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Nazev prace: Imunohistochemicka analyza vlivu TRC105 na proces jaterni fibrézy

Diplomova prace se zabyva analyzou exprese biomarker( jaterni fibrézy jater mysi. Cilem prace bylo
otestovat ucinek léciva TRC105 (carotuximab) na modelu fibrotizovanych jater po 4 tydennim
podavani DDC (3,5-diethoxykarbonyl-1,4-dihydro-2,4,6-kolidin). Byla zkoumana a porovndavana
depozice kolagenu a exprese a-SMA, GFAP a endoglinu. Zvifata byla v experimentu rozdélena do 3
skupin: kontrolni skupina (n=6), DDC skupina (n=6) a TRC105 skupina (n=6). Kontrolni skupina byla
krmena standardni dietou, DDC a TRC105 skupiné byl v dieté podavan 0,1% DDC. Kontrolni a DDC
skupiné byl aplikovan fyziologicky roztok, skupiné TRC105 bylo aplikovano lécivo. Analyza exprese
pak byla provadéna na fixovanych jaternich fezech. Exprese kolagenu byla vyhodnocena barvenim
Picro-Sirius Red a exprese a-SMA, GFAP a endoglinu metodou imunohistochemie ve fluorescenénim
zobrazeni.

Histologické barveni kolagennich vldken Picro-Sirius Red ukazuje, Ze DDC dieta vyvolava rozvoj
jaterni fibrézy. Vétsi intenzita zabarveni v porovnani s kontrolni skupinou byla pozorovédna u DDC a
TRC105 skupiny. Mezi zabarvenim kolagennich vldken u DDC a TRC105 skupiny nebyl vypozorovan
prilis velky rozdil. V pfipadé imunohistochemické detekce marker( a-SMA a GFAP byla intenzita
jejich exprese podobna u obou DDC a TRC105 skupin v porovnani s kontrolni skupinou. Exprese
endoglinu byla u DDC a TRC105 skupiny oproti kontrolni skupiné snizena.

Vysledky prace ukazuji indukci jaterni fibrézy pomoci DDC, avSak po podavani carotuximabu
nedoslo k ocekdvanému zmenseni plochy fibrotické tkané. Prfekvapivé jsme mezi skupinami
nezaznamenali zmény v expresi markerd, které charakterizuji bunky podilejici se na rozvoji jaterni
fibrozy. Snizena exprese endoglinu u DDC a TRC105 skupiny mlzZe naznacovat, Ze endoglin nehraje
klicovou roli v procesu jaterni fibrozy. Nase vysledky bude potieba ovérit dalSimi metodami, napft.
Western Blot analyzou.
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Title of master thesis: Immunohistochemical analysis of TRC105 effects on the liver fibrosis

The subject of this diploma thesis was the analysis of the expression of liver fibrosis biomarkers in
mice liver. The aim of our work was to test the effect of the drug TRC105 (carotuximab) on a fibrotic
liver model after 4 weeks of DDC (3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydro-2,4,6-colidine) administration.
Collagen deposition and expression of a-SMA, GFAP and endoglin were examined and compared.
Animals were divided into 3 groups: control group (n=6), DDC group (n=6) and TRC105 group (n=6).
The control group was fed a standard diet, while the DDC and the TRC105 groups were fed a diet
with 0.1% DDC. Physiological solution was administered to the control and DDC groups while
carotuximab was administered to the TRC105 group. The analysis of fibrosis biomarker expression
was then performed on fixed liver sections. Collagen expression was evaluated by Picro-Sirius Red
staining and a-SMA, GFAP and endoglin expression by immunohistochemistry with fluorescence
imaging.

Histological staining of collagen fibers with Picro-Sirius Red showed that the DDC diet induced the
development of liver fibrosis. Greater staining intensity compared to the control group was
observed in the DDC and TRC105 groups. There was no significant difference between the staining
of collagen fibers in the DDC and TRC105 groups. In the case of immunohistochemical detection of
markers a-SMA and GFAP, the intensity of their expression was similar in both DDC and TRC105
groups. Endoglin expression was reduced in the DDC and TRC105 groups.

The comparable intensity of expression of collagen fibers in histological staining and the similar
expression of a-SMA and GFAP markers in DDC and TRC105 groups in immunohistochemical
staining, point to the ineffectiveness of the drug TRC105 for preventing liver fibrosis. The reduced
expression of endoglin in the DDC and TRC105 groups may suggest that endoglin is not a key factor
involved in the development of liver fibrosis.

The results of our work show the induction of liver fibrosis by DDC, but the expected decrease in
area of fibrotic tissue did not occur after the administration of carotuximab. Surprisingly, we did
not observe changes in the expression of markers that characterize cells involved in the
development of liver fibrosis between the groups. The reduced expression of endoglin in DDC and
TRC105 groups may indicate that endoglin does not play a key role in the process of liver fibrosis.
Our results need to be verified by other methods such as Western Blot analysis.

Key words

Liver fibrosis, Collagen, TRC105, a-SMA, GFAP, Endogline, Imunohistochemistry



OBSAH

LY 0 0 8
ZADANI = CIL PRACE.......cuiierietrnettscts ettt sttt st et sn st s e sn s et 9
1 JATRA ...ttt ettt st ettt s et a e et st s et et R et b et Re et et et e ne st enans 10
1.1 HISTOLOGIE JATER weueeuisueeeneeneeseesestenseneenessessessenseneesessessanseneesessessensensesessessensensenessessensensensenes 10
1.2 FUNKCE JATER .euteutettettntetentestetestestessestesesbesse st et eseeb e st e s et es s eseebe st et entebesbe b et e s eneesesbenbenseneens 13

2 NAFLD (NASH) c.ucvierineieeireriareseseseseeseseseesssesssssssessessesssessessesessessesssensensesensensensassnsenees 14
3 JATERNIFIBROZA.......coueiieiiiciiretsctee ettt ettt sttt st sn e 17
31 PATOGENEZE JATERNI FIBROZY ...eeeuveeeuerenuteesireesiteessteeenieeesuteesuseesuseesaseesseesseesnsesssnseesnseesaneenns 17

4 MARKERY JATERNI FIBROZY .......ccoruieiruenirneisnsesesestesetsssessestssentssssessssestensnssssnssssnenees 19
4.1 PRIME IMARKERY. ...t eutteattete et et ettt sb e st e s bt e bt e s bt e bt e bt e s bt e sbeesbeesbeesseeaneesbeesanesanesaeesanennees 19
411 Glykoproteiny a polysacharidy .........cccccevrciei e e 20
41.2 (1] =T =2<T o1 PR 20
4.1.3 Kolagenazy a jejich iNhibitory .......ccveviiiiie e 21
4.1.4 Cytokiny a proteomiCke Markery.......ccceeeccuieeeeciiie ettt e 21

4.2 NEPRIME MARKERY ....eeutteiirie ittt st sitt e st e st e st s s sne e st e st e saneesabeesbaesnassamaeesaneesaneesns 21
42.1 Markery pouZzité v experimentalni CAsti.......cocvivviiieiniiiiicc e 22

5  ZVIRECI MODELY JATERNI FIBROZY .......coevieuritrneennsestsetsaetsssestssetssssesssesssssssssenesns 24
5.1 TOXINEM INDUKOVANA FIBROZA.....c..ueruuerueinneesmtesieenitesitestessesmeesatesseesinesanessesaneemeeemeesnnesanesane 24
5.2 NUTRICNE INDUKOVANA JATERNI FIBROZA ....couveeiuieeeieeeieeesiteesiteesateesreesbeessneesneeesmseesareesaneesas 25
53 FIBROZA INDUKOVANA IMUNITNI REAKC .vevieirieiireeitee ettt s st e s e sneeene 25
5.4 CHOLESTATICKY MODEL t.uveuveueetessesseseseeseesessessesseseesessessasessesessessessensessesessessessensessssessensenseseens 25
5.5 GENETICKY MODIFIKOVANE MODELY ...vuveueetesseseneeseesessessenseneesessessessensesessessessessensesessessensensesens 26
5.6 DDC MODELJATERNI FIBROZY ...eeiuveeimerenitiesiteesiteesree st sieeesneesneesneesnessamesesmneesaneenas 26

6 CAROTUXIMAB (TRC105) ....cciirirermmennceererirernnssesssseeeeesnssssssssssesssnnnsssssssssssssnnssssssssssssssnnns 26
6.1  STRUKTURA, FUNKCE, FARMAKODYNAMIKA ..c.veveueeueenirtesseneeneesessessensensenessessessensensesessessensenseneens 26
6.2 LECBA CAROTUXIMABEM ....eeuteenieeriereereenseenseesseesseesseesseesseesseesieesseesmeesmeesneesseessnesmeesseesasesnees 27

7  IMUNOHISTOCHEMIE ........oouiiieiiiiiiiiiirieiiieeireestrassenessrasssreassranssssasssenssssasssssssssensssanss 28
8  IMETODICKA CAST ...ttt ettt st n st st s s sn s s 30
8.1 LABORATORNI ZVIRATA. .eeeeutie ettt eite ettt esiteesiteesubeesbeeebeeesbteesaaeesubeesabeesabeesseesseeesneeesaseesaneenns 30
8.2 HISTOLOGICKE A IMUNOHISTOCHEMICKE METODIKY ...cuveuveneeneesenseeeseneeneesessessesseneesessessessenseneenens 30

8.2.1 Ptiprava fezl pro histologické a imunohistochemické barveni ............ccccccvveenneenee. 30



8.3 HISTOLOGICKE A IMUNOHISTOCHEMICKE PROTOKOLY ..eevuvvteeeurieesnrreesssreeesssseeessnneeessseeessssneeess 31

8.3.1 Histologicky protokol: Barveni Picro-Sirius Red.......cccccceeeeciieeiiiieee e 31

8.3.2 Imunohistochemicky protokol: Fluorescence a-SMA, GFAP.........ccccoveeevciveeeccnneenn. 32
8.3.3 Imunohistochemicky protokol: Fluorescence-kolokalizace a-SMA/GFAP s

1T Te [oT=4 1101 o o PSSR UURR 35

9 VYSLEDKY ...uveuerrerreruessetsessessestesesseseesessessensssessessestesessesteseesessestesessassessssessassessesessaseenes 38

9.1 REPREZENTATIVNI SNIMKY BARVENI SIRIUS RED.....uveieieriiieeniieeniieenireesieesieessieesieessaeeesaveesneenns 38

9.2 IMUNOHISTOCHEMIE: REPREZENTATIVN] SNIMKY FLUORESCENCE A-SMA.......uoiiiieiiieerieeciee e 41

9.3 IMUNOHISTOCHEMIE: REPREZENTATIVN{ SNIMKY FLUORESCENCE GFAP......ccccviiriieiiieinieerieenieens 43

9.4 IMUNOHISTOCHEMIE: REPREZENTATIVNI SNIMKY FLUORESCENCE — KOLOKALIZACE A-SMA S
AL I N e 46

9.5 IMUNOHISTOCHEMIE: REPREZENTATIVNI SNIMKY FLUORESCENCE — KOLOKALIZACE GFAP S ENDOGLINEM

.......................................................................................................................................... 48
10 DISKUSE ...cveueereeeeseressssesssessssssssssessssssssssensssensesesssssessssessssssnsssensssesesesssesessssesssssenes 51
ZAVER ...eeeeeeeeeeeteetecte e cte e e e ste st e st e sa e st e st e e s e e e e s e e e e e et e et e b e s e e A e e R e e R e e ne e e et et e aeeaeeneeReeneennenaentans 53
SEZNAM ZKRATEK .....eueevereeererersesessesessesessesessssssensssessssssessesensesessssessnsssessssessnsesensssssesessssssenses 54
SEZNAM OBRAZKU......ccorueerreerrresersessssessssssensssessssesesssssssssessssessssesessssensssesessssensssensesensssssenses 56
SEZNAIM TABULEK.......ccverueuerrereeeesesseeeseesessessesessesensesessessesessensessesessensessesensessesessensessesessensenes 57

SEZNAM POUZITE LITERATURY ...eeeeiieeieeeeieesseeeeessseesssssssessesssssesssssssssssssssssssssssssessssssssesssns 58



UvoD

Jaterni fibrdza vznika pfi procesu reparace tkané v odpovédi na neustdlé poskozovani a doprovazi
vétsinu chronickych jaternich onemocnéni (Albanis E, Friedman SL, 2001). Je charakterizovadna
znacnou depozici extracelularni matrix (ECM), zejména kolagenu, jako odpovédi na aktivaci mnoha
bunéénych komponent jater. Jatra mohou byt poskozovdna napf. na podkladé nealkoholické
steatohepatitidy (NASH), virové hepatitidy nebo chronického abuzu alkoholu. Samotna fibréza se
po dal$im poskozovani rozviji do cirhdzy az hepatocelularniho karcinomu. Jatra ztraci svou funkci a
zvysuje se jaterni rezistence, ktera vyustuje v portalni hypertenzi (Ginés P, Cardenas A, Arroyo V, et

al., 2004; Brunt EM, 2004).

Béhem jaterni fibrézy dochdzi diky rozmanitym signdlnim kaskddam opravného procesu ke zvysené
expresi raznych molekul, které se vyuZivaji jako jeji biomarkery. Mezi tyto biomarkery patti stézejni
molekuly této diplomové préace: kolagen, a-SMA (a-smooth muscle actin), GFAP (glial fibrillary
acidic protein) a endoglin. a-SMA je exprimovan myofibroblasty a je to specificky marker aktivace
diferenciace bunék hladkého svalu a je vyuZivan k identifikaci aktivovanych jaternich hvézdicovitych
bunék (HSCs), které se na myofibroblasty transformuji (Cherng S, Young J, Hongbao M, 2008).
Exprese GFAP je patrna v klidovych a vc¢asné aktivovanych HSCs a je tedy povaZovan za inicialni
marker jaterni fibrézy (Carotti S, Morini S, Corradini SG, et al., 2008). Endoglin je glykoprotein
podporujici skrze TGF-B a BMP-9 angiogenezi endotelovych bunék (Rosen LS, Hurwitz HI, Wong MK,
et al.,, 2012; Burrows FJ, Derbyshire EJ, Tazzari PL, et al., 1995). Zmény v jeho expresi jsou
pozorovany u solidnich tumor( a v procesu patogeneze jaterni fibrozy (Meurer SK, Tihaa L, Lahme
B, et al.,, 2005; Meurer SK, Tihaa L, Borkham-Kamphorst E, et al., 2011). Lécivo carotuximab
(TRC105) je chimericka IgG1 monoklonalni protilatka, kterd endoglin vaze a tim zamezuje dalsi

proliferaci bunék endotelu (Rosen LS, Hurwitz HI, Wong MK, et al., 2012).



ZADANI — CiL PRACE

Cilem této prace je histologicka a imunohistochemicka analyza exprese biomarker( jaterni fibrozy
na fezech mysich jater po jejim predchozim navozeni DDC dietou a mozny vliv [éCiva carotuximabu
na pribéh tohoto onemocnéni. Exprese kolagenu byla po histologickém barveni vizualizovana ve
svételném mikroskopu, exprese a-SMA, GFAP a endoglinu pak pomoci metody imunohistochemie

ve fluorescenénim mikroskopu.



TEORETICKA CAST

1 JATRA

Jatra jsou nejvétsim organem lidského téla, nejvétsi exogenni Zlazou a jeden z nejdllezitéjsich
organ, ktery funguje jako centrum metabolismu Zivin a vyluc¢ovani odpadnich metabolitd. Jejich
primarni funkci je kontrola toku latek absorbovanych z traviciho systému pred jejich distribuci do
obéhu. Jsou také jedineénym organem diky jejich dvojimu zasobeni krvi z portalni Zily (pfiblizné

75%) a jaterni tepny (pfiblizné 25%) (Sherlock S, Dooley J, 2004).

Jatra vazi priblizné 1,5 kg a tvofi tak 2,5% télesné hmotnosti dospélého clovéka. LezZi prevainé v
pravém hornim kvadrantu bficha, kde jsou chranéna hrudnim koSem a branici. Na zadni strané jsou
drzena systémem mesenterii a pfipojena k brdnici prostfednictvim srpovitého vazu. Vétsinu jater

pokryva visceralni peritoneum (Sherlock S, Dooley J, 2004).

Jsou rozdélena na 4 laloky: pravy, levy, ocasaty a Ctverhranny (lobus dexter, sinister, caudatus et

quadratus). V predni dolni ¢asti pravého laloku je viditelny Zluénik (Sherlock S, Dooley J, 2004).

1.1 Histologie jater

Jatra jsou heterogenni tkani obsahujici nejméné 15 typa bunék, z nichz nejvétsi cast tvofi jaterni
hepatocyty. Zbytek pak tvofi predevsim endotelové bunky sinusoid, Kupfferovy bunky, jaterni
hvézdicovité buriky (HSCs) a epitelové burnky Zlucovodl (Sherlock S, Dooley J, 2004; Jones AL,
Spring-Mills E, 1983; MacSween RNM, Burt AD, Portmann BC, et al., 2002).

Hlavni funkéni jednotkou je laliéek centrdlni vény (lobulus venae centralis) (Obrazek 1). Ma tvar
Sestibokého hranolu a v jeho centru se nachazi centrdlni véna (vena centralis). Ta je obklopena
jaternimi tramci (laminae hepaticae). Jaterni tramce jsou tvoreny dvéma rfadami hepatocytd s
fyziologicky odliShou apikalni a bazolateralni membranou. Mezi hepatocyty probihaji sinusoidy,
které jsou kone¢nymi vétvemi jaternich cév privadéjicich krev do jater. V misté styku 3 sousednich
laldéka centrdlni vény se nachazi tzv. portalni tridda tvofena interlobuldrni vénou (vena
interlobularis, vétev v. portae), interlobuldrni artérii (arteria interlobularis, vétev a. hepatica) a
interlobuldrnim ZluCovodem (ductus interlobularis). Centralni véna ve stredu lalic¢ku pak sbira
filtrovanou krev ze sinusoid do vétsich vén, které Usti do dolni duté Zily (Sherlock S, Dooley J, 2004;

Jones AL, Spring-Mills E, 1983; MacSween RNM, Burt AD, Portmann BC, et al., 2002).
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Obrazek 1 — Struktura jaterniho laltcku (lobulus venae centralis)
Obrazek 1 znazornuje jaterni lalGcek s centralni vénou uprostied a portalni triddou — interlobularni
véna, interlobuldrni artérie a interlobuldrni Zlucovod. Hepatocyty tvofi trdmce, mezi nimiz probihaji

jaterni sinusoidy (prevzato z Ozougwu J, 2017).

Prostor mezi endotelovymi burikami sinusoid a sousedici bazolateralni membranou hepatocytt se
nazyva Disseho prostor. Endotelové buriky sinusoid jsou fenestrované a zajistuji bariéru mezi
sinusoidami a Disseho prostorem. Tento prostor zabiraji mikroklky vycnivajici z bazolateraini
membrany hepatocytd, které komunikuji s kapilarami a umoznuji hepatocytlim tak dosdhnout jejich
krevniho zasobeni. Disseho prostor je vyplnén extracelularni matrix (ECM) sloZzenou z kolagend,
proteoglykan( a dalsich protein(, které lemuji hepatocyty a tim nahrazuji jejich bazalni membranu.
V Disseho prostoru se ddle nachazeji Kupfferovy buriky a jaterni hvézdicovité bunky. Kupfferovy
burky jsou napojeny na endotel sinusoid a filtruji nepotrebny ¢i patologicky material z cirkulace.
Hvézdicovité bunky se nachdzi mezi hepatocyty a endotelovymi burikami a slouZi jako zasobarna
tuku. Aktivované HSCs se mohou diferencovat v myofibroblasty a napomahaji regeneraci jater. V
Disseho prostoru se dale akumuluje lymfaticka tekutina, ktera je odvadéna lymfatickymi cévami do

portalnaho kanalu (Sherlock S, Dooley J, 2004).
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Na zdkladé funkce a perfuze jsou hepatocyty rozdéleny do 3 zén tzv. jaterniho acinu
(Obrazek 2). Funkce jaternich bunék na periferii acinu, v zéné lll, pripojenych k termindlnim
jaternim vénam a centralni Zile, jsou odlisné od funkci v zéné |, kde buriky pfiléhaji k terminalnim

jaternim artériim a portalnim vénam (Sherlock S, Dooley J, 2004).

O @]
OO Zone 1 DD

Zone 2

Zone 3

Coktalen

000
000

O @]
OO OO

Portal triad
O Hepatic artery
O Portal vein

O Bile duct

Obrazek 2 — Struktura jaterniho acinu
Obrazek 2 vyobrazuje jaterni acinus, kde je zéna | napojena na vstupujici portdlni vendzni systém a

zbéna lll na termindlni jaterni vendzni systém (pfevzato z Trefts E, Gannon M, Wasserman DH, 2017).

Z6na | je povaZovana za periportalni oblast hepatocytl a vzhledem k blizkosti k okysli¢ené krvi a
Zivinam jsou zde bunky nejlépe prokrvovany a regenerovany. Diky vysoké perfuzi je zona | mistem
oxidativnich proces( jako jsou B-oxidace (enzymy Krebsova cyklu), glukoneogeneze, tvorba Zludi a
cholesterolu a katabolismus aminokyselin. Zéna |l je definovana jako pericentralni oblast
vzddlenosti od portalni triddy. Hraje nejvétsi roli v detoxikaci, biotransformaci léciv, ketogenezi,
glykolyze, lipogenezi, syntéze glykogenu a formovani glutaminu (enzymy P450). Bunky v zéné llI
prijimaji kyslik jako posledni a jsou nachylné k anoxickému poskozeni jater (Crawford AR, Lin X,
Crawford JM, 1998; Sherlock S, Dooley J, 2004).

Tok zluci je usnadnovan Zlu¢ovody, které jsou formovany apikalnimi membranami sousednich
hepatocytd. ZIu¢ a krev proudi opaénym smérem — jatra produkuji Zlu¢ a ta je kanalky opousti,
zatimco krev vstupuje do jater a okysliuje je. Krev odtéka pres lumen sinusoid do jaterni zily, ktera

leZi ve stfedu lalGcku (Sherlock S, Dooley J, 2004).
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1.2 Funkce jater

Jatra hraji dllezitou roli v mnoha fyziologickych procesech zahrnujicich metabolismus
makronutrientd, regulaci krevniho objemu, podporu imunitniho systému, endokrinni regulaci
signalnich kaskad, homeostazu lipidd a cholesterolu, odbourani xenobiotik a mnoho dalsich

(Guyton AC, Hall JE, 2006).

Tvorbou #lu¢i napomahaji jatra stfevnimu traveni. Zlu¢ové soli jsou nezbytné k emulgaci tuk( a tim
k jejich zlepsené absorpci ve stfevé. Po absorbci tukd se vétsina ZluCovych soli vraci zpét do jater

enterohepatdlnim obéhem (Guyton AC, Hall JE, 2006).

Jatra jsou dllezitd v metabolismu bilirubinu, ktery je vedlejsSim produktem rozpadu starych
erytrocytl. Ty jsou jatry a slezinou vychytavany. V Kupfferovych burnkach jater je hemoglobin
rozlozen na hem a bilkovinu globin. Globin je recyklovdn za vzniku nového proteinu a hem se dale
postupné enzymatickymi procesy odbourava na biliverdin, nekonjugovany a konjugovany bilirubin

a urobilinogen (Guyton AC, Hall JE, 2006).

Diky své rozsahlé cévni siti mohou jatra uchovavat velké mnozstvi krve a béhem krvacivych pfihod
tak udrzovat staly objem tekutin. Kupfferovy bunky v jaternich sinusoiddch odstranuji bakterie a
cizi ¢astice z portalni krve. Jatra maji hemostatickou funkci - syntetizuji protrombin, fibrinogen a

srazeci faktory (Guyton AC, Hall JE, 2006).

Jatra hraji daleZitou roli v metabolismu tukd, bilkovin a sacharidd. Jsou zde syntetizovany tuky ze
sacharid( a bilkovin a do krevniho obéhu jsou uvolfiovany jako lipoproteiny. Jatra také syntetizuji
fosfolipidy a cholesterol které jsou potfebné k jaterni produkci Zluc¢ovych soli, steroidnich hormond,

komponent plasmatickych membran a dalSich molekul (Guyton AC, Hall JE, 2006).

Mezi bilkoviny syntetizované jatry patfi albumin, ktery je daleZity k udrZzovani onkotického tlaku.
Jatra také syntetizuji nékolik neesencidlnich aminokyselin a sérovych enzym( jako je aspartat
aminotransferaza (AST), alanin aminotransferaza (ALT), laktat dehydrogendza a alkalicka fosfataza

(ALP) (Guyton AC, Hall JE, 2006). Ty se vyuZivaji jako markery jaterniho poskozeni.

Jatra pfispivaji k udrzeni stabilnich hladin glukdzy jeji produkci pfi hypoglykémii a vychytavanim pfi
hyperglykémii a nasledném ukladani ve formé glykogenu (glykoneogeneze) nebo pfeménou na tuk.
Po vycCerpani veskeré zasoby glykogenu mohou jatra preménovat aminokyseliny a glycerol na

glukdzu (Guyton AC, Hall JE, 2006).

Dospéld jatra jsou hlavnim orgdnem zodpovédnym za detoxikaci a metabolizaci riznych exogennich

i endogennich latek pfeménou na latky vice hydrofilni, ¢imZ je usnadnéna jejich exkrece. Enzymy
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zodpovédné za tuto pfemeénu latek jsou primarné produkovany hepatocyty a rozdéleny do skupin
I. a Il. faze. Enzymy |. faze patii prevainé k rodiné genl P-450, jejichz funkci je pfidavat polarni
skupiny k lipofilnim molekulam. Hlavni funkci enzym Il. faze je pak pripojovat ve vodé rozpustnou
molekulu kovalentni vazbou k polarni skupiné, ktera byla pridana enzymy |. faze (Guyton AC, Hall

JE, 2006).

Jatra skladuji urcité vitaminy a minerdly v dobé jejich nadmérného pfijmu, véetné Zeleza a médi, a
dle potreby je uvoliuji. Mohou skladovat vitamin B12 a vitamin D po nékolik mésic( a vitamin A az
po nékolik let. Uchovavaiji také vitaminy E a K. Zelezo je v jatrech ukladano jako feritin, komplex

protein-Zelezo, a je uvolfiovan dle potieby pro tvorbu erytrocytl (Guyton AC, Hall JE 2006).

Jatra jsou hlavnim hematopoetickym organem v urcitych fazich vyvoje plodu a zlstavaji jim i po
narozeni. Mohou produkovat vsechny linie leukocytll z hematopoetickych kmenovych bunék.
Obsahuji buriky vrozené a ziskané imunity, jako jsou Kupfferovy buriky a NK buriky (Guyton AC, Hall
JE, 2006; Butura A, 2008).

2 NAFLD (NASH)

Nealkoholickd jaterni steatéza (NAFLD) je chronické jaterni onemocnéni charakterizované
inzulinovou rezistenci a akumulaci jaterniho tuku v jatrech pfi absenci ostatnich identifikovatelnych
pfi¢in akumulace tuku, jako je abuzus alkoholu, virova hepatitida, autoimunitni hepatitida ¢i

medikace kortikoidy nebo estrogeny (Ali R, Cusi K, 2009).

Je jednou z hlavnich pfi¢in jaternich onemocnéni na svété a postihuje nejen jatra, ale i dalsi
organové systémy vcetné srdce. Kardiovaskuldrni choroby jsou pak hlavni pfi¢inou mortality u

pacientd s NAFLD (Ali R, Cusi K, 2009; Mili¢ S, Stimac D, 2012).

NAFLD je asociovana zejména s obezitou a dalSimi prvky metabolického syndromu, malé procento
pripadl vznika na podkladé specifického genetického polymorfismu. Pacienti s NAFLD maji typické
rysy metabolického syndromu jako jsou diabetes mellitus Il. typu (DMII), inzulinova rezistence,
obezita, aterosklerdza (ATS), dyslipidémie, chronické onemocnéni ledvin, zvysené hladiny kyseliny
mocové, zvyseni celkového homocysteinu, snizeni vit. A, zvySeni hemostatickych faktord a narusena

fibrinolyza (Ali R, Cusi K, 2009; Mili¢ S, Stimac D, 2012).

NAFLD je pomalu progredujici onemocnéni. Nemoc ma nékolik fazi progrese: od benigni prosté
depozice tuku pres lipotoxicitou zplsobenou steatohepatitidu se zanétem (NASH) a fibrézou ¢i bez
ni, ktera mize dale progredovat do cirhdzy a nasledné az do hepatocelularniho karcinomu. Prosta

steatdza je reverzibilni, zatimco NASH muZe prechazet v cirhdzu (Mili¢ S, Stimac D, 2012).
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NASH jako komplikace DMII byva ¢asto prehlizena, nebot neni asociovana s viditelnymi symptomy.
Existuje jen mdlo senzitivnich neinvazivnich diagnostickych metod. Je spoléhano pouze na hladiny
jaternich transamindz, které u vétsiny pacientl zvysené nejsou. V dlsledku toho aZ u 40% pacient(
s NAFDL nastdva progresivni jaterni poskozeni, které neni diagnostikovano aZ do pozdni faze
rozvinuti jaterni choroby (Ali R, Cusi K, 2009). To s sebou nese vazné pozdni komplikace a zvySuje
se tak i riziko Umrti. Nemoc je nejcastéji diagnostikovdana nahodné nebo az v momenté, kdy se

objevi komplikace (Cusi K, 2009).

Defekty na mnoha urovnich mohou ovlivnit metabolickou rovnovadhu v jatrech a zpUsobit tak
akumulaci tuku: nadmérna doddvka mastnych kyselin a glukézy do jater, intrahepatalni nesoulad
mezi syntézou lipidQ a jejich oxidaci, neadekvatni transport do perifernich tkani ¢i kombinace vsech

téchto procest (Greenfield V, Cheung O, Sanyal AJ, 2008).

Obezita a DMII sdili rizikové faktory pro rozvoj lipotoxicity hepatocytll - inzulinovou rezistenci
tukové tkané, subklinicky zanét, hyperinzulinémii a abnormalni glukézovy metabolismus (Cusi K,
2009). Pfi metabolickém syndromu a/nebo DMII nastava lipolyza a zvySuje se tak mnoZstvi volnych
MK v plasmé v kombinaci s hyperinzulinémii a hyperglykémii, coz nasledné stimuluje extensivni
syntézu jaternich triglycerid a formovani toxickych saturovanych mastnych kyselin (Basaranoglu

M, Neuschwander-Tetri BA, 2006; Perseghin G, Lattuada G, De Cobelli F, 2008) (Obrazek 3).

Prvni teorie mozZnosti vzniku NAFLD je zaloZzena na podkladé inzulinové rezistence, ktera zplsobuje
excesivni dodavku mastnych kyselin a triglyceridl do jater a jejich sniZenou degradaci. Tak dochazi
k akumulaci tukovych kapének triglyceridi v cytoplasmé hepatocytd a rozvoji steatdzy.
Kompenzovana steatdéza muizZe zhorsit inzulinovou rezistenci, stimulovat sekreci VLDL a zvysit
mitochondrialni B-oxidaci. Pfi dalSim rozvoji nastava steatohepatitida. Mitochondrie se nedokazi
adaptovat na zvysSeny influx volnych MK a dychaci fetézec tak kolabuje (Basaranoglu M,
Neuschwander-Tetri BA, 2006; Cusi K, 2009; Perseghin G, Lattuada G, De Cobelli F, 2008) (Obrazek
3).

Dal$i moznost vzniku mlze byt multifaktorialni. Nadmérné mnozstvi MK v jatrech Cini jatra vice
nachylnd k poskozeni. Peroxisomalni oxidace MK, produkce ROS (Reactive oxygen species)
dychacim fetézcem mitochondrii, metabolismus MK na cytochromu P540 a jaterni metabolismus
odbouravani alkoholu muZe zplisobovat jaterni poskozeni. Obezita také pfispivd k dalSimu
poskozeni, kdy tukova tkan produkuje jatra poskozujici zanétlivé mediatory jako leptin, TNFa
(Tumor necrosis factor a) a -6 (Interleukin 6). Hepatocyty podléhaji hypertrofii, agregaci
cytoskeletu, apoptdze a nekrdze (Basaranoglu M, Neuschwander-Tetri BA, 2006). Dochazi k

depozici kolagenu zplsobené aktivaci hvézdicovitych bunék a k portalni fibréze v dlsledku
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proliferace bunék ZluCovodl, coz nasledné vede k progresi do NASH. Tyto zmény koreluji s
inzulinovou rezistenci a zpUsobuji progresi steatdézy do NASH a fibrézy (Brunt EM, 2004) (Obrazek

3).

Toxické metabolity lipid( aktivuji zanétlivé procesy spojené s lipotoxicitou hepatocytl a stimulaci
chronické nekrdzy a zanétu. V dalSich krocich nastdva fibréza a fibrogenni odpovéd. Progrese do
cirhdzy zavisi na velikosti komunikace (cross-talk) mezi hepatocyty, makrofagy a hvézdicovitymi
burikami (Perseghin G, Lattuada G, De Cobelli F, 2008). Nizké hladiny adiponektinu stimulaci syntézy

triglyceridl nejspiSe podnécuji steatdzu a fibrézu (Cusi K, 2009) (Obrazek 3).

From NAFLD to NASH
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Obrazek 3 — Progrese inzulinrezistentni adipdzni tkané do NAFLD a NASH
(1) Inzulinova rezistence s hyperinzulinémii, hyperglycémii a lipolyzou triglyceridl z adipoznich tkanfi
stimuluje nadmérnou jaterni syntézu triglyceridd a vznik toxickych saturovanych mastnych kyselin;
(2) Kompenzovana steatéza muzZe zhorsit inzulinovou rezistenci, stimulovat sekreci VLDL a zvysit
B-oxidaci mastnych kyselin; (3) Steatohepatitida nastava v ptipadé, kdy se mitochondrie jiz nedokazi
pfizpUsobit zvySenym hladindm mastnych kyselin a dychaci retézec tak kolabuje a toxické
metabolity lipidl spousti zanétlivou odpovéd; (4) Béhem fibrozy dochazi ke “cross-talku” mezi

hepatocyty, makrofagy a HSCs (prevzato z Perseghin G, Lattuada G, De Cobelli F, 2008).
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3 JATERNI FIBROZA

Jaterni fibréza je proces hojeni jako odpovéd na chronické jaterni poskozovani a doprovazi vétsinu
typu chronickych jaternich onemocnéni (Albanis E, Friedman SL, 2001). Dochazi pfi ni k nadmérné
akumulaci proteinli ECM v jaterni tkani, zejména kolagenu. Akumulace proteinli ECM zkresluje
architekturu jater formovanim fibréznich jizev a naslednym rozvojem nodulll regenerujicich
hepatocytll. Pokrocila jaterni fibréza mulze progredovat v cirhdzu, kterd poskozuje funkci
hepatocytl, dochazi ke zvyseni jaterni rezistence, snizenému prdtoku krve jatry a rozviji se portalni
hypertenze a jaterni insuficience. V konecném stadiu onemocnéni se muZe rozvinout
hepatocelularni karcinom. Casto vyZaduje transplantaci jater (Ginés P, Cardenas A, Arroyo V, et al.,

2004).

Za hlavni pfi¢inu jaterni fibrézy je dnes povazovana NASH, ddle pak infekce virem hepatitidy a
abuzus alkoholu (Ginés P, Cardenas A, Arroyo V, et al., 2004; Brunt EM, 2004). Cirhdza,
hepatocelularni karcinom a portalni hypertenze jsou pak nasledky rozvinuté fibrézy. V konecném

stddiu nastava jaterni selhani.

Vzhledem ke stejnému pribéhu progrese poskozovani jater se u vSech onemocnéni souvisejicich s
fibr6zou mohou vyskytovat stejné symptomy v disledku postizeni mnoha organd. Mezi né patfi

zejména symptomy GIT, hematologické, renalni, plicni, endokrinni a kozni (Sharma B, John S, 2021).

3.1 Patogeneze jaterni fibrozy

Jaterni fibrdza je asociovana s alteracemi v kvantité a kompozici extracelularni matrix (Albanis E,
Friedman SL, 2001; Benyon RC, 2000). V pokrocilych stadiich jaterni tkan obsahuje az 6x vice ECM
nez normalni tkan a obsahuje proteiny jako kolagen (ll, lll a V), fibronectin, undulin, elastin, laminin,
hyaluronan a proteoglykany. Jejich akumulace nastava v disledku jak jejich zvySené syntézy, tak

jejich snizené degradace (Arthur MJP, 2000).

Hlavnimi producenty ECM jsou jaterni hvézdicovité buriky (Rippe RA, 2003). HSCs jsou distribuovany
pfedevsim v Disseho prostoru a obsahuji lipidové kapénky vitaminu A. Béhem chronického
poskozeni jater se aktivuji a diferencuji a ziskavaji kontraktilni, prozanétlivé a fibrogenni vlastnosti

(Marra F, 1999).

Po aktivaci ztraceji schopnost uchovavat lipidové castice a vykazuji snizeni exprese GFAP (glial

fibrilary acidic protein) a PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor y), zatimco zvysuji
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expresi a-SMA (a-smooth muscle actin). Aktivované HSCs pak migruji z mist poranéni tkané a
produkuji velké mnoZstvi extraceluldrni matrix a mnohych prozanétlivych a profibrotickych

cytokinl (Kisseleva T, Cong M, Paik Y, et al. 2012).

Béhem fyziologického procesu mohou byt aktivované hvézdicovité bunky podilejici se na reparaci
tkané odstranény apoptdzou ci inaktivaci (Kisseleva T, Cong M, Paik Y, et al. 2012). Pfi chronickém
jaternim poskozovani dochazi nejen k jejich neustalé aktivaci, ale také k zesileni procesu fibrézy
prilivem efektorovych bunék, ¢imzZ se udrzuje fenotyp HSCs neustale aktivovany. Tyto mediatory,
jako je napt. TGF-B (transforming growth factor ), CTGF (connective tissue growth factor), leptin,
1I-6, 1I-13 a 1l-17 mohou také pfimo plsobit na indukci transkripce gen( kolagenu typu | (Kisseleva

T, Brenner D, 2021) (Obrazek 4).

Aktivace HSCs je tedy vysledkem interakce mnoha bunék pfes mnoho signalnich kaskad. Vysledkem

je uvolfiovani ROS a zanétlivych mediatorda.

V dlsledku vSech procesu, véetné kontrakce aktivovanych HSCs, ztraceji sinusoidy své fenestrace a
dochazi tak k omezeni pratoku krve, ischémii hepatocytl, zvysené rezistenci a nasledné portalni

hypertenzi (Albanis E, Friedman SL, 2001) (Obrazek 4).
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Obrazek 4 — Zmény v architekture jater asociované s progresi fibrozy
Na Obrazku 4 jsou vidét zmény v architekture jater (A) spojené s pokrocilou jaterni fibrézou (B). Po
chronickém poskozeni jater zanétlivé lymfocyty infiltruji jaterni parenchym. Nékteré hepatocyty
podléhaji apoptdze. Kupfferovy bunky se aktivuji a uvoliuji fibrogenni medidtory. HSC proliferuji,

podléhaji dramatické fenotypové aktivaci a vylucuji velké mnozZstvi proteinl extracelularni matrix.
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Sinusoidni endotelové buriky ztraceji své fenestrace a tonicka kontrakce HSC zplsobuje zvySenou

rezistenci vci pratoku krve v jaterni sinusoidé (pfevzato z Bataller R, Brenner DA, 2005).
4 MARKERY JATERNI FIBROZY

Jaterni biopsie je stdle povaZzovana za zlaty standard pfi diagndze a klasifikaci jaterni fibrézy a
poskytuje informace i o dalSich poskozujicich procesech, jako je napf. nekrdza, zanét a steatdza

(Bedossa P, Dargere D, Paradis V, 2003).

Nevyhodou jaterni biopsie je jeji vysoka invazivnost souvisejici s rizikem bolestivosti, hypertenze,
krvaceni, poskozeni Zlucového systému az smrti (Lee S, 2014). Tato rizika vedla k wvyvoji
neinvazivnich diagnostickych postupl - biomarkerd jaterni fibrézy. Mimo minimalni invazivnost
patfi mezi jejich dal$i vyhody také snadna aplikovatelnost, mezilaboratorni reprodukovatelnost a

Siroka dostupnost (Pinzani M, Rombouts K, Colagrande S, 2005).

Sérové markery se déli na pfimé a neptfimé. Pfimé biomarkey reflektuji depozici nebo eliminaci ECM
v jatrech a zahrnuji rdzné fragmenty slozek ECM, které jsou produkované burnkami tkané jater
béhem procesu remodelace jaterni tkané. Jejich sérové hladiny jsou zvySovdny s rozvijejici se
fibrézou a klesaji v odpovédi na |é¢bu. Sérové hladiny koreluji se stadiem fibrdzy a stupném zanétu.
Neptrimé markery pak zahrnuji molekuly, které jsou béhem procesu fibrogeneze syntetizovany,
indukovany zanétem nebo uvolfiovany jatry do krve (Grigorescu M, 2006). Pfimé a nepfimé
markery mohou byt pouZity samostatné nebo v kombinaci a stanovuji se rutinnimi laboratornimi

testy (Baranova A, Lal P, Birerdinc A, et al., 2011).

4.1 Primé markery

Pfimé markery mohou byt klasifikovany dle jejich struktury na glykoproteiny a polysacharidy,

kolagendazy a jejich inhibitory, kolageny a cytokiny (Afdhal NH, Nunes D, 2004).
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4.1.1 Glykoproteiny a polysacharidy

Mezi glykoproteiny a polysacharidy patfi napf. hyaluronova kyselina, laminin a chondrex.

Hyaluronova kyselina je glykosaminoglykanova komponenta ECM syntetizovana hvézdicovitymi
burikami. Za normalnich okolnosti endotelové buriky jaternich sinusoid pfimo zasahuji do jejiho
vychytavani a degradace. Zvysené hladiny tak znaci jeji snizenou eliminaci nebo zvySenou produkci
a jsou detekovany v séru pacientl s onemocnénim jater rlzné etiologie, zejména pak u pacientl s

cirhdzou. Sérové hladiny koreluji se stadiem fibrézy a zanétu (Lee S, 2014).

Laminin je nekolagenni glykoprotein syntetizovan HSCs a deponovan v bazalnich membranach
jater. Béhem jaterni fibrézy se laminin koncentruje ve vy$Sim mnoiZstvi kolem cév, v
perisinusoiddlnim prostoru a portalni triadé. Hladiny jsou u jaterni fibrézy zvySené bez ohledu na
etiologii a koreluji s jeji zavaznosti a zanétem jater (Walsh KM, Fletcher A, MacSween RNM, et al.,

2000).

Chondrex (YKL-40, Chondrex, human cartilage glykoprotein-39) je rlstovy faktor fibroblastd,
chondrocytl a synovialnich bunék a je produkovan HSCs, makrofagy a aktivovanymi neutrofily

(Saitou Y, 2005).

4.1.2 Kolageny

Ve zdravych jatrech se nejvice vyskytuje kolagen typu | a Il a integruje se do ECM. Béhem
fibrogeneze se hladiny kolagenu | zvySuji az 8x a méni se také pomér kolagenu | a lll na 1:2 z

pGvodniho poméru 1:1 (Gressner OA, Weiskirchen R, Gressner AM, 2007).

Béhem syntézy kolagenu podstupuje prokolagen enzymatické stépeni koncového aminu a
karboxylu prokolagen N peptidazou (PIINP) a prokolagen C peptidazou (PICP) (Nielsen MJ,
Kazankov K, Leeming DJ, et al., 2015). Peptidazy jsou vylucovany do séra a sérové hladiny tak odrazi
proces ukladani kolagenu do ECM. Tyto markery vSak nejsou specifické jen pro jatra, jejich hladina
mUZe byt zvySena také u plicni fibrozy, revmatickych onemocnéni, chronické pankreatitidy a

akromegalie (Gressner OA, Weiskirchen R, Gressner AM, 2007).

Mezi dalsi kolageny, které jsou soucdsti ECM a jsou vyuZivané jako biomarkery patfi napf. undulin

a tenascin (Nallagangula KS, Nagaraj SK, Venkataswamy L, et al., 2018).
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4.1.3 Kolagenazy a jejich inhibitory

Mezi kolagendzy a jejich inhibitory se fadi matrixové metaloproteindzy (MMPs) a inhibitory
matrixovych metaloproteinaz (TIMPs). MMPs jsou enzymy, které znaci degradaci ECM. U clovéka
jsou exprimovany tfi typy MMPs — MMP1 (kolagendzy), MMP-2 (gelatinaza A), a MMP-9
(gelatinaza B). Jsou syntetizovany intraceluldrné, sekretovany ve formé proenzymu a inhibovany

TIMPs (Grigorescu M, 2006).

4.1.4 Cytokiny a proteomické markery

Do této skupiny patfi napf. TGF-B1 (transforming growth factor B) a PDGF (platelet derived growth
factor) (Nallagangula KS, Nagaraj SK, Venkataswamy L, et al., 2018).

TGF-B1 je cytokin podilejici se na regulaci rdstu tkani, diferenciaci, produkci ECM a imunitni
odpovédi. Existuji tfi isoformy tohoto cytokinu (B1, B2, and B3), ale pouze B1 se podili na
fibrogenezi. Je sekretovan v inaktivni formé a ma pleiotropicky efekt skrz membranové receptory.
Pti jaternim poskozeni stimuluje produkci ECM hvézdicovitymi burikami a inhibuje rist a proliferaci
hepatocyt(. Jeho hladiny Uzce koreluji s progresi fibrézy (Nelson DR, Gonzales — Peralta RP, Qian K,

et al., 2003).

PDGF je exprimovan destickami, fibroblasty, endotelovymi burikami, mastocyty a makrofagy. Je
hlavni podjednotkou stimulujici proliferaci a migraci HSCs. Jeho sérové hladiny koreluji se

zavaznosti jaterni fibréozy (Zhou J, Deng Y, Yan L, et al., 2016).

4.2 Neprimé markery

Neptimé markery reflektuji alteraci jaternich funkci. Mezi né patfi aminotransferazy (AST, ALT),

alkalicka fosfataza (ALP), y-glutamyltransferaza (GGT), albumin, bilirubin a protrombinovy cas.

Kombinace rliznych markerl mize zlepsit senzivititu a specifitu téchto testl (Baranova A, Lal P,
Birerdinc A, et al., 2011). Vypocitavaji se pomoci matematickych vzorci a jsou to napf. AST/platelet
ratio (APRI), Bonaciniho index, Fib-4 skére, Hepa skdre Fibro index, FibroTest, Forns(v index ¢i PGA

index (Nallagangula KS, Nagaraj SK, Venkataswamy L, et al., 2018).

Aminotransferazy jsou jaterni enzymy, které jsou uvolfiovany do krve poskozenymi hepatocyty a
jejich hladiny jsou zvySovany pti poSkozeni bunééné integrity. ALT je pro jaterni poSkozeni vice

specificka a zmény jeji aktivity pretrvavaji déle nez aktivita AST. Pfi jaternim poskozeni mUze jejich
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aktivita dosahnout az 100 nasobku horni hranice referen¢ni hodnoty. To vSak nema zadny vztah k
progndze a mlZou klesat i pti progresi onemocnéni (Kim WR, Flamm SL, Bisceglie AM, et al., 2008).
Pomér AST/ALT >1 predikuje cirhdzu, < 1 hepatitidu a > 2 alkoholickou hepatitidu (Giannini E, Risso
D, Botta F, et al., 2003). Hladiny ALT a AST mohou byt mirné zvySeny i v souvislosti se svalovymi,

ledvinnymi a srde¢nimi problémy.

ALP metaloproteindza katalyzuje hydrolyzu ester( fosfatu pfi alkalickém pH. Odpovéd jater na
jakoukoliv formu obstrukce Zlu¢ovod( indukuje syntézu ALP z kanalikularni membrany hepatocytl
(Kwo PY, Cohen SM, Lim JK, 2017). Enzym vstupuje do obéhu pro navyseni aktivity enzymu v séru.
Elevace byva vyraznéjsi u extraheptalni obstrukce nez u intrahepatalni. Aktivita enzym0 v séru mize
dosdahnout 10-12 ndsobku horni referenéni hranice. Onemocnéni jater postihujici zejména
parenchymalni buriky, jako je napf. infek¢ni hepatitida, typicky vykazuji pouze mirné zvyseni nebo
dokonce normalni hladiny sérové ALP. Zvyseni mliZe byt také pozorovano jako dlsledek odpovédi

na lékovou terapii (Burtis CA, Ashwood ER, Bruns DE, 2012).

GGT se podili na transportu nékterych aminokyselin a peptidd pres bunéénou membranu pomoci
prenosu y-glutamylové skupiny. Jeji hladiny jsou zvysené predevsim u pacientl s alkoholickou
hepatitidou, zatimco u infekéni hepatitidy dochazi pouze k jejich mirnému zvyseni. Hladiny GGT jsou
zvysené béhem vétsiny jaternich onemocnéni bez ohledu na pfricinu, ale jeji vyuziti je kvl
nedostatecné specifité omezené. Hladiny mohou byt zvySené také u pacientl uZivajicich
antikonvulziva ¢i néktera antidepresiva, ktera zvysuji jeho syntézu (Burtis CA, Ashwood ER, Bruns

DE, 2012).

Jatra syntetizuji albumin dokud nepresahne poskozeni jaterniho parenchymu 50%. Poté hladiny
albuminu klesaji. Plazmaticka koncentrace albuminu je vsak sniZzena také napf. u akutniho
onemocnéni ledvin a tudiz je jeji méreni u jaterni fibrézy vyuzivdno omezené (Burtis CA, Ashwood

ER, Bruns DE, 2012).

4.2.1 Markery pouzité v experimentalni ¢asti

4.2.1.1 GFAP (Glial fibrillary acidic protein)

GFAP bylo jako intermedidrni filamentum poprvé nalezeno v astrocytech mozkové tkané. HSCs
(GFAP pozitivni buriky) sdileji nékolik vlastnosti s astrocyty centralniho nervového systému, jako
jejich tésné spojeni s kapilarami, hvézdicovity tvar a reakce na poranéni tkané (Carpino F, Gaudio E,
Marinozzi G, et al.,, 1981). Je zndmo, Ze v centrdlnim nervovém systému je exprese GFAP po

poskozeni mozku dullezita pro reparaci hematoencefalické bariéry. Analogie mezi HSCs a astrocyty
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predpoklada, ze exprese GFAP HSCs m(iZe byt také zapojena do vaskularni remodelace poskozené
jaterni tkané, kde se proces neovaskularizace vyrazné zvySuje béhem rozvoje jaterni fibrdzy

(Corpechot C, Barbu V, Wendum D, et al., 2002).

Exprese GFAP je pozorovana v klidovych nebo c¢aste¢né aktivovanych HSCs béhem odpovédi na
akutni fazi onemocnéni, zatimco béhem chronickych onemocnéni dochazi k jeho snizeni. GFAP je
tedy povaZovan za marker inicidlni aktivace HSCs. Tak mlze GFAP predikovat naslednou progresi
fibrazy, nikoliv vsak jeji stadium. Ve tkani je GFAP spisSe difundovan (Carotti S, Morini S, Corradini

SG, et al., 2008).

4.2.1.2 Alpha Smooth Muscle Actin (a-SMA)

a-SMA je isoforma aktinu exprimovaného myofibroblasty, které hraji dilezitou roli ve fibrogenezi.
Aktivni myofibroblasty proliferuji a syntetizuji velké mnozstvi ECM. Signifikantni exprese a-SMA
koreluje s aktivaci myofibroblasti. Je to specificky marker aktivace diferenciace bunék hladkého
svalu a je proto uZivan k identifikaci aktivovanych hvézdicovitych bunék, které vykazuji
myofibroblasticky fenotyp. Je hojné uZivany marker aktivace HSCs u chronickych jaternich

onemocnéni (Cherng S, Young J, Hongbao M, 2008).

4.2.1.3 Endoglin

Endoglin (CD105) je transmembranovy glykoprotein a funguje jako ko-receptor ligandu TGF-p. Je
exprimovan prevazné aktivovanymi endotelovymi burikami (Wikstrém P, Lissbrant IF, Stattin P, et
al., 2002). V procesu fibrézy hraje TGF-B hlavni roli v indukci produkce mnoha komponent ECM a
indukci diferenciace fibroblastli do myofibroblasti, coZ dale fibréozu zhorsuje (Maring JA,
Trojanowska M, Ten Dijke P, 2012). Studie prokdazaly moznou roli endoglinu pfi procesu rozvoje
jaterni fibrdzy, kdy je exprimovan v profibrogenich HSCs. U jaterni fibrdzy jsou pozorovany zmény
v jeho expresi (Meurer SK, Tihaa L, Lahme B, et al., 2005; Meurer SK, Tihaa L, Borkham-Kamphorst
E, etal., 2011). Endoglin netralizujici monoklonalni protildtka carotuximab by tak potencialné mohla

zasahovat do patogeneze onemocnéni.

Zvysena exprese endoglinu v proliferujicich angiogennich endotelovych burkach je patrnd i
zejména u solidnich tumor(, kde prispiva k jejich rlstu a formovani metastaz. Lécivo carotuximab
je v soucasné dobé klinicky testovano pro cileny targeting endoglinu (Rosen LS, Hurwitz HI, Wong

MK, et al., 2012; Burrows FJ, Derbyshire EJ, Tazzari PL, 1995)
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5 ZVIRECI MODELY JATERNI FIBROZY

Obecné Ize zvifeci modely jaterni fibrézy rozdélit dle etiologie na toxinem indukované, nutricni,
imunologické, cholestatické a genetické. Nékteré kategorie se na zakladé této klasifikace prekryvaiji.
Pouzivanymi druhy zvifat jsou v poradi dle ¢etnosti mysi, kralici, psi, morcata, prasata a opice. Rlzné

modely vykazuji jedinecné vlastnosti v procesu patogeneze fibrézy (Wu J, Norton PA, 2009).

5.1 Toxinem indukovana fibréza

Mezi hepatotoxiny pouZivané k indukci jaterni fibrézy patfi ethanol, chlorid uhli¢ity (CCls),
dimethylnitrosamin (DMNS), diethylnitrosamin (DEN), thioacetamid (TAA) a D-galaktosamine
(GalN). Latky se podavaji vétSinou intraperitonealné a rozvoj fibrdzy se tak spousti za kratkou dobu.

Pti ordlni nebo inhalaéni administraci rozvoj fibrézy trva déle (Wu J, Norton PA, 2009).

Konzumace alkoholu je celosvétovou pfic¢inou chronického onemocnéni jater. V jatrech je ethanol
metabolizovan predevsim alkoholdehydrogenazou a enzymy CYP450. Tento proces je asociovan s
produkci ROS, depleci glutathionu, peroxidaci lipidG a zvySenou syntézou ECM (Beier JI, McClain CJ,
2010). Hlodavci maji pfirozenou averzi k alkoholu a tak je podavani ethanolu kombinovano napf. s
dalsimi specifickymi dietami, farmakologickymi latkami ¢i virovymi infekcemi (Brandon-Warner E,

Schrum LW, Schmidt CM, et al., 2012).

CCl, je jeden z nejvice pouZivanych jaternich toxin(. Jaterni biotransformace CCl, je zavisla na
enzymu CYP2E1, kdy se tvofi trichlormethylovy radikal podilejici se na reakci ROS a tim peroxidaci
lipidG (Basu S, 2003; Weber LWD, Boll M, Stampfl A, 2008). Dochazi tak k poskozeni hepatocyt( a
jejich nekréze, degeneraci, zanétlivé infiltraci, proliferaci hvézdicovitych bunék a ukladani ECM

(Jiang Z, You D, Chen X, et al., 1992).

DMN a DEN jsou karcinogenni latky. V disledku jejich biotransformace jsou produkovany ROS, které

reaguji s nukleovymi kyselinami, proteiny a lipidy (Verna L, 1996).

TAA je klasicky hepatotoxicky reagent pouzivany k indukci jaterni cirhdzy. Ke své toxicité vyZzaduje
metabolickou aktivaci katalyzovanou enzymy CYP450 za vzniku oxidu sifi¢itého (Low TY, Leow CK,
Salto-tellez M, et al. 2004). Je pozorovano snizeni poctu sinusoidalnich fenestraci a formovani

bazalnich membran v Disseho prostorech (Zimmermann T, Miller A, Machnik G, et al., 1987).
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GalN je dalsi hepatotoxin indukujici jaterni poskozeni podobné virové hepatitidé depleci uridin
trifosfatu (UTP) s naslednym sniZzenim syntézy RNA a membranovych protein(i plasmy (Decker K,

1993).

5.2 Nutriéné indukovana jaterni fibréza

Dietni modely s deficitem methioninu a cholinu se velmi ¢asto vyuZivaji pti studiu NASH. Tato dieta
zpUsobuje uvolnéni mastnych kyselin z tukové tkané a zvyseni produkce triglycerid(, coZ zplsobuje

jaterni steatdzu a lipotoxicitu (Jha P, Knopf A, Koefeler H, et al., 2014).

Pti dieté s vysokym obsahem tuku zvitata pribyvaji na vaze a rozviji se tak inzulinova rezistence (Ito

M, Suzuki J, Tsujioka S, et al., 2007).

5.3 Fibroza indukovana imunitni reakci

Jaterni fibréza m(ize byt imunologicky indukovana mnoha metodami. V jatrech mysi infikovanych
parazitem Schistosoma mansoni se rozviji granulomy podnécujici zvyseni syntézy ECM v dUsledku
zanétlivé a imunitni odpovédi na vajicka parazita. Podava se mysim subkutanné (Czaja MJ, Weiner
FR, Takahashi S, et al., 1989). Fibrozu mlze dale indukovat napf. intravendzni injekce heterologniho
séra Ci albuminu nebo intraperitonealni injekce bakteridlnich bunécnych stén (Hayashi H, Sakai T,

2011).

5.4 Cholestaticky model

Podvazani spolecného vyvodu Zluci vede k cholestatickému poskozeni a periportalni biliarni fibrdze.
Obstrukce ZlucovodU zplsobuje zvySeni tlaku ve Zlucovodech, zanét a sekreci cytokint. Tim dochazi
k rozvoji cholestazy, ktera déle progreduje do fibrézy. Umrtnost do 5-6 tydnd limituje metodu na
kratkodobé studie jaterni fibrézy, ktera souvisi s cholestatickym poskozenim (Georgiev P, Jochum

W, Heinrich S, et al., 2008).
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5.5 Geneticky modifikované modely

Geneticky modifikované modely umoznuiji blizsi vhled do zapojeni specifickych proteint a signalnich
drah pfi rozvoji jaterni fibrdzy a tim usnadnuji vyzkum novych potencidlnich Iéciv (Hayashi H, Sakai
T, 2011). Mezi tyto modely patfi napt. Mdr2 (Mouse multidrug resistance-associated protein 2),

vyvoldavajici sklerézni cholangitidu (Morita S, Tsuda T, Horikami M, et al. 2013).

5.6 DDC model jaterni fibrozy

Podavani 0,1% DDC (3,5-diethoxycarboncyl-1,4-dihydrocollidine) je novym pfistupem indukce
jaterni fibrozy. Je to porfynogenni latka, kterd podnécuje syntézu a masivni akumulaci
¢ervenohnédého pigmentu protoporfyrinu inhibici mitochondridlniho enzymu ferrochelatasy. Jeho
sekrece Zluci je zvySend, uklada se v hepatocytech a Kupfferovych bunkach a formuji se granula ve
Zlucovodech, ktera zplsobuji jejich obstrukci a naslednou cholestazu. Dochazi také k aktivaci
hvézdicovitych bunék a k infiltraci zanétlivych bunék a do 4 tydn( se rozviji fibréza (Fickert P, Stéger

U, Fuchsbichler A, et al., 2007).

6 CAROTUXIMAB (TRC105)

6.1 Struktura, funkce, farmakodynamika

Carotuximab (TRC105) je humanni chimericka 1gG1 monoklondlni protilatka, ktera s velkou afinitou

vaze lidsky endoglin a neutralizuje ho (Rosen LS, Hurwitz HI, Wong MK, et al., 2012).

Endoglin je membranovy glykoprotein a ko-receptor pro TGF-B a BMP-9 a je ve velkém mnozstvi
exprimovan v proliferujicich angiogennich endotelovych burikach solidnich tumord. Je dilezZity tedy
pro rlst tumoru a formovani metastaz (Rosen LS, Hurwitz HI, Wong MK, et al., 2012; Burrows FJ,
Derbyshire EJ, Tazzari PL, et al., 1995). Ukdzal se jako uZite¢ny marker pro zobrazeni nadorové
angioneogeneze a pfi zobrazovacich metodach jako studium efektu TRC105 na vaskularitu tumoru

(Hong H, Yang Y, Zhang V, et al., 2011).

Podstatou mechanismu je zamezeni navazani BMP-9 (bone morphogenetic protein 9). BMP-9 patfi
do rodiny TGF-B a reguluje angiogenezi v endotelovych burkach pres fosforylaci Smad proteind,

které stimuluji diferenciaci. Je tak indukovdna protildtkou dependentni cytotoxicita vedouci k
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apoptdze vaskularnich endotelovych bunék, které exprimuji endoglin. TRC105 tedy inhibuje
angiogenezi, rdst tumoru a formovani metastaz a patfi k novym pristupim lécby karcinom(
antiangiogenni terapii (Rosen LS, Hurwitz HI, Wong MK, et al., 2012; Nolan-Stevaux O, Zhong W,
Culp S, et al., 2012).

6.2 Lécba Carotuximabem

ProtoZe je endoglin ve velkém mnoiZstvi exprimovan v angiogennich endotelovych burikach, je
carotuximab jakozto jeho neutralizujici protilatka v klinickych studiich zkouman jako dalsi z
mozZnosti antiangiogenni terapie solidnich tumord, jako je nador prostaty, vajecnikd, mocového

méchyre, prsou nebo hepatocelularni karcinom (Paauwe M, Heijkants RC, Oudt CH, et al., 2016).

Nevyhodou antiangiogennich terapii je rezistence, ktera kon¢i relapsem pacienta. Vysvétlenim
mUze byt up-regulace alternativnich proangiogennich signdlnich cest. Soucasti klinickych studii je
tedy cileny targeting jak endoglinu, tak VEGF (Vascular endothelial growth factor), ¢imz se zamezuje
nadmérné angiogenezi, zlepSuje se antitumorova aktivita a prevazuje klinicky benefit. Mezi
inhibitory VEGF patfi napf. bevacizumab, sorafenib, sunitinib a pazobanib (Paauwe M, Heijkants RC,

Oudt CH, et al., 2016).

TRC105 je aplikovan intravendzné. Jako nezadouci Ucinky byly pozorovany anémie, teleangiektazie,
mukdzni krvaceni, bolesti hlavy a infuzni reakce spojené s inicialni ddvkou - kfe€e, bronchospasmus,
kopfivka, hypertenze, hypotenze, tachykardie nebo bradykardie. Poddvano ve spravnych davkach
vsak TRC105 patii mezi nové dobre tolerované cilené terapie (Rosen LS, Hurwitz HI, Wong MK, et

al., 2012).
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7 IMUNOHISTOCHEMIE

Imunohistochemie (IHC) je technika pro tkariovou diagnostiku a detekci biomarker(. Je zaloZzena na
vazbé specifickych protilatek na tkanovy antigen ve tkanovych rezech. Antigen je vétsinou protein
nebo glykoprotein lokalizovany v jednom nebo vice kompartmentech buriky, jako je bunécna
membrana, cytosol, mitochondrie nebo jadro. Primarni protilatka mizZe byt monoklonalni nebo
polyklonadlni, obvykle tfidy 1gG, a je ziskdvana imunizaci sav¢iho hostitele, jako je mys, kralik, koza
nebo kan. Monoklonalni protilatky jsou vytvareny pomoci hybridomovych technologii. Vétsina
imunohistochemickych metod zahrnuje pouziti druhové specifickych sekundarnich protilatek.

Polyklonalini protilatky pochazeji z rliznych klonl aktivovanych B-bunék (Ramos-Vara JA, 2005).

Vyhodou této metody je korelace pfitomnosti antigenu s jeho umisténim v tkani nebo burice, coz
je velmi dalezité pro studium funkce bunék jak v normalnich, tak patologicky pozménénych tkanich.

(Ramos-Vara JA, 2005).

IHC je vyuzivana k diagndze onemocnéni, biologickému vyzkumu a vyvoji Iék(. Napfiklad s vyuzitim
specifickych markerd nadoru je IHC vyuZivana k diagnostice, k rozliseni mezi benignim a malignim
nadorem, k urceni jeho stadia a stupné a k identifikaci plvodu metastazy. Pro fadu dalsich
nenadorovych onemocnéni je IHC pouzivana jako diagnosticky nastroj. Pfi vyvoji léku je pomoci IHC
testovana jeho Ucinnost detekci aktivity marker(i onemocnéni v cilovych tkanich (Thermo-Fisher-

Scientific).

IHC je zaloZena na imunobarveni tenkych rez( tkani na podloznim sklicku. Reakce protilatka-antigen
je vizualizovdna bud pomoci chromogenni detekce barevného enzymového substratu nebo
fluorescencni detekci za pritomnosti fluorescencniho barviva. Chromogenni detekce je zalozena na
protilatkach konjugovanych s enzymy. NejCastéji se pouZivaji enzymy kienova peroxidaza (HRP)
nebo alkalicka fosfataza (AP), které jsou konjugovany s primarnimi nebo sekundarnimi protilatkami.
Pti inkubaci s vhodnymi substraty vede enzymaticka aktivita k vysrazeni nerozpustnych barevnych
precipitat( v misté lokalizace antigenu. Takové chromogenni precipitacni substraty jsou napf. DAB.
Pro fluorescencni detekci je primarni nebo sekundarni protilatka konjugovana s fluoroforem, ktery

je nasledné detekovan fluorescencni mikroskopii (Thermo-Fisher-Scientific).

Existuji dva typy metody — pfima a neptima. Protilatka je detekovana bud pfimo prostfednictvim
znacky (jako je enzym, fluorescin ¢i kov), kterd je pfimo konjugovana s primarni protilatkou, nebo
nepfimo pomoci znaceni sekunddrni protilatky vytvorené proti hostitelskému druhu, typu a

subtypu primarni protilatky (Abcam).
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Pfima metoda je vhodnd pro studium vysoce exprimovanych antigen( a neni u ni potfeba dalsi
inkubacéni krok se sekundarni protilatkou. Nepfima metoda je vhodnd pro vSechny antigeny. Jeji
vyhodou je, Ze signal reakce muize byt déle zesilen a metoda se tim stava citlivéjsi. Pro nepfimou
metodu je sekundarni protilatka zasadni pro Uspésnou vizualizaci distribuce primarni protilatky. Pri
nepfimé metodé se na fez nejprve aplikuje protilatka proti sledovanému antigenu (Abcam).
Sekundarni protilatka je pak vytvorena proti zvifeti, ze kterého byla primdrni protilatka odebrana.
Timto zplsobem dochazi k vazbé sekundarni protilatky na protilatku primarni. Pfi této metodé je

sekunddrni protilatka znacena enzymem ¢i fluorochromem (Ramos-Vara JA, 2005).
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EXPERIMENTALNI CAST

8 METODICKA CAST

8.1 Laboratorni zvirata

Experiment byl proveden na 18 tfimési¢nich samcich mysi C57BL/6 s vahou 21-28 g, chovanych ve
12 hodinovém cyklu svétlo/tma, konzumujicich vodu ad libitum. Mysi byly rozdéleny do tfi skupin:
kontrolni skupina (n=6), DDC skupina (n=6) a TRC105 skupina (n=6). Zatimco kontrolni skupina byla
krmena standardni chow dietou, DDC skupina a TRC105 skupina byly krmeny doplfikovou 0,1% DDC
dietou. Béhem doby experimentu byl kontrolni skupiné a DDC skupiné injekéné poddvan
fyziologicky roztok (5mg/kg), zatimco skupiné TRC105 bylo podavano Iécivo (5mg/kg) 2x tydné s
naslednym usmrcenim mysi po 4 mésicich, odbérem krve a molekularni analyzou vzorkd jater. O
vSechna zvitata bylo pecovano dle protokoll schvalenych Odbornou komisi Univerzity Karlovy,
Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové, pro zajisténi vhodnych Zivotnich podminek laboratornich
zvifat. VSechny provedené experimenty byly v souladu s ¢eskym zdkonem ¢. 246/1992 Sb. (Datum:

27. Fijen, 2020).

8.2 Histologické a imunohistochemické metodiky

8.2.1 Priprava rezli pro histologické a imunohistochemické

barveni

Jatra byla zamraZena v tekutém dusiku a poté nakrajena na kryostatu. Pro barveni a IHC detekci

byly ndhodné vybrany 2 preparaty z kazdého zvirete.
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8.3 Histologické a imunohistochemické protokoly

8.3.1 Histologicky protokol: Barveni Picro-Sirius Red

Pro zobrazeni kolagennich vldken bylo pouZito barvivo Sirius Red a pro zobrazeni jader nefedény
roztok hematoxylinu. Pracovni roztok Picro-Sirius Red je 0,1% roztok Sirius Red v nasyceném
roztoku kyseliny pikrové v destilované vodé (koncentrace v protokolu). Roztok byl pred pouzitim

zZfiltrovan. Ndasledné byly zobrazené struktury pozorovany pod svételnym mikroskopem.
Postup:

Rezy jsou vyjmuty z mraziciho boxu, poté probihd proces su$eni po dobu 10 minut, nasledné 15
minutova fixace v acetonu pfi teploté -20°C. Nasleduje proces schnuti po dobu 5 minut. VSechny
fezy jsou uloZeny do vanicky a ponofeny vZdy na 5 minut a to v tomto poradi: 96% alkohol, 70%
alkohol, destilovand voda. Po dobu 2 minut jsou fezy ponofeny do nefedéného hematoxylinu a
ponechany pod tekouci vodou v intervalu 2-5 minut, dokud neni dosazeno svétle modrého
zbarveni. Ndasledné jsou fezy ponechany v barvivu Sirius Red celych 60 minut. Po uplynuti
pozadovaného ¢asu jsou fezy oplachnuty pod pramenitou vodou, v 96% alkoholu a acetonu.
Nasleduje ponoreni do odvodnovaci fady vzdy po dobu 2 minut: aceton-xylen (10:1), aceton-xylen
(1:10) a nasledné 3x xylen (Penta). Na zavér jsou namontovany kryci sklicka montovacim médiem
Eukitt® Quick-hardening mounting medium (Sigma-Aldrich). Podrobny protokol je uveden

v Tabulce 1.
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Tabulka 1 — Protokol pro barveni Picro-Sirius Red

Histologicky protokol:

Barveni Picro-Sirius Red Interval
1. Vysuseni fezli 10 minut
2. Fixace aceton (uschovany pfi teploté -20°C) 15 minut
3. Schnuti 5 minut
4, 96% alkohol 5 minut
5. 70% alkohol 5 minut
6. Destilovana voda 5 minut
7. Hematoxylin nefedény 2 minuty
8. Modrani pod tekouci vodou 2-5 minut
9. Picro-Sirius Red 60 minut
10. Pramenita voda Oplach
11. 96% alkohol Oplach
12. Aceton Oplach
13. Aceton-xylen (10:1) - aceton-xylen (1:10) 2 minuty
14. 3x xylen 2 minuty
15. Eukitt

Zdroj: Vlastni zpracovani

0,1 g Sirius red do 100 ml nasycené kyseliny pikrové (1,3 g kyseliny pikrové do 100 ml destilované

vody a zfiltrovat).

8.3.2 Imunohistochemicky protokol:

Fluorescence a-SMA, GFAP

Pro zobrazeni jaternich markert a-SMA a GFAP byla pouZita metoda nepfimé imunohistochemie.
Inkubované primarni protilatky jsou navazany na antigeny ve tkanich. Pro zobrazeni primarni
protilatky byla pouzita sekunddrni fluorescencni protildtka. Zobrazené struktury byly nasledné

zkoumany pod fluorescenénim mikroskopem.

Koncentrace primarnich i sekundarnich protilatek jiz byly nastaveny. Jako primarni protilatky byly
pouzity Rabbit Anti-Mouse a-SMA (1/50, ab5694, Abcam) a Rabbit Anti-Mouse GFAP (1/100, PA5-
16291, Invitrogen). Jako sekundarni protilatka byla pouZita CY3 Goat Anti-Rabbit 1gG (Vector
Laboratories, Inc.) pro zobrazeni v Cervené fluorescenci. Pro zobrazeni jader bylo pouzZito

fluorescencni barvivo Hoescht (1/1000, Sigma-Aldrich, 14533).
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Postup:

ZmraZené fezy jsou vyjmuty minimalné 20 minut pred zahadjenim prace. RozmraZené fezy se nechaji
na 30 minut fixovat v acetonu pfti teploté -20°C. Nasledné jsou vysuSeny a poté jsou vzorky
ohraniceny EtOH perem pro lepsi vizualizaci. K oplachu od reagencii jsou fezy promyvany v fedéném
roztoku PBS (100 ml PBS a 900 ml destilované vody). Rezy jsou inkubovany 20 minut s mlékem (5 g
suseného mléka v 100 ml PBS), ¢imZ dochazi k blokaci nespecifické reakce sekundarni protilatky.
Poté jsou vzorky opét promyté v PBS. Vidy je pfiddno 50 ul potfebného roztoku na 1 skli¢ko.
Inkubace po dobu 60 minut s primarni protilatkou nafedénou v BSA na koncentraci dle protokolu
(Rabbit Anti-Mouse a-SMA, Rabbit Anti-Mouse GFAP), nasledné je nutné opét vzorky omyt v PBS.
Je pridana sekundarni protilatka (CY3 Goat Anti-Rabbit IgG Antibody) na 30 minut a omyto v PBS.
Nyni je pfidano fluorescencni barvivo Hoechst a po inkubaci jsou vzorky ociStény v PBS. Nakonec
montaz krycich sklicek pomoci montovaciho média Vectashield® Vibrance™ Antifade Mounting

Medium (Vector Laboratories, Inc.). Podrobné protokoly jsou uvedeny v Tabulce 2 a 3.

Tabulka 2 — Protokol pro fluorescencni zobrazeni a-SMA

Fluorescence rabbit anti mouse a-SMA — RED CY3

Jatra — zmraZena

Aceton (-20°C) 30 minut
Ususeni ezt (RT) 5 minut
ObtaZeni fezli EtOH perem

CY3 Goat Anti-Rat IgG protilatka

1. PBS 5 minut
2. MIéko (5% v PBS) 20 minut
3. Primarni protilatka (v BSA) [50uL/skli¢ko] 60 minut
4, PBS 2x5 minut
5. CY3 Goat Anti-Rabbit IgG protilatka 30 minut
6. PBS 2x5 minut
7. Hoechst (1/1000 v PBS) 25 minut
8. PBS 2x5 minut
9. Vectashield®

Primarni protilatka

Rabbit Anti-Mouse a-SMA (ab5694) 1/50
Sekundarni protilatka

CY3 Goat Anti-rabbit IgG protilatka 1/100 v BSA

Zdroj: Vlastni zpracovani
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Tabulka 3 — Protokol pro fluorescencni zobrazeni GFAP

Fluorescence GFAP — RED CY3

Jatra - zmrazZena

Aceton (-20°C) 30 minut
Ususeni ezt (RT) 5 minut
ObtaZeni fezti EtOH perem

CY3 Goat Anti-Rat IgG protilatka

1. PBS 5 minut
2. MIéko (5% v PBS) 20 minut
3. Primarni protilatka (v BSA) [50uL/sklicko] 60 minut
4, PBS 2x5 minut
5. CY3 Goat Anti-Rabbit I1gG protilatka 30 minut
6. PBS 2x5 minut
7. Hoechst (1/1000 v PBS) 25 minut
8. PBS 2x5 minut
9, Vectashield®

Primarni protilatka

Rabbit anti-Mouse GFAP (PA5-16291) 1/100
Sekundarni protilatka

CY3 Goat Anti-rabbit IgG protilatka 1/100 v BSA

Zdroj: Vlastni zpracovani
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8.3.3 Imunohistochemicky protokol: Fluorescence-

kolokalizace a-SMA/GFAP s endoglinem

Pro zobrazeni a-SMA a GFAP soucasné s endoglinem byla pouzita metoda kolokalizace. Jedna se o
metodu nepfimé imunohistochemie. Postup se lisi pouze v souc¢asné inkubaci primdrnich protilatek
s endoglinem. Inkubované primarni protilatky jsou navazany na antigeny ve tkanich. Pro zobrazeni
primarnach protilatek byly pouzity sekundarni fluorescencni protilatky. Zobrazené struktury byly

nasledné pozorovany pod fluorescenénim mikroskopem.

Koncentrace primarnich i sekundarnich protildtek jiz byly nastaveny. Pro kolokalizaci byl vyuzit
Lkoktejl“ primarnich protilatek: Rabbit Anti-Mouse aSMA (1/50, ab5694, Abcam) a Rat Anti-Mouse
endoglin (1/100, BD Pharmigen 550546) / GFAP (1/100, PA5-16291, Invitrogen) a Rat Anti-Mouse
endoglin (1/100, BD Pharmigen 550546).

Pro zobrazeni primarnich protilatek a-SMA a GFAP ¢ervenou fluorescenci byla pouzita sekundarni
protilatka CY3 Goat Anti-Rabbit IgG Antibody (Vector Laboratories, Inc.). Pro zobrazeni primarni
protilatky endoglinu v zelené fluorescenci byla pouzita sekundarni protilatka Fluorescein Rabbit
Anti-Rat IgG Antibody (Vector Laboratories, Inc). Pro zobrazeni jader bylo pfidano fluorescencni
barvivo Hoechst (1/1000, Sigma-Aldrich, 14533). Nasledné byla provedena montaz krycich sklicek
za vyuziti montovaciho média Vectashield® Vibrance™ Antifade Mounting Medium (Vector

Laboratories, Inc.).
Postup:

Zmrazené fezy jsou vyjmuty z mraziciho boxu minimalné 20 minut pred zahajenim prace. Rezy jsou
ponechany na 30 minut fixovat v acetonu pfi teploté -20°C. Nasledné probiha proces vysouseni.
Poté jsou vzorky ohrani¢eny EtOH perem pro lepsi vizualizaci. Rezy jsou inkubovany 20 minut s
mlékem (5 g suseného mléka v 100 ml PBS) a poté opét ocistény v PBS. Vidy je ptidano 50 pl
potfebného roztoku na 1 sklicko. Po dobu 60 minut probiha inkubace smési primdrnich protilatek s
primarni protilatkou nafedénou v BSA na koncentraci dle protokolu (Rabbit Anti-Mouse a-SMA, Rat
Anti-Mouse endoglin / Rabbit Anti-Mouse GFAP a Rat Anti-Mouse endoglin). Vzorky omyty v PBS.
Nasledné byla pridavana sekundarni protilatka pro znaceni a-SMA / GFAP (CY3 Goat Anti-Rabbit
IgG Antibody) po dobu 30 minut a vzorky promyty v PBS. Poté byla pridana druha sekundarni
protilatka pro znaceni endoglinu (Fluorescein Rabbit Anti-Rat IgG Antibody). Inkubace po dobu 30
minut. Na dobu 25 minut je pfidavano 20 ul fluorescencniho barviva Hoechst. Ocisténi v PBS. Na
zavér montdz krycich sklicek pomoci montovaciho média Vectashield® Vibrance™ Antifade

Mounting Medium (Vector Laboratories, Inc.). Podrobné protokoly jsou uvedeny v Tabulce 4 a 5.
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Tabulka 4 — Protokol pro fluorescencni kolokalizaci a-SMA s endoglinem

Fluorescence rat anti mouse ENDOGLIN — GREEN Fluorescein 488

Fluorescence rabbit anti mouse a-SMA — RED CY3

Jatra - zmrazena

Aceton (-20°C) 30 minut
Ususeni ezt (RT) 5 minut
ObtaZeni fezti EtOH perem

1. PBS 5 minut

2. Mléko (5% v PBS) 20 minut

3. Primarni protilatka (v BSA) [koktejl] 60 minut

4, PBS 2x5 minut
5. CY3 Goat Anti-Rabbit IgG protilatka 30 minut

6. PBS 2x5 minut
6. Fluorescein Rabbit Anti-Rat IgG protilatka 30 minut

6. PBS 2x5 minut
7. Hoechst (1/1000 v PBS) 25 minut

8. PBS 2x5 minut
9, Vectashield®

Primarni protilatka

Rat Anti-Mouse endoglin (BD Pharmigen 550546) 1/50

Rabbit Anti-Mouse aSMA (ab5694) 1/100
Sekundarni protilatka

Fluorescein Rabbit Anti-Rat IgG protilatka 1/100 v BSA
CY3 Goat Anti-rabbit IgG protilatka 1/100 v BSA

Zdroj: Vlastni zpracovani
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Tabulka 5 — Protokol pro fluorescencni kolokalizaci GFAP s endoglinem

Fluorescence rat anti mouse ENDOGLIN — GREEN Fluorescein 488

Fluorescence GFAP — RED CY3

Jatra - zmrazena

Aceton (-20°C) 30 minut
Ususeni ezt (RT) 5 minut
ObtaZeni fezti EtOH perem

1. PBS 5 minut
2. Mléko (5% v PBS) 20 minut
3. Primarni protilatka (v BSA) [koktejl] 60 minut
4, PBS 2x5 minut
5. CY3 Goat Anti-Rabbit IgG protilatka 30 minut
6. PBS 2x5 minut
6. Fluorescein Rabbit Anti-Rat IgG protilatka 30 minut
6. PBS 2x5 minut
7. Hoechst (1/1000 v PBS) 25 minut
8. PBS 2x5 minut
9. Vectashield®

Primarni protilatka

Rat Anti-Mouse endoglin (BD Pharmigen 550546) 1/50
Rabbit Anti-Mouse GFAP (Invitrogen, PA5-16291) 1/100
Sekundarni protilatka

Fluorescein Rabbit Anti-Rat IgG protilatka, mouse adsorbed 1/100 v BSA
CY3 Goat Anti-rabbit IgG protilatka 1/100 v BSA

Zdroj: Vlastni zpracovani

137



9 VYSLEDKY

Vysledky histologického a imunohistochemického barveni jsou demonstrovany na
reprezentativnich snimcich.

9.1 Reprezentativni snimky barveni Picro-Sirius Red

Histologicka analyza byla provedena na 18 sklickach po 2 fezech. Vysledky analyzy pfitomnosti
kolagennich vlaken na tkanovych fezech jater mysi jsou demonstrovany na snimcich ze svételného
mikroskopu (Obrazek 5 A-E). Kolagenni vldkna jsou patrnd u vSech skupin (kontrolni, DDC,
DDC/TRC105), nicméné u DDC a TRC105 skupiny je v dlsledku rozvinuté fibrézy zabarveni mnohem
intenzivnéjsi a to zejména v portobilidrnich prostorech (Obrazek 5 B-E). Neni vSak pozorovan

vyznamny rozdil mezi DDC a TRC105 skupinou.

|38



|39



Obrazek 5 - Reprezentativni obrazky barveni Sirius Red u kontrolni (A), DDC (B, C) a DDC/TRC105
(D, E) skupiny

Barveni Picro-Sirius Red detekujici kolagenni vldkna (Cervend barva, cerné Sipky) bylo viditelné v
centralni véné v tunica adventitia u kontrolnich zvifat (A). Velmi silné barveni bylo pozorovano v
portobiliarnich prostorech jater mysi, kterym se podavalo DDC (B, C) a DDD/TRC105 (D, E).

Nepozorovali jsme signifikantni rozdil v rozsahu a intenzité barveni mezi DDC a DDC/TRC105 zvifaty.
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9.2 Imunohistochemie: Reprezentativni snimky

fluorescence a-SMA

Imunohistochemickd analyza exprese a-SMA byla provedena na 36 sklickdch po 2 fezech.
U kontrolnich zvifat byla exprese a-SMA nalezena predevsim v burikdch hladké svaloviny v tunica
media portélnich vén a artérii (Obrazek 6 A). DDC dieta a lé¢ba TCR105 nijak zvlast nezménila
intenzitu barveni (Obrazek 6 B, C). Exprese a-SMA byla pfitomna také ve venulach a arteriolach v
portalnich zénach. Prekvapivé zadna vyraznd exprese a-SMA nebyla nalezena v myofibroblastech u
obou DDC a DDC/TRC105 skupin v bunéénatych oblastech, kde jsme detekovali fibrézni kolagenni
tkan (Obrazek 6 B, C)
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Obrazek 6 — Reprezentativni obrazky detekce a-SMA u kontrolni (A), DDC (B) a DDC/TRC105 (C)

skupiny

Imunohistochemické analyza kontrolni skupiny (A), DDC (B) a DDC/TRC105 (C). Exprese a-SMA je

vyznacena oranzovou barvou a bilymi Sipkami.
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9.3 Imunohistochemie: Reprezentativni snimky

fluorescence GFAP

Imunohistochemicka analyza exprese GFAP byla provedena na 36 sklickach po 2 fezech. Slaba
exprese GFAP byla pozorovana v hvézdicovitych burikach jater u kontrolnich zvirat (Obrazek 7 A, B).
DDC dieta (Obrazek 7 C, D) a podavani DDC/TRC105 (Obrazek 7 E, F) pfilis nezménilo intenzitu
exprese a lokalizaci GFAP. Exprese byla podobna jako u kontrolni skupiny. V nékterych rfezech byla
detekovana mala exprese GFAP v mistech fibrotické tkané poukazujici na pfitomnost hvézdicovitych

bunék.
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Obrazek 7 — Reprezentativni obrazky detekce GFAP u kontrolni (A, B), DDC (C, D) a DDC/TRC105

(E, F) skupiny

Imunohistochemicka analyza kontrolni skupiny (A, B), DDC (C, D) a DDC/TRC105 (E, F). Exprese GFAP

je vyznacena oranzovou barvou a bilymi Sipkami.

9.4 Imunohistochemie: Reprezentativni snimky

fluorescence — kolokalizace a-SMA s endoglinem

Imunohistochemicka analyza kolokalizace a-SMA s endoglinem byla provedena na 36 skli¢ckach po
2 fezech. Fluorescencni detekce ve studovanych jatrech neukazala Zadnou signifikantni kolokalizaci
mezi endoglinem a a-SMA (Obrazek 8 A-C). Exprese endoglinu byla viditelna v endotelovych
bunkach sinusoid a centralni vény u kontrolnich zvifat (Obrazek 8 A). Exprese a-SMA byla
detekovana ve venulach a arterioldch portobilidrniho prostoru. DDC a DDD/TRC105 lécba zpUsobila
velky pokles v expresi endoglinu u obou skupin (Obrazek 8 B, C). Zddn4 kolokalizace nebyla nalezena

v Zadném z testovanych rez(.
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Obrazek 8 — Reprezentativni obrazky kolokalizace a-SMA a endoglinu u kontrolni (A), DDC (B), a
DDC/TRC105 skupiny (C)
Imunohistochemicka analyza kontrolni skupiny (A), DDC (B) a DDC/TRC105 (C). Exprese a-SMA je
vyznacena oranzovou barvou a bilymi Sipkami, exprese endoglinu zelenou barvou a zZlutymi Sipkami

(A).

9.5 Imunohistochemie: Reprezentativni snimky

fluorescence — kolokalizace GFAP s endoglinem

Imunohistochemicka analyza kolokalizace GFAP s endoglinem byla provedena na 36 sklickach po 2
fezech. Stejné jako u predchozi detekce (Obrazek 8) nebyla nalezena Zadna vyznamna kolokalizace
mezi GFAP a endoglinem (Obrazek 9). Exprese endoglinu byla opét viditelnd v endotelovych
bunikach sinusoid a centralni vény u kontrolnich zvifat (Obrazek 9 A). Exprese GFAP byla detekovana
v jaternich hvézdicovitych burikdch. DDC a DDC/TRC lécba pak opét sniZila expresi endoglinu
(Obrazek 9 B, C).
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Obrazek 9 — Reprezentativni obrazky kolokalizace GFAP a endoglinu u kontrolni (A), DDC (B) a
DDC/TRC105 (C) skupiny

Imunohistochemicka analyza kontrolni skupiny (A), DDC (B) a DDC/TRC105 (C). Exprese GFAP je

vyznacena oranZovou barvou a bilymi Sipkami, exprese endoglinu zelenou barvou a Zlutymi Sipkami.
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10 DISKUSE

Jaterni fibréza je odpovéd na chronické poskozovdni jater formovanim nadmérného mnozstvi
extracelularni matrix, zejména depozici kolagenu. Jatra ztraceji svou plvodni architekturu a tim
funkci a pti dalSim poskozovani fibréza progreduje do cirhdzy se zavainymi disledky v odpovédi na
nefunkénost jater (Albanis E, Friedman SL, 2001). DaleZitou roli hraji HSCs, s jejichZ aktivaci dochazi
k indukci zmnozeni ECM a produkci dalSich markeru, které pomoci vzajemné komunikace podnécuji
jeji dalsi tvorbu a ukladani. Uvadi se, Ze aktivované HSCs jsou hlavnim zdrojem myofibroblast(,
nektefi autofi rovnéz predpokladaji zapojeni portalnich fibroblastl do procesu transdiferenciace

(Kisseleva T, Cong M, Paik Y, et al., 2012).

Bylo prokazano, Ze dlouhodobé podavani 3,5-diethoxycarbonyl-1,4-dihydrokolidinu vyvolava
onemocnéni Zluéovodu, které mUlze byt charakterizovano jejich poskozenim, pericholangitidou,
periduktularni fibrézou, rozvojem meziportalnich sept a zanétem. Fibréza indukovana DDC byla v
nasi studii na mysich pouzita k indukci metabolického, toxického a cholestatického poskozeni, kdy
dochazi k aktivaci jaternich hvézdicovitych bunék a kjejich pfeméné na myofibroblasty, ¢imz

pfispivaji k rozvoji jaterni fibrézy (Fickert P, Stoger U, Fuchsbichler A, et al., 2007).

Lécivo carotuximab je monoklonalni protilatka proti lidskému/mysimu endoglinu, ktery patii do
rodiny signaliza¢ni kaskady TGF-B a je v soucasnosti zkousen jako léCivo antiangiogenni terapie
solidnich tumor(d (Paauwe M, Heijkants RC, Oudt CH, et al., 2016; Rosen LS, Hurwitz HI, Wong MK,
et al. 2012).

Neddvné studie ukazuji na potencidlni roli endoglinu v patologii jaterni fibrézy. Vysledky téchto
studii demonstruji profibrotické i antifibrotické ucinky endoglinu béhem poskozeni jater. Bylo
prokdzdno, ze endoglin je exprimovan v HSCs, které predstavuji jaterni buriky s nejvétSim
profibrogennim potencidlem. Jejich aktivace je jednim z mnoha mechanism iniciace poskozeni
jater (Meurer SK, Tihaa L, Lahme B, et al., 2005; Meurer SK, Tihaa L, Borkham-Kamphorst E, et al.,
2011).

Cilem diplomové prace proto bylo otestovat Ucinek protilatky proti endoglinu — carotuximabu - na
jaterni fibrézu u mysiho modelu zaloZzeného na podavani DDC po dobu 4 tydn(. Prace by méla blize
nastinit expresi markerU fibrézy v pIné fibrotizovanych jatrech a v jatrech lé¢enych TRC105, a zda

by bylo IéCivo tedy dale pouZzitelné v |1éCbé jaterni fibrdzy.

Pro zobrazeni ukladani kolagenu jsme pouzili metodu barveni Picro-Sirius Red. Kolagen je
fyziologicky deponovan v mensim mnozstvi i ve zdravych jatrech, tudiz jeho pfitomnost byla patrna

i u kontrolni skupiny. Dle predpokladu byla pak vétsi intenzita zabarveni pozorovana u DDC a
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TRC105 skupiny, u kterych byla fibréza jiz plné rozvinuta. Zabarveni a tudiz vétsi depozice byla
viditelna zejména v portobilidrnich prostorech. Mezi barvenim kolagennich vldken u DDC a TRC105

nebyl pozorovan znacny rozdil. LéCivo tedy neprokazalo Zadny Ucinek na jaterni fibrézu.

o-SMA je markerem pocatecni diferenciace bunék hladkého svalu a identifikuje aktivaci HSCs
(Cherngs, Young J, Hongbao M, 2008). Exprese a-SMA byla patrna u vSech skupin zvitat. U kontrolni
skupiny byla exprese viditelna v tunica adventitia portalnich vén a arteriol. U DDC a TRC105 skupiny
prekvapivé nebyl pozorovan vyrazny rozdil v expresi a to ani v oblastech detekce fibrézni

kolagenové tkané.

GFAP je inicidlnim markerem jaterni fibrézy, kdy je jeho exprese patrna zejména v klidovych a ¢asné
aktivovanych HSCs (Carotti S, Morini S, Corradini SG, et al., 2008). Slaba exprese GFAP byla opét
patrnd i v hvézdicovitych burnkach jater kontrolnich zvifat a u DDC a TRC105 skupiny se intenzita ani
lokalizace markeru zdsadné nezménila. Mala exprese GFAP v mistech fibrotické tkané poukazuje na
pfitomnost hvézdicovitych bunék. GFAP je markerem pouze klidovych ¢i ¢asné aktivovanych HSCs,
béhem fibrézy se jeho exprese snizuje (Cherng S, Young J, Hongbao M, 2008). Zejména u DDC
skupiny by tedy jeho exprese méla byt sniZzena, coz neodpovida nasim vysledkim, u kterych byla
intenzita exprese podobna. Po poddni TRC105 nedoslo k Zadné zméné intenzity exprese obou

testovanych marker(, coZ opét poukazuje na neucinnost |éciva v patogenezi jaterni fibrdzy.

Kolokalizace a-SMA a GFAP s endoglinem nebyla nalezena v Zadném z testovanych fezl. Endoglin
je markerem angiogeneze a tedy zmnoZeni endotelovych bunék pfi procesu fibrotizace (Meurer SK,
Tihaa L, Lahme B, et al., 2005; Meurer SK, Tihaa L, Borkham-Kamphorst E, et al., 2011). Jeho exprese
byla viditelnd v endotelovych burkach sinusoid a centrdlni vény u kontrolnich zvifat. U DDC a
TRC105 skupiny byla exprese snizena a je tedy mozné predpokladat, Zze endoglin neni klicovym

faktorem v rozvoji fibrézy a proto je tézké posoudit Ucinek protilatky proti endoglinu TRC105.
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ZAVER

Cilem této diplomové prace byla analyza exprese kolagennich vlaken a markerl a-SMA, GFAP a
endoglinu v rozvoji jaterni fibrézy po podavani DDC a mozZny vliv 1é¢iva TRC105. Zvysena detekce
kolagenu u histologického barveni Picro-Sirius Red v porovnani s kontrolni skupinou poukazovala
na rozvinutou fibrézu po poddavani DDC, zatimco u imunohistochemické analyzy a-SMA, GFAP a
endoglinu nedoslo ke zméné exprese Zzadného ze sledovanych markerd. Rovnéz nebyl pozorovan
zadny vyznamny rozdil v intenzité exprese markerld o-SMA a GFAP po podavani |éCiva, coz
poukazuje na jeho neucinnost na proces jaterni fibrozy. Exprese endoglinu byla po podavani DDC a
TRC105 oproti kontrolni skupiné snizend z ¢ehoz mizZeme predpokladat, Ze endoglin neni stéZejnim

markerem patogeneze tohoto onemocnéni.
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SEZNAM ZKRATEK

ZKRATKA | VYZNAM ZKRATKY CESKY VYZNAM

a-SMA a.-smooth muscle actin a-smooth muscle aktin

ALP Alkaline phosphatase Alkalickd fosfataza

ALT Alaninaminotransferase Alaninaminotransferdza

AST Aspartataminotransferase Aspartataminotransferaza

BMP-9 Bone morphogenic protein-9 Bone morphogenic protein-9

CD105 Endoglin Endoglin

CYP Cytochrome Cytochrom

DDC 3,5-diethoxycarboncyl-1,4- 3,5-diethoxykarboncyl-1,4-
dihydrocollidine dihydrokolidine

DEN Diethylnitrosamine Diethylnitrosamin

DM Diabetes mellitus Diabetes mellitus

DMNS Dimethylnitrosamine Dimethylnitrosamin

ECM Extracellular matrix Extracelularni matrix

Galn D-galactosamine D-galaktosamin

GFAP Glial fibrillary acidic protein GlidlIni fibrilarni kysely protein

GGT y-glutamyl transferase y-glutamyltransferdza

GIT Gastrointestinal tract Gastrointestinalni trakt

HRP Horseradish peroxidase Kfenova peroxidaza

HSCs Hepatic stellate cells Jaterni hvézdicovité buriky

IgG Imunoglobuline G Imunoglobulin G

] Interleukin Interleukin

IHC Imunohistochemistry Imunohistochemie

MMPs Matrix metalloproteinases Matrixové metaloproteindzy

NAFDL Non-alcoholic fatty liver disease Nealkoholickd steatdza jater

NASH Non-alcoholic steatohepatitis Nealkoholickd steatohepatitida

PAARy Peroxisome proliferator-activated Peroxisomalni proliferativni aktivovany
receptory receptor y
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propeptide

PIINP Procollagen Il amino peptide Prokolagen N peptidaza

ROS Reactive oxygen species Reaktivni formy kysliku
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TGF Transforming growth factor Transformujici ristovy faktor

TIMPs Tissue inhibitors of metalloproteinases | Inhibitory matrixovych metaloproteindaz

TRC105 Carotuximab Carotuximab
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VEGF Vascular endothelial growth factor Vaskularni endotelialni rGstovy faktor
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