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1. Introducere

1.1 Fibroza hepatica

Fibroza hepatica este un proces cronic caracterizat prin acumularea progresiva a matricei
fibrilare extracelulare la nivel hepatic. In timpul procesului de regenerare tisulara celulele
vatamate sunt inlocuite cu celule sanatoase. In cazul fibrozei, tesutul parenchimal normal este
substitut cu cel conjuctiv. Acest aspect anormal apare initial in anumite zone mici din ficat,
progresand apoi pana la inlocuirea completa a arhitecturii normale cu cea nodular-fibroasa.
Rezultatul final al fibrozei netratate este insuficienta hepatica [8] (Fig. 1).
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Fig.1 Dezvoltarea fibrozei hepatice. Leziunile hepatocitelor stimulaeaza acumularea celulelor inflamatorii.
Factorii eliberati de aceste celule induc transdiferentierea celulelor hepatice stelate ( HSCs) in miofibroblaste.
HSCs activate duc la acumularea de matrice extracelulara (ECM). Prin urmare, modificarea arhitecturii tesutului
hepatic contribuie la insuficienta hepatica .

Etiologia fibrozei hepatice

Principalele cauze ale fibrozei sunt infectia cu virusurile hepatice, colestaza si consumul
cronic de alcool [10]. Datorita epidemiei actuale de obezitate, s-a evidentiat incidenta extrem
de crescuta a bolilor hepatice non-alcoolice (NASH) recunoscute ca 0 cauza majora a
fibrozei, desi prevalenta sa nu este Inca cunoscuta.



1.2 Importanta si efectele eliberaii de citokine in bolile hepatice cronice

Fibrogenesa hepatica este mediatd de interactiuni complexe Intre celulele hepatice
parenchimatice si nonparenchimatice si implicd cresterea productiei de citokine. Existd tot
mai multe dovezi ca eliberatea de citokine precum TGF-, IL1, IL6, IL8, mediaza procesele
de inflamatie hepatica, apoptoza si necroza a celulelor hepatice, colestaza, si fibroza [2], [16],

(Fig.2).
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Fig. 2. Relevanta eliberarii de citokine Tn bolile hepatice cronice.

1.3 Implicarea TGF-p in procesul de fibroza

In afectiunile hepatice acute si cronice, diferite tipuri de celule hepatice cum ar fi celulele
Kupfer, celulele hepatice stelate sau limfocitele secreta cantitati semnificative de TGF-f [18].
Activarea caii sale principale de semnalizare n aval de proteinele Smads, promoveaza
transdiferentierea HSCs n miofibroblaste (MFBs) ce ulterior produc matrice extracelulara
(ECM). Recent, s-a demonstrat participarea TGF-B in procesul de tranzitie a celulelor
epiteliale (hepatocite) in celule mezenchimale (EMT) contribuind astfel la procesul de
fibrogeneza hepatica [4], [19].

1.4 Calea de semnalizare prin TGF-£

Din familia de citokine TGF-B1 fac parte izoformele TGF-B, proteinele activine si
morfogenetice osoase (BMP) [57]. Proteinele Smad sunt mediatori de semnalizare
intracelulara ai superfamiliei TGF-beta care regleaza o vasta varietate de procese biologice.



Cuplarea TGF-beta la receptorul sau induce fosforilarea proteinelor smad-2 si smad-3 care
ulterior migreaza in nucleu unde functioneaza ca un factor de transcriere a genelor tinta [12].
Familia de receptori care raspunde activarii prin TGF- include 12 tipuri de receptori: cinci
receptori de tip II si sapte receptori de tip I, care declanseaza o diversitate de raspunsuri
celulare si care difera prin afinitétile fata de diferite tipuri de liganzi, precum si prin alegerea
de molecule intracelulare Smads [9]. (Fig. 3).
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(Modificat, Dooley et al, 2006.) Fig. 3: Reprezentarea schematica a cascadei de semnalizare prin TGF-f si
proteinele intracelulare Smads. Smad7 blocheaza calea de semnalizare TGF-f actionand la nivelul unde
proteinele Smad sunt fosforilate.

Terminarea semnalelor mediate de TGF-f3 este coordonata de mai multe mecanisme cum ar fi
legarea competitiva a proteinelor inhibitoare [-Smads (Smad6 sau Smad7) la nivelul
receptorilor activati si cuplati cu Smads. Aceasta interactiune duce la ubiquitinarea si
degradarea receptorilor cupalti cu R-Smads [12]. In stare neactivata proteinele 1-Smads sunt
localizate in nucleu de unde sunt translocate in citoplasma in urma activarii caii de
semnalizare, prin legarde TGF- de receptori. Expresia Smad7 este indusa ca raspuns la
stimularea cu TGF-, crednd astfel o bucla de feedback negativ care determina intreruperea
semnalizarii prin Smads urmata de degradarea receptorilor TGF- I, (mediata de enzimele E3
ubiquitin ligaze (Smurfs) [7], [12].



1.5 Modele animale pentru boli hepatice

Pana in prezent au fost publicate mai multe modele animale pentru a studia dezvoltarea si
tratamentul fibrozi hepatice. (ce survin ligaturii canalului coledoc) Ligatura de duct biliar
(BDL) este un model in vivo utilizat pentru a genera fibrogeneza hepatica bazat pe colestaza
[5]. Notiunea de colestaza extrahepatica este cuprinsa in cadrul nosologic al afectiunilor in
care produsii de secretie si excretie ai hepatocitului sunt impiedicati in curgerea lor libera
spre intestin. Procesul este urmat de acumularea bilirubinei, a acizilor si sarurilor biliare in
hepatocit si regurgitarea lor in sange. Efectele acestei inversari a polaritatii biliare se
manifestd atat la nivel local, hepatocitar, cat si general. Metabolismul celulei hepatice este
caracterizat de reactii de oxidoreducere foarte intense, cu producerea de cantitati crescute de
radicali liberi deoxigen. In momentul cand activitatea radicalilor liberi de oxigen nu mai
poate fi contracaratd de antioxidantii proprii, este declansat stresul oxidativ. Actiunea
radicalilor liberi se manifesta prin alterari ale tuturor structurilor celulare, pana la nivel de
ADN, rezultatul fiind accelerarea apoptozei hepatice. Acestora li se adauga declansarea unui
raspuns inflamator, cu actiune la nivelul spatiilor porte, produs si intretinut de fenomenele de
stres oxidativ. Cumularea consecintelor distructive ale celor doua fenomene, stresul oxidativ
si infiltratul inflamator, se manifesta in timp prin alterarea functiei hepatice, apoptoza si
necroza celulara, aparitia fibrozei celulare.

2. Obiectivele studiului

Studiul prezent se bazeaza pe o publicatie anterioara [5], in care s-a reusit ameliorarea
procesului de fibroza hepatica la sobolani prin injectarea prin vena porta a adenoviruslui
AdSmad7.

In studiul de fati, am fost interesati in a investiga efectele supraexprimarii genei Smad7
specific in celulele hepatice stelate activate in urma procesului de legare a ductului biliar. In
acest scop am generat soarecii transgenici SM22 a-Flag-Smad7 care exprima Smad7 sub
controlul promotorului SM22 . Dupa doua saptamani de la operatia de legare a ductului
biliar, tesuturile au fost colectate pentru a analiza in scopul determinarii expresiei mai multor
markeri fibrotici iar in serul colectat a fost masurata activitatea enzimelor hepatice.
Depunerile de colagen au fost masurate prin imunocolorarea cu PSR (colorarea Picro Sirius).
Modificarile in expresie a a-SMA si acumularea celulelor inflamatoare au fost cuantificate
prin imunohistochimie. Pentru a evalua functia hepatica s-a recoltat sange de la fiecare
individ, pentru determinarea valorilor bazale ale transaminazelor si a enzimelor de colestaza.
Mai mult decat atdt, am analizat in detaliu, folosind analiza microarray, influenta
supraexprimarii Smad7 asupra celulelor hepatice stelate cultivate pentru 3 si 7 zile.

In concluzie, am demonstrat ci supraexprimarea genei Smad7 inhiba transdiferentierea
celulelor hepatice stelate si atenueaza procesul de fibroza sugerand dezvoltatea posibila a
unui tratament antifibrotic de care pacientii pot beneficia.



3. Material si metode

3.1 Generarea animalelor transgenice.

Toate studiile experimentale au primit acordul Comisiei de Etica a Universitatii.

Generarea soarecilor transgenici SM22 o-Flag-Smad7: gena vector integrata in genomul
animalelor a continut promotorul SM22a pentru soarece (1,6 kb), urmata de o secventa de
nucleotide Flag-Tag, un fragment (1,3 kb) care contine secventa de codificare a genei Smad7
si PGKneobpA, precum si o casetd de exprimare a [-lactamazei. Soareci cu varste cuprinse
intre 2 si 4 luni au fost utilizati in experimentele in vivo. Supraexprimarea genei Smad7 in
soarecii transgenici a fost a fost confirmata prin PCR prin masurarea expresiei genice a Flag-
Smad7 ARNm.

3.2 Stabilirea colestazei la soarecei

Legarea ductului biliar a fost efectuat folosind o tehnica standard [5]. Pe scurt, soarceii din
grupul de control (FVB/ N) si soarecii transgenici (SM22 a-Flag-Smad7) (n = 4 fiecare grup)
au fost anesteziati de ketamina-kylazind. Dupa dechiderea cavitatii abdominale canalului
biliar comun a fost expus si legat de doua ori cu 0 ata de matase 6-0. Acest model pentru
studiile fibrozei in vivo, este bazat pe dezvoltarea colectazei. Operatia din grupul de control
pentru BDL a fost realizata doar prin atingerea usoara a duct biliar. In faza ulterioara,
abdomenul a fost inchis in straturi, iar animalele au fost lasate sa se recupereze pe o patura
incalzita. 2 saptamani de la declansarea colestazei animalele au fost sacrificate si tesuturile
colectate pentru determinarile biologice.

3.3 Detectarea expresiei ARNm

ARN-ul total a fost colectat de la celulele hepatice stelate cultivate pentru trei (3d-) sau sapte
zile (7d-) HSCs. In prealabil HSCs au fost infectate cu adenovirsul control AdLacZ sau
AdSmad7. ARN-ul a fost izolat utilizand kitul RNeasy (Qiagen, Hilden, Germania), n
conformitate cu manualul de instructiuni. ARN-ul total a fost purificat din tesutul hepatic
dupa homogenizare in TRIZOL (BRL GIBCO, Eggenstein, Germania, 1 tesut ml/50mg)
folosind homogenizatorul UltraTurrax (IKA, Staufen, Germania). Probele de ARN au fost
normalizate prin masuratori Spectofotometrice (260/280 nm) si calitatea ARN a fost
determinata prin gel de electroforeza. In etapa urmatoare ARN-ul a fost revers transcris in
ADN complementar utilizand kitul One RT-PCR de la Qiagen (Hilden, Germania). Pentru a
identifica raspunsurile dependente de supraexprimarea genei Smad7 in HSCs am utilizat
techica de analiza microarray. ARN colectat a fost utilizat pentru generarea ARN biotinilat
complementar in conformitate cu manualul tehnic GeneChip Affymetrix ® Analiza
Expression (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA). ADN complementar purificat a fost
hibridizat cu o placa Affymetrix, Genome Affymetrix RG-U34A microarray, (8799 seturi de
probe) pentru 16h la 45°C. Nivelul de exprimare a fiecarui set de probe a fost determinat in



grupul celulelor infectate cu Smad7 si LacZ control folosind Affymetrix Microarray Suite
5.0. Genele ale caror nivel de exprimare a fost multiplicat de 2 ori sau mai mult (p <0,001) au
fost considerate a fi in mod semnificativ regulate de catre Smad7. Aceste gene au fost
investigate pe baza  proceselor biologic in care sunt implicate.
[http://www.genome.jp/kegg/pathway.html], PathwayArchitect, Stratagene).

3.4 Analiza imunohistochimica

Tesutul hepatic a fost fixat in 10% formaldehida si incorporat in parafind. Sectiuni de cate
patru-micrometri au fost colorate cu Hematoxilina si Eozina (H & E) pentru examinarea de
rutind sau cu picro-Sirius rosu pentru vizualizarea depunerilor de colagen hepatic.
Imunocolorarea s-a realizat pe tesuturi fixate in formaldehida, incluse la parafina, iar markerii
conventionali de prognostic au fost evaluati pe sectiuni colorate cu H&E. Analiza
imunomarcajului realizat cu ajutorul anticorpilor monoclonali anti- a-SMA (dilutie 1:300) si
anti- CD68 (diluatiel:75) a evidentiat prezenta celulelor pozitive in cazuri studiate.
Peroxidaza endogena a fost blocata prin aditia reactivului de blocare (Dako) timp de 30
minute. Cuantificarea histologica a fost efectuata, fie prin analiza morfometrica cu ajutorul
programului Leica QWIN. Valorile prezentate au reprezentat o medie a 10 campuri (100X)
masurate in 5 sectiuni pentru fiecare soarece (5 animale in fiecare grup).

3.5 Determinarea valorilor bazale ale transaminazelor si a enzimelor de
colestaza

500 uL sange a fost colectat de la soareci anesteziati pentru a determina valorile serice ale
enzimelor hepatice. Aspartat aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), si
fosfataza alcalina (AP), au fost analizate cu ajutorul kitului Calibrator Kit3 (VITROS
Systems; Ortho-Clinical Diagnostics, Buckinghamshire, Anglia). Concentratia bilirubinei
totale a fost determinata cu ajutorul unui kit de testare (Corgenix, CO), la o lungime de unda
de 450 nm, si folosind un spectrometru 1420 Victor Counter Multilable (Wallac, Wellesley,
MA).

3.6 Analiza statistica

Rezultatele sunt exprimate ca valori medii SEM si au fost analizate utilizand testul Mann-
Whitney, urmat de comparatia perechilor antunci cand a fost cazul. Analiza statistica a
datelor PCR a fost efectuata cu ajutorul cu testul t -Student pentru datele asociate. O valoare a
P <0,05 a fost considerata semnificativa.



4. Rezultate

4.1 Modelul experimental de ligaturare a ductelor biliare

Ligatura de duct biliar (BDL) este un model in vivo utilizat pentru a genera fibrogeneza
hepatica bazat pe colestaza [5]. Soarecii de tip salbatic (FVB / N) si cei transgenici (SM22 a.-
Flag-Smad7) (n = 4 fiecare grup) au fost anesteziati utilizand ketamina-kylazina. Urmarind
linia mediana abdominala, abdomenul a fost deschis si canalul biliar comun expus a fost
legat de doua ori cu ata de matase 6-0. Operatia control (sham) a fost efectuata prin atingerea
usoard a ductului biliar. Ulterior, abdomenul a fost inchis in straturi, iar animalelor li s-a
permis recuperarea pe 0 patura incalzita. Dupa 2 saptamani de la operatie animalele au fost
sacrificate si abnormalitatile hepatice au fost masurate.(Fig. 4A).

A WT mice- Ligation of the bile duct

Fig. 4. (A) Operatia chirurgicala de stabilirea a leziunilor hepatice prin legarea ductului biliar.

Anomalii morfologice hepatice au fost examinate la soareci a caror bild conducte au fost
ireversibil legated timp de 14 zile (Fig. 4B).
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Fig. 4. (B) Design-ul experimental.



4.2 Detectia genei supraexprimate Smad?7 in animalele control FVB/ N si
trangenice SM22 a-Flag-Smad?7 la 2 saptamani dupa legarea ductului biliar.

Nivelul de exprimare a genei Smad7 in animalele trangenice (expresie specifica pentru HSCs
activate) a fost determinat utilizand tehnica PCR. Datele obtinute au evidentiat o expresie
ridicata a ARNm pentru Smad7 in grupul de soareci control carora li s-a legat ductul biliar
pentru 2 saptamani, comparativ grupului trangenic SM22 a-Flag Smad7. Deasemenea in
soarecii FVB/N s-au evidentiat diferente majore privind activarea caii de semnalizare TGF-p.
Expresia genelor pro-fibrotice Smad7, Colla2 si a-SMA a fost ridicata semnificativ in grupul
FVB/N in urma BDL. Expresia indicatorilor fibrotici de mai sus a fost redusa semnificativ in
grupul SM22 a-Flag Smad7 care a fost expus legarii ductului biliar (Fig.5).

WT WT Tg Tg Tg WT BDL 2 weeks

Smad7 (813bp)
Flag Smad7 (314bp)
Colla2 (597bp)

a-SMA (575bp)

rSé6

Fig. 5. Analiza PCR pentru detectia expresiei genelor Flag Smad7, Smad7, coll a 2, si a-SMA in tesuturile
hepatice colectate de la soareci in urma operatiei de BDL.



4.3 Supraexprimarea genei Smad7 in HSCs determina scaderea valorilor
crescute ale enzimelor hepatice la soarecii transgenici carora li s-a legat
ductul biliar.

La sfarsitul perioadei de 2 saptamani au fost colectate 500 pl de sange de fiecare soarece
pentru analiza nivelurilor enzimelor hepatice. S-au analizat modificarile in concentratia
sanguina a urmatoarelor enzime hepatice: ALT, AST, AP precum si nivelurile de bilirubina
totala. S-a demonstrat ca nivelurile enzimelor hepatice sunt crescute direct proportional cu
stadiul fibrozei hepatice in pacienti. Analiza serologica a aratat ca valorile ALT au fost
crescute in grupul FVB/N expus la BDL (570 = 6.7 U / L) comparativ cu soarecii trangenici
expusi la BDL (220 + 3.7 U / L) care au prezentat valori apropiate de nivelurile enzimatice
normale (p <0,05) (Fig. 6A). In mod similar nivelurile de ALT masurate in plasma soarecilor
transgenici au fost reduse comparativ cu valorile inregistrate in plasma grupului FVB/N
expus la BDL (620 £ 6.1 U / L vs 200 + 25 U / L) (p <0,05) (Fig. 6B). Nivelurile de
fosfataza alcalina masurate, au fost in jurul valorii de 2400 + 9.8 U / L in grupul FVB/N
expus la BDL tratament. In urma supraexprimarii Smad7 in grupul de animale transgenice
expuse la BDL, s-a constatat o reducere in AP de pana la 181.5 + 11.5 (U / L) (Fig 6C).
Analiza nivelurilor de bilirubina totald a demonstrat o crestere majora in grupul FVB/N expus
la BDL (adica 10 mg / dl), care a fost inhibata in animalele SM22 o-Flag Smad7 expuse
aceluiasi tratament (0.510 mg / dl) (p <0,05) (Fig 6D).
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Fig. 6. Supraexprimarea genei Smad7 in HSCs reduce valorile ridicate ale enzimelor hepatice la soareci
transgenici carora li s-a legat ductul biliar. Markeri utilizati pentru masurarea functiei hepatice in plasma, (A)
ALT, (B) AST, (C) ALP, si (D) bilirubina totala. Concentratiile serice au fost masurate la 400 nm utilizand Kitul
VITROS; n, numarul de animale investigate 1n trei masuratori consecutive(n = 4).



4.4 Supraexprimarea genei Smad7 in HSCs reduce depunerile hepatice de
colagen la soarecii transgenici carora li s-a legat ductul biliar.

Ca prin pas in intelegerea modificarilor morfologice induse de BDL am analizat depunerea
fibrelor de colagen in tesutul hepatic din grupurile FVB/N si SM22 o-Flag Smad7. Colorarea
cu Picro sirius rosu a demonstrat prezenta fibrozei perisinusoidale, periportale, si peribiliara,
ca rezultat al formarii de septe fibrotice in grupul FVB/N expus la BDL comparativ cu grupul
placebo operat (Fig. 7A). Analiza cantitativa a continutului de colagen in sectiunile de la ficat
la soareci SM22 a-Flag-Smad7 Tg a demonstrat rezolutia partiala a septelor fibrotice. Cu
toate acestea, depunerea de ECM a ramas observata intr-o mica masure in zona periportala si
peribiliara (Fig. 7B). Nu s-a observat nici o diferenta in expresia de colagen intre grupurile
placebo de soareci FVB/N and si SM22 a-Flag-Smad?7.
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Fig. 7.(A) Supraexprimarea genei Smad7 in HSCs reduce depunerile hepatice de colagen la soareci transgenici
carora li s-a legat ductul biliar. Tehnica de colorare cu Picro Sirius rosu a fost efectuata in scopul determinarii



depunerilor de colagen; (marire x 15). (B) Pentru cuantificarea morfometrica a depunerilor de colagen in tesutul
hepatic (n = 4/ grup) a fost utilizat programul LEICA QWIN (Germania).

4.5 Supraexprimarea genei Smad7 in HSCs determinascaderea sintezei de
a-SMA la soarecii transgenici carora li s-a legat ductul biliar.

Celulele miofibroblaste sunt caracterizate de expresia ridicata a o-SMA, principalul
component al matricei extracelulare. Nivelurile de a-SMA au fost demontrate a fi crescute
indirect proportional cu afectarea hepatica. Pentru a delinea efectul supraexprimarii protei
Smad7 asupra sintezei de a-SMA sectiunile de tesut hepatic apartinand grupurilor FVB/N si
SM22 a-Flag-Smad7 au fost supuse analizei histochimice. Numarul celulelor pozitive pentru
o-SMA, au fost semnificativ scazut in soarecii SM22 o-Flag-Smad7 expusi la BDL
comparativ cu grupul control FVB/N la 2 siptimani dupa BDL (Fig.8A). Tn concluzie,
analiza morfometrica a demonstrat ca reducerea sintezei de a-SMA este atribuita inhibarii
activarii HSCs, ca urmare a supraexprimarii Smad7 (Fig.8B).
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Fig. 8. Supraexprimarea genei Smad7 in HSCs determina scaderea sintezei de a-SMA la soarecii transgenici
carora li s-a legat ductul biliar. (A) colorare imunohistochimica pentru a-SMA ca un marker pentru HSCs
activate. (B) Pntru cuantificarea morfometricd de colorare imunohistochimicd a o-SMA zece domenii au fost
selectate aleator din fiecare sectiune a diferitelor grupuri (n = 4 / grup) a fost folosit programul LEICA QWIN
(Germania).

4.6 Supraexprimarea genei Smad7 in HSCs reduce procesul inflamator la
soarecii transgenici carora li s-a legat ductul biliar.

Majoritatea celulelor inflamatoare care se acumuleaza si populeaza ficatul in bolile hepatice
sunt reprezentate de macrofage care pot fi colorate imunohistochimic cu ajutorul anticorpilor
fata de markerul CD68. Analiza tesutului hepatic a aratat infiltrarea celulelor pozitive pentru
CD68 in grupul FVB/N expus la BDL comparativ cu grupul operat placebo. Concomitent cu
scaderea expresiei de a-SMA in grupul animalelor transgenice expuse la BDL, s-a observat si
o reducere a infiltratelor inflamatoare Tn soarecii transgenici Smad7, dupa 2 saptamani de
BDL (Fig.9A). Analiza morfometrica confirma faptul ca supraexprimarea Smad7 HSCs
inhiba procesul hepatic inflamator induse de BDL (Fig.9B).
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Fig. 9. Supraexprimarea genei Smad7 in HSCs reduce procesul inflamator la soarecii transgenici carora li s-a
legat ductul biliar. (A) colorare imunohistochimica pentru CD68 ca marker pentru macrofagele activate. (B)
Pentru cuantificarea morfometricd a CD68 au fost selectate aleator 10 campuri vizuale din 5 sectiuni pentru
fiecare animal (n = 4 / grup).

4.7 Efectele moleculare dependente de supraexprimarea Smad7 in HSCs

Pentru a intelege in detaliu efectele moleculare ale supraexprimarii Smad7 in celulele
hepatice stelate am utilizat tehnica microarray. HSCs au fost infectate cu AdSmad7 sau
AdLacZ (control) iar lizatele celulare au fost colectate la 3 si 7 zile de la punerea in cultura.
Pe baza proceselor biologice in care sunt implicate, genele a caror expresie a fost afectata de
supraexprimarea Smad7, au fost grupate in asa numitele grupuri GO. Supraexprimarea genei
Smad7 afecteaza o0 mare varietate de procese biologice cum ar fi semnalizarea si diferentierea
celulara, procesele de dezvoltare sau procesele metabolice. Pentru validarea datelor
microarray prin gPCR, am selectat 12 gene a caror exprimare a fost semnificativ afectata de
Smad7.

Expresia ARNm pentru receptorul 1 TGF-p nu a fost modificata Tn timpul transdiferentierii
HSCs in miofibroblaste. Analiza qPCR in celulele infectate cu AdSmad7 a confirmat
expresia ridicata a genelor Cyp4B1, BMP2, SGIII, Zfp423, Pla2g2a si reducerea in expresie a
genelor EST189231, OIrl ID1 aceste modificari fiind independente de timpul in care HSCs
au fost cultivate. Expresia genei HK2 a fost redusa in HSCs infectate cu Smad7 si cultivate
pentru 3 zile, in contrast cu expresia ridicata a aceleiasi gene la 7 zile in cultura (Fig.10A, B).
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Fig. 10. Validarea rezultatelor microarray folosind analiza PCR cuantitativa. (A): Analiza SYBR Green PCR a
fost utilizata pentru a compara nivelurile de exprimare a ARNm in 12 gene selectate, si care au fost infectate, fie
cu AdLacZ sau AdSmad7. Rezultatele sunt prezentate ca nivel de exprimare relativa in log2. HSCs cultivate
pentru 3 zile (coloanele gri deschis) sau 7 zile (coloanele gri inchis) dupa infectia adenovirala. Valorile obtinute
sunt 0 medie a trei masuratori efectuate in duplicat (B): puritatea si integritatea ARN-ului total a fost verificata
prin electroforeza pe gel de agarozd/formaldehida. Linia 1: LacZ, 7 d, Linia 2: LacZ, 3 d; Linia 3: Smad7, 7 d,
Linia 4: Smad 7, 3 d; Linia 5: celule control netratate, 7 d, Linia 6: celule control netratate, 3d .

Gena pentru HK2 controleaza expresia enzimei hxokinaza 2, cunoscuta ca una din ezimele
principale implicate in procesul de glicoliza si procesul de diviziune celulara. Potrivit
rezultatelor analizei microarray si qPCR, expresia HK2 este redusa semnificativ in urma
supraexprimarii Smad7. In general, TGF-p are efecte inhibitoare asupra proliferarii HSCs
comparartiv cu efectele stimulatoare observate in miofibroblaste. Expresia HK2 ar putea fi
indusa de TGF-B in timpul activarii HSCs, stimuland, ulterior, proliferarea si
transdiferentierea HSCs in miofibroblaste. Celulele hepatice stelate au nevoie de energie
suplimentara in cursul procesului de transdiferentiere si astfel TGF-B actioneaza prin
inducerea procesul de glicoliza prin interemediul HK2. Aceaste rezultate indica o legatura
directa intre procesul de fibroza modulat de TGF-B si nivelul ridicat de glicoliza hepatica
(Fig.11).
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Fig. 11 Interactiunea biologica intre procesul de glicoliza hepatica si genele a caror expresie este regulata de
supraexprimarea Smad7 in HSCs. Gene a caror expresie a fost indusa de Smad7 (culoare rosie); Gene a caror
expresie a fost suprimata de Smad7(culoare verde). Datele au fost analizate utilizand programul Arhitect
Pathway (Stratagene).



5. Discutii

Celulele miofibrobloblaste hepatice sunt considerate o tinta principala in terapia anti-
fibrotica. Tn ficatul fibrotic, celulele hepatice stelate (HSCs) activate contribuie in proportie
de 80% la productia de colagen [1]. Desi HSCs sunt considerate ca o0 sursa majora de
miofibroblaste, nu sunt unica sursa de celule producatoare de colagen in ficatul fibrotic [1].
Recent au fost publicate studii demostrand participarea hepatocitelor in procesul de
fibrogeneza [4]. Activarea caii de semnalizare prin TGF-f3 este recunoscuta ca o forta majora
in generarea si sustinerea procesulul fibrotic. Strategiile de blocare ale acestei cai de
semnalizare au fost folosite cu succes in tratarea sau rezolutia partiala a procesului fibrotic in
diferite modele experimentale [3]. Smad7 este un inhibitor al superfamiliei de citokine TGF-
B, iar studiile recente au demonstrat ca Smad7 joaca un rol important in modularea activitaii
acestei cai de semnalizare atat in pacienti cat si experimental. Doua abordari recente au
utilizat infectia adenovirala cu Smad7 ca si cale de inhibare a caii de semnalizare TGF-§, cu
scopul evidentierii rezolutiei fibrozei pulmonare experimentale la soarecei indusa de
tratamentul cu bleomicina [9]. AdSmad7 administrat intratraheal la soarecii tratati cu
beomicina a redus fosforilarea Smad2, ARNmM pentru colagen I, si continutul de
hidroxiprolina. Aceste rezultate sugereaza faptul ca Smad7 ar avea un potential crescut de a
trata fibroza pulmonara.

Rezultatele noastre indica faptul cd HSCs au ramas intr-o faza staticd datorata
supraexprimarii Smad7 confirmand astfel rolul important al TGF—f in faza initiala de activare
a HSCs. Soarecii transgenici SM22 a-Flag-Smad7 in care gena pentru Smad7 este sub
controlul promotorului SM22 o au fost generati pentru a demonstra ideea de mai sus.
Supraexprimarea Smad7 a fost indusa de activarea HSCs datorata ligarii ductului biliar la
soareci. Fibroza hepatica experimentala a fost prin urmare rezultatul procesului de colestaza.
Ca si control au fost utilizati soarecii FVB/N. Canalului biliar comun a fost legat de doua ori
sau doar atins in grupul control iar animalele au fost lasate sa se recupereze. 2 saptamani de la
declansarea colestazei animalele au fost sacrificate si tesuturile colectate pentru determinarile
enzimatice si histologice.

Datele prezentate demonstreaza o expresie ridicata a ARNm pentru Smad7 in grupul de
soarecii control carora li s-a legat ductul biliar, comparativ grupului trangenic SM22 a-Flag
Smad7. Deasemenea in soarecii FVB/N s-au evidentiat diferente majore privind activarea caii
de semnalizare TGF-B. Expresia genelor pro-fibrotice Smad7, Colla2 si a-SMA a fost
semnificativ crescuta in grupul FVB/N datorata BDL. Expresia indicatorilorfibrotici de mai
sus a fost redusa semnificativ in grupul SM22 a-Flag Smad7 expus legarii ductului biliar.
Nivelurile enzimelor hepatice a fost demontrat a fi crescute direct proportional cu stadiul
fibrozei hepatice in pacienti [13]. Cum era de asteptat in conditiile experimentale prezente,
concentratiile serice ale AST, ALT, bilirubina totald si fosfataza alcalina au fost reduse
semnificativ Tn soarecii transgenici SM22 o-Flag-Smad7 expusi la BDL comparativ cu
grupul operat FVB/N. Acest rezultat poate fi explicat prin proprietatile antifibrotice ale
Smad7 datorate inhibarii caii de semnalizare TGF-p in HSCs.



Colagenul produs de HSCs activate este unul din componentele principalele ale matricei
extracelulare in ficatul fibrotic [10]. Colorarea cu Picro sirius rosu a demonstrat prezenta
fibrozei perisinusoidale, periportale, si peribiliara, rezultdnd in formarea de septe fibrotice in
grupul FVB/N expus la BDL comparativ cu grupul placebo operat. Analiza cantitativa a
continutului de colagen in sectiunile de la ficat la soareci SM22 a-Flag-Smad7 Tg a
demonstrat rezolutia partiala a septelor fibrotice. Celulele miofibroblaste sunt caracterizate de
expresia ridicata a a-SMA, principalul component al matricei extracelulare. Nivelurile de a-
SMA au fost demontrate a fi crescute indirect proportional cu afectarea hepatica [5]. In
experimentul prezent numarul celulelor pozitive pentru a-SMA, au fost semnificativ redus in
soarecii SM22 a-Flag-Smad7 expusi la BDL comparativ cu grupul control FVB/N, ceea ce a
demonstrat faptul ca reducerea sintezei de a-SMA este atribuita inhibarii activarii HSCs, ca
urmare a supraexprimarii Smad?7.

In cele din urma, am examinat rata inflamatoare, care insoteste de obicei, fibroza hepatica, in
functie de exprimarea specifica a Smad7 in HSCs. Analiza tesutului hepatic a aratat
infiltrarea celulelor pozitive pentru CD68 in grupul FVB/N expus la BDL comparativ cu
grupul operat placebo. Concomitent cu scaderea expresiei de a-SMA in grupul animalelor
transgenice expuse la BDL, s-a observat si o reducere a infiltratelor inflamatoare in soarecii
transgenici Smad7, dupa 2 siptimani de BDL. In mod similar, supraexprimarea Smad7 in
rinichi a inhibat procesul de inflamatie si fibroza renala [6].

Pentru a intelege in detaliu efectele moleculare ale supraexprimarii Smad7 in celulele
hepatice stelate am utilizat tehnica microarray. Modificarile in expresia genica ca urmare a
supraexprimarii Smad7 in HSCs ar putea fi considerate puncte de plecare cu potential de a
caracteriza in detaliu procesul de fibrogeneza hepatica. Supraexprimarea genei Smad7
afecteaza 0 mare varietate de procese biologice cum ar fi semnalizarea si diferentierea
celulara, procesele de dezvoltare sau procesele metabolice.

Gena pentru HK2 controleaza expresia enzime hxokinaza 2, cunoscuta ca una din ezimele
principale implicate in procesul de glicoliza si procesul de diviziune celulara [11]. Potrivit
rezultatelor analizei microarray si gPCR, expresia HK2 este redusa semnificativ in urma
supraexprimarii Smad7. In general, TGF-p demonstreaza efecte inhibitoare asupra proliferarii
HSCs comparativ cu efectele stimulatoare observate in miofibroblaste. Expresia HK2 ar
putea fi indusa de TGF-B in timpul activarii HSCs, stimuland, ulterior, proliferarea si
transdiferentierea HSCs in miofibroblaste.

Efectele fiziologice ale metabolismului glucozei in ficat sunt atribuite in mod traditional
hepatocitelor care in timpul procesului de fibroza actioneaza prin activarea procesului de
hiperglicemie si rezistenta la insulina [14]. Cu toatea acestea se poate specula ca in tipul
procesului de fibrogeneza, HSCs activate au nevoie de energie suplimentara pentru a
prolifera si astfel glicoliza este stimulata in aceste celule prin activarea caii de semnalizare
TGF-p.

Aceaste rezultate indica o legatura directa intre procesul de fibroza modulat de TGF-B si
nivelul ridicat de glicoliza in HSCs activate.



6. Concluzii

In concluzie datele prezentate subliniazaimportanta caii de semnalizare TGF-3 in dezvoltarea
fibrozei hepatice, datorata activarii in HSCs.Mai mult decat atat, blocarea caii de semnalizare
prinTGF-B datora supraexprimarii Smad7 in celulele hepatice stelate este suficienta pentru a
obtine un rezultat benefic. Datele in vivo evidentiaza ca supraexprimarea genei Smad7 inhiba
transdiferentierea HSCs in miofibroblaste si atenueaza gradul de fibroza sugerand posibila
dezvoltare a unui tratament antifibrotic de care pacientii pot beneficia.

7. Cuvinte cheie
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