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zanétu béhem jaterni fibrézy po podavani Carotuximabu
Autor: Veronika Siroka
Vedouci diplomové prace: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Cil prace: Cilem této diplomové prace bylo analyzovat zmény exprese endoglinu a markert
zanétu VCAM-1 a ICAM-1 u experimentdlniho my$iho modelu jaterni fibrozy, ktera byla
indukovéana podévanim diety s obsahem 3,5-diethoxykarbonyl-1,4-dihydro-2,4,6-kolidinu
(DDC). Dalsim cilem bylo objasnit vliv poddvani carotuximabu na expresi téchto markert po

indukeci fibrozy a zjistit, zda carotuximab inhibici endoglinu ovliviiuje proces jaterni fibrozy.

Metody: Experimentalni mySi byly rozdé€leny do tfi skupin — kontrolni skupina, které¢ bylo
podavano standardni krmivo (chow diet), DDC skupina, které bylo poddvano krmivo
obohacené o DDC, askupina DDC/TRC105, které byl soubézné k DDC dieté podavan
carotuximab. Vzorky jaterni tkdné ze vSech tfi skupin byly podrobeny histochemickému
barveni pro priikaz steatdzy (svételna mikroskopie) a neptimé imunohistochemické analyze pro
priukaz exprese bunécnych adheznich molekul ICAM-1 (fluorescencni mikroskopie),
VCAM-1 a endoglinu (svételnd mikroskopie). Dale byla provedena imunofluorescen¢ni

detekce kolokalizace endoglinu a VCAM-1.

Vysledky: Vysledky této diplomové prace ukazuji, ze DDC dieta indukovala rozvoj jaterni
fibrozy a zanétu, ovSem bez ucasti endoglinu, jehoz exprese byla u DDC a DDC/TRC105
skupiny oproti kontrolni skupiné snizend. Rozvoj zanétu byl u DDC a DDC/TRC105 skupiny
potvrzen zvySenou expresi ICAM-1 v endotelovych bunikdich a VCAM-1 v cholangiocytech.
Kolokalizace endoglinu a VCAM-1 nebyla prokazana. Podavani carotuximabu nemélo vliv na

zmény exprese endoglinu, [CAM-1 ani VCAM-1.

Zaver: Byl prokdzan rozvoj zdnétu u DDC a DDC/TRC105 skupiny detekci exprese zanétlivych
markerit I[CAM-1 a VCAM-1. Snizeni exprese endoglinu v jaterni tkani zvifat, kterym byl

wrwe

rozvoj fibrozy. Podavani carotuximabu tedy nemélo vliv na rozvoj fibréozy a expresi



sledovanych markerii, nebot’ endoglin, cil plisobeni carotuximabu, byl jiz snizen samotnym
podavanim DDC. Pouziti experimentadlniho DDC modelu tedy neni vhodné pro zkoumani vlivu

carotuximabu na rozvoj jaterni fibrozy.

Kli¢ové slova: carotuximab (TRCI105), endoglin, fibréza, ICAM-1, imunohistochemie,
nealkoholové ztuénéni jater (NAFLD), VCAM-1, zanét




Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department of Biological and Medical Sciences

Title of Diploma Thesis: Immunohistochemical analysis of endoglin expression and

biomarkers of inflammation during liver fibrosis after Carotuximab administration
Author: Veronika Siroka
Supervisor of Diploma Thesis: prof. PharmDr. Petr Nachtigal, Ph.D.

Background: The aim of this diploma thesis was to analyze changes in the expression of
endoglin and markers of inflammation VCAM-1 and ICAM-1 in liver in an experimental mouse
model of liver fibrosis, which was induced by administration of a diet containing
3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydro-2,4,6-collidine (DDC). Another aim was to elucidate the
effect of carotuximab administration on the expression of these markers after fibrosis induction,
and to determine whether carotuximab administration effects the process of liver fibrosis by

endoglin inhibition.

Methods: The experimental mice were divided into three groups — the control group, which was
fed a standard (chow) diet, the DDC group, which was fed a DDC-supplemented diet, and the
DDC/TRC105 group, which was administrated by carotuximab along with the DDC diet. Liver
tissue samples from all three groups were subjected to histochemical staining to detect steatosis
(light microscopy) and indirect immunohistochemical analysis to detect endoglin, VCAM-1
(light microscopy) and ICAM-1 (fluorescence microscopy) expression. In addition,

immunofluorescence detection of endoglin and VCAM-1 colocalization was performed.

Results: The results of this diploma thesis show that the DDC diet induced the development of
liver fibrosis and inflammation without the participation of endoglin. Endoglin expression was
reduced in the DDC and DDC/TRC105 groups compared to the control group. The development
of inflammation was confirmed in the DDC and DDC/TRC105 groups by an increased
expression of ICAM-1 in endothelial cells and VCAM-1 in cholangiocytes. Endoglin and
VCAM-1 colocalization was not proved. Carotuximab administration did not affect the changes

in endoglin, ICAM-1 nor VCAM-1 expression.

Conclusion: The development of inflammation has been demonstrated in the DDC and

DDC/TRC105 groups by detecting the expression of the inflammatory markers ICAM-1 and



VCAM-1. The decrease of endoglin expression in the liver tissue of animals treated with DDC
is probably due to the direct action of DDC, regardless the development of fibrosis. Thus,
carotuximab administration did not affect the development of fibrosis and the expression of the
observed markers, as endoglin, the target of carotuximab, was already reduced by DDC
administration alone. Therefore, the use of an experimental DDC model is not suitable for

investigating the effect of carotuximab in the development of liver fibrosis.

Key words: carotuximab (TRCI105), endoglin, ICAM-1, fibrosis, immunohistochemistry,
inflammation, non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), VCAM-1
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1 Uvod

Nealkoholové ztu¢néni jater (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD) je metabolické
onemocnéni, jehoz prevalence stoupa alarmujicim tempem zejména v zemich zépadniho
svéta[1]. NAFLD pokryva spektrum chorobnych stavii jako je nevyrazna steatoza,
nealkoholova steatohepatitida i fibréza. Ackoli se jedna o onemocnéni, které se mize vyvinout
do velmi zavaznych stadii vCetné cirhdzy a hepatocelularniho karcinomu, v soucasné dobé
neexistuje farmakoterapie cilena na jatra, kterd by uméla zastavit nebo alesponn zpomalit
progresi [1] [2]. U pacienti s NAFLD se casto soucasné vyskytuje diabetes mellitus 2. typu
(DM2), a tyto dva stavy jsou vzajemné provazany [3]. Pii dosazeni remise NAFLD upravou
Zivotospravy a snizenim télesné hmotnosti dochdzi ke snizeni rizika vyvoje DM2.
Farmakoterapie, ktera by pozitivné ovliviiovala NAFLD, by tedy mohla byt perspektivni i pro
prevenci a ptripadné 1écbu DM2 [4].

Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktery je soucasti receptorového komplexu
pro transformujici ristovy faktor B (TGF-B) [5]. Podili se na fyziologické funkci cévniho
endotelu, ale také hraje zasadni roli béhem rtiznych patologickych procest véetné fibrozy [6].
Konkrétné v jatrech endoglin spousti aktivacni kaskadu, kterd vede k profibrogennimu

efektu [7].

Intercelularni adhezni molekula ICAM-1 a vaskularni bunéénd adhezni molekula
VCAM-1 jsou transmembranové proteiny, které patii do nadrodiny imunoglobulinovych
adheznich molekul. Hraji dileZitou roli pfi zanétlivych procesech a jejich exprese v jatrech pii

zanétlivém poskozeni stoupa [8].

Carotuximab je chimerickd monoklondlni protilatka, kterda blokuje pusobeni
endoglinu [9]. Jeho antiangiogenni UCinek s protinddorovym potencidlem byl zkouman
v nékolika experimentalnich studiich. Mimo inibici neoangiogeneze se také zda byt zajimavy
jeho vliv na sniZeni poctu fibroblastli asociovanych s nddorem (cancer-associated fibroblasts,

CAF) u experimentélnich nadorovych modeli [10].

Tato diplomové prace se zamétuje na imunohistochemickou analyzu exprese endoglinu
a markerii zanétu v jaterni tkani poskozené fibrozou u experimentalniho zvifecitho modelu,

a zménu jejich exprese pii soubéZzném podavani carotuximabu.
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2 Teoreticka ¢ast

2.1 Jatra

Jatra jsou druhym nejvétSim organem lidského téla. Predstavuji pfechod mezi travicim
systémem a krvi, protoze zpracovavaji ziviny vstfebané travicim traktem a ptetvareji je na

formu vyuzitelnou ostatnimi organy. Jatra jsou uloZena pod branici v duting bfisni [11].

2.1.1 Histologie jater

Jatra jsou pokryta tenkou vazivovou membranou (capsula Glissoni), ktera je zesilena
v oblasti jaterni branky. Jaterni brankou vstupuji cévy a nervové pletené, vystupuje zlu¢ovod.
Vazivo z této oblasti se vEtvi, zanofuje se do parenchymu a vytvafi jaterni lalicky (lobulus
venae centralis), které maji polygonalni tvar (viz obrazek 1). Tyto jaterni laliicky jsou tvofeny
jaternimi epitelovymi buiikami — hepatocyty. Hepatocyty maji jedno az dvé okrouhla jadra
a obsahuji velké mnozstvi drsné¢ho i hladkého endoplazmatického retikula. Hepatocyty jsou
uspofddany do tramcli a radidlné se sbihaji v jedné az dvou vrstvach do stiedu lalacku

k centralni véné [11].

Prostor mezi tramci hepatocytl je vyplnén sinusoidami — jaternimi kapilarami, které jsou
zpevnény retikularnimi vladkny. Mezi buiitkami endotelu sinusoid a hepatocyty se nachazi
Disseho prostor. Do tohoto prostoru se vychlipuji mikroklky hepatocyti, které se tak dostavaji
do tésného kontaktu s krvi. Diky tomu je umoZnéna snadna vyména makromolekul jako
napiiklad albuminu, fibrinogenu ¢i lipoproteinli. Tento prostor také obsahuje hvézdicovité
Itovy bunky, které uchovavaji tuky a skladuji exogenni vitamin A ve formé retinyl esterd.
Sinusoidy na luminalni stran¢ endotelovych bunék obsahuji makrofagy — Kupfferovy bunky.
V jaternich sinusoidach se nachazeji také Pit buiiky — typ NK bunék specificky pro jatra, ktery
se vyznacuje vyraznou cytotoxickou aktivitou [11] [12]. Vrcholy jaternich laltic¢kt jsou tvofeny
portobiliarnimi prostory, ve kterych jsou portalni triady (zrias hepatis). V portalni triadé se
nachdazi interlobularni zila (vétev vena portae), interlobularni arterie (vétev arteria hepatica),

interlobularni zlu¢ovod a doprovodné lymfatické cévy [11] [13].
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Obrazek 1: Znazornéni jaterniho laliiCku. Ve stredove casti jaterniho laliicku se nachdzi
centralni zila, v portobiliarnim prostoru se nachdzi interlobularni Zlucovy kandlek,
interlobularni Zila a interlobuldarni arterie. Mezi tramci hepatocytii prochadzi sinusoidy.

Prevzato z [13].

Do jater se krev z vétSiny dostava skrze vena portae, kterd ptinasi odkyslicenou krev se
vstfebanymi Zivinami z orgdnil dutiny bfiSni. Vena portae je tvofena endotelovymi plochymi
buitkami uspofddanymi v jedné vrstvé. VEtvi se a Usti do portalnich tridd ve form¢ portalnich
venul. Tyto portalni venuly, neboli interlobuldrni vény, se dale rozvétvuji na distribu¢ni vény,

které se na periferii jaternich lalacka vlévaji do sinusoid [11].

Jatra jsou Castecné zasobena krvi 1 skrze arteria hepatica, kterd naopak vede z bfiSni aorty
krev okysli¢enou. Arteria hepatica je stejn¢ jako vena portae tvotena endotelovymi plochymi
buiikami a také se vétvi na interlobularni arterie, které nalezneme v portobilidrnim prostoru.
Né&které interlobularni arterie vytvaii vstupni arterioly, které kon¢i piimo v jaternich

sinusoidach. Krev v sinusoidéch je tedy smési krve vendzni i arteridlni [11] [13].

Sinusoidy se paprskovit¢ sbihaji smérem od periferie k centru lalicku, kde splynou
v centralni Zilu. Tato centralni zila ma endotelové bunky zpevnéné fidkou vrstvou kolagennich
vlaken. Centralni zila Gsti do sublobularni Zily. Tyto zily z jednotlivych laltickt spolu splyvaji
a vytvaieji venae hepaticae, které Usti do dolni duté Zily. Kyslik a latky vsttebané ve stfeve se
tedy nejprve dostanou k periferii a aZ poté k centralni ¢asti lalticku. Hepatocyty se vzajemné
1i$i strukturdln€, histochemicky 1 biochemicky v zéavislosti na vzdalenosti umisténi od
portalnich tridd. V této souvislosti se pouzivad pojem jaterni acinus, ktery je zndzornén na

obrazku 2 [11][13].
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Obrazek 2: Grafické znazornéni tii funkéné-strukturdlnich jednotek jater. Jaterni acinus
je rozdélen do tri zon v zavislosti na vzdalenosti od portalnich triad. Zona I je nejlépe zasobena

kyslikem a Zivinami, zona Il naopak nejméné. Prevzato z [13].

V oblasti vena centralis se formuji zlucové kanalky. Jednd se o vytvorené kanalky
tésnymi spoji mezi hepatocyty. Tyto kanalky tvofi sit’ podél ploten hepatocytii, vlévaji se do
intralobuldrnich zlucovodu s kubickym epitelem tvofenym cholangiocyty (Heringovy kanaly)
a vedou do interlobularnich zlucovych kanalkii v portobiliarnich prostorech. Tyto zlucové
kanalky postupné¢ sili v ductus hepaticus, ktery ma cylindricky epitel. Smér toku Zluci je tedy

opacny nez smér toku krve [11] [13], jak je zndzornéno na obrazku 3.

portal venule
bile ductule

/ -
/ Kupffer cell sinusoid
1R o
e (%
ey e]
\ %‘L‘q} central
\ vein ]
\ /
~ —
~N stellate cel

space of Disse

hepatic arteriole

hepatocyte endothelial cell

Obrazek 3: Grafické znazornéni histologie jaterniho laliicku. Z portobiliarni oblasti
pritéka krev z vena portae a arteria hepatica smerem do vena centralis. Opacnym smérem tece
zluc¢ zlucovymi kandlky. V sinusoidach se nachazi Kupfferovy buiiky. V Disseho prostoru se

nachazi hvezdicovité bunky. Prevzato z [14].
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2.1.2 Funkce jater

Jatra jsou dulezitym organem, ve kterém dochazi k syntéze tady latek, odbouravani
xenobiotik, exkreci zlu¢i a metabolismu mnoha substrati. V jatrech jsou tvofeny ZluCové
kyseliny, cholesterol, lipoproteiny, dochazi zde k vychytavani a oxidaci mastnych kyselin,
lipogenezi (pfeména sacharidl na tuky). Jatra predstavuji zasobarnu energetickych metaboliti —
tuky jsou skladovany ve formé triacylglyceroll, cukry ve formé glykogenu. Déle dochazi
ke glykogenolyze a glukoneogenezi (pfeména tuki a aminokyselin na glukézu), coz ma
za nasledek regulaci hladin gluko6zy. Probiha zde degradace aminokyselin a tvorba mocoviny,

ktera je prenasena krevnim fecistém do ledvin a odtud vylu¢ovana moci [11].

V drsném endoplazmatickém retikulu hepatocyti probihd syntéza vétSiny bilkovin,
které jsou nasledné jatry exportovany dale. Syntéza piiblizné¢ 5 % bilkovin probiha
1 v Kupfferovych bunkach. Mezi tyto bilkoviny fadime plazmatické proteiny, které udrzuji
onkoticky tlak krve (albumin), ¢i hemokoagulaéni faktory (napf. protrombin, fibrinogen). Jatra
také produkuji angiotenzinogen [11]. Dale také udrzuji zasoby zeleza, médi, kobaltu, vitaminu

B12 a vitaminu D. Hvézdicovité Itovy buniky skladuji vitamin A [15].

Mezi dalsi funkce Kupfferovych bun€k patii priblizné 10% tvorba erytropoetinu [13],
vétSina erytropoetinu je pak syntetizovana v ledvinach. Fagocytujici Kupfferovy buiky
zabranuji pronikani pfipadnych mikroorganismi do systémové cirkulace [15]. Dale tvofi
zlu€ové barvivo bilirubin, jeZ vzniké prevazné rozpadem hemoglobinu. Bilirubin je nasledné
pienasen do hepatocytli. Hepatocyty zachycuji, preménuji a vylucuji latky obsazené v krvi do
zlu¢ovych kandlkli. Hladké endoplazmatické retikulum obsahuje enzymy, které zajist'uji
detoxikaci chemickych latek a 1ékii pomoci konjugace, oxidace ¢i methylace. Zde je tedy
bilirubin konjugovan s kyselinou glukuronovou na slou€eninu rozpustnou ve vod¢ a poté je ve

formé¢ bilirubin-glukuronidu vyluc¢ovéan do zlu€ovych kanalki [11].

Zlu¢ ma dilezitou funkci v emulzifikaci tuk®l v travicim traktu a v jejich nasledné
absorpci. Jednim ze zdroji zlu€i jsou primarni Zlucové kyseliny syntetizované v jatrech
z cholesterolu — kyselina cholova a chenodeoxycholova [13]. Soli zluCovych kyselin jsou
vylucovany z hepatocytli do Zlucovych cest. Témito cestami se dostanou do Zluéniku a z néj do
tenkého stfeva. Stfevni bakterie pfevadéji nékteré z téchto primarnich soli na sekundérni
zlucové soli — deoxycholat a litocholat. Ze stfeva se tyto sekundarni soli zlu¢ovych kyselin
z vétSiny resorbuji zpét do krve v portalnim ob¢hu, ale Caste¢né jsou i vylouceny do stolice.
Z portalniho obéhu se dostanou opét k hepatocytim, kde se ptfidaji k malému mnozstvi
zluCovych soli syntetizovanych v jatrech [15].
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Jatra detoxikuji a vylu¢uji mnoho prevazné lipofilnich substanci, které se bud’ tvofi
v priibéhu metabolismu (napf. bilirubin, steroidni hormony), anebo kter¢ ptichdzeji ze stfevniho
traktu. Nejdiive je nutnd primarni biotransformace téchto hydrofobnich latek. V prvnim kroku
jsou k hydrofobnim substancim pomoci enzymli monooxygenaz piidany reaktivni OH, NH»
nebo COOH skupiny. Ve druhém kroku jsou tyto substance konjugovéany s kyselinou
glukuronovou, acetatem, glutathionem, glycinem, sulfatem atd. Tyto konjugaty se tak stavaji
rozpustné ve vodé a mohou byt nasledn¢ zpracovany ledvinami a vylou¢eny moci, nebo mohou
byt vylouceny do zluci jaternimi bunikami a exkretovany stolici. Cholesterol a triacylglyceroly
(TAG) importované ze stfev a noveé syntetizované v jatrech jsou ve formé¢ VLDL exportovany

z jater na periferii [16].

2.2 Nealkoholové ztucnéni jater

Pti dlouhodobé nerovnovaze mezi piijmem a vydejem energie, ptipadné pii poruchach
Pokud se tyto lipidy ukladaji v jinych orgénech a tkanich nez k tomu uréenych, mluvime
o ektopické kumulaci tuku [3]. Nealkoholové ztucnéni jater (non-alcoholic fatty liver disease,
NAFLD) je metabolické onemocnéni, které je definovano jako ektopicka kumulace tuku
v jatrech u osob, u kterych nebyl prokazin ptedchdzejici abuzus alkoholu [17]. Toto
onemocnéni je silné spojeno s obezitou a diabetem mellitem 2. typu (DM2). NAFLD je
nejCastejsi pricinou jaterniho poSkozeni v zapadnim svété, a prevalence tohoto onemocnéni
celosvétove roste piiblizné stejnym tempem, jako celosvétova epidemie obezity a DM2 [1].
NAFLD pokryva spektrum chorobnych stavii veetné nevyrazné steatdzy, nealkoholové
steatohepatitidy (non-alcoholic steatohepatitis, NASH) a fibrozy, pfi¢emzZ u n€kterych pacienti

muze dojit az k cirh6ze, hepatocelularnimu karcinomu a selhani jater. Zejména rozsah jaterni

vvvvvv

2.2.1 Jaterni fibroza u NAFLD

Fibroticky proces je reparativni reakce tkané na jeji poskozeni. Jatra maji vyjimecné
vysokou schopnost reagovat na poskozeni reparaci. Nicméné, opakované poskozeni muze
vyvolat nekontrolovanou opravu vedouci k nadmérné nahradé zdravého parenchymu jizvou,
kterda omezuje normalni funkci tkang. Profibrotické zmény v jatrech se vyskytuji u vétSiny
chronickych jaternich onemocnéni, v€etné poskozeni v disledku infekce patogeny (virus
hepatitidy B nebo C, Cervi rodu Schistosoma), nékterych ¢kt ¢i toxinl (napf. paracetamol),

alkoholismu, autoimunitnich hepatobiliarnich onemocnéni, metabolickych poruch, jako je
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pietizeni zelezem nebo médi (napt. Wilsonova choroba), a v neposledni fad¢ v diisledku vyse

zminovaného nealkoholového ztucnéni jater [18] [19].

Fibrogeneze zaCina poSkozenim hepatocytii na misté naruseného jaterniho parenchymu,
nebo poSkozenim cholangiocyti u cholestatickych onemocnéni. Toto poSkozeni vede
k uvolnéni zanétlivych mediatori, které maji za cil ptitdhnout dalsi buiikky imunitniho systému,
a k aktivaci Kupfferovych bunék [19], jak je uvedeno na obrazku 4. Na extravazaci leukocytt
do mista poranéni se podileji bunééné adhezni molekuly, viz kapitola 2.4. Jakmile leukocyty
imigruji do tkéan¢, zacinaji uvolnovat vice prozanétlivych a profibrogennich cytokint, ¢imz
zesiluji zanétlivou odpovéd’. V tomto zanétlivém prostiedi se aktivuji jaterni hvézdicovité
buiiky a diferencuji se na aSMA-pozitivni myofibroblasty (u zlu¢ovych chorob se aktivuji také
portalni fibroblasty — fibroblasty sousedici s epitelem zlu¢ovodu), coz je klicové pro jaterni
fibrogenezi [20]. Myofibroblasty maji vysoky prolifera¢ni, migracni a kontraktilni potencial
a jsou hlavnimi producenty fibrotické extracelularni matrix, jako jsou vlakna kolagenu typu I
aIll, elastin, fibronektin, proteoglykany a ostatni [21]. Tyto myofibroblasty progresivné
transformuji okolni extraceluldrni matrix na matrix s vysokou hustotou a zvySenou tuhosti.
Soucasné se snizuje degradace matrix, coz vede k akumulaci matrixové sité a Casem k naruseni
normalni tkdnové architektury, organové dysfunkei, a nakonec organovému selhani, stejn¢ jako

k vyss§i nachylnosti k rozvoji rakoviny jater [19].

Mezi né¢kolik zékladnich fibrogennich drah, které se uplatiuji napfic riznymi
onemocnénimi jater, patii transformujici rustovy faktor B (transforming growth factor 3,
TGF-B), rastovy faktor pojivove tkan€ (connective tissue growth factor, CTGF), oxida¢ni stres,
destickovy ristovy faktor (platelet derived growth factor, PDGF), vaskularni endotelovy
rastovy faktor (vascular endothelial growth factor, VEGF) a integriny — viz kapitola 2.4. Drahy
vice specifické pro NASH a NASH fibrozu zahrnuji akumulaci volného cholesterolu, kone¢né
produkty pokrocilé glykace, hedgehog signalizaci, Toll-like receptory a aktivaci zanétu [19]
[23].

16



Central

i :KC Vein ,
P -,

Bile Canaliculus Hepatocyte

HSC derived
myofibroblasts

profibrogenic cytokines
&~ released from activated KCs ’

fibrocyte derived
myofibroblasts

~ Apototic/Necrotic
Hepatocyte

Obrazek 4: ZjednoduSené zndazornéni patogeneze jaterni fibrozy. (A) Jaterni laliicek za
fyvziologického stavu. Hvézdicovité bunky (hepatic stellate cells, HSC) se nachazi v Disseho
prostoru mezi hepatocyty a endotelem sinusoid, obsahuji lipidové kapénky a slouzi jako
zasobarna vitaminu A. Zdrava tkan obsahuje jen malo fibrocytu (neaktivni forma vazivové
bunky.) (B) Zmeny v jaternim laliucku zpusobené chronickym poskozenim jater. V reakci na
chronické poskozeni podléhaji hepatocyty apoptoze a uvolnuji faktory, které aktivuji Kupfferovy
bunky a fibrocyty. Dochazi kuvolnéni TGF-f1, ktery aktivuje hvézdicovité bunky na
myofibroblasty exprimujici kolagen typu 1. Prevzato z [22].

Oproti jinym etiologiim vykazuji pacienti s NAFLD odlisny distribu¢ni vzorec jaterni
fibrézy. Na rozdil od jinych onemocnénti jater, kde se fibr6za v okoli centralni Zily uplatiiuje az
v pozd¢jsich stadiich, u NAFLD vzniké fibroza pericentralné v zoné III zaroven s tvorbou
jemné perisinusoidalni fibrézy. DalSim charakteristickym znakem je pfitomnost lobularni
perisinusoidalni  fibrozy a tenkych kolagenovych vlaken obklopujici hepatocyty

s charakteristickym vzorem kufeciho dratu (chicken-wire) [20]. Jak nemoc postupuje, oblast
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centralni zily a portobiliarni oblasti je propojovana fibrotickymi mistky, které znaci stadium
pokrocilé fibrézy. Vrcholnym stadiem je spojeni portobilidrni a centralni oblasti skrze
fibrotickd septa, ¢imz dochdzi k vytvoteni uzlG, které izoluji ostrivky jaterniho

parenchymu [24], viz obrédzek 5.

Obrdzek 5: Progrese fibrozy u NASH. (A) Casnd perisinusoidalni fibréza s jemnymi
kolagenovymi vidkny mezi hepatocyty (na snimku je patrnd jejich balonova degradace) ve
vzoru kurectho dratu v zoné Il (zvétseni 600x). (B) Pokrocila perisinusoidalni fibroza (200x).
(C) Premostujici fibroza s rozsahlymi sitemi perisinusoidalni fibrozy témer obklopujici

regenerativni uzel (100x). (D) Cirhoza (40x). Prevzato z [24].

SloZeni jaterni extracelularni matrix (ECM) se béhem fibrogeneze vyrazn€¢ meéni
a komponenty ECM piimo pfispivaji k remodelacnimu procesu komunikaci s okolnimi
bunikami. Kolagen tvofi hlavni ¢ast fibrotické ECM, pfi¢emz kolagen typu I je nejhojnéjsi
sloZkou. Obecné je mirna fibroza charakterizovana pocate¢nim zvysenim kolagenu typu I a III,
které se dale zvySuji béhem progrese fibrozy. Pti pokrocilé fibréze a cirhoze jsou zvysSeny dalsi
slozky ECM, jako napft. kolagen typu V, VI, X a XVIII, elastin, fibronektin a laminin, zatimco
kolagen typu XII mtize byt snizen [25].
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Chronicky zanét a fibroza jater jsou doprovazeny poskozenim krevnich cév, coz vede
k dysregulaci prutoku krve a dynamickému vzestupu portdlniho tlaku. Normalni jaterni
mikrovaskulatura se skladé z plné diferencovanych sinusoidalnich endotelovych bun¢k, které
obsahuji transmembranové péry zvané fenestrace. Diky fenestracim je umoznéna
transvaskularni vymeéna. Béhem fibrogeneze se sinusoidalni endotelové bunky dediferencuji
a ztraceji své fenestrace, tento proces byva oznacovan jako kapilarizace. To vede ke snizeni
difuze kysliku do parenchymu a ke zvySenému pokryti téchto cév hvézdicovitymi buitkami,
které funguji jako nasténné buiiky a maji kontraktilni funkci. Diky této kontrakci dochéazi ke

zmenseni prumeéru sinusoidy [26].

Dale také fibroticka extraceluldrni matrix stlacuje portalni a centralni zilu, coz vede ke
zvySenému odporu viici prutoku krve a tim ke snizené dodavce kysliku. To vSe mé za nasledek
hypoxii a uvolnéni hypoxii indukovatelnych proangiogennich faktorti, které stimuluji
neovaskularizaci. Nové cévy podporuji zanét a fibrozu, protoze nabizeji vice ukotvujicich mist
pro migrujici leukocyty [26]. Angiogeneze a fibréza se tedy vyvijeji paralelné a blokovani

angiogeneze v n¢kolika experimentalnich modelech vedlo ke snizeni jaterni fibrézu [27].

2.2.2 NAFLD a diabetes mellitus 2. typu

Diabetes mellitus je chronické onemocnéni charakterizované hyperglykémii v dasledku
akutniho nedostatku inzulinu (DM1) nebo relativniho nedostatku inzulinu (DM2). Daéle
rozliSujeme gestacni diabetes mellitus, MODY (maturity-onset diabetes of the young), LADA
(latent autoimmune diabetes of adults) a prediabetes. DM1 je podminén destrukci B-bunék
Langerhansovych ostrivkli pankreatu autoimunitnim procesem. Do této kategorie mizeme
zatadit i LADA diabetes. MODY diabetes je geneticky podminény — autozomalné¢ dominantni
dédicnost [28]. Prediabetes je stav, pro ktery je typickd poSkozend glukozové tolerance
a inzulinova rezistence (snizené schopnost tkdn¢ reagovat na inzulin), a je zde riziko progrese.
Diabeticky stav se také mulze vyvinout pii onemocnénich pankreatu (chronicka
pankreatitida) [29], nebo mize byt iatrogenné navozeny (glukokortikoidy, atypicka
antipsychotika, thiazidova diuretika). Pro DM2 je charakteristickd inzulinova rezistence,
vétSinou v dusledku obezity a nedostatku pohybu, piipadné genetiky, a dale se objevuje
porucha sekrece inzulinu. DM2 tvofi ptiblizné 80-90 % celkového zastoupeni a je typicky spise
pro pacienty nad 40 let, ktefi trpi obezitou. Klinicky obraz zahrnuje hyperglykémii, glykosurii,
polyurii, zizenn a dehydrataci, kterd mize vést az ke ketoacidoze a kdmatu. Dale se objevuje
svalova slabost, inava, tbytek na vaze. Mezi chronické komplikace neléceného diabetu patii

mikroangiopatie — poskozeni malych cévek (zejména u DM1) zahrnujici retinopatii, nefropatii
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a neuropatii. U DM2 se castéji rozviji makroangiopatie (postizeni velkych cév), kam patti
aterosklerotické komplikace, kardiomyopatie, ischemicka choroba srde¢ni, ischemicka choroba
dolnich koncetin a cévni mozkova piihoda. U obou typt nekompenzovaného DM se také casto

objevuji kozni a slizni¢ni zanéty [30].

Obezita a inzulinova rezistence jsou klicovymi patogennimi faktory pro NAFLD i DM2.
Tyto dva patologické stavy se bézn¢ vyskytuji soucasné¢ a tim zvysuji riziko nezadoucich
hepatalnich a extrahepatéalnich klinickych dopadi [31]. DM2 je také jednim z nejsilnéjSich
rizikovych faktort pro rychlejsi progresi NAFLD do nealkoholové steatohepatitidy, pokrocilé
fibrozy, cirh6zy nebo hepatocelularniho karcinomu. Naopak NAFLD je spojeno s piiblizné
dvojnésobné vyssim rizikem rozvoje DM2, bez ohledu na obezitu a dalsi bézné metabolické
rizikové faktory. Toto riziko koresponduje se zévaznosti NAFLD, takze pacienti
s pokro¢ilejsimi stadii jaterni fibrozy maji zvysené riziko vyskytu DM2 [4] [32]. Uprava
zivotniho stylu (vcetné nizkokalorické diety a fyzické aktivity) vede k vyznamnému zlepSeni
jaterni steatdzy, poSkozeni jater a fibrozy u jedinci s NAFLD [33], a je také vysoce ucinna
v prevenci nebo oddaleni nastupu DM2 u lidi s vysokym rizikem jeho rozvoje [34]. ZlepSeni
stavu NAFLD (detekovatelné na ultrasonografii) je zarovein spojeno se snizenim rizika DM2,

coz naznacuje, ze lécba zaméfena na jatra by mohla snizit riziko rozvoje DM2 [4].

U NAFLD je nejcastéj$i abnormalitou plazmatickych lipidi aterogenni dyslipidémie,
ktera je typicky charakterizovana zvySenymi hladinami VLDL a LDL ¢asticemi a snizenymi
hladinami HDL cholesterolu [31]. Ke zvySeni rizika vzniku DM2 u NAFLD pravdépodobné
dochazi jak v Casné fazi akumulace lipida v jatrech, tak v pozdni fazi charakterizované zanétem
jater a fibrozou. Konkrétni faktory NAFLD, které zvySuji riziko vzniku DM2, vSak nejsou zcela
jasné. Mezi nékteré mozné mechanismy patii naptiklad faktory spojené se zvySenou akumulaci
jaternich lipidd, kterd je spojena s inzulinovou rezistenci jater, tukové tkan¢ a svald, a také se
zanétem. Na akumulaci jaternich lipidt ma vliv slozeni stravy (piijem nasycenych tukit), zmény
stfevni mikroflory a faktory spojené s funkci stiev (napiiklad metabolismus zlu¢ovych kyselin,
hladiny lipopolysacharidi a inkretinti nebo zménéna sttevni permeabilita). Dalsi pfedpokladané
mechanismy zahrnuji funkci tukové tkdné ovliviujici de novo syntézu ceramidi, citlivost na

inzulin a jaterni metabolismus glukozy [3] [4] [35].

Klicova funkce sekundérnich zlu€ovych kyselin je zprostfedkovana jejich schopnosti
interagovat s riznymi jadernymi receptory ve stieveé, véetné FXR (farnesoid X receptor,
receptor zluCovych kyselin) a TGRS (receptor ZluCovych kyselin spfazeny s G-proteinem).
Tyto dva receptory jsou diilezité pro regulaci procesti souvisejicich s metabolismem glukozy
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a lipida. Zatimco TGRS je exprimovan pouze v tenkém stieveé, FXR je exprimovan i v jatrech,
a to jak v hepatocytech, tak v jaternich hvézdicovych buiikach [36]. V tenkém stfeveé jsou FXR
a TGRS exprimovany v endokrinnich L-buiikéch [4].

Aktivace TGRS v enterocytech zvySuje uvoliiovani glukagonu podobného peptidu 1
(GLP-1) z L-bunék. Sekrece GLP-1 zvysuje sekreci inzulinu z pankreatickych B-bun¢k, a ten
nasledné ovlivni koncentraci glukézy v plazmé [4]. Inzulin je degradovan jak jatry (50-80 %
z celkové clearance inzulinu), tak jinymi tkanémi. Jatra jsou tedy schopna ovliviiovat hladinu

cirkulujiciho inzulinu. Clearance inzulinu je u pacientii s NAFLD snizena [17].

Aktivace jaternich FXR receptort snizuje syntézu mastnych kyselin a triglyceridi, coz
vede ke snizujici se akumulaci lipidd v jatrech. Navic aktivace FXR také snizuje jaterni
glukoneogenezi, zvysuje syntézu jaterniho glykogenu a aktivuje TGRS, ¢imz vede ke zvySeni
sekrece inzulinu [37]. U pacienti s NAFLD je exprese jaterniho FXR snizend, coz ma za
nasledek zvySeni jaterni syntézy TAG a naslednou jaterni steatozu [36]. Tyto G€inky naznacuji,
ze aktivace FXR a TGRS by mohla predstavovat terapeutickou strategii nejen pro snizeni
obsahu lipida v jatrech, ale také pro snizeni hladin glukézy v plazmé a pro potencidlni snizeni

zvySeného rizika vzniku DM2 vyvolaného NAFLD [4].

NAFLD je casto spojena se zvySenym dennim piijmem celkovych kalorii (véetné
zvySeného pfijmu nasycenych tukd ve stravé) a také s dysfunkci tukové tkané. Ta je
charakterizovand inzulinovou rezistenci a nadmérnou lipolyzou. Souhrnné tato situace vede
k dodavani zbytkidi chylomikronli a neesterifikovanych mastnych kyselin do jater za Gcelem
podpory lipogeneze nezavislé na inzulinu. To ma za nasledek zvySenou akumulaci TAG
v jatrech a zvySenou jaterni glukoneogenezi. ZvySena dostupnost jaternich lipidi spole¢né
s nedostatecnou adaptaci mitochondridlnich funkci mize vyvolat produkci diacylglyceroll
(DAG) a ceramidu, které negativné pfispivaji jak k jaterni inzulinové rezistenci, tak k progresi

NAFLD [4] [38].

2.3 Endoglin

Souc¢asti membranového receptorového komplexu TGF-f je glykoprotein s ozna¢enim
CD105 —endoglin [5]. Tento glykoprotein o velikosti 180 kDa se vyskytuje ve dvou izoformach
areguluje signaliza¢ni aktivitu TGF-B [18]. Je exprimovan v men$i mife na klidovych
endotelovych builkdch, zatimco v mistech aktivni angiogeneze je na téchto bunkach
exprimovan ve zvySené mife (nador, zadnétliva tkan, hojeni ran, embryogeneze). Stejné tak je

exprese endoglinu nizk4d na normalnich bunikdch hladkého svalstva, ale v bunikdch cévniho
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hladkého svalstva v oblasti aterosklerotickych plati dochéazi k up-regulaci [39]. Endoglin je
dale exprimovan na monocytech, makrofazich [40], jaternich hvézdicovitych bunkéch [41]
a fibroblastech, a jeho exprese se ve tkanich prochazejicich fibrotickym procesem zvysuje [39]
[42]. Zmény v jeho expresi a funkci jsou pozorovany u nékterych patologickych stavii, jako je

rakovina, neoangiogeneze, fibroza [6] [43], endotelova dysfunkce [44], Ci zanét [45].

2.3.1 Struktura

Struktura endoglinu je slozena ze dvou transmembréanovych monomert, které¢ jsou
vzajemn¢ spojeny dvéma disulfidickymi mustky. RozliSujeme tfi strukturalni c¢asti —
extracelularni, transmembranovou a cytoplazmatickou ¢ast (viz obrazek 6). Extracelularni ¢ast
se sklada z 561 aminokyselin a obsahuje orphan doménu a doménu zona pellucida (ZP). Tato
ZP doména je zodpoveédna za interakci protein-protein a jeji soucasti je sekvence Arg-Gly-Asp
(RGD), coz je zakladni rozpoznavaci struktura pro vazbu integrin a adheznich molekul [39]
[46]. S touto sekvenci se kromé lidského endoglinu setkdme také u orangutaniho endoglinu, ale
nikoli u jinych druht zvifat. Orphan doména je zodpoveédna za vazbu ligandi. Nazev dostala
dle toho, ze nevykazuje podobnost s zddnou jinou rodinou proteini ¢i domén [39]. Dalsi ¢asti
endoglinu jsou hydrofobni transmembrinova ¢ast tvofend 25 aminokyselinami a kratka
cytoplazmatickd Cast, kterd je bohata na serin a threonin [46]. Struktura dvou vyskytujicich se
izoforem endoglinu je odlisna v poctu aminokyselin v této cytoplazmatické ¢asti, a dale se lisi
v afinité k receptorim ALK-1 (activin receptor-like kinase), ke kterym ma vys§i afinitu
L-endoglin (long), zatimco k ALK-5 ma vyssi afinitu S-endoglin (short) [47]. L-endoglin je
nejhojnéji exprimovanou izoformou. Jeho cytoplazmatickd ¢ast obsahuje 47 aminokyselin.
Druhé, minoritné€ exprimovana izoforma S-endoglin mé cytoplazmatickou cast slozenou pouze
ze 14 aminokyselin [39] [47]. Pro ucely této prace povazujme endoglin za synonymum pro jeho

L-izoformu, pokud nebude uvedeno jinak.

Extracelularni ¢ast endoglinu mtize byt $t€épena tzv. matrix metaloproteindzami (MMP),
konkrétné MMP-12 a MMP-14 [48]. Timto vznikd N-koncovy produkt tohoto Stépeni —
solubilni forma endoglinu (sEng). Tento sEng se miize vyskytovat ve formé dimeru
1 monomeru. Ob¢ tyto formy se uvoliuji do krevniho obéhu, kde mohou byt detekovany [39]
[48]. Detekce sEng miize byt vyuzita jako biomarker u pacienti s kardiovaskularnimi

a metabolickymi poruchami [49] [51].
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disulfidickymi miistky. Déli se na cytoplazmatickou (CYT), transmembranovou (TM)
a extracelularni oblast (EC). Tato extracelularni oblast obsahuje orphan doménu a ZP
doménu, jejiz soucasti je RGD sekvence. Po rozstépeni extracelularni casti matrixovou
metaloproteindzou vznika solubilni endoglin, ktery je mozné detekovat v cirkulaci. Prevzato

z [49], upraveno.

2.3.2 Funkce
Endoglin se podili na fyziologické funkci cévniho endotelu, ale také hraje zasadni roli
b&hem riiznych patologickych procest, jako jsou kardiovaskularni onemocnéni, endotelova

dysfunkce [44], rakovina, angiogeneze [39] ¢i fibroza [6].

TGF-B je multifunkéni cytokin, ktery mé vliv na bunécnou proliferaci, diferenciaci
a produkci extraceluldrni matrix [18]. Endoglin je zapojen do modulace odpovédi TGF-B
receptorového komplexu po navazani ligandi ze superrodiny TGF-B, jako jsou napiiklad
TGF-B1, TGF-B3, Activin-A, BMP-2, BMP-7 a BMP-9 (bone morphogenic protein) [39] [50].
Tento receptorovy komplex se sklada ze dvou podjednotek, TBRI a TRRII, pricemz existuji dva
druhy TPRI (ALK-1 a ALK-5). S-endoglin se skrze signalizaci zprostiedkovanou TPRII —
ALK-5 — SMAD2/3 tcastni indukce transkripce genli souvisejicich s fenotypem klidové
endotelové buiiky — inhibuje migraci a proliferaci. L-endoglin naopak tuto signalizaci inhibuje
a podili se na transkripci genli souvisejici s fenotypem aktivovanych endotelovych bunék skrze
aktivaci drahy TPRII — ALK-1 — SMAD1/5/8. Stimuluje tedy jejich migraci, proliferaci, podili
se na angiogenezi a stava se tak dilezitym faktorem v riistu tumort. [39] [47] [52]. Nadmérna

exprese endoglinu v cévach endotelu u solidnich tumort je Gizce spjata se Spatnou prognézou
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a ptfitomnosti metastaz [43]. Bliz8i informace o roli endoglinu v procesu angiogeneze jsou

uvedeny v kapitole 2.6.2.

Krom¢ TGF-p signalizace mé& endoglin i dal§i funkce. Je zapojen do organizace
cytoskeletu a tim ovliviiuje morfologii bun¢k a jejich migraci [53]. Mutace endoglinu souvisi
s rozvojem hereditarni hemoragické teleangiektazie (HHT), coz je onemocnéni projevujici se
Castym krvéacenim z nosu a krevnimi vyrony na kiizi i na vnitinich organech [54]. Endotelova
syntaza oxidu dusnatého (eNOS) je klicovy enzym udrzujici spravnou funkci cévniho endotelu.
Disledkem snizené aktivity eNOS pii patologickych stavech, jako je hypercholesterolémie Ci
zanét, muze vzniknout endotelova dysfunkce. Byla prokdzana souvislost mezi timto enzymem
a endoglinem — snizeni membranového endoglinu, a naopak zvyseni hladin sEng v plazmé jsou
znamkou rozvoje endotelové dysfunkce [44]. Exprese endoglinu také hraje diilezitou roli
v transmigraci leukocytd pfi akutnim zanétu, protoze dalsi funkci endoglinu je zprostfedkovani
vazby endotelovych bunék k integrinim a dal$im receptorim. Pfi snizené expresi dochazi
k naruseni transmigrace leukocytl a fagocytozy [45], viz obrazek 7. Béhem studie probihajici
na endoglin-deficitnich mysSich byla také prokdzana zvySena permeabilita endotelu a vyrazné
oslabena schopnost endotelovych bunék vzdorovat pronikdni nadorovych bunék. Z tohoto

zjisténi vyplyva dulezitost endoglinu pro spravnou bariérovou funkci endotelu [55].

sEng je cirkulujici biomarker patologii a symptomi souvisejicich s metabolickym
syndromem, veetné hypercholesterolémie, hyperglykémie, arteridlni hypertenze a poskozeni
jater [49]. Plazmaticka koncentrace sEng byla zvys$ena také u pacientd s pokro¢ilym DM a jeho
koncentrace pozitivné koreluje se zavaznosti diabetickych vaskularnich zmén, jako je naptiklad
retinopatie [51]. Detekce sEng v cirkulaci je biomarkerem preeklampsie [56] a sEng ma také

prozanétlivy potencial [49].
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Obrazek 7: Role endotelového endoglinu pii extravazaci leukocytii. (A) Pri zanéetlivych
podnétech jsou uvolnény prozanétlivé mediatory (predstaveno chemokinem CXCLI12), coz vede
k aktivaci a endoglin-dependentni extravazaci leukocyti. (B) Proces transmigrace leukocytii
zahrnuje vazbu CXCL12 na receptor CXCRA4, ktery nasledné aktivuje pl-integriny. Po aktivaci
se pl-integrin navize na RGD oblast endoglinu na povrchu endotelovych bunék (EC), coz
umoznuje extravazaci a migraci leukocytii do mista zanétu. C) Solubilni endoglin soutézi
s membranovym endoglinem o vazbu na leukocytarni [l-integrin, cimz brani adhezi

a transmigraci leukocytii. Prevzato z [45].

2.3.3 Uloha endoglinu p¥i poruchach jater (fibroza)

TGF-B1 ptedstavuje ditlezity profibrogenni faktor a jeho nadmérna signalizace se podili
na fadé fibrotickych stavii v riiznych organech. V procesu fibrogeneze ma nékolik roli — pfimo
aktivuje jaterni hvézdicovité bunky, stimuluje produkci ECM a zabrafiuje degradaci ECM skrze

syntézu tkanovych inhibitort metaloproteinaz [57].
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BMP-9 je jeden z ligandti TGF-B receptorového komplexu. S vysokou afinitou se vaze
také pfimo na endoglin a na ALK-1 a tim spousti kaskadu SMAD1/5/8 [50], jak je ukdzano na

obrazku 8.

Endoglin je béhem procesu jaterni fibrézy exprimovan na proliferujicich vaskularnich
a sinusoidalnich endotelovych bunkach, sklerodermickych fibroblastech, Kupfferovych
bunkach, hvézdicovitych bunkach (které jsou nejvice profibrogennim bunénym typem
v jatrech) a hladkosvalovych buiikach cév. L-izoforma je exprimovana primarné, S-izoforma je

exprimovana také, ale v mensi mite [6] [54] [S7].

Ob¢ izoformy endoglinu jsou up-regulovany u jaterniho poskozeni. Zatimco
u chronického poskozeni (NASH) se zvySuje exprese L-endoglinu, u akutniho poskozeni se
zvysuje 1 exprese S-endoglinu oproti zdravym kontrolam. Kratce po poskozeni jater (naptiklad
podvazani zlu¢ovodu nebo podavani tetrachlormethanu CClys) vzrista exprese S-endoglinu. Po

dvou az tfech tydnech je exprese obou izoforem zvySena ve stejné mite [6].

Endoglin hraje dulezitou roli v jaterni fibrogenezi tim, Ze moduluje rovnovahu mezi
signaliza¢ni kaskddou TGF-f1 nebo BMP-9 — ALK1 — SMADI1/5/8 a TGF-f1 — ALKS —
SMAD2/3, pfi¢emz signalizaci ALK-5 inhibuje a ALK-1 naopak zesiluje, a tim reguluje expresi
proteinl extracelularni matrix [6] [39] [54]. Nicméné, v zavislosti na typu buiiky a bunééném
prostfedi miize endoglin modulovat TGF-f signalizaci rozdilnym zpisobem, a ma tak rizny
vliv na proliferaci, migraci bun¢k a produkci extracelularni matrix [52]. Navic rizné studie
ohledné regulace téchto drah uvadéji rozporuplné zaveéry. Obecné vzato, v zavislosti na typu
buniky a koncentraci TGF-B1 miize byt cesta ALKl — SMADI1/5/8 jak profibrogenni, tak
1 antifibrogenni. V jatrech je tato drdha profibrogenni [7].

Syntéza proteini extracelularni matrix probihd skrze hvézdicovité buiky cestou
ALK-5 - SMAD?2/3 [57]. Pti poskozenti jater se ale hvézdicovité bunky aktivuji, signifikantné
v nich vzroste exprese endoglinu a dojde ke zméné cesty z ALK-5 na ALK-1 [6]. Jejich
aktivace tedy probiha cestou TGF-B1 — ALK-1 — SMADI1 —1d 1 (inhibitor of differentiation 1)
s naslednou transdiferenciaci na myofibroblasty, které produkuji proteiny extracelularni matrix

a vedou k jaterni fibroze [7].
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Obrazek 8: BMP-9 signdlni draha. BMP-9 se s vysokou afinitou miiZe vazat piimo na
endoglin nebo na TBRI (ALK-1), a tim spousteét fosforylaci SMAD1/5/8. Po navazani na SMAD4
se tento komplex translokuje do jadra a reguluje genovou expresi cilovych genii. Id 1 vede
k transdiferenciaci jaternich hvézdicovitych bunék na myofibroblasty. Hepcidin inhibuje
absorpci zZeleza a jaterni fibroza tak miize byt doprovazenda depozity Zeleza. Snail je
reguldatorem procesu prechodu mezi epitelem a mezenchymem, jehoZ inhibice prispiva
k down-regulaci profibrogennich faktoru jako je kolagen typu I nebo riistovy faktor pojivové
tkane. Prevzato z [50)].

Na modelu endoglin-deficitnich mySi se ovSem ukézalo, Ze delece endoglinu ve
hvézdicovitych bunkach vede k poSkozeni jater a k vy$§imu ukladani kolagenu v dasledku
zvysené exprese profibrogennich faktorii jako je aSMA a fibronektin. Endoglin by tedy mohl
mit protektivni vliv na vyvoj fibrézy a chranit jatra pred fibrotickym poskozenim modulaci

TGF-P signaliza¢ni kaskady [6].

Neékteré studie uvadi zvysené hladiny sEng v obéhu béhem jaterni fibrozy, coz vede
k domnénce, ze béhem jaterni fibrozy mize dojit ke zvySené expresi endoglinu a naslednému

uvolnéni jeho extracelularni domény z jaternich bunck [58].

Modulace TGF-B1 nebo BMP-9 signalizace by tedy mohla byt moznosti, jak

terapeuticky ovlivnit jaterni fibrozu [50].
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2.4 Bunécéné adhezni molekuly a jejich uloha v patologii a fibroze jater
Bunééné adhezni molekuly (cell adhesion molecules, CAM) umoziuji interakci bunék
s jinymi buitkami nebo s extraceluldrni matrix, coz ovlivituje Sirokou Skalu procesii jako je
diferenciace, tkaiiova organizace a remodelace, zanét, regenerace, angiogeneze, preziti bunc¢k
¢i maligni transformace. Nékteré CAM se ukézaly jako vyznamné pro proces chronického
zanétu a fibrozy jater. Ucastni se mnoha interakci, které mohou podporovat fibrogenezi
uvoliiovanim profibrogenniho TGF-B, nebo zprostiedkovanim migrace bun€k imunitniho

systému do poSkozené jaterni tkané€ [19].

CAM se obecné déli do ctyt hlavnich skupin: selektiny, integriny, kadheriny a ¢leny
imunoglobulinové nadrodiny CAM — IgCAM [59] [60] [61].

Krome¢ signalizace vyvolané adhezi mohou CAM zprostfedkovat i signalizaci nezavislou
na adhezi, a to diky jejich interakci s receptory rustového faktoru, transkripénimi faktory nebo

jinymi signalnimi proteiny [60].

Pti zanétlivych procesech v jatrech makrofagy detekuji poskozeni a za¢nou uvoliovat
prozanétlivé mediatory, které ptitahuji dal$i buiiky imunitniho systému. Migrace leukocytl
z cévniho lumen do mista poSkozeni zahrnuje zapojeni vSech hlavnich skupin bunéénych
adheznich molekul [59]. Leukocyty mohou vstoupit do jater velkymi cévami, jako je portalni
zila nebo centralni Zila, které jsou ob¢ vystlany vaskuldrnimi endotelovymi bunkami, nebo se
do jater mohou dostat skrze Uzké sinusoidy sestavajici ze sinusoidalnich endotelovych

bun¢k [19].

Migrace leukocytll z cévy do poSkozené tkané probihd v nckolika krocich. Nejdtive
dochazi k vazodilataci, diky které se zpomali krevni priitok a leukocyty aktivované chemokiny
tak maji lepsi kontakt s endotelem kapilar. Na vnitini sténé kapilar jsou pfitomné bunécné
adhezni molekuly selektiny [19]. Skupina selektinti zahrnuje tfi ¢leny, L-, E- a P-selektin, coz
jsou na vapniku zavislé bunécné adhezni molekuly exprimované na endotelovych buiikach,
leukocytech a krevnich destickach. Leukocyty se diky interakci s nimi za¢nou rolovat po vnitini
sten€ kapilary podél vaskularnich endotelovych bunék. Tento krok umoZziuje leukocytim
interagovat s chemokiny navazanymi na endotel, coz ma za nésledek aktivaci leukocytarnich

integrinti [19].

Integriny jsou heterodimerni glykoproteiny skladajici se z a- a B-fetézce. Jak ukazuje
obrazek 9, tyto bunééné povrchové receptory hraji roli naptiklad pii migraci leukocyth do
poskozené tkan€ a umoznuji jejich adhezi s endotelovymi adheznimi receptory, které patii do
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rodiny IgCAM. Existuje n¢kolik podskupin integrinti, které maji rozlicné funkce. Napiiklad
nékteré oV-integriny mohou pfimo urychlit fibrozu aktivaci hvézdicovitych bunék
a diferenciaci portalnich fibroblast prostfednictvim uvoliiovani aktivniho TGF-f a podporou

angiogeneze [19].

Po tom, co leukocyty piestanou rolovat a pevné ptilnou k endotelu, dojde za pomoci
dalsich CAM k vlastnimu praniku leukocytti. Leukocyty bud’ za podpory kadherin a [gCAM
proniknou spoji mezi endotelovymi bunkami (paracelularni cesta), nebo prochazeji skrze télo
endotelové bunky (transcelularni cesta), coz je opct podporované IgCAM. Pak prochézeji
bazalni membranou, a nakonec vstupuji do zanicené tkané. Leukocyty se poté vazou na cilové
buiiky a vykonévaji cytotoxické reakce. Endotelové a epitelové bunky podporuji tyto procesy

up-regulaci exprese CAM a sekreci zanétlivych mediatort [59] [60].

Kadheriny jsou rodinou na vapniku zavislych transmembranovych proteint [61].
V klidovych hvézdicovitych builkkdch je exprimovan E-kadherin, ale jeho exprese
u hvézdicovitych bunék diferencovanych na myofibroblasty je pfeménéna na expresi
N-kadherinu. Pfi nadmérné expresi E-kadherinu je aktivace hvézdicovitych bun¢k blokovana,

coz naznacuje jeho antifibroticky potencial [19] [62].

Migrace leukocytt do jater postiZzenych zanétem neni zavisld pouze na aktivaci leukocytl
uvolnénymi chemokiny, ale je dale posilena up-regulaci hladin CAM. Exprese mnoha CAM je
v zanétlivém prostredi stimulovana riznymi mediatory, jako jsou napt. IFN-y (interferon v),
TNF-a (tumor necrosis factor o) nebo IL-1B (interleukin 1B) [19]. Jak jiz bylo uvedeno
v kapitole o endoglinu, klicovym regulatorem tkénové fibrozy je TGF-B, ktery existuje ve tiech
izoformach s ptekryvajicimi se funkcemi. Kazda izoforma je syntetizovana jako prekurzorovy
protein, ktery se proteolyticky Sté€pi a tvofi neaktivni formu s LAP (latency-associated peptide).
Tato neaktivni forma, nazyvana také jako maly latentni komplex, je spojena s proteinem
ukotvenym k extracelularni matrix, a tim je TGF- uchovavan extracelularné v neaktivni formé
(viz obrazek 9 B). Izoformy TGF-B1 a TGF-B3 obsahuji RGD sekvenci a mohou se uvoliiovat
a aktivovat prostrednictvim konformacnich zmén latentniho komplexu, které¢ jsou indukovany
RGD-vazebnymi integriny. Uvoliovani TGF-f je usnadnéno zvySenim tuhosti extracelularni
matrix (s vys$§im podilem kolagenu, tedy fibrozni ECM) [63]. TGF-f zase aktivuje diferenciaci
hvézdicovitych bun€k na myofibroblasty, které ndsledné syntetizuji vice fibrozni ECM, ¢imz
je udrzovan cyklus tkanové fibrozy. Integriny, které spoustéji aktivaci TGF-B, tedy mohou

podpoftit chronické poskozeni jater zvySenim poctu myofibroblastii a fibrotické ECM [19].
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Obrazek 9: Piehled interakci mezi hepatocyty a CAM béhem zanétu a fibrozy v jaterni
sinusoidé. (4) Céva je pokryta aktivovanymi hvezdicovitymi buinkami, které maji funkci
nastennych bunék. Mezi sebou spolu interaguji skrze N-kadherin a JAM-C, s endotelovymi
bunikami interaguji skrze JAM-B a JAM-C. (B) Hveézdicovité bunky jsou hlavnimi producenty
fibrotické ECM. K této ECM je pripoutdin komplex TGF-f s LAP. Leukocyty se pres integriny
vazou na IgCAM, VAP-1 nebo MAACAM-1 a nadsledné prechazeji skrze endotel a interaguji
s hepatocyty, viz (C). (D) Pri posSkozeni Zlucovych cest se aktivuji také portalni fibroblasty, které
produkuji ECM a vazou se k sobé navzajem skrze JAM-C. Leukocyty se také mohou vazat na

cholangiocyty. Prevzato z [19].

Nadrodina [gCAM nezdvislych na vapniku predstavuje jednu znejvétSich
minimaln¢ jeden imunoglobulin nebo imunoglobulinu podobnou doménu v jejich extracelularni
casti. Vétsina I[gCAM jsou transmembranové proteiny, ale n¢které jsou spojeny s bunéénym
povrchem glykofosfatidylinositolovym ukotvenim [60]. Pro ucely této diplomové prace jsou

podstatné zejména ICAM-1 a VCAM-1.

24.1 ICAM-1
Intercelularni adhezni molekula 1 (ICAM-1, CD54) je transmembranovy glykoprotein,
ktery se nachazi na endotelovych bunkéch, fibroblastech, keratinocytech a leukocytech.

Poskozeni jater spousti jeho zvySenou expresi [8]. Jedna se o hlavni ligand pro nékteré
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B2-integriny, ktery umoznuje pevnou adhezi leukocytii ataké transcelularni, ptipadné
paracelularni migraci [59]. Vzhledem k této funkci je jeho zvySend exprese spojena se
zanétlivymi a autoimunitnimi onemocnénimi. ICAM-1 je také exprimovan v mnoha typech
nadort [8]. Pfi studii na potkanech, kterym byl podvazan zlu¢ovod, byla pozorovana interakce
mezi hvézdicovitymi buiikami a T-bunkami zprostfedkovana skrze ICAM-1, ktera vedla
k diferenciaci téchto hvézdicovitych bunék, piicemz exprese samotného ICAM-1 na

aktivovanych hvézdicovitych buiitkach byla zvysend [19] [64].

24.2 VCAM-1

Vaskularni bunééné adhezni molekuly (VCAM) jsou pfitomny hlavné na endotelovych,
ale také na epitelovych buiikach a jsou hlavnimi ligandy pro nékteré B1-integriny. Podobné¢ jako
ICAM podporuji pevnou adhezi leukocytl a transcelularni nebo paraceluldrni migraci. Exprese
VCAM-1 (CD106) ve zdravych jatrech je mirna, ale stejné€ jako u ICAM-1 dochazi k indukci
exprese pii pusobeni zanétlivych cytokint [8]. U mysSiho modelu poskozeni zlucovych cest
adheze T-bunék na cholangiocyty zprostiedkovana skrze VCAM-1 snizovala apoptdzu, a tim
tedy podporovala pieziti T-bun€k a pokracovani zénétu jater. Protoze IFN-y a TNF-o mohou
vyvolat expresi VCAM-1 na cholangiocytech in vitro, samotné T-buitky mohou prodlouZit své
vlastni preziti sekreci téchto prozanétlivych mediatord [65]. Exprese VCAM-1 je spojena
s nékterymi autoimunitnimi onemocnénimi véetné revmatoidni artritidy a astma. Stejné jako

ICAM-1 se 1 VCAM-1 podili na rozvoji rakoviny [8].

Do imunoglobulinové rodiny adheznich molekul fadime 1 nékteré dalsi molekuly, které
maji vliv na proces zanctu a fibrozy v jatrech. Adhezni molekula krevnich desticek
a endotelovych bunék PECAM-1 stejné jako VCAM-1 a ICAM-1 umoznuje leukocytarni
paraceuldrni a transcelularni migraci, zdroven v§ak ma i protizanétlivé vlastnosti [66]. Adhezni
molekula nervovych bunék NCAM je ve zdravych jatrech exprimovana pouze na nervovych
vlaknech v portobiliarnim traktu. Pti poSkozeni jater se objevuje exprese 1 na cholangiocytech
a myofibroblastech [67]. Junkéni adhezni molekuly JAM jsou pfitomny na endotelovych
a epitelovych buiikdch, krevnich desti¢kach a leukocytech. Reguluji paraceluldrni permeabilitu,

bunécnou adhezi a transmigraci leukocytl [59], a pifi poskozeni jater stoupd jejich exprese na

myofibroblastech, cholangiocytech a infiltrovanych leukocytech [68].

Neklasické adhezni molekuly zahrnuji vaskularni adhezni protein 1 VAP-1, ktery je
exprimovan na adipocytech, buiikach hladkého svalstva a endotelovych buiikach. Pi poskozeni
jater se zvySuje jeho exprese na myofibroblastech. Mukozalni adresinova bunécna adhezni
molekula 1 MAdCAM-1 je ve zdravych jatrech exprimovdna pouze minoritné, ale pfi
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poskozeni jater vzrista exprese na vaskularnich endotelovych buiikach v portobilidrnim traktu.
Poskozeni jater dale vede k expresi stabilinu 1 na vaskularnich a sinusoidalnich endotelovych

-----

chronického zanétu [19].

2.5 Zviteci modely jaterni fibrozy

Pro lepsi pochopeni a feSeni ptipadnych terapeutickych strategii je nezbytné vyuzivat
in vivo model, ktery rekapituluje patologické rysy onemocnéni. Nedostatek zvirecich modeld,
které adekvatné napodobuji etiologii, patogenezi a histologické rysy NAFLD u lidi je hlavni

bariérou, kterd brani objasnéni mechanismti onemocnéni a vyvoji 1ékt [20].

NAFLD a uzce souvisejici metabolické poruchy (napt. obezita a DM2) jsou nutri¢ni
onemocnéni. Proto by se indukce NAFLD ¢i NASH v preklinickych modelech méla v idedlnim
ptipad¢ spoléhat spiSe na lidskou stravu, kterd vede k podobnym metabolickym porucham, nez
na suprafyziologické ¢i naopak nedostate¢né hladiny Zivin nebo toxiny, které nejsou pro lidskou
etiologii relevantni. Ve vyzkumu NASH ptevazuji mysi a krysi modely, avSak nékolik dalSich

zvitecich druhti se ukézalo jako perspektivni [20].

Mimo niZe zminéné modely jaterni fibrozy se také mohou uplatit genetické modely, které
se vzhledem k nutricnimu ptivodu onemocnéni pokouseji zrcadlit metabolicky kontext NASH
a zahrnuji pouze mysi modely obezity fizené hyperfagii. Mezi tyto genetické modely patii
napiiklad modely s deficitem leptinu a leptinovych receptorti, mutace v Alms1 ¢i Agouti genu,

nebo modely s deficitem receptoru melanokortinu 4 [20].

2.5.1 Modely indukované dietou
Dietou indukované modely aplikuji Sirokou Skalu dietnich rezimii od sttidavého obsahu
a zdroju tuku, az po rizné mnozstvi cholesterolu a dalSich slozek stravy, které podporuji

fibrozu.

Diety s vysokym obsahem tuku

Diety s vysokym obsahem tuku (high-fat diets, HFD) obsahuji az 70 % kalorii z tuku.
HFD casto vedou k obezité a inzulinové rezistenci. Nicménég, vyvoj NAFLD u laboratornich
zvitat vyZaduje dlouhodob¢ krmeni (fibr6za u mysi se objevuje po 50 tydnech, u potkanti

rychleji) a stav je obvykle méné zavazny nez u lidi. Tyto modely odrazeji pouze nejranéjsi faze

NASH, a k vyvolani pokrocilejsi fibrozy jsou zapotiebi dalsi nutriéni spoustéce [69].
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Diety s vysokym obsahem tuku a cholesterolu
Koncentrace cholesterolu a volného cholesterolu koreluje s jaterni fibrézou. Pti podavani
priblizng 0,5 % cholesterolu ve stravé po dobu 30 tydnti spole¢né s HFD je ve studiich patrny

jasny vliv na rozvoj jaterni fibrozy [70].

Zapadni diety

Tyto tzv. ,,Western type diets* se pokouseji napodobit nezdravé stravovaci navyky lidi
tim, ze obsahujici smés tuku, cukru a cholesterolu, ptipadné vodu slazenou cukrem, ktera je
ekvivalentni komer¢nim nealkoholickym napojim. Dietou indukovany zvifeci model
nealkoholového ztuénéni jater (DIAMOND) je slibny pro studium mechanismi onemocnéni
a intervencnich strategii, ackoli obdobi krmeni potiebné k dosazeni pokrocilé fibrozy je dlouhé
[71]. V tomto modelu se mohou uplatnit myS$i, morcata, a patrné i kiecci. Jako vétsi zvirect
modely jsou vyuzivana prasata Ossabaw ¢i Gottingenska miniprasta. Limitaci ovSem je, Ze

anatomie prasecich jater se vyznamné lisi od jater lidskych [20].

Diety s nedostatkem methioninu a cholinu

Methionin a cholin-deficientni (MCD) dieta indukuje steatohepatitidu a fibrézu
omezenim klicovych procest degradace lipidu v jatrech (B-oxidace a produkce VLDL castic).
Nasledkem toho dochazi ke kumulaci lipidd a poskozeni jater [69]. Tato dieta v porovnani
s pfedchozimi rychleji indukuje steatohepatitidu a pokrocilou fibrozu, avSak nevyhodou je

vyrazny Ubytek hmotnosti experimentalnich zvitat [72].

Diety s nedostatkem cholinu, dopIlnéné L-aminokyselinami

Stejné jako MCD, cholin-deficitni a L-aminokyselinami definovanad (CDAA) dieta je
charakteristickd nedostatkem cholinu. Kromé toho jsou bilkoviny substituované ekvivalentni
smési L-aminokyselin. Dieta CDAA zachycuje né&kolik aspekti NASH, vcetné progrese
pokrocilé fibrozy a neptitomnosti ibytku hmotnosti, coz je vyhoda oproti MCD [69]. Dietu
CDAA lze také kombinovat s HFD. V tom pfipad¢ je na rozdil od samotné CDAA patrné
zvySeni ALT a AST u mysi krmenych po dobu 6 tydn [73]. Nicméné, tento nutricni nedostatek
je vzdaleny od lidské NASH etiologie.

2.5.2 Modely indukované toxiny

Tetrachlormethan, thioacetamid

Klasické modely jaterni fibrézy zahrnuji podani tetrachlormethanu (CCls) nebo

thioacetamidu (TAA), které jsou schopné rychle a siln€ vyvolat pokrocilou fibrozu a cirhézu.
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Avsak zejména pii samostatném pouziti tato akutni toxicitou indukovana jaterni fibroza neni

relevantnim modelem NASH, protoze zcela chybi nutri¢ni a metabolicka souvislost.

Podavani CCLs v kombinaci se =zapadni dietou vyvolava histopatologické
a transkriptomické zmény podobné tém u lidského NASH [74], nicmén¢ rozdil v etiologii

onemocnéni je podstatny a limitujici.

Streptozotocin

Protoze NAFLD je velmi Casté u pacienti s DM [1], nékteré modely se pokouseji
napodobit hyperglykémii spojenou s onemocnénim tim, Ze poSkodi pankreatické B-buiky
podavanim toxického analogu glukdzy — streptozotocinu [75]. Streptozotocin vSak mlze byt
pfimo toxicky pro jatra, takze je otdzka, zda pozorovany ucinek na jaterni fibrozu je

zprostiedkovany navozenou hyperglykémii, nebo spiSe pfimou jaterni toxicitou [72].

DDC

Dieta obohacena o jaterni toxin 3,5-diethoxykarbonyl-1,4-dihydro-2.,4,6-kolidin (DDC,
struktura viz obrazek 11) je ¢astym modelem pro vyzkum patologickych stavii souvisejicich
s chronickym cholestatickym poskozenim jater, u kterych také dochazi k rozvoji fibrézy. Tento
model byl také pouzit v této diplomové praci. Podavéani 0,1% DDC diety po dobu alespoii
4 tydnt prokazuje patologicky nalez specificky pro onemocnéni s vyskytem Malloryho télisek
[76]. Tato téliska se objevuji u patologickych stavli souvisejicich s cholestdzou, alkoholovym
posSkozenim jater a nealkoholovou steatohepatitidou [24]. Podavani DDC vyvolava akumulaci
hepatotoxickych protoporfyrinii souc¢asné s tvorbou protoporfyrinovych zatek a kumulaci
porfyrinovych pigmenti. Akumulace protoporfyrinu miiZze u experimentalnich zvifat zptisobit
hepatocelularni poskozeni a neoplazii. Tyto latky vytvérteji histologicky obraz charakterizovany
pritomnosti ¢ervenohnédych pigmentovych globuli ve zlu¢ovych kanalcich a malych granuli
v hepatocytech, Kupfferovych buitkdch a makrofazich (viz obrazek 10 A). To muze byt
doprovazeno akutnim nebo chronickym zanétem portobilidrniho prostoru, proliferaci
zlucovodu a aktivaci hvézdicovitych bunék s naslednou produkei fibrozy. Porfyrinovy pigment
muZe byt zaménén za Zlu€ovy pigment v fezech tkani, ktery se hromadi podobnym zplisobem
(viz obrazek 10 B). Na rozdil od Zlu¢i se porfyrinové pigmenty vyznacuji dvojlomnymi
vlastnostmi a ¢ervenou autofluorescenci v ultrafialovém svétle. Pfedpoklada se, Ze tento typ
porfyrie vyvolany DDC je vysledkem inhibice enzymu ferrochelatazy v jaternich
mitochondriich. Tento enzym katalyzuje zabudovani Zeleza do protoporfyrinu IX a je tak

kone¢nym krokem v syntéze hemu. Kompenza¢nim mechanismem inhibice ferrochelatazy je
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aktivace 5-aminolevulinat syntazy s naslednou masivni akumulaci substratu protoporfyrinu

[76] [77].

Porfyrinové zatky vyvoléavaji obstrukci v malych zlucovodech, coz zptisobuje cholestazu.
Kromeé toho je pro cholestazu indukovanou DDC typicka sklerotizujici cholangitida a vyrazna
biliarni fibréza doprovazend duktularni proliferaci. Atypicka proliferace zZlu¢ovodu je stimulem
jaternich progenitort, které se pak diferencuji jak na cholangiocyty, tak na hepatocyty, a to za
ucelem reparace jater [76]. Tato reorganizace zlu¢nikové architektury je doprovazena zvySenim
prozanétlivych (MCP-1, TNF-a, CXCL1 a CXCLS5) a profibrogennich cytokini (PDGF
a TGF-B), coz vede jak kinfiltraci neutrofili, tak k proliferaci a aktivaci jaternich
hvézdicovitych bunék a fibroblastd vedouci krozvoji biliarni fibrézy v portobilidrnim

prostoru [78].

Doba podavani DDC je obvykle od 1 do 6 tydnl v zavislosti na tom, jaka troven
cholangiopatie je pro danou studii vyZadovana. Jatra od prvniho tydne podavani DDC vykazuji
zmény Vv portobilidrnim prostoru, a zhruba po 4 tydnech je vidét intraduktuldrni depozice
porfyrinovych krystalti a fibr6za. Tyto morfologické zmény jsou doprovazeny kontinualnim
stoupanim hladin ALT a vyraznym nardstem markeru cholestatického poskozeni — alkalické

fosfatazy [78].
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Obrazek 10: Porovndni vzhledu porfyrinového a Zlucového pigmentu. (A) Fialovou
barvou jsou oznaceny aktivované hvezdicovité bunky produkujici aSMA, hnéda barva zndzornuje
porfyrinovy pigment (400x). (B) Zobrazeni Zlucového pigmentu ve zlucovych kanalcich, zretelné

jsou zlucové zatky i cytoplazmaticky lipofuscinovy pigment (425x). Prevzato z [77], upraveno.
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Obrazek 11: Struktura DDC. 3,5-diethoxykarbonyl-1,4-dihydro-2,4,6-kolidin, IUPAC
nazeyv je diethyl-2,4,6-trimethyl-1,4-dihydropyridin-3,5-dikarboxylat. Prevzato z [79].

2.6 Carotuximab (TRC105)

Carotuximab, ktery se také oznacuje nazvem TRC105, je chimerickd IgG1 monoklonalni
protilatka, kterd se vdze na endoglin (CD105, odtud tedy zkratka pro carotuximab) a blokuje

jeho plsobeni [9]. S nizsi afinitou se také vaze na endoglin u mysi [80].

2.6.1 Struktura

Monoklonalni protilatky jsou imunoglobuliny, které pochazeji z produkce jednoho klonu
aktivovanych B-lymfocytl po styku s jednim konkrétnim antigenem. Hlavni indikace jejich
vyuziti jsou nadorova, zanétliva, autoimunitni, kardiovaskularni nebo hematologicka
onemocnéni, pficemz v soucasné dobé¢ intenzivné probiha vyvoj a tada klinickych studii.
Obecna struktura monoklondlnich protilatek se sklada ze ctyt polypeptidickych fetézct — ze
dvou identickych kratkych (lehkych, light) a dvou identickych dlouhych (t€Zkych, heavy). Tyto
fetézce jsou rozdelené na variabilni podjednotky (VL = variable light, VH = variable heavy),
které jsou zodpovédné za vazbu na cil, a na konstantni (signalni) podjednotky (CL = constant
light, CH = constant heavy), které zodpovidaji za aktivaci imunitni odpovédi. Fc oblast
obsahuje proteinové sekvence spole¢né vSem Ig, ale také determinanty jedine¢né pro jednotlivé
ttidy. Fab oblast zahrnuje lehky 1 tézky tetézec. Struktura Ig se dale sklada ze sacharidové ¢asti,
ktera se taktéZ podili na aktivaci imunitni odpovédi. Disulfidické mustky spojuji podjednotky
1 fetézce. Na variabilnich koncich se nachézeji volné aminoskupiny, a na konstantnich koncich
se nachazeji volné karboxylové skupiny [81]. Grafické znazornéni struktury je uvedeno na

obrazku 12.

Nézvoslovi monoklonalnich protilatek se sklada z prefixu (caro), cile (tu — od anglického

tumor = nador), zdroje (xi = chimericky), a suffixu (mab).
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Obrazek 12: Grafické zndzornéni struktury monoklondlni protildatky. (4) Variabilni
podjednotky (VL — svetle modra, VH — bila) jsou zodpovédné za vazbu na cil (antigen),
konstantni podjednotky (CL — tmavé modra, CH — tmavé cervena) jsou zodpovédné za aktivaci
imunitni odpovédi. Retézce jsou spojeny disulfidickymi miistky. (B) Chimerickd monoklondlni
protildtka se sklada z konstantnich podjednotek lidského piivodu a variabilnich podjednotek

mystho puvodu. Prevzato z [81], upraveno.

2.6.2 Funkce, farmakodynamika

Doposud bylo popsano pét moznych mechanismil u¢inku carotuximabu. Rist primarniho
nadoru je zavisly na kysliku, zivindch a ristovych faktorech, které jsou doddvané
prostiednictvim angiogeneze. Krevni cévy spojené s nddorem navic umoznuji rakovinnym
buitkam rozsifovani do vzdalenéjsich organti [80]. Jak jiz bylo uvedeno v kapitole 2.3.2, a jak
shrnuje obrdzek 13, endoglin zprostfedkovava signalizaci BMP-9 a TGF-f1 a stimuluje
angiogenezi piimo skrze aktivaci cesty ALK-1 — SMADI1/5/8 a nepfimo skrze inhibici
signalizace ALK-5 — SMAD?2/3 [39] [82]. Carotuximab tuto proangiogenni signalizaci blokuje
diky kompetitivni inhibici aktivacniho endoglinového ligandu BMP-9 [9], viz obrazek 14.
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Obrazek 13: TGF-p signalizacni kaskdada v endotelovych buiikdach. TGF-f se vdze na
receptor TPRII a skrze transfosforylaci ALK-5 dojde k fosforylaci SMAD2/3. Aktivovany
SMADZ2/3 tvori komplex se SMAD4, ktery se translokuje do jadra a zménou transkripce
cilovych genii snizuje proliferaci a migraci endotelovych bunék. V pritomnosti endoglinu je
TGF-p — ALK-5 signalizacni kaskada inhibovana a probiha signalizace skrze ALK-1 vedouci
k fosforylaci SMAD1/5/8. BMP-9 se miize vazat primo na endoglin a vyvolava také SMAD1/5/8
fosforylaci. Nasledny komplex se SMAD4 se translokuje do jadra, kde dochazi
k proangiogennim transkripcnim zmenam. Endoglin miiZe byt odstipnut piisobenim MMP-14
z bunécné membrany, c¢imz se snizi hladina membranového endoglinu a vzroste hladina
solubilniho endoglinu, ktery miize fungovat jako lapac ligandu BMP-9 a tim sniZovat naslednou

signalizaci. Prevzato z [82].
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Obrazek 14: Carotuximabem inhibovand vaztba BMP-9 na endoglin. (1) TRCI105
(carotuximab) blokuje vazbu BMP-9 na endoglin a tim inhibuje signalizacni kaskadu BMP-9 —
SMAD1/5/8, zatimco cesta ALK-5 — SMADZ2/3 indukovana skrze TGF-f je nezmeénéna. Vazba
carotuximabu také indukuje uvoliovani endoglinu zprostiedkované MMP-14. Prevzato z [82],
upraveno. (B) Znazornénd struktura L-endoglinu s Cisly aminokyselin zobrazujici orphan
doménu, ZP doménu, transmembranovou doménu (TM) a cytoplazmatickou doménu (CD).
Cervené zvyraznéna oblast orphan domény je mistem vazby carotuximabu. Vazba BMP-9 je tak

kompetitivné inhibovana. Prevzato z [9], upraveno.

V procesu angiogeneze ma kli¢ovou roli také vaskuldrni endotelovy rastovy faktor
VEGF-A a jeho receptor VEGFR-2 [83]. Druhy mechanismus inhibice angiogeneze

carotuximabem je skrze inhibici interakce mezi endoglinem a VEGFR-2 [80].

Po navazani VEGF-A na receptor VEGFR-2 dochazi k fosforylaci tohoto receptoru
a signaliza¢ni kaskade¢, kterd vede k angiogenezi. Endoglin a VEGFR-2 mechanicky vytvofi
komplex na povrchu buiiky, ¢imz se zabrani internalizaci (pfesun molekuly z povrchu do nitra
buiiky) a nasledné degradaci tohoto receptoru (obrazek 15). Za tuto interakci je zodpoveédna
cytoplazmaticka doména endoglinu. Interakce mezi endoglinem a VEGFR-2 zvysuje VEGF-A

signalizaci a tim indukovanou angiogenezi [80].
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Obrazek 15: Interakce mezi endoglinem a VEGFR-2. Ve vedoucich endotelovych
bunkdach nové se tvorici vaskulatury (tip cells) endoglin udrzuje VEGFR-2 na bunécném
povrchu, ¢imz zabranuje jeho degradaci v lysozomech. To vede k tomu, Ze tyto buriky zistavaji

citlivé na VEGF. Prevzato z [80].

Carotuximab v zavislosti na davce inhibuje VEGF-indukovanou fosforylaci VEGFR-2.
Vazba carotuximabu na extracelularni doménu endoglinu zptisobi, Ze endoglin nebude
pfistupny pro VEGFR-2, narusi se jejich interakce a podpoii se naslednd internalizace

a degradace VEGFR-2 [80].

Dalsi mechanismus u¢inku carotuximabu, ktery ovliviiuje angiogenezi, je indukce Stépeni
membranového endoglinu prostfednictvim MMP-14, jak jiz bylo ukdzano na obrazku 14. Takto

generovany sEng funguje jako lapac ligandu (BMP-9), a tak sniZuje signaliza¢ni drahu [84].

Vazba carotuximabu na endoglin dale indukuje na protilatkach zéavislou bunécnou
cytotoxicitu (antibody-dependent cellular cytotoxicyty, ADCC) zprosttedkovanou NK

bunikami, neutrofily a monocyty, coz vede k apoptdze cilovych bunék [84].

V neposledni fad€¢ je nutné zminit, Ze regula¢ni T-builkky v nddorové tkéni exprimuji
endoglin ve zvySené mife. Zd4 se, Ze carotuximab inhibici endoglinu eliminuje tuto
imunosupresivni populaci z mikroprosttedi nadoru. Kombinace carotuximabu s PD-1
inhibitory (napiiklad nivolumabem) vyrazn€ zvysSuje terapeuticky efekt u experimalnich

zvirat [85].
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2.6.3 Lécba carotuximabem

Carotuximab byl vyvinut firmou TRACON Pharmaceuticals se sidlem v Kalifornii, USA,
a pivodné byl zamyslen jako protinddorova 1é¢ba u pacientti s pokroc¢ilym nebo metastazujicim
angiosarkomem, spole¢n¢ v kombinaci s pazopanibem (Votrient). Klinické studie ale byly
ukonceny, protoze tato 1écba nepiinasela uspokojivé vysledky. Vyvoj byl misto toho zaméfen
na oftalmologickou indikaci — exudativni vékem podminéna makularni degenerace, spole¢né
v kombinaci s VEGF inhibitorem (ranibizumab, obchodni nazev Lucentis). Carotuximab mél
pro pouziti v oftalmologii ozna¢eni DE-122 a jeho administrace byla formou vodného o¢niho
injek¢niho roztoku. Vyvoj zastieSoval Santen Pharmaceutical Company, partner Traconu, ale

kvtli nedostatecnému efektu od vyvoje upustil [86] [87].

Kombinace carotuximabu a monoklonalni protilatky proti VEGF-A vykazovala na
mySich modelech soucinnost pii inhibici neoangiogeneze [80]. Kromé kombinace
carotuximabu s pazopanibem u pacientll s angiosarkomem také probihaly klinické studie pro
kombinaci carotuximabu napfiklad s bevacizumabem (glioblastom, choriokarcinom),
s axitinibem (rakovina ledvin), kapecitabinem (metastazujici rakovina prsu) ¢i abirateronem
a enzalutamidem (rakovina prostaty). Nicméné¢ i tyto studie byly pro neptesvédcivé vysledky
ukonceny a v soucasné dobé probiha pouze klinické hodnoceni piedoperacni kombinace
letrozolu, everolimu a TRCI105 u postmenopauzalniho karcinomu prsu s pozitivnim

hormonalnim a Her2 negativnim receptorem [88].

Endoglin je exprimovan ve fibroblastech asociovanych s nddorem (cancer-associated
fibroblasts, CAF) u riznych typt rakoviny. Tyto CAF hraji dtlezitou roli v progresi a tvorbé
metastaz naptiklad u rakoviny prsu [89]. Pouziti carotuximabu u naddorovych modela vedlo ke

snizenému poctu téchto fibroblastl asociovanych s nadorem [10].

Kromé toho miZe terapeutické zacileni endoglinu pfesahovat onkologii. Exprese
endoglinu byla prokdzana na aktivovanych fibroblastech u srde¢ni fibrozy, kde jeho inhibice

v preklinickych modelech sniZila srdecni fibrézu a zlepsila vysledky [84] [90].

2.7 Imunohistochemie
Imunohistochemie je technika, kterd vyuziva protilatky (imuno-) za tucelem detekce
ur¢itého antigenu v bunikach fezu tkané (histo-). Protilatky se specificky vaZou na antigeny

a tato vazba protilatka-antigen miiZe byt riznymi zplisoby vizualizovana [91] [92].

Ptiprava vzorku zahrnuje fixaci za ucelem konzervace odebrané tkan¢ a zachovani jeji

integrity pro ndsledné umoznéni detekce protilatek. Zpiisob fixace zavisi na typu proteinu, ktery
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ma byt vizualizovan. RozliSujeme chemickou a fyzikalni fixaci. Chemicka fixace vyuziva latky,
které mohou ptisobit bud’ zesitovanim proteinti nebo jejich vysraZzenim, coz miize maskovat
antigen, zhorSovat piistupnost protilatky nebo ménit bunéénou lokalizaci ur€itych proteind.
Chemickou fixaci Ize provést ponoienim nebo perfuzi. Tento typ fixace umoznuje dlouhodobé
uchovavani zafixovaného vzorku pii pokojové teploté a také umoznuje krajet tenké fezy na
mikrotomu (4-5 um). Metoda ponoteni spociva v ponofeni tkdn¢ do velkého objemu fixa¢niho
roztoku (50-100x vétsi nez objem vzorku) ptiblizné na 18-24 hodin. Metoda perfuze je zaloZena
na infuzi fixacniho prostfedku cévnim systémem experimentalniho zviiete. Proces perfuze je
vSak ve srovnani s ponofenim technicky slozity a ¢asové narocny. Po perfuzi je mozné
pozadovanou tkan extrahovat a dale fixovat ponofenim, aby byla zajiSténa plna fixace

pozadované tkané [91].

Nékteré fixacni prostiedky jako formalin ¢i paraformaldehyd puasobi zesitovanim
proteint tvorbu methylenovych mustki. Tyto mistky mohou maskovat epitop antigenu, a tim
snizit schopnost detekovat jej pomoci protilatky [91]. Je nezbytné demaskovat tyto epitopy, aby
byla umoznénd vazba protilatek, a to bud’ teplem (heat induced epitope retrieval, HIER) nebo
enzymatickym Stépenim (proteolytic induced epitope retrieval, PIER). Ob&é metody vedou
k rozvinuti methylenovych mistkli, ¢imz obnovi antigenicitu. Dalsi fixani roztoky jsou
napiiklad methanol, aceton, Bouiniv roztok (obsahujici kyselinu pikrovou), Zamboniho roztok

nebo roztok glutaraldehydu [91] [92].

Pro dalsi zlepSeni uchovani mohou byt tkang, které byly chemicky fixovany, zality do
parafinu. Tento krok umoznuje dlouhodobé uchovavani vzorku. Tkané vSak musi byt pred
barvenim zbaveny parafinu, protoZe hydrofobni povaha parafinu by interferovala s barvenim

protilatek ve vodnych roztocich [91].

Tkang, ve kterych by antigen mohl byt negativné ovlivnén chemickou fixaci, mohou
misto toho podstoupit fyzickou fixaci, ktera zahrnuje zmrazeni a susSeni. Zmrazeni spociva
v ulozeni tkani do kryogennich materialti a jejich nasledném rychlém zmrazeni v kapalném
dusiku. Zmrazené fezy vSak maji omezenou skladovaci kapacitu a specialni pozadavky na
skladovani (maximalné jeden rok pii —80 °C) a fezy tkan€ zhotovené v kryostatu jsou oproti
chemické fixaci siln€jsi (7-8 pm), coz ma za nésledek horSi mikroskopické rozliSeni. Kromé
toho muze tvorba ledovych krystald ovlivnit architekturu tkdné. SuSeni 1ze pouzit pro urcité

typy tkani nebo tekutin, jako jsou naptiklad krevni natéry [91] [92].
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Pted znacenim sledovaného antigenu protilatkou je dulezité provést blokovaci krok, aby
se snizila nespecifickd vazba protilatky (mohla by poskytovat faleSné€ pozitivni vysledek). Toho
je dosazeno inkubaci tkdn¢ s roztoky obsahujicimi proteiny nebo jiné¢ molekuly, které se budou
vazat na snadno reaktivni nespecifickd mista, ¢imz se zablokuje schopnost protilatky vazat se
na tato mista. Mezi bézné blokujici roztoky patii naptiklad roztoky proteinti jako je hovézi
sérovy albumin nebo odtu¢néné susené¢ mléko [91]. Kromé blokovéani nespecifické vazby
protilatky mize byt nutné blokovat endogenni expresi ur€itych enzymi jako je peroxidaza
a alkalicka fosfatdza (které se bézné pouzivaji ke katalyze reakce poskytujici barevny
produkt) [92], a endogennich molekul jako je biotin. Potieba tohoto blokovaciho kroku je
ur¢ena tim, k ¢emu je protilatka konjugovana. Pokud je naptiiklad sekundarni protilatka
konjugovana s kfenovou peroxidadzou, pak je cilem, aby tato protilatka detekovala pouze
peroxidazu specifickou pro primarni protildtku, a ne vSechny endogenni peroxidazy, které
mohou byt pfitomny v tkani. Potfeba tohoto blokovaciho kroku je také urcena typem tkané,
protoze endogenni exprese téchto enzymt a molekul se mezi typy tkéani li§i. Naptiklad
blokovani aktivity endogenni peroxidazy je dulezité¢ ve tkani ledvin, kde je vysoka aktivita

peroxidazy, ale nikoli v tukové tkani [91].

Monoklonalni protilatky jsou produkovany jedinou populaci B-lymfocytl a rozpoznévaji
jeden epitop. Naproti tomu polyklonalni protilatky pochézeji z vice populaci B-lymfocyta
a mohou rozpoznavat vice epitopi na stejném antigenu. Monoklondlni protilatky jsou proto
vysoce specifické, zatimco polyklonalni protilatky jsou odolnéjsi viici zménam v konformaci

proteint, protoze se mohou vazat na vice epitopt [91].

Zakladni typy imuohistochemickych metod jsou enzymatickd, fluorescenéni

a amplifikaéni [92].

2.7.1 Enzymaticka metoda

U enzymatické metody je protilatka pouZitd pro detekci antigenu pied reakci oznacena
enzymem. Po navazani na cilovy antigen dojde k vytvofeni komplexu, kde enzym po reakci
s chromogenem katalyzuje substrat za vzniku nerozpustného barevného produktu. Nasledné
muze byt produkt analyzovan pod svételnym nebo elektronovym mikroskopem. Lze provést
pfimou nebo neptimou detekci. Jako obvykly chromogen pro kienovou peroxidazu se pouziva
DAB (3,3'-diaminobenzidin), ktery vytvaii tmavé hnédy nerozpustny produkt. Déale je mozné
pouzit napiiklad AEC (3-amino-9-ethylkarbazol), ktery poskytuje tmavé Cervenou reakci.

Zastupci chromogentl pro alkalickou fosfatdzu jsou napiiklad NBT (nitro blue tetrazolium)
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v kombinaci s BCIP (5-brom-4-chlor-3-indolyl-fosfat), které¢ po kontaktu se substratem méni

barvu na modrofialovou nebo ¢ernofialovou [92].

Pfimé metoda (viz obrazek 16) je jednokrokovy proces barveni, kdy oznacena protilatka
(napt. protilatka konjugovand s kienovou peroxiddzou) pfimo reaguje s pozadovanym
antigenem. Komplex antigen-protilatka-kfenovéd peroxiddza se pak ponechd reagovat

s chromogenem (DAB) a substratem za ucelem vytvoteni zbarveni [92].

Nepiima metoda (viz obrazek 16) je dvoustupniovy proces, kdy se neznacend primarni
protilatka (prvni vrstva), vaze na cilovy antigen ve vzorku, a enzymem znacend sekundarni
protilatka (druha vrstva) reaguje s primarni protilatkou. Sekundarni protilatka musi byt proti
IgG Zivocisného druhu, ve kterém byla vytvofena primarni protilatka. Napiiklad pokud je
primarni protilatkou krali¢i anti-lidsky IgG, enzymem znacena sekundérni protilatka by mohla

b}’/t kOZi antl-kréhéi IgG [92] Substrate

Secondary o

Antibodies Q
Substrate \

Primary e .. °
Antibody Q o L ] = —d u
/ \ Primary
Ag Antibody
Direct Detection Indirect Detection

Obrazek 16: Rozdil mezi primou a nepiimou detekci. Pri primé detekci se na antigen
vaze protilatka oznacena enzymem (horseradish peroxidase, HRP), ktery nasledné po reakci
s chromogenem zpiisobi zbarveni substratu. Pri neprimé detekci je na primarni protilatku

navdzana sekundarni protilatka, kterd je znacena enzymem. Prevzato z [93].

Existuji také metody s neznacenymi protilatkami. Metoda enzymového mustku je jednou
z takovych metod, kdy se enzym vaze na cilovy antigen prostfednictvim reakce mezi antigenem
a protildtkou imunoglobulinového enzymového mistku. Metoda peroxiddza-antiperoxidaza
(PAP) vyuziva imunizaci protilatky skupinou kienové peroxidazy k vytvoteni protilatky proti
kienové peroxidadze, ktera je zase schopnd vazat se na jinou skupinu kienové peroxidazy za

vzniku stabilniho mnohothelniku [92].

Po obarveni cilového antigenu se obvykle aplikuje sekundarni barveni pro lepsi kontrastni

rozliSeni obarvenych struktur. Néktera barviva obarvuji specifické bunécné kompartmenty, jina
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barviva obarvuji celé buiiky. Nekteré z nejbéznéjsich kontrastnich barviv zahrnuji hematoxylin
(barvi bunécnd jadra do modra), methylovou zelein nebo nuclear fast red (zbarvuje jadra do

cervena) [92].

2.7.2 Imunofluorescencni metoda
Imunofluorescencni metoda je vyuzivana pro identifikaci antigenu po jeho vystaveni
protilatkam, které jsou znacené fluorescennim barvivem (fluorochromem). Specificka vazba

protilatky je nasledné detekovana fluorescencnim mikroskopem [94].

Proces nepiimé metody zahrnuje tii kroky. Nejprve se primdrni protilatka specificky vaze
na cilovy antigen. Sekundarni protilatka znacena fluorochromem se poté vaze na primarni
protilatku. Na zavér je fluorochrom detekovan pomoci mikroskopie. Pfima metoda je
analogickd pifimému postupu u enzymatické metody, tedy s vynechdnim sekundarni

protilatky [92], porovnani obou metod je uvedeno na obrazku 17.

Ne&které z bézné pouzivanych fluorochromt jsou naptiklad fluorescein, Cy3 nebo CysS.
Mezi kontrastni barviva, zejména pro barveni jader a chromozomi, patii napiiklad DAPI,
Hoechst 33342 nebo propidium jodid [95]. Po obarveni by mély byt vzorky ihned pozorovany

a zobrazeny pod fluorescencnim mikroskopem [92].

Primary Secondary
Fluorophore antibody \ antibody
//\ Antibody //\ ‘
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y \4
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Obrazek 17: Rozdil mezi primou a nepiimou imunofluorescenci. Pri nepiimé fluorescenci

se na primadrni neznacenou protilatku vaze sekunddarni protilatka s fluoroforem [94].

2.7.3 Amplifika¢ni metody

Citlivost imunohistochemie 1ze zlep§it pouzitim vyS$$iho poctu molekul enzymu vézanych
na tkan. Metoda avidin-biotin komplexu (ABC, obrazek 18) vyuzivd pevné vazby avidinu
s biotinem. Avidin, protein vaje¢ného bilku, mé ¢tyfi vazebnd mista pro nizkomolekuldrni
vitamin biotin. Né&kterd vazebna mista mohou byt obsazena biotinylovanou molekulou

protilatky, kterd tak tvoii mustek. Streptavidin je tetramerni protein vazajici biotin, ktery je
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izolovéan ze Streptomyces avidinii. Metody avidinu a streptavidinu funguji témét identicky,
protoze jejich struktury jsou velmi podobné. Metoda ABC a znafend vazba streptavidinu
(labeled streptavidin binding, LSB) jsou dvé nejpouzivanéjsi metody pro amplifikaci signalu

cilového antigenu [92].
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Obrazek 18: ABC metoda. Na vzorek tkané se aplikuje primdrni protilatka (navaze se na
cilovy antigen), a poté se prida biotinylovana sekundarni protilatka, ktera ma specifitu proti
primarni protilatce. U enzymatické metody se biotinylovany enzym (kienova peroxiddza nebo
alkalicka fosfataza) smicha s avidinem (Ci streptavidinem) za vzniku komplexu ABC (¢i LSB),
a nasledne se tento komplex prida ke vzorku tkané. U fluorescencni detekce se pouZije

kombinace avidinu ci streptavidinu a fluorescencniho barviva. Prevzato z [96].

Montovaci médium se pouziva k ptipevnéni kryciho sklicka a zajistuje trvalost vzorku.
Obecné plati, Ze vybér média zavisi na nékolika faktorech, véetné¢ chemické kompatibility
s chromogenem a kontrastnim barvivem. Neutralni montovaci média jsou olejovité latky s pH
7,0 (naptiklad pryskyfice). Ve vodé rozpustnd montovaci média obvykle obsahuji 50 %
glycerolu [92].
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3 Cile diplomové prace

Hlavnim cilem této diplomové prace bylo analyzovat zmény exprese endoglinu a markert
zanétu VCAM-1 a ICAM-1 u experimentdlniho mysiho modelu jaterni fibrozy, kterd byla
indukovéna podévanim diety s obsahem 3,5-diethoxykarbonyl-1,4-dihydro-2,4,6-kolidinu
(DDC). Déle jsme chtéli objasnit vliv podavani carotuximabu na expresi téchto marker po
indukci fibrozy s cilem zjistit, zda carotuximab inhibici endoglinu ovliviiuje proces jaterni

fibrozy.
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4 Experimentalni Cast

4.1 Experimentalni zvirata

Jako experimentalni zvifata byly pouzity tiimésicni C57BL/6 mysi (samci) s vahou
21-28 g. Jejich chov probihal v prostfedi se zabezpecenym 12hodinovym cyklem svétlo/tma
a volnym pfistupem k vodé. Mysi byly rozdéleny do tfi skupin (n=6 v kazdé skuping) —
kontrolni skupina, DDC skupina a DDC/TRC105 skupina. Zvifatim v kontrolni skupin¢ bylo
podavano standardni krmivo (chow diet), zatimco DDC skupina a DDC/TRC105 skupina byla
krmena 0,1% DDC dietou. Béhem experimentalniho chovu byl kontrolni a DDC skupiné
dvakrat tydné po dobu Ctyt tydnli podavan fyziologicky roztok (5 mg/kg), zatimco zviratim
v DDC/TRC105 skupiné byl poddvan TRC105 (5 mg/kg). Po téchto ctyfech tydnech byla
provedena eutanazie s naslednym odbérem krve a jaternich vzorkl. Se vSemi zvifaty bylo
zachazeno dle doporuceného postupu Odborné komise pro zajiStovani dobrych Zzivotnich
podminek pokusnych zvifat na Farmaceutické fakult¢ v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy.
Veskeré experimenty byly vykonany v souladu se zakonem 246/1992 Sb. (Zékon na ochranu

zvitat proti tyrani).

4.2 Metodika

Jatra byla fixovéana v tekutém dusiku a zmrazena, krajena na kryostatu na 7 um tlusté fezy
auchovavdna v mrazdku pii teplot¢ —80 °C. Pro nasledné barveni olejovou cerveni
a imunohistoanalyzu byla sklicka s fezy vybrana nahodné se zachovanim stejného poctu sklicek
pro kazdy marker. Veskeré postupy probihaly dle protokolli — barveni olejovou ¢erveni, detekce
endoglinu, VCAM-1 (svételnd mikroskopie), kolokalizace VCAM-1 a endoglinu, ICAM-1

(fluorescencni mikroskopie).

4.2.1 Imunohistochemické protokoly

Barveni olejovou Cerveni je histochemickd metoda pouzivand pro prokéazani tukovych
buné¢k a steatézy. Nejprve je nutné pfipravit matefsky roztok: 0,5 g olejové Cervené
(Sigma-Aldrich, 00625) se pies noc nechd rozpousteét ve 100 ml isopropylalkoholu (Lach-Ner,
20037-ATO0). Nasledujici den se ke 30 ml mateiského roztoku ptida 20 ml destilované vody
a prefiltruje se do kyvety. Mezitim je tfeba vyndat z mrazaku sklicka s fezy a nechat proschnout
alespont po dobu 20 minut. V dal$im kroku se skli¢ka s fezy ponofi do kyvety s pfipravenou
olejovou Cerveni a po 10 minutach se provede oplach v pramenité vod¢. Daéle se sklicka ponofi
na 10-15 sekund do nefedéné¢ho hematoxylinu (Merck, 104302), ktery barvi jadra bunék do

modré barvy, a poté se opct provede oplach v pramenité vod¢. Na zavér se na fezy nanese vodné
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montovaci médium (DABCO - 1,4-diazobicyklo[2.2.2]oktan), ptekryje se krycim sklickem
a necha se ususit. Takto pfipravené preparaty se skladuji v lednici pti 2-8 °C. Protokol je uveden

na obrazku 19.

OIL RED

1. Piiprava mateiského roztoku (neskladovat dlouho)
0,5 g oil red na 100 ml isopropanolu

Nechat rozpoustét pies noc

(5]

Piiprava pracovniho roztoku
60 ml matefského roztoku + 40 ml destilované vody

Do kyvety sta¢i 30 ml matei'ského roztoku a 20 ml destilované vody

Prefiltrovat

3. Postup
a. Rezy vyndat z mraziku a nechat oschnout 20 min
b. Oilred 10 min
c. Pramenita voda oplach
d. Hematoxylin nefedény 10-15 s
e. Pramenita voda oplach

f. Montovani do vodného média (DABCOQO)

Obrazek 19: Protokol pro barveni olejovou cerveni. Pozorovani probéhlo pod svételnym

mikroskopem.

Pro detekci endoglinu (BD Pharmingen™, 550546) i VCAM-1 (BD Pharmingen™,
550547) byly pouzity primarni protilatky zpotkana (rat anti mouse) a enzymaticka
imunohistochemickd metoda goat anti rat ImmPRESS™ — sekundarni protilatka z kozy
spole¢né s polymernim enzymem peroxiddzou (Vector Laboratories, MP-7444-15). Postup
u obou markeri je stejny, li§i se pouze délce reakce s DAB. Spole¢ny protokol je uveden na

obrazku 20.
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Sklicka s fezy se po vyjmuti z mrazaku ponechaji alespont 20 minut rozmrznout pfi
pokojové teploté a poté se na dalSich 20 minut ponofi do kyvety s acetonem (Lach-Ner,
20001-ATO0), ktera je umisténa v mrazaku. Mezitim se ptipravi mléko z 0,5 g suseného mléka
(Cell Signaling Technology, 9999S) v 10 ml PBS (Phosphate Buffered Saline, fosfatovy pufr
o pH 7.4), ktery se ptipravi pfiddnim 900 ml destilované vody ke 100 ml zasobniho PBS. Po
vyjmuti skli¢ek zacetonu a ususeni po dobu 5 minut se poloha fezli na skli¢ku oznaci
ethanolovym perem a takto znacena sklicka se na 5 minut ponoii do kyvety s pfipravenym PBS.
Poté se nechaji fezy po dobu 30 minut inkubovat s mlékem pro zabranéni nespecifickych reakci
(100 pl na kazdé sklicko). Primarni protilatka se piipravi nafedénim v BSA (Bovine Serum
Albumin, hovézi sérovy albumin) dle pozadované koncentrace v protokolu, viz obrazek 20.
BSA se pfipravuje do zasoby rozpusténim 5 g lyofilizatu bez mastnych kyselin (Biosera,
PM-T1727) askladuje se v mrazaku. Po uplynuti 30 minut se sklicka oplachnou v kyveté
s PBS, na kazdé¢ sklicko se nanese 50 pl nafedéné primarni protilatky a ponecha se inkubovat
60 minut. Nasledné¢ se sklicka ponoti na 10 minut do PBS (v poloving intervalu se vyméni stary
PBS za novy), a vlozi se na dalSich 15 minut do kyvety s H2O», ktery se ptipravi ze 70 ml PBS
a 8 ml 30% H>0; (Penta, 23980-11000). Nésleduje opétovné promyti v PBS po dobu dvakrat
5 minut a poté aplikace jedné kapky ImmPRESS™ (1 kapka odpovida 50 pl) na kazdé sklicko
s inkubaci po dobu 30 minut. Po dal§Sim promyti v PBS je aplikovano 50 ul DAB (Abcam,
ab64238) na kazdé sklicko pro zviditelnéni polymerniho enzymu navazaného na sekundarni
protilatce. DAB se pouziva v koncentraci 10 pl chromogenu ku 500 pl substratu a délka
aplikace se 1i8i podle detekovaného markeru, viz obrazek 20. Sklicka se oplachnou v PBS,
pfenesou do vanicky, ponoii na 5 sekund do hematoxylinu fedéného destilovanou vodou
(koncentrace 1:50) a poté se nechaji 1 minutu promyvat pod tekouci vodou (béhem tohoto
procesu jadra zmodraji). Nasleduje rychly oplach v acetonu, ponofeni do acetonu a xylenu
(Penta, 28440) v poméru 10:1 na 2 minuty a na dal$i 2 minuty ponofeni do acetonu a xylenu
v poméru 1:10. Na zavér probéhne ponofeni do tii vani¢ek se xylenem vzdy v intervalu 3 minut

s naslednym pouzitim Eukittu (Sigma-Aldrich, 03989) jakoZto bezvodého montovaciho média.
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Endoglin/VCAM-1 (rat anti mouse), anti rat InmPRESS™

1. Aceton (mrazak) 20 min

2. Usuiit 5 min

3. PBS 5 min

4. Mléko (0,5 g do 10 ml PBS) 30 min

5. Primarni protilatka v BSA 60 min

6. PBS 2% 5 min

7. 3% Hz0:(8 ml H;0»+ 70 ml PBS) 15 min

8. PBS 2% 5 min

9. ImmPRESS™ goat anti rat 30 min

10. PBS 2x 5 min

11. DAB (10pl v 500l pufru) 15 s endoglin, 25 s VCAM-1
12. PBS oplach

13. Hematoxylin 1:5 5 s+ 1 min modrani

14. Aceton oplach

15. Aceton/xylen (10:1) 2 min

16. Aceton/xylen (1:10) 2 min

17. Xylen 3x 3 min

18. Eukitt

primarni protilatka koncentrace DAB

rat anti mouse endoglin (BD Pharmingen™, 550546) 1:50 155
rat anti mouse VCAM-1 (BD Pharmingen™, 550547) 1:100 25s

Obrazek 20: Protokol pro enzymatickou imunohistochemii. Metoda ImmPRESS™ byla
pouzita pro detekci endoglinu a VCAM-1, protokol uvadi rozdily v koncentracich a dobé

inkubace s DAB. Pozorovani probéhlo pod svételnym mikroskopem.
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Postup pro kolokalizaci endoglinu s VCAM-1 je v prvnich krocich obdobny. V patém
kroku se ovSem na fezy aplikuje 50 pl smisenych primarnich protilatek rat anti mouse
VCAM-1 (BD Pharmingen™, 550547) a rabbit anti mouse endoglin (Abcam, ab221675). Po
60 minutach a promyti v PBS je pro zviditelnéni endoglinu pouzito 50 ul sekundarni protilatky
s ervenym fluorescenénim barvivem Cy®3 goat anti rabbit (Vector Laboratories, CY-1300).
Dalsi promyti v PBS je nésledovano sekundarni protilatkou rabbit anti rat s navazanym
zelenym fluorescen¢nim barvivem (Vector Laboratories, FI-4001) pro zviditelnéni VCAM-1.
Opét nasleduje promyti v PBS a inkubace s Hoechstovym barvivem (Sigma-Aldrich, 14533),
které slouzi k obarveni jader do modra (50 ul, koncentrace 1:1000, fedéno v PBS), po dobu 25
min. Po poslednim promyti v PBS jsou fezy montovany do vodného VECTASHIELD®
montovaciho média (Vector Laboratories, H-1700) a piekryty krycim sklickem. Pozorovani
pod fluorescenénim mikroskopem by mélo probéhnout nejpozdéji nasledujici den. Souhrnny

protokol zobrazuje obrazek 21.
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Fluorescence rat anti mouse VCAM-1 — GREEN Fluorescein 488
Fluorescence rabbit anti mouse endoglin - RED Cy®3
1. Aceton (mrazak) 30 min
2. Ususit 5 min
3. PBS 5 min
4. Mléko (0,5 g do 10 ml PBS) 20 min
5. Kombinace primarnich protilatek v BSA 60 min
6. PBS 2% 5 min
7. Cy®3 goat anti rabbit protildtka v BSA 30 min
8. PBS 2x 5 min
9. TFluorescein rabbit anti rat protilatka v BSA 30 min
10. PBS 2x 5 min
11. Hoechst (1:1000 v PBS) 25 min
12. PBS 2% 5 min
13. VECTASHIELD®
primarni protilitka koncentrace
rabbit anti mouse endoglin (Abcam, ab221675) 1:50
rat anti mouse VCAM-1 (BD Pharmingen™, 550547) 1:50
sekundarni protilatka
Fluorescein rabbit anti rat (Vector Laboratories, FI-4001) 1:100
Cy®3 goat anti rabbit (Vector Laboratories, CY-1300) 1:200

Obrazek 21: Protokol pro fluorescenéni imunohistochemii. Detekce kolokalizace

endoglinu a VCAM-1, pozorovani probéhlo pod fluorescencnim mikroskopem.
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Pro fluorescen¢ni detekci ICAM-1 byla pouzita primarni protilatka z kozy — goat anti
mouse (R&D Systems, AF796) a po promyti v PBS byla pfiddna biotinylovand sekundarni
protilatka horse anti goat (Vector Laboratories, BA-9500). Tato sekundarni protilatka byla
nasledn¢ oznaclena streptavidinem s navazanym cCervenym fluorescen¢nim barvivem Cy3
(Vector Laboratories, SA-1300) v koncentraci 1:100 v PBS. Zbytek protokolu probihal stejné

jako jako na obrazku 21, pro doplnéni je vSak kompletn¢ uveden na obrazku 22.

Fluorescence goat anti mouse ICAM-1 — Cy®3 streptavidin

1. Aceton (mrazak) 30 min
2. Ususit 5 min

3. PBS 5 min

4. Miléko (0,5 g do 10 ml PBS) 20 min
5. Primarni protilatka v BSA 60 min
6. PBS 2x 5 min
7. Horse anti goat biotinylovana protilatka v BSA 30 min
8. PBS 2x 5 min
9. Cy®3 streptavidin v PBS 30 min
10. PBS 2x 5 min
11. Hoechst (1:1000 v PBS) 25 min
12. PBS 2x 5 min

13. VECTASHIELD®

primarni protilatka koncentrace

goat anti mouse ICAM-1 (R&D Systems, AF796) 1:20

sekundarni protilatka

horse anti goat, biotinylated (Vector Laboratories, BA-9500) 1:200 (v BSA)

Cy®3 streptavidin (Vector Laboratories, SA-1300) 1:100 (v PBS)

Obrazek 22: Protokol pro fluorescencni imunohistochemickou detekci ICAM-1.
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5 Vysledky

Vysledky experimentalni ¢asti této diplomové prace jsou v této kapitole prezentovany
formou snimku s legendou. Pro histochemické barveni olejovou cerveni jsou k dispozici tfi
reprezentativni snimky (tedy jeden snimek na skupinu — kontrolni, DDC a DDC/TRC105). Pro
kazdy marker zanétu jsou k dispozici tfi dvojice snimkd, jedna dvojice pro kazdou skupinu,
s vyjimkou kolokalizace endoglinu a VCAM-1, kde je kazda skupina reprezentovana jednim
snimkem. U v§ech DDC a DDC/TRC105 snimki jsou patrna depozita porfyrinového pigmentu,

ktera vznikaji v disledku ptsobeni DDC na jaterni tkan.

5.1 Reprezentativni snimky histochemického barveni olejovou Cerveni
Histochemické barveni olejovou ¢erveni pro analyzu tukovych depozit bylo provedeno

na 12 sklickach po 2 tezech. Vysledky v téchto testovanych fezech neprokézaly Zadné

patologické barveni olejovou cCerveni. Patologickd steatéza tedy nebyla pozorovdna ani

u kontrolni (obrazek 23), DDC (obrazek 24) ani u DDC/TRC105 skupiny (obrazek 25).

Obrazek 23: Reprezentativni snimek barveni olejovou Cerveni u kontrolni skupiny.

Olejova cerver nebyla detekovana. Zvétseni 200x.
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Obrazek 24: Reprezentativni snimek barveni olejovou cerveni u DDC skupiny. Olejova
cerven nebyla detekovana. Zvysend hustota modre obarvenych jader v portobiliarni oblasti
znaci zmnozZeni bunék (Cerné sipky). Fialové Sipky oznacuji lipofuscinovy pigment, cervené

Sipky oznacuji porfyrinovy pigment. Zvetseni 200x.

Obrazek 25: Reprezentativni snimek barveni olejovou cerveni u DDC/TRC105 skupiny.
Olejova cerven nebyla detekovana. Depozita porfyrinu jsou oznacena Cervenymi Sipkami.

Zvétseni 200x.

56



5.2 Reprezentativni snimky imunohistochemické detekce endoglinu
Imunohistochemicka analyza exprese endoglinu byla provedena celkem na 36 sklickach
po 2 tfezech. U kontrolni skupiny byla detekovana silnd exprese endoglinu v endotelovych
bunikach sinusoid, cév portobilidrniho prostoru a centralni zily (obrazek 26 A, B). U DDC
skupiny bylo jasn¢ patrné snizeni exprese endoglinu v endotelovych sinusoidalnich bunkach.
V endotelovych bunikach centralni zily byla viditelna slabé exprese (obrazek 27 A, B). Podobné
zmény oproti kontrolni skupiné byly patrné 1 ve skupin¢ DDC/TRC105. Exprese endoglinu zde
byla slabsi a lokalizované pouze v endotelovych bunkach centralni zily, nikoli v sinusoidach ¢i

fibrotické oblasti (obrazek 28 A, B).

57



Obrazek 26: Reprezentativni snimky detekce endoglinu u kontrolni skupiny. Exprese
je silna v endotelovych bunkach sinusoid, centralni zily i cév v portobiliarni oblasti (Cerné

Sipky). Slabé fialovou barvou jsou zvyrazneéna jadra bunéek. Zvetseni 100x (u snimku A i B).
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Obrazek 27: Reprezentativni snimky detekce endoglinu u DDC skupiny. Exprese
endoglinu je oproti kontrolni skupiné vyrazné snizena a objevuje se pouze v endotelovych
bunkach centralni Zily (Cerné Sipky). Na snimku A jsou patrna depozita porfyrinového
pigmentu (Cervené Sipky). Lipofuscinovy pigment je oznacen fialovymi Sipkami. Slabé fialova

barva oznacuje jadra bunek. Zvétseni 100x (A), 200x (B).
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Obrazek 28: Reprezentativni snimky detekce endoglinu u DDC/TRC105 skupiny.
Podobné jako u DDC skupiny je i zde snizena exprese oproti kontrole. Endoglin je detekovan
v endotelu centralni Zily (Cerné Sipky). Depozita porfyrinu jsou znacena cervenymi Sipkami,

lipofuscinovy pigment je oznaceny fialovymi Sipkami. Zvétseni 100x (A4), 200x (B).

5.3 Reprezentativni snimky imunohistochemické detekce VCAM-1
Imunohistochemicka detekce exprese VCAM-1 byla taktéZ provedena na 36 sklickach po
2 fezech. U kontrolni skupiny nebyla pozorovana zadna exprese (obrazek 29 A, B). Oproti tomu
byla pozorovéana silna exprese v portobiliarni fibrotické oblasti u DDC skupiny. Vyrazna
exprese byla pozorovana zvlasté v epitelovych buitkkach zluCovodi (obrazek 30 A, B).
V endotelovych buiikach sinusoid vSak piekvapivé nebyla exprese VCAM-1 pozorovéna.
Podobné jako u DDC skupiny byla detekovana exprese VCAM-1 v portobiliarnich fibrotickych
oblastech u DDC/TRC105 skupiny (obrazek 31 A, B). Intenzita zabarveni znacici expresi se
zda byt vporovnani sDDC skupinou méné intenzivni, nicméné kvantifikace

imunohistochemického barveni nebyla provedena.
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Obrazek 29: Reprezentativni snimky detekce VCAM-1 u kontrolni skupiny. Nebyla
pozorovana zZadna exprese VCAM-1. Zvétseni 100x (A i B).
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Obrazek 30: Reprezentativni snimky detekce VCAM-1 u DDC skupiny. Silnou expresi
VCAM-1 je mozno pozorovat v portobiliarnich oblastech (které jsou jiz zasazeny fibrozou,
Cerné Sipky) a zejména v oblastech zZlucovych kanalkii (Zluté Sipky). V sinusoidach exprese
VCAM-1 nebyla detekovana. Cervené §ipky oznacuji depozita porfyrinového pigmentu. Svétle

fialova barva zvyraznuje bunécna jadra. Zveétseni 100x (A), 200x (B).
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Obrazek 31: Reprezentativni snimky detekce VCAM-1 u DDC/TRC105 skupiny.
Oblasti exprese jsou shodné s DDC skupinou (portobiliarni oblasti oznacené cernymi Sipkami,
zejmeéna epitel Zlucovych kandlku, ktery je oznacen Zlutymi Sipkami). Porfyrinovy pigment je

oznaceny cervenymi Sipkami. Zvetseni 100x (A), 200x (B).
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5.4 Reprezentativni snimky imunohistochemické detekce kolokalizace

endoglinu a VCAM-1

U vSech tii skupin zvifat byla provedena detekce piipadné kolokalizace endoglinu
a VCAM-1 imunofluorescenéni metodou. U kontrolni skupiny vysledky odpovidaly
piedchozim zjisténim, tedy ze ve zdravych jatrech nebyla exprese VCAM-1 pozorovana, a tedy
nebyla patrnd ani pii kolokalizaci s endoglinem. V endotelovych bunkéch sinusoid a vétSich
cév byla viditelna silnd exprese endoglinu (Cervena barva, obrazek 32). U DDC i DDC/TRC105
skupiny byla exprese endoglinu slabd, a to prevazné v oblasti endotelovych bunék centralni
zily. Ob¢ tyto skupiny vykazovaly vysokou expresi VCAM-1 (zelend barva) pievazné
v portobiliarnich oblastech, zejména v oblastech Zlu€ovodi. Nicméné€, imunofluorescencni
barveni v téchto oblastech neprokazalo zadnou kolokalizaci s endoglinem (obrazek 33 a 34).

Jadra bunék jsou oznac¢ena modrou barvou.

Obrazek 32: Reprezentativni snimek detekce kolokalizace endoglinu a VCAM-1
u kontrolni skupiny. Exprese VCAM-1 nebyla detekovana. Exprese endoglinu je velmi
vyraznd, nachazi se v endotelovych buiikach cév a je reprezentovana cervenou barvou

(oranzove Sipky). Jadra bunék sviti modre. Zvétseni 400x.
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Obrazek 33: Reprezentativni snimek detekce kolokalizace endoglinu a VCAM-1 u DDC
skupiny. Slaba exprese endoglinu (Cervend barva, oranZové Sipky) se nachazi predevsim
v endotelu centralni Zily, zatimco exprese VCAM-1 je silna, a to zejména v oblastech Zlucovych

kandlkii (zelené Sipky). Cervené sviti depozita porfyrinu (Cervené Sipky). Zvétseni 400x.

Obrazek 34: Reprezentativni snimek detekce kolokalizace endoglinu a VCAM-1
u DDC/TRC105 skupiny. Pozorujeme podobny vysledek jako u DDC skupiny, VCAM-1 je
znacen zelenymi, endoglin oranZovymi a porfyrin cervenymi Sipkami. Zvétseni 400x.
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5.5 Reprezentativni snimky imunohistochemické detekce ICAM-1

Imunofluorescencni analyza exprese ICAM-1 byla provedena na 36 sklickach po 2
fezech. U kontrolni skupiny byla exprese témét nedekovatelna (obrazek 35 A, B). U vzorka
jater poskozenych DDC dietou byl patrny markantni nértst exprese ICAM-1 zejména
v endotelovych buiikéch centralni zily a v sinusoidach (obrazek 36 A, B). Podobné zmény byly

pozorovany u DDC/TRC105 skupiny (obrazek 36 A, B).

A
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Obrazek 35: Reprezentativni snimky imunofluorescencni detekce ICAM-1 u kontrolni
skupiny. Tento marker zanétu byl u vzorkii zdravych jater detekovan pouze velmi slabe

(oranzovd barva, bilé Sipky). Zvétseni 200x (A i B).
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Obrazek 36: Reprezentativni snimek imunofluorescencni detekce ICAM-1 u DDC
skupiny. Exprese je oproti kontrolni skupiné vyrazné vyssi, a to zejména v endotelovych
bunkach sinusoid a centrdlni Zily (oranZovda barva, bilé Sipky). Depozita porfyrinového

pigmentu jsou oznacena cervenymi Sipkami. Zvetseni 200x (A i B).
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Obrazek 37: Reprezentativni snimek imunofluorescencni detekce ICAM-1
u DDC/TRC105 skupiny. Byly pozorovany velmi podobné zmény oproti kontrolni skupiné
jako u DDC skupiny. ICAM-1 je zndazornén bilymi Sipkami, porfyrinovy pigment cervenymi
Sipkami. Zveétseni 200x (A i B).
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6 Diskuze

Cilem této diplomové prace bylo analyzovat expresi endoglinu a bunéénych adheznich
molekul ICAM-1 a VCAM-1 v jatrech experimentdlniho mySiho modelu jaterni fibrozy,
a zhodnoceni vlivu soubézného podavani monoklonalni protilatky carotuximabu, ktera blokuje

pusobeni endoglinu.

Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktery je soucasti TGF-B receptorového
komplexu, a ktery moduluje TGF-p signalizaci [5] [18]. Plisobenim tzv. matrix metaloproteinaz
muze byt extracelularni ¢ast endoglinu Stépena za vzniku solubilniho endoglinu, ktery je
uvoliovan do cirkulace, a ktery miize byt detekovan jakozto biomarker patologickych stava
souvisejicich s metabolickym syndromem [44]. Endoglin je exprimovan endotelovymi
buitkami, hladkosvalovymi bunikami cév [39], fibroblasty [42], aktivovanymi makrofagy [40]
a jaternimi hvézdicovitymi bunikami [41]. Zmény v jeho expresi a funkci jsou spojeny
s n€kterymi patologickymi stavy, jako je hereditarni hemoragickd telenagiektazie [54],

angiogeneze spojena s nadorovym bujenim, fibroza [6], endotelova dysfunkce [44] a zanét [45].

V soucasné dob¢ neni piesné zndma loha endoglinu v patologii jater. ZvySena exprese
endoglinu v jatrech je asociovana ptedevsim s jaterni fibrézou [6] [18]. Jednim z dikazl je
napftiklad studie, kdy pfi izolaci aktivovanych hvézdicovitych bunék ze dvou in vivo modelt
jaterni fibrézy, ktera vznikla jako disledek podvéazani zlu€ovodu a podavéani CCls, byla v téchto
bunikach detekovéna zvySend exprese endoglinu [6]. Dalsim dikazem je naptiklad detekce
endoglinu v jatrech in vivo a kultivovanych portalnich fibroblastech in vitro, které byly ziskany

od pacienti s pokrocilou jaterni fibrozou v disledku infekce virem hepatitidy C [54] [58].

Intercelularni adhezni molekula ICAM-1 a vaskularni bunéénd adhezni molekula
VCAM-1 se nachézeji na endotelovych a epitelovych buiikkach [19], ICAM-1 je dale
exprimovan fibroblasty, keratinocyty a leukocyty [8]. Exprese téchto bunécénych adheznich
molekul se zvySuje béhem patologickych stavii jako je zanét ¢i endotelova dysfunkce, coz vede

ke zvySené akumulaci leukocytli v mistech zanétu, jaterni poskozeni nevyjimaje [19].

Chronické podavani krmiva obohaceného o DDC mySim je €asto vyuzivany model
cholestatického poskozeni jater. Vzhledem k tomu, Ze DDC je schopen indukovat chronicky
oxidacni stres, je tento model specificky asociovan s metabolickym poSkozenim jater, které se
objevuje naptiklad u alkoholové a nealkoholové steatohepatitidy [97]. Cholestaza vyvolana
podavanim DDC vznikéd v disledku kumulace porfyrinového pigmentu a nasledné tvorby

porfyrinovych zétek, které se tvoii ptiblizn€ po ¢tyfech tydnech pravidelného podavani DDC,
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a které vyvolavaji obstrukci ve zlucovodech. Z téchto diivodil vede chronické podavani DDC

k tvorb¢ periduktalni fibrozy, ktera progreduje v case [77] [78].

TRCI105 (carotuximab) je monoklondlni protildtka ptlisobici proti endoglinu, ktera

v minulosti na experimentalnim modelu jaterni fibrozy jesté nikdy testovana nebyla.

V této diplomové praci, imunohistochemickd analyza exprese endoglinu u vzorka jater
kontrolni skupiny ukazala silnou expresi v endotelovych bunkéch sinusoid a dalSich cév.
Navzdory ocekdvani, podavani DDC dramaticky sniZilo expresi endoglinu, a¢koli u t€chto mysi
doslo k rozvoji fibrézy, kterd byla patrna ze zmnozeni jader bun¢k produkujicich extracelularni
matrix v portobiliarnich oblastech. Tyto vysledky jsou v rozporu s piedchozimi publikovanymi
zjisténimi, kdy bylo prokézdno zvyseni exprese endoglinu v jatrech experimentalnich modelt
nealkoholové steatohepatitidy (NASH) v porovnani s kontrolni skupinou [98]. Vysvétleni by
mohlo spocivat v tom, ze v ptipadé této prace se jednalo o cholestaticky model indukovany
podavanim DDC. Jaterni fibroza tedy byla navozena odlisnym stimulem, nez tomu bylo ve vyse
zminéné publikaci, kde byla experimentdlnim zvifatim poddvdna NASH dieta. Z tohoto
poznatku muzeme usoudit, ze endoglin se pravdépodobné nepodili na procesu vzniku fibrozy
u DDC zviteciho modelu. Podptirnym faktem je i to, Ze podavani carotuximabu nemélo zadny
vliv na expresi endoglinu vzhledem k tomu, Ze jeho exprese jiz byla snizena samotnym
podavanim DDC. Navic rozvoj fibrozy byl obdobného rozsahu jak u DDC, tak u DDC/TRC105
skupiny. Cholestaticky indukované fibroza tedy pravdépodobné nema souvislost s expresi
endoglinu, a samotnd exprese endoglinu je pfimo snizena podavanim DDC, coZ je novy

poznatek dosud nepublikovany v dostupné literatute.

Imunohistochemické analyza exprese VCAM-1 a ICAM-1 prokézala u kontrolni skupiny
mysi pouze slabou expresi. Jak je znamo, jaterni poskozeni spousti zvySenou expresi téchto
adheznich molekul v endotelu, a de novo syntézu v hepatocytech a cholangiocytech [19]. V této
diplomové praci DDC dieta signifikantné zvysila expresi ICAM-1 zejména v endotelovych
sinusoidalnich bunikach, ale nikoli v hepatocytech ¢i cholangiocytech. Tyto vysledky naznacuji,
ze nasledna exprese ICAM-1 se odviji od druhu jaterniho poSkozeni [19]. Mizeme tedy fici, ze
zvySena exprese ICAM-1 v endotelovych bunikach po podavani DDC ma pfimou souvislost

s rozvojem zanétu a endotelovou sinusoidéalni dysfunkci.

Je také znamo, Ze zanétlivé cytokiny zvysuji expresi VCAM-1, a proto je u zanétlivych
onemocnénich jater exprese VCAM-1 na vaskularnich a sinusoidalnich endotelovych bunkach

detekovana ve zvysené mire [19]. V této diplomové praci byla exprese VCAM-1 ve vzorcich

71



jater u kontrolnich skupin nizka, respektive imunohistochemickou metodou v podstaté
nedetekovatelnd. U skupiny mysi, kterym byl poddvan DDC, piekvapivé exprese VCAM-1
v endotelovych sinusoidalnich buiikdch nebyla detekovana, z ¢ehoz miizeme usoudit, ze
VCAM-1 pravdépodobné¢ nema vliv na rozvoj endotelové dysfunkce tak, jako to bylo
prokdzano u ICAM-1. Na druhou stranu, silnd exprese VCAM-1 byla detekovana
v cholangiocytech a oblastech portdlni fibrézy, coz by mohlo byt spojeno s adhezi
a4pB1-pozitivnich jaternich T-bunck na cholangiocyty. Tato adheze, kterd je zprostfedkovana
skrze VCAM-1, vede k redukci apoptozy T-bunék, a tim tedy napomahd jejich prezivani
a v dusledku podporuje zanét v jatrech [65].

Soucasti této prace bylo zhodnoceni ptipadné koexprese endoglinu a VCAM-1, protoze
u obou z nich byla v rtznych podminkdch prokdzana souvislost s rozvojem zénétu
a transmigraci leukocytii [45]. Vysledky této prace ukazuji, ze ve vzorcich jater téchto tii skupin
experimentalnich zvifat nebyla pfitomna zadna kolokalizace endoglinu s VCAM-I.
Domnivame se, ze tento vysledek mé vztah konkrétné¢ k DDC modelu jaterni fibrézy, a nemusi

byt relevantni pro jiné etiologie jaterniho poskozeni.

Podavani TRC105 nemélo vliv na lokalizaci a intenzitu exprese ICAM-1 ani VCAM-1.
Nicméné studie doklddaji, Ze carotuximab podporuje prozanétlivé reakce v nadorech [99].
Avsak vzhledem k tomu, Ze hlavni cil pisobeni carotuximabu — endoglin — byl jiZ sniZen

samotnym podavanim DDC diety, nebylo moZné zhodnotit vliv carotuximabu.
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7 Zavér

Mezi cile této diplomoveé prace pattila analyza zmén exprese endoglinu a markeri zanétu
ICAM-1 a VCAM-1, a objasnéni vlivu soubézného podavani carotuximabu na expresi téchto
markeri a rozvoj fibrozy, kterd byla vyvolana podavanim DDC. Vysledky této diplomové prace
ukazuji, ze DDC dieta indukovala rozvoj jaterni fibrézy a zanétu, a to bez ucasti endoglinu.
Zanét byl u DDC i DDC/TRC105 skupiny potvrzen zvySenou expresi ICAM-1 v endotelovych
bunikdch a VCAM-1 v cholangiocytech. Rozvoj fibrozy byl podlozen zvySenim hustoty jader
bun€k produkujici proteiny extracelularni matrix v portobiliarnich oblastech u DDC

a DDC/TRC105 skupiny oproti kontrolni skupin¢.

Zvysenou expresi endoglinu u kontrolni skupiny oproti DDC a DDC/TRC105 skupiné
vysvétlujeme tim, ze DDC dieta piimo snizuje expresi endoglinu, a to bez ohledu na fibrotické
poskozeni. Podavani carotuximabu u DDC modelu jaterni fibrézy tedy nemeélo vliv na rozvoj
fibrozy ani zanétu, nebot’ jiz samotna DDC dieta expresi endoglinu sniZila. Z tohoto divodu
nepovazujeme DDC zvifeci model jako vhodny pro studium efektu carotuximabu, a pro
budouci studium vlivu carotuximabu na rozvoj jaterni fibrozy bude nezbytné vyuzit jiny
experimentalni model. Cile této diplomové prace tedy byly naplnény pouze ¢aste¢né, protoze

zhodnoceni vlivu carotuximabu na expresi endoglinu nebylo mozné provést.
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Seznam pouzitych zkratek

zkratka

anglicky vyznam

cesky vyznam

ABC

ADCC

AEC
ALK
Alms1
ALT
aSMA
AST

BCIP

BMP
BSA
CAF
CAM
CCl4
CDh
CD54/105/106

CDAA diet

CH
CL
CTGF
CXCL
CXCR
CYT domain
DAB
DABCO
DAG
DAPI

avidin-biotin complex
antibody-dependent cellular
cytotoxicyty
3-amino-9-ethylcarbazole
activin receptor-like kinase
Alstroém syndrome gene 1
alanine aminotransferase
a-smooth muscle actin
aspartate aminotransferase
5-bromo-4-chloro-3-indolyl
phosphate
bone morphogenic protein
bovine serum albumin
cancer-associated fibroblasts
cell adhesion molecules
carbon tetrachloride
cytoplasmic domain
cluster of differentiation
choline-deficient L-amino-defined
diet
constant heavy
constant light
connective tissue growth factor
C-X-C motif chemokine ligand
C-X-C motif chemokine receptor
cytoplasmic domain
3,3'-diaminobenzidine
1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane
diacylglycerol
4'-6-diamidine-2-phenyl indole
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avidin-biotin komplex
na protilatkach zavisla bunécna
cytotoxicita
3-amino-9-ethylkarbazol
kinaza podobna receptoru pro aktivin
gen Alstromova syndromu 1
alaninaminotransferaza
a-aktin hladkého svalu

aspartataminotransferaza
5-brom-4-chlor-3-indolyl-fosfat

kostni morfogeneticky protein
hovézi sérovy albumin
fibroblasty asociované s nadorem
bunééné adhezni molekuly
tetrachlormethan
cytoplazmaticka doména
diferenciacni skupina
cholin-deficitni a L-aminokyselinami
definovana dieta
konstantni podjednotka téZzkého fetézce
konstantni podjednotka lehkého fetézce
rustovy faktor pojivové tkané
chemokinovy ligand s C-X-C motivem
chemokinovy receptor s C-X-C motivem
cytoplazmaticka doména
3,3'-diaminobenzidin
1,4-diazobicyklo[2.2.2]oktan
diacylglycerol
4',6-diamidin-2-fenylindol




DDC

DIAMOND

DM1/2
EC
EC domain
ECM
eNOS
Fab
Fe
FXR
GLP-1
HDL

Her2
HFD
HHT

HIER
HRP
HSC

ICAM-1

Id1
IFN-y
Ig

IgCAM

IL-1p
JAM

LADA

LAP

3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydro-

2.,4,6-collidine

diet-induced animal model of non-

alcoholic fatty liver disease
diabetes mellitus type 1/2
endothelial cells
extracelullar domain
extracellular matrix
endothelial nitric oxide synthase
antigen binding fragment
crystallizable fragment
farnesoid X receptor
glucagon-like peptide
high-density lipoprotein
human epidermal growth factor
receptor 2
high-fat diet
hereditary hemorrhagic
telangiectasia
heat induced epitope retrieval
horseradish peroxidase
hepatic stellate cells
intercellular adhesion molecule 1
inhibitor of differentiation 1
interferon y
immunoglobulin
immunoglobulin cell adhesion
molecules
interleukin-1f3
junction adhesion molecule
latent autoimmune diabetes of
adults

latency-associated peptide

75

3,5-diethoxykarbonyl-1,4-dihydro-2,4,6-
kolidin
dietou indukovany zviieci model
nealkoholového ztu¢néni jater
diabetes mellitus 1. nebo 2. typu
endotelové bunky
extracelularni doména
extracelularni matrix
endotelova syntdza oxidu dusnatého
fragment vézajici antigen
krystalizujici fragment
farnesoidni X receptor
glukagonu podobny peptid
lipoprotein s vysokou hustotou
humanni receptor typu 2 pro epidermalni
rustovy faktor

dieta s vysokym obsahem tuku
hereditarni hemoragické teleangiektazie

teplem indukované odmaskovani epitopu
kfenova peroxidaza
jaterni hvézdicovité bunky
intercelularni adhezni molekula 1
inhibitor diferenciace 1
interferon y
imunoglobulin
bunécéné adhezni molekuly z rodiny
imunoglobulinil
interleukin-1f3

junk¢éni adhezni molekula

latentni autoimunitni diabetes dospélych




LDL
LSB

MAdCAM-1
MCD diet
MCP-1
MMP
MODY

NAFLD
NASH
NBT
NCAM
NK buiiky
PAP
PBS
PD-1
PDGF

PECAM-1

PIER

RGD
sEng

SMAD

TAA
TAG
TBRI/II
TGF-p

TGRS

low-density lipoprotein
labeled streptavidin binding
mucosal vascular addressin cell
adhesion molecule 1
methionine choline-deficient diet
monocyte chemoattractant
protein 1
matrix metalloproteinase
maturity-onset diabetes of the
young
non-alcoholic fatty liver disease
non-alcoholic steatohepatitis
nitro blue tetrazolium
neural cell adhesion molecule
natural killer cells
peroxidase-antiperoxidase
phosphate buffered saline
programed cell death receptor 1
platelet derived growth factor
platelet endothelial cell adhesion
molecule 1
proteolytic induced epitope
retrieval
arginylglycylaspartic acid
soluble endoglin
small mothers against
decapentaplegic
thioacetamide
triacylglycerol
TGF-B receptor type I/11
transforming growth factor 3
G protein-coupled bile acid

receptor

76

lipoprotein s nizkou hustotou
vazba znacena streptavidinem
mukozalni adresinova bunécné adhezni
molekula 1

methionin a cholin-deficientni dieta
monocytarni chemoatraktivni protein 1
matrixova metaloproteinaza
diabetes mladistvych pfipominajici DM2

nealkoholové ztuénéni jater
nealkoholova steatohepatitida
nitrotetrazoliova modf
adhezni molekula nervovych bun¢k
pfirozeni zabijeci
peroxidaza-antiperoxidaza
fosfatovy pufr
receptor programované bunécné smrti 1
destickovy rustovy faktor
adhezni molekula krevnich desticek a
endotelovych bun¢k 1
proteolyticky indukované odmaskovani
epitopu
arginin-glycin-aspartat

solubilni endoglin

thioacetamid
triacylglycerol
receptor typu I/II pro TGF-3
transformujici rastovy faktor 3
receptor Zlucovych kyselin sprazeny

s G-proteinem




TM domain
TNF-a
VAP-1
VCAM
VEGF

VEGFR-2

VH
VL
VLDL

ZP domain

transmembrane domain
tumor necrosis factor o
vascular adhesion protein 1
vascular cell adhesion molecule 1
vascular endothelial growth factor
vascular endothelial growth factor
receptor 2
variable heavy
variable light
very-low-density lipoprotein

zona pellucida domain

transmembranova doména
tumor nekrotizujici faktor o
vaskularni adhezni protein 1
vaskularni bunééna adhezni molekula
vaskularni endotelovy rastovy faktor
receptor vaskularniho endotelového
rustového faktoru
variabilni podjednotka tézkého fetézce
variabilni podjednotka lehkého fetézce
lipoprotein s velmi nizkou hustotou

doména zoéna pellucida
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