresi markeru aSMA
v zachovalé tkadni po 48 hodinové inkubaci nejen ve sténé cév, ale i v burkach
v zachovalé tkani. Toto zvySeni mlzZe indikovat aktivaci HSC, i kdyZ jsme nepozorovali

vyraznéjsi zmeény v expresi desminu a GFAP.
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Do budoucna je urcité perspektivni vénovat se studiu obecného vyuziti PCLS, které
mohou rovnéz slouzit i pro studie toxicity a metabolismu IéCiv, pficemZ v této oblasti se
jejich vyuziti stava stdle popularnéjsim. Na zakladé nasich vysledkl( je patrné, ze
navzdory Sirokému spektru kvantitativnich vySetfovacich metod mad histologické
hodnoceni své nezastupitelné misto pfi studiu patologickych procest u rdznych

onemochnéni.
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7. Zaveér

V radmci bakaldrské prace bylo zjisténo zvySeni exprese u jednoho (aSMA) ze tfi

vybranych profibrotickych prekurzor( po provedeni imunohistochemické detekce.

Z mysich jater byly vytvoreny ultratenké precizni fezy o tloustce 150 um. Kontrolni
fezy byly ihned po zhotoveni pfeneseny do 4% paraformaldehydu a fixovany 24-48
hodin. Rezy pro studium fibrézy byly inkubovany 48 hodin v zékladnim Wiliamsové
médiu obohaceném glukézou a s pridavkem gentamycinu. Vinkubovanych a
kontrolnich tfezech byla sledovdna exprese desminovych, GFAP a aSMA markeru.
Interpretace vysledkd imunohistochemického barveni byla vyrazné omezena
pfitomnosti nekrotického procesu po inkubaci PCLS 48 hodin. U fezl sinkubaci 48
hodin bylo pozorovano nespecifické zbarveni pozadi z dlivodu nekrézy. V zachovalé
tkani po 48 hodinové inkubaci nebyly pozorovany vyraznéjsi zmény v expresi desminu
ani GFAP. Po inkubaci fez(i bylo pozorovano ve zbytku zachovalé tkané zvyseni exprese

aSMA, které mize znamenat aktivaci HSC.
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8. Pouzité zkratky

ABC
ATP

ALD
ASH
DAB
ECM
GFAP

HBV
HCV
HE

HDL

HSC
IHC
IL-18

IL-6
LDL
LRAT

NAFLD
NASH
NGF
p75

PAS-D

PBS
PCLS
PDGF
ROS

TGF-B
TNF

VLDL
hustotou)

a-SMA

avidin-biotin komplex
adenosintrifosfat

alkoholické onemocnéni jater
alkoholicka steatohepatitida
diaminobenzidin
extraceluldarni matrix

gliovy fibrilarni kysely protein

virova hepatitida B

virova hepatitida C

barveni hematoxylin-eosin

high density lipoprotein (lipoprotein s vysokou hustotou)

hepatic stellate cells (jaterni hvézdicové buriky)
imunohistochemické barveni
interleukin-1p

interleukin-6
low density lipoprotein (lipoprotein s nizkou hustotou)
lecitin retinol acyltransferaza

nealkoholické ztu¢néni jater

nealkoholicka steatohepatitida

nervovy rlstovy faktor

nizkoafinitni receptor pro nervovy rlstovy faktor

PAS barveni v kombinaci s diastazou Stépici glykogen

fosfatem pufrovany fyziologicky roztok
precision-cut liver slices (ultratenké jaterni rezy)
destickovy rlstovy faktor

reaktivni formy kysliku

transformujici rastovy faktor B
tumor nekrotizujici faktor

very low density lipoprotein (lipoprotein s velmi nizkou

alfa aktin hladkého svalstva
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