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Abstrakt

Tato prace se zabyva studiem nealkoholické steatohepatitidy (NASH), ktera je
povazovana za velice zadvazné chronické jaterni onemocnéni. Nealkoholickd steatohepatitida
je pokrocilou formou NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) a je charakterizovand
pfitomnosti jaterni steatdzy a zdnétu. NASH mize byt nasledovana komplikacemi, jako je

jaterni cirhdza nebo hepatoceluldrni karcinom.

Pro vyzkum NASH je v prvni fadé tfeba zvolit spravny zvifeci model a dietu. V tomto
sméru se jevi velice u¢innym modelem pro studium NASH a hepatocelularniho karcinomu
dietni model CDAA-HFD, ktery byl specifikovan i v ramci této prace. Cilem této prace bylo
sledovat vliv uvedeného dietniho rezimu na rozvoj jaterniho poskozeni charakteru
nealkoholické steatohepatitidy. Za timto ucelem byly sledovany vybrané parametry jaterni

fibrozy u mysi, kterym bylo uvedenych dietnim opatfenim indukovano zminéné poskozeni.

Do studie byli zafazeni 9tydenni mysi samci kmene C57BL/6J, ktefi byli rozdéleni do dvou
skupin: kontrolni skupina (n=6) se standardni laboratorni dietou (chow diet), druha skupina
(n=8) s CDAA-HFD dietou (choline-deficient L-amino acid defined high fat diet). U skupiny
s CDAA-HFD dietou bylo navozeno fibrotické poskozeni tkané, proto jsme mohli u této skupiny
zaznamenat zvySenou expresi nami testovanych protein(: GFAP (glial fibrillary acidic protein),
a-SMA (alpha smooth muscle actin) a Mac-2 (galectin-3). Tyto markery jsme testovali pomoci
metody western blot. Jaterni poskozeni bylo potvrzeno také zvySenymi biochemickymi
parametry ALT (alaninaminotransferdza), AST (aspartdtaminotransferdza) a celkového
bilirubinu v krvi. Pomér hmotnosti jater/hmotnosti téla u jedincd v kontrolni skupiné a

CDAA-HFD skupiné ukazoval na zfejmy vznik hepatomegalie u jedinct s CDAA-HFD dietou.

V této praci byl potvrzen vliv dietniho rezimu CDAA-HFD na rozvoj jaterniho poskozeni
charakteru nealkoholické steatohepatitidy s rozvinutou jaterni fibrézou u mysiho modelu a

vhodnost jeho vyuziti pro dalsi experimenty.
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Abstract

This thesis deals with the study of non-alcoholic steatohepatitis (NASH), which is
considered to be a very serious chronic liver disease. Non-alcoholic steatohepatitis is an
advanced form of NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) and is characterized by the
presence of hepatic steatosis and inflammation. NASH can be followed by complications such

as liver cirrhosis or hepatocellular carcinoma.

For NASH research, the first thing to do is to choose the right animal model and diet. In
this regard, the CDAA-HFD dietary model, which was also specified in this work, appears to be
a very effective model for the study of NASH and hepatocellular carcinoma. The aim of the
present study was to investigate the effect of that dietary regimen on the development of
hepatic damage of the character of non-alcoholic steatohepatitis. For this purpose, selected
parameters of liver fibrosis were monitored in mice in which the mentioned damage was

induced by the dietary regimen.

The study included 9-week-old male mice of the C57BL/6J strain, which were divided
into two groups: a control group (n=6) with a standard laboratory diet (chow diet), the other
group (n=8) with a CDAA-HFD diet (choline-deficient L-amino acid defined high fat diet).
Fibrotic tissue damage was induced in the CDAA-HFD diet group, therefore we could observe
increased expression of our tested proteins: GFAP (glial fibrillary acidic protein), a-SMA (alpha
smooth muscle actin) and Mac-2 (galectin 3). These markers were tested by western blot. Liver
damage was also confirmed by elevated biochemical parameters ALT (alanine
aminotransferase), AST (aspartate aminotransferase) and total bilirubin in the blood. The liver
weight/body weight ratio of subjects in the control group and the CDAA HFD group indicated

an apparent development of hepatomegaly in mice on the CDAA-HFD diet.

In the present study, the effect of CDAA HFD diet on the development of liver damage
of the character of non-alcoholic steatohepatitis with developed liver fibrosis in a mouse

model was confirmed and its suitability for further experiments was confirmed.
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1. UVOD

Jatra jsou povazovana za jeden z nejvétSich orgdn( v lidském téle. Nespocet jeho
dilezitych funkci klasifikuje tento organ jako pro télo nepostradatelny (Hordk, 2014).
Chronickd onemocnéni jater jsou jednou z hlavnich pfi¢in nemocnosti a umrtnosti po celém
svété. Obvykle se onemocnéni rozviji po dobu nékolika let a snadno progreduje do
zavaznéjsich forem, protoze Uvodni stddia poSkozeni neprovazeji vyznamné symptomy

(Karanjia, 2016).

NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease) je velkym zdravotnim problémem, ktery
zahrnuje hned nékolik onemocnéni jater, od prosté steatéozy po nealkoholickou
steatohepatitidu, a mlzZe vyustit az v cirhdézu ¢i hepatoceluldrni karcinom. Prevalence se
v dospélé populaci ve vyspélych zemich pohybuje mezi 17-46 %, v evropské populaci okolo
25 %. NAFLD lIze povaZovat za manifestaci metabolického syndromu, nebot je vyskyt tohoto
chronického onemocnéni ¢asto Uzce spjat se stavy, jako je diabetes mellitus Il. typu a obezita,

zejména obezita visceralniho typu (Brliha, 2019).

Za pokrocilou/aktivni formu NAFLD se povaZuje NASH (nealkoholickd steatohepatitida)
a liSi se od prosté steatézy pritomnosti zanétu. V klinické praxi se ¢asto uvadi spolecné
s ostatnimi svymi projevy (prostd steatdza, fibrdza, cirhdza, popft. i hepatoceluldrni karcinom)

pod ndzvem NAFLD/NASH (Ehrmann, 2017).

Udava se, Ze hlavni pfi¢inou mortality v populaci nemocnych s NAFLD/NASH jsou
kardiovaskuldrni onemocnéni a malignity. NAFLD je obecné prozanétlivym stavem. Jeho
pUsobeni souvisi s narlstem prozanétlivych mediatord, oxida¢nim stresem, uvolfiovdnim
lipotoxickych metabolitli, inzulinovou rezistenci a s tim spojenou nadprodukci inzulinu a
hyperglykémii, s dyslipidemii a narGstem karcinogennich rlGstovych faktord. Neni divu, Ze
v dUsledku kombinace vsech téchto pochodl dochazi ke vzniku mnoha mimojaternich projevi
NAFLD. Kromé kardiovaskularnich potizi se k mimojaternim projevim ftadi napfiklad

onemocnéni ledvin, osteopordza a kolorektalni karcinom (Ehrmann, 2017).

Pro progndézu pacienta je zcela zasadni pritomnost NASH. Ma-li pacient diagnostikovan
metabolicky syndrom, je zZadouci u néj patrat také po znamkach jaterniho poskozeni. Naopak
u pacientll s ndhodné zjisténou steatdzou je logické provést screening kardiovaskularnich

onemocnéni a poruch metabolismu glukdzy (BrGha, 2019).



Urcit jaterni steatdzu lze celkem snadno béZznymi zobrazovacimi technikami. Naproti
tomu, stanovit konecnou diagnézu NASH Ize pouze histologicky, a proto je mnohem obtizné;jsi
stanovit také jeji presnou prevalenci. V evropské populaci by se méla prevalence
pravdépodobné pohybovat okolo 1,5-6,5 % (BrUha, 2019). Jaterni biopsie je v3ak velice
invazivni zdkrok, proto je tendence hledat dalsi spolehlivé biomarkery, které by dokdazaly

ucinné predikovat NASH (Kiyoaki, 2022).



2. CiL

Cilem této prace bylo sledovat vliv nastaveného dietniho rezimu (CDAA-HFD) na rozvoj
jaterniho poskozeni charakteru nealkoholické steatohepatitidy (NASH). Za timto ucelem byly
sledovany vybrané markery jaterni fibrézy a dalsi jaterni parametry u mysi, kterym bylo

uvedenych dietnim opatfenim indukovano jaterni poskozeni.



3. TEORETICKA CAST

3.1. Jatra

Jatra jsou fazena mezi nejvétsi orgdny v lidském téle. Jsou neparovym organem
klinovitého tvaru (Hordk, 2014) uloZenym intraperitonealné s uzkou vazbou na branici

(Ehrmann, 2010).

U dospélého ¢lovéka predstavuji pfiblizné 2,5 % hmotnosti téla, u novorozence 4 %. Jatra
jsou hnédocervend, na pohmat mékka a poddajnd, zaroven ale velice kiehka, a jsou tudiz

nachylna na zdvainé Urazy spojené s masivnim a Zivot ohrozujicim krvacenim (Cihdk, 2004).

3.1.1. Anatomie jater

Horni, predni a zadni plocha jater pfiléha k branici (Obr. 1a, b), bo¢ni ¢ast je orientovana
na pravou sténu bfisni a dolni plocha naléha na organy v dutiné bfisni, které tvaruji tento

povrch do urcitého reliéfu (Obr. 1c) (Ehrmann, 2010).

Tradi¢né jsou jatra délena asymetricky na pravy a levy lalok. Timto zplsobem je ¢leni
uzky pruh ligamentum falciforme. Ddle rozezndvame dva mensi laloky, lobus quadratus a lobus
caudatus clenéné SirSim vazivovym pruhem ligamentum hepatoduodenale. Jaterni konec
tohoto ligamenta se nazyva porta hepatis a je mistem vstupu a vystupu cév, nervi a ZluCovodu,

¢imz zajistuje spojeni mezi jatry a travicim traktem (Ehrmann, 2010).

Obrazek 1 Makroskopicky obraz jater (prevzato a upraveno z: Ehrmann, 2010; str. 17).

Facies diaphragmatica (a, b), facies visceralis (c).

Pti pratoku krve jatry se uplatiuji dvé hlavni slozky: funkéni a nutritivni. Slozku funkéni
predstavuje krev bohata na latky urcena k jaternimu zpracovani, kterou privadi z velké casti

traviciho traktu vena portae. Ta ji sbira z vétvi vSech neparovych organ( dutiny bfisni (tj. stény
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Zaludku, stfev, pankreatu a sleziny). Nutritivni slozku s okyslicenou krvi pfivadi arteria
hepatica. Tato krev vyZivuje ZluCové cesty, stény velkych Zil a vazivo, na vyZivé jaterni bunky
se viak podili minimélné (Belovi¢ovd, 2015; Cihak, 2004). Odkysli¢ena krev je poté z jater

odvadéna jaternimi Zilami do vena cava inferior a ta ji vraci do srdce (Belovi¢ova, 2015).

Kazdy z obou jaternich lalok(i ma jeden hlavni zZlu¢ovod, ktery vznikl spojenim Zlu¢ovych
kandlk( a jimZ se odvadi jatry vytvorend Zluc€. Spojenim pravého a levého Zlu¢ovodu vznikne

ductus choledochus (Belovi¢ova, 2015).

3.1.2. Morfologie jaterniho laltcku

Z morfologického pohledu jsou jatra tvorena jaternimi lalGcky (lobuli venae centrales)
(Obr. 2 A). Je to ¢ast jaterni tkané, kterd ma na histologickém tezu Sestiuhelnikovy tvar (Bures,
2014). Stredem lallicku probiha centralni Zila (vena centralis) a pti okraji, resp. kazdém ze Sesti
roh(, nachazime tzv. portobilidrni prostory (Obr. 2 B). Portobilidrnim prostorem prochazi
vétev jaterni tepny, portalni Zily a Zlu¢ovod, nékdy jim dohromady fikame portalni tridda.

Jaterni tepna a jaterni zZila se spoji a jako jaterni sinusoida sméruji k centralni zile (Hordk, 2014).

Obrdzek 2 Schéma stavby jaterniho laliicku (prevzato a upraveno z: Cihdk, 2004; str. 134).
Celkovy pohled na strukturu (A), detail stavby (B).

Uvnitf sinusoid( se vyskytuji Kupfferovy bunky, které diky své makrofagové aktivité
z portalni krve vychytavaji antigeny, endotoxiny, bakterie (Horak, 2014), cizorodé bilkoviny i
prestarlé erytrocyty (Bures, 2014). Kromé toho jsou schopné produkovat signdlni molekuly
(interferony, interleukiny, tumor nekrotizujici faktor), a zajistovat tim intercelularni

komunikaci (Lata, 2005). Kupfferovy buriky tvoti 25-30 % jaternich bunék (Bures, 2014).
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V Disseho prostoru (tj. prostor mezi sténou sinusiody a burikou hepatocytu) se nachazeji
hvézdicovité bunky (také Itovy burky). Jsou charakteristické dlouhymi vybéiky, kterymi
obepinaji sinusoidy a pronikaji az mezi hepatocyty. Pfi chronickych poruchach jater se méni
na myofibroblasty, které obsahuji kontraktilni elementy. Mohou tak ménit prasvit sinusoidu,
produkovat mezibunéénou hmotu a kolagen a pti dlouhodobé stimulaci podnécovat vznik

fibrézy jaterni tkané (Horak, 2014).

3.1.3. Funkce jater

Béhem embryonalniho vyvoje jsou jatra mistem krvetvorby. To zpUsobi, Ze od 10. tydne
do konce 7. mésice tvofi tento orgdn az 10 % hmotnosti plodu. Krvetvorby poté ubyva a pfi

narozeni ditéte tvofi jatra uZ jen 4-5 % hmotnosti téla (Cihak, 2004).

Jatra maji vysokou metabolickou aktivitu a zpracovavaji mnozstvi latek prichazejicich z
vena portae a systémovou cirkulaci. Mohou to byt Iatky jak endogenniho (bilirubin, Zlu¢ové

kyseliny aj.), tak i exogenniho plavodu (toxiny, xenobiotika aj.) (Ehrmann, 2010).

Hepatocyty tvofi ptiblizné 80 % hmoty jater a jsou po celou dobu v tésném kontaktu
s krvi. Na zakladé své lokalizace podél sinusoid(i, odliSujeme hepatocyty periportalni a
perivendzni. Diky tomu maji jaterni buriky rizné metabolické funkce a tvofi tzv. metabolické

zény (Obr. 3) (Koolman, 2012).

Hlavnim ukolem jater v metabolismu sacharidd, je udrzet hladinu glykémie v normé.
Tuto rovnovahu udrzuji tvorbou glykogenu/uvolfiovanim glukézy (Lukas, 2007). Vysoka
nizké glykémie, je normalni hladina glukdzy v krvi jatry doplnéna glykogenolyzou (Lata, 2005).
Pripadny nedostatek glykogenu nahradi glukoneogeneze, pfi které se tvori glukdza z kyseliny

mlécné, z glycerolu, pfi Stépeni tukd, nebo dokonce z nékterych aminokyselin (Lukas, 2007).

Oxidace mastnych kyselin je zdrojem energie pro ¢innost jater. Probiha zde také tvorba
lipoproteinl, syntéza cholesterolu, Zlu¢ovych kyselin, fosfolipidid a preména glukdzy a

aminokyselin na mastné kyseliny (Lukas, 2007).
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Obrdzek 3 Funkce jater (prevzato z: Koolman, 2012; str. 315).
Jaterni funkce (A), typy metabolismu (B), metabolické zény (C).
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Vyznamnou funkci jater je tvorba Zluci. Zlu€ové kyseliny, potfebné pro jeji tvorbu, jsou
dvojiho typu: primdrni a sekundarni. Primarni Zlu¢ové kyseliny (kyselina cholova a
chenodeoxycholova) jsou syntetizované de novo z cholesterolu, zatimco sekundarni zlu¢ové
kyseliny (kyselina deoxycholova a lithocholova) jsou plvodem z enterohepatdlniho obéhu.
ZIu¢ je dlleZita pro traveni, protoze zplsobuje emulgaci tukd. Povrch tukd zvétsi pro pdsobeni
pankreatické lipazy, a umozZni tak jejich snadnéjsi vstfebdvani. Je také hlavnim prostfedkem
v téle pro odstranéni cholesterolu a nékterych latek (bilirubin, proteiny krevni plazmy) (Mares,
2013). Bilirubin pfichdazi do jater ve vazbé na albumin. Z této vazby je nejprve rozvolnén a

teprve poté je vyloucen spolu se Zlu¢i (Langmeier, 2009).

V jatrech dale probihd deaminace aminokyselin a syntéza plazmatickych proteint
(kromé imunoglobulin() a proteinG akutni faze (Lukas, 2007). Vétsina plazmatickych protein(
se v jatrech nejen syntetizuje, ale i rozklada (Koolman, 2012). Deaminaci aminokyselin vznika
amoniak, ktery se v ornitinovém cyklu méni v mocovinu, a je tak z jater ucinné eliminovan.
Eliminace amoniaku je potfebna pro udrzeni acidobazické rovnovahy. Neschopnost jater

odstranit amoniak muze vést ke vzniku jaterni encefalopatie (Lata, 2005).

Co se tyle detoxifikacni funkce jater, hraje zde svoji roli enzymaticky systém
(nejzasadnéjsi pozici zaujima cytochrom P-450) a schopnost Kupfferovych bunék fagocytovat.
Jatra tak mohou zneSkodnit pritomné mikroorganismy, ale i nékteré léky a exogenni latky

(Lukds, 2007). Obvykle se jedna o lipofilni [atky a jsou odstranény spolu se Zluci (Lata, 2005).

Kromé glykogenu jsou jatry ukladany i dalsi latky: energetické rezervy, stavebni latky,
mineraly, stopové prvky (Zelezo, méd, kobalt), nékteré vitaminy (vitamin A, D, K, kyselina
listovd a B12) (Langmeier, 2009; Koolman, 2012) a celd fada hormon(. Hormony jsou zde
nejen skladovany, ale mohou byt v jatrech i degradovany a aktivovany (napf. aktivace inzulinu)

(Lata, 2005).

Jatra jsou také dulleZitym organem hemostdzy. Zajistuji tvorbu fibrinogenu a
plazmatickych sradzecich faktorll. Ztoho divodu jsou nékterd jaterni onemocnéni casto

propojena i s poruchami hemokoagulace (Langmeier, 2009).

A v neposledni fadé maji jatra schopnost termoregulace. BEhem metabolickych procesu
a v zavislosti na jejich intenzité se uvolfuje mnozstvi tepla, které ohriva krev protékajici timto

organem (Lukas, 2007).
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3.2. Nealkoholicka steatohepatitida (NASH)

Nealkoholové postizeni jater (NAFLD, non-alcoholic fatty liver disease) je celosvétové
jednou z nejcastéjsich pficin chronického onemocnéni jater a trpi ji 25 % dospélé populace
(Kiyoaki, 2022). NAFLD je povaZované za jaterni manifestaci metabolického syndromu, je Uzce
spjato s diabetes mellitus 2. typu, obezitou a arteridlni hypertenzi (Briha, 2019) a je brano
jako dal$i z mnoha rizikovych faktorl pro rozvoj kardiovaskuldarnich onemocnéni (Kiyoaki,

2022).

NAFLD predstavuje Siroké spektrum jaternich postizeni. Zahrnuje prostou steatézu,
nealkoholickou steatohepatitidu (NASH, non-alcoholic steatohepatitis), rizné stupné fibrézy
az po cirhdzu (Obr. 4) a vSechny pridruzené komplikace, kterymi jsou portalni hypertenze a
hepatocelularni karcinom (Briha, 2019). Pfic¢inou vzniku NAFLD je nerovnovaha mezi pfijmem
a vydejem jaternich lipidG a vznikajici steatdza se pozdéji stava patologickym predpokladem a

zakladem jeho progrese (Wang, 2020).

Healthy Liver Steatosis HASH Cirrhosis HCC
MAFL
-:hl'-- J Fi 2
L - &V
Fant Seatosis + Fibrogenesis Turmiar
aeoumiylalion Inflarnrmation Developroen
Obesity 25-30% = _
Metabiolic | —slils-  General =] ?'mnf = DIIHLIFTB =" EIEH.EF?_E
disorders population

Obrdzek 4 Progrese NAFLD (prevzato z: Engelmann, 2022).

Ve zdravych jdtrech (healthy liver) dochdzi vlivem obezity (obesity) a jinych metabolickych
onemocnéni (metabolic disorders) k akumulaci tuku, a tim ke ztucnéni jater, tj. steatoze
(steatosis), nékdy oznacované jako NAFL (non-alcoholic fatty liver, nealkoholické ztucnéni jater).
Pokud se kromé steatdzy v jatrech rozvine také zdnét (inflammation), dochdzi k rozvoji NASH
(nonalcoholic steatohepatitis, nealkoholickd steatohepatitida). Postupujici jaterni fibrogeneze
(fibrogenesis) mize prejit v cirhdzu (cirrhosis), pripadné aZ v rozvoj tumoru (tumor development)
a vznik HCC (hepatocellular carcinoma, hepatoceluldrni karcinom). Obecné takovd jaterni
poskozeni oznacujeme jako NAFLD (non-alcoholic fatty liver disease, nealkoholické tukové
postiZeni jater). General population (béZnd populace).
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PFiblizné u 10 % pfipad( NAFLD dochazi k progresi do NASH (Kiyoaki, 2022). NASH patfi
k nejc¢astéjSim jaternim onemocnénim (Bures, 2003). Je brana jako pokrocila/aktivni forma
NAFLD a od prosté steatdzy se lisi prfitomnosti lobularniho zanétu a perivaskuldrni a portalni

fibrézy (Ehrmann, 2017).

Vaznost NASH tkvi v jejim riziku progrese do jaterni cirhézy (Bures, 2003). Az 20 %
pfipadli mUZe progredovat do cirhdzy jaterni tkané a do hepatoceluldarniho karcinomu
(Kiyoaki, 2022). Je hlavni pfic¢inou tzv. non-B a non-C rakoviny jater a jeji prevalence stoupa
zejména s narlstem mezi jednotlivci s nemocemi spojenymi s nezdravym Zivotnim stylem

(Nagaoka, 2021).

Rizikovymi faktory pro vznik a progresi NASH jsou metabolické poruchy vrozené
(Wilsonova choroba, abetalipoproteinémie a jiné) i ziskané (obezita, diabetes mellitus,
metabolicky syndrom, idiopatické stfevni zanéty a dalsi). DalSimi rizikovymi faktory jsou

nékteré toxiny a léky (tetracykliny, kortikosteroidy, warfarin a mnoho dalSich) (Bures, 2003).

Patogeneze NASH neni pfilis objasnéna, pouze se predpoklada existence mnoha faktort
podporujicich zanét jater (Kiyoaki, 2022). Ve vétsiné zdroju se uvadi tzv. hypotéza dvojitého
poskozeni (tzv. two-hit hypothesis). Prvnim krokem jsou dUsledky inzulinové rezistence. P¥i
obezité vznikd nerovnovdha mezi pfijmem volnych mastnych kyselin a eliminaci
triacylglyceroll. Ve chvili, kdy je prekro¢ena metabolicka kapacita jater, dochazi ke kumulaci
tuku v hepatocytech, které se této zméné prizplsobi, a nasleduje rozvoj jaterni steatdzy
(Bures, 2014; Bures, 2003; Ehrmann 2017). V druhém kroku dochazi k poskozeni hepatocyt(
a vzniku zanétlivé komponenty. Hraji zde roli vedlejsi produkty a meziprodukty metabolismu
mastnych kyselin, oxidaéni stres vznikajici zvySenou oxidaci mastnych kyselin, cytokiny,
bakteridlni toxiny a genetickd predispozice (modifikace genu PNPLA3, patatin-like
phospholipase domain containing protein 3, je spjata se zvySenou akumulaci tuku, a to pouze

v jatrech) (Brliha, 2019).

Onemocnéni je u trfetiny osob pouze asymptomatické a u zbytku provazeno hlavné
nadmérnou Unavou. Zaroven u priblizné poloviny pripad( byla popsana necharakteristicka
dyspepsie (Bures, 2003). Pacienti mohou byt dale provdzeni mnoha nespecifickymi pfiznaky,
jako je malatnost a tlak v pravém hornim kvadrantu. Pficinou nemocnosti a umrtnosti byvaji

kardiovaskuldrni problémy (Hulin, 2020).
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Ultrazvukové vysSetfeni ukazuje hepatomegalii (asi 75 % pacientd s NAFLD) (Bruha,
2019), jatra jsou svétla. CT (computed tomografy) ani magnetickd rezonance jiz neptindsi
zadné jiné nalezy (Bures, 2014). Laboratorni vySetfeni nachazi vysokou (az pétkrat vyssi)
aktivitu aminotransferdz, v pokrocilém stadiu také vysoké hladiny alkalické fosfatazy a
bilirubinu a nizké hodnoty albuminu (Bures, 2003). Diferencidlni diagnostika NASH je urcena k

jejimu odliseni od alkoholické steatohepatitidy (Bures, 2014).

Jaterni biopsie je zlatym standardem pro diagnostiku NASH, je vSak limitovana
komplikacemi pfi zakroku, chybou pfi odbéru vzork(i a vysokou cenou (Kiyoaki, 2022).
Nicméné pro uréeni konec¢né diagndzy je rozhodujici. V histologickém vysetteni (Obr. 5) potom
nachdazime jaterni steatdzu, balénovou degeneraci hepatocytll, difuzni lobuldrni smisSeny
akutni nebo chronicky zanétlivy infiltrat a perivaskuldrni a perisinusoidalni depozita kolagenu.
Neméné castym nalezem muize byt i Malloryho hyalin, vakuolizace jader periportalnich
hepatocytl, lobularni lipogranulomatéza, Kupfferovy burnky PAS rezistentni a periceluldrni
fibréza. V pokrocilé fazi onemocnéni lze zaznamenat portalni fibrézu. Portdlni zanétliva reakce

byva vyraznéjsi u déti (Bures, 2014). V biopsii je ¢asto pfitomna hemosiderdza (Lukas, 2007).

=, i

s S b

Obrdzek 5 Histologické rezy jaterni biopsie pacienta s NASH (prevzato z: Ibrahim, 2016).

Steatoza (Sipka) s cirhotickym uzlem a infiltraci zanétlivych bunék (hlavicka Sipky) barvena
hematoxylinem a eosinem (H&E) a zvétsena 10x (A), balonové hepatocyty (Sipka) s acidofilnim
télem (hlavicka Sipky) barveny H&E a zvétseny 20x (B), ,,pfemostujici” fibroza s cirhotickym
uzlem barvena trichromem a zvétsena 10x (C), periceluldrni fibréza barvena trichromem a
zvétsena 20x (D).
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Jaterni fibrdéza je zaznamendna u 15-50 % pacientd, cirhdza u 7-16 % (Bures, 2003). Horsi
progndza se tyka spiSe starSich (nad 60 let) a obéznich osob a osob s inzulinovou rezistenci,
nebo jiz rozvinutou jaterni cirhdzou. V porovnani s béZnou mortalitou v populaci je Umrtnost
na NASH dvakrat vyssi (BuresS, 2014). Nizsi mira prevalence NAFLD se tyka Zen v reprodukénim
véku, tato skutecnost se vSak méni po menopauze a zeny stredniho véku tak maji stejnou nebo
az vy$si miru prevalence nez muzi stejného véku. Zaroven studie poukazuji na pfitomnost tézsi
formy jaterni fibrézy u téchto Zen v porovnani se zenami v reprodukénim véku (DiStefano,

2020).

Dosud neexistuje zadna ucinna terapie, nicméné jsou pacientim alespon doporucena
nékterd dllezitd rezimova opatfeni. Jsou jimi redukce hmotnosti (u obéznich) alespon
07-10 %, abstinence a suplementace vitaminy C a E (Bures, 2014; Ehrmann, 2017).
U metabolickych poruch je doporuéena kromé redukce nadvahy také kompenzace diabetu,

|écba hypertenze a pfipadnd |écba dyslipoproteinémie (Bures, 2003; Ehrmann, 2017).
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3.3. Proteiny charakterizujici jaterni fibrozu

3.3.1. Fibrdza jaterni tkané

Fibrézou rozumime strukturalni zmény jaterni tkané vznikajici v dlisledku nadmérného
ukladani vazivové hmoty. Tvorbu extracelularni matrix jako odpovéd na poskozeni tkdné
nazyvame fibrogeneze. Tvorba matrix je duleZita pro hojivé procesy ve tkani. Fibrolyzou potom

nazyvame odbourani matrix ve chvili, kdy byly hojivé procesy ukon&eny (Spi¢ak, 2008).

Fibréza je dynamicky proces, ktery za jistych okolnosti muizZe vést k nadmérnému
ukladani extraceluldarni matrix. Spociva v naruseni regulace mechanismu, které udrzuji
funkénost jater vrovnovdze. Je odpovédi tkané nikoli na kratkodobé a casové omezené
poskozeni, ale na poSkozeni chronické. Fibrézu Ize vnimat jako formu aktivniho hojeni tkané a
v pfipadé zhojeni je tento proces reverzibilni. Tim se lisi od cirhdzy, kterou povazujeme za
konecné a jiz nevratné stadium fibrotizace s narusenim jaternich funkci. Fibrotizace ve stadiu
cirhdzy je spojena se vznikem vazivovych sept, které spolu s uzlovitou regeneraci parenchymu

pUsobi destrukci architektury jater (Spi¢ak, 2008) (Obr. 6).

Obrdzek 6 Histologie zdravé, fibrotické a cirhotické jaterni tkané (prevzato z: Karanjia, 2016).

Zdrava tkan (A), mirng aZ stiedni fibroza (B), stfedni ,pfemostujici” fibréza (C), cirhéza (D);
barvené saturnovou cerveni.

Fibroza je dasledkem chronického poskozeni jater rlzné etiologie (Kisseleva, 2017),

napf. poSkozeni jater alkoholem, poskozeni u nealkoholické steatohepatitidy,
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hemochromatézy, Buddyho-Chiariho syndromu a pfi chronickém méstnani. Hlavni roli
v rozvoji fibrézy maji hvézdicovité bunky (viz GFAP). Ty tvofi 5-8 % jaternich bunék a jsou
hlavnim zdrojem extraceluldrni matrix ve zdravé i poskozené tkani. Hvézdicovité bunky se
aktivuji a méni ve fibrogenni buriky podobné myofibroblastim (viz a-SMA). Aktivuji je
poskozené hepatocyty (uvolniuji hlavni fibrogenni cytokin TGF-B-1), poskozené biliarni buriky
(vliv TNF-a, endotelinu-1 a PDGF), endotelové buriky (produkce fibronektinu), Kupfferovy
buriky (TGF-a, TGF-B, reaktivni kyslikové radikaly, TNF-o. a MMP-9) a dalsi faktory (Spicék,
2008; Lurie, 2015).

Obrdzek 7 Hvézdicovité bunky (prevzato z: Friedman, 2004).

Klidovd faze (A), aktivované hvézdicovité buriky (B).

Extracelularni matrix se skldda predevsim z fibrildrniho kolagenu typu I a lll, méné potom
z kolageni typu IV, Va VI, z nekolagennich glykoproteini (laminin, fibronektin),
proteoglykand, glykosaminoglykanli (chondroitin sulfat, dermatan sulfat, kyselina
hyaluronovd). Za fyziologickych podminek je pomér kolagenl | a Il vyrovnany, béhem
jaterniho poskozeni se vSak pomér téchto kolagentd méni. Vysledkem produkce téchto latek je

vznik fibril v Disseho prostoru (Smid, 2020).

Mezi zdroje myofibroblastl se kromé hvézdicovitych bunék dale uvadi epitelialni buriky,
mezenchymdlni kmenové bunky, fibrocyty, mezotelidlni buriky a portdini fibroblasty
(Kisseleva, 2017). Béhem fyziologické opravy tkané, je aktivace myofibroblastld pouze
docasna. Naopak pfi jejich dlouhotrvajici aktivaci dochazi k akumulaci extracelularni matrix a
vzniku vlaknité jizvy. NejpouzivanéjsSim markerem myofibroblastl je a-SMA, déale to také
mohou byt F-aktin, vinkulin a fibronektin, a dale vimentin a desmin (Kisseleva, 2017; Koga,

2019).
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3.3.2. GFAP

Hlavnimi stavebnimi kameny bunécného cytoskeletu jsou tzv. filamenta, ktera podle
jejich priméru délime na tfi typy: mikrofilamenta (také aktinova filamenta; 7 nm),
intermediarni filamenta (10 nm) a mikrotubuly (25 nm). Filamenta (spolu s doprovodnymi
proteiny) uvnitt buriky zajistuji mechanickou stabilizaci, pohyby buriky a pohyby uvnitf buriky.
Mezi intermedidlni filamenta patfi i skupina gliovych filament, kterd lze najit v astrocytech, ve
Schwannovych bunkach v perifernim nervovém systému (tj. PNS) a enterickych gliovych
burikdch jako soucdst enterického nervového systému (tj. ENS). VSechna filamenta jsou
obecné vysledkem polymerace protein(i a gliova filamenta jsou tvofend GFAP, tj. gliovym
vlaknitym kyselym proteinem (glial fibrillary acidic protein) (Lillmann-Rauch, 2012; Yang,

2015).

Glialni fibrilarni kysely protein je monomerni, relativné nerozpustny intermediarni
filamentovy protein produkovany zejména v astrocytech (Valihrach, 2021; Sun, 2021; Petzold,
2015). V elektronovém mikroskopu GFAP vypada jako propletend vldkna s priimérem 8-12 nm
(Petzold, 2015). Struktura GFAP-a, nejhojnéjsi isoformy, je tvofena hlavni spiralovou doménou
nasledovanou 4 dalSimi doménami opét spiralové struktury, které jsou lemované 3 oblastmi
linkeru. Monomerni struktura GFAP prechazi do vlaknité formy nejprve tvorbou paralelniho

dimeru, poté antiparalelniho tetrameru, nasledné oktameru atd. (Yang, 2015).

GFAP (zejména jeho a-isoforma) je hlavni slozkou cytoskeletu astrocytli, a je tak
nezbytny pro udrZeni jejich struktury a tvaru. Diky rychlym zménam v sestavovani a
polymeraci ma vysoce morfologickou plasticitu. Tato vlastnost dava astrocytlim funkci fyzické
bariéry mezi neurony a stabilizace extracelularniho prostfedi. GFAP také muze
zprostifedkovavat pfimou interakci mezi molekulami nebo byt voditkem pro transport
protein(i v astrocytech (Li, 2020). Eliminace GFAP vede ke snizeni odolnosti tkané vudi

mechanickému namdhani, zatimco jeho nadmérna exprese vede k encefalopatii (Hol, 2015).

GFAP je kodovan jedinym genem umisténym na chromozomu 17g21. Existuje 10
isoforem: GFAP- a (isoforma 1; zejména mozek a micha, ale i v PNS), GFAP-B (Schwannovy
bunky v PNS; indukovana po poskozeni nervid), GFAP-y (corpus callosum, kostni dren a slezina),

GFAP-6 (GFAP-¢, isoforma 2; astrocyty v subventrikularni zoné), GFAP-k (isoforma 3), GFAP-C
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a zbylé ctyri isoformy souhrnné oznaCované jako GFAP-1+ (jednd se o varianty vzniklé

posunem nukleotidového ramce; astrocyty) (Yang, 2015).

Exprese GFAP je regulovdana hormony jadernych receptord, rdstovymi hormony a
lipopolysacharidy. Mutace GFAP tihnou ke vzniku proteinovych depozit pojmenovanych

Rosenthalova vldkna, ktera se vyskytuji u Alexandrovy choroby (Yang, 2015).

Astrocyty tvofi nejvétsi ¢ast bunék lidského centrdlniho nervového systému a jsou
nepostradatelné pro spravny vyvoj mozku. Neurologické poruchy jsou provazené rozkladem
astrocytll a uvolnénim GFAP do krevniho fecisté. Proto by zvySeni hladin tohoto proteinu a
produktll jeho rozpadu (GFAP-BDPs, GFAP breakdown products) v séru mohlo slouzit jako
marker pro stanoveni ¢asné diagndzy nékterych neurologickych poruch, véetné glioma
(Heimfarth, 2022; Hol, 2015; Yang, 2015). Vyhodou GFAP jako markeru je jeho silna specifita
a vysoké hladiny exprese v mozku. Uvolnénim GFAP-BDPs se v téle spusti tvorba specifickych
autoprotilatek proti GFAP. Takové protilatky Ize vyuZit pfi sledovani progrese gliom(. Zaroven,
razné rozlozeni GFAP v blizkosti |éze mUZe poukazovat na rlznou zavaznost glidzy (Yang,

2015).

Kromé astrocytl a Schwannovych bunék Ize GFAP nalézt také v burikach ENS, kde tento
protein reaguje na prozanétlivé signdly. Podobné se hladiny GFAP chovaji v tlustém stfevé
pacientl se zanétlivym onemocnénim strev (inflammatory bowel disease, IBD) a mohou byt

uzite¢nym indexem priabéhu zavaznéjsich forem IBD (Yang, 2015).

GFAP je definovan zejména v souvislosti s astrocyty, kde je nezbytny v obnové
hematoencefalické bariéry po poranéni mozku. Mimo to je také exprimovan hvézdicovitymi
burikami a podili se na vaskuldrni remodelaci tkani poskozenych jaterni fibrézou. GFAP je
markerem klidovych hvézdicovitych bunék a markerem ¢asné aktivace hvézdicovitych bunék
hvézdicovitych bunék, nez je a-SMA (Hassan, 2014). Nékteré zdroje soucasné uvadi, ze
exprese GFAP koreluje s progresi jaterniho poskozeni (Kim, 2018), jiné upresnuji, Ze se GFAP

zvysuje v akutni fazi poranéni a v chronické dochazi k jeho snizeni (Carotti, 2008).

Casto je také uvadéno, e GFAP podléhd citrulinaci. Tuto jeho formu nalézame
v aktivovanych hvézdicovitych bunkach a predpoklada se, Ze tento proces ma vliv na strukturu

a funkci proteinu. Ve fibrotické tkani doslo k priikazu zvySené exprese nejen GFAP, ale pravé i
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jeho citrulinové formy, proto se predpoklada, Ze citrulinace GFAP souvisi s progresi jaterni
fibrézy. Proto by pro sledovani progrese jaterni fibrézy mohlo byt vyuZito nejen GFAP, ale také

jeho citrulinové formy (Kim, 2018).

3.3.3. a-SMA

Aktinova filamenta jsou tvorena globularnimi proteiny aktiny. Nejvétsi obsah aktinu je
ve svaloviné, kde predstavuje priblizné 50 % vSech proteint (LGllmann-Rauch, 2012). Aktin je
polypeptidovy fetézec tvofeny 374 aminokyselinami scelkovou molekulovou
hmotnosti 42 kDa a priimérem 40-50 A (Gao, 2017). V prostoru je pozorovan jako plocha
molekula s pfibliznymi rozméry 5,5 x 5,5 x 3,5 nm, ktera je ¢lenéna do dvou pfriblizné stejné
velkych domén oddélenych hlubokymi zafezy, na jejichz dné je misto vazajici ATP/ADP

(Mannherz, 2017).

Aktin se u obratlovcl vyskytuje v 6 rliznych isoformach kédovanych rlznymi geny. Tim
se lisi od jednoduchych eukaryot, kde jsou isoformy aktinu kédované pravé jednim genem
(Jockusch, 2017). Jednotlivé isoformy aktinu se lisSi usporadanim aminokyselin ve své strukture
pouze mirné, hlavni rozdil je pozorovan ve slozeni a délce termindlniho N-konce fetézce.
Isoformy potom rozdélujeme do skupin podle jejich izoelektrického bodu a tkarnové specifity

na a-aktin (3 formy), B-aktin a y-aktin (2 formy) (Lillmann-Rauch, 2012; Mannherz, 2017).

Isoformy a-aktinu jsou exprimované v kosternim, srde¢nim a hladkém svalstvu
(Lallmann-Rauch, 2012). Tyto formy také nazyvame a-skeletal muscle actin, a-cardiac muscle
actin a a-smooth muscle actin (a-SMA) (Jockusch, 2017). B-aktin je oznacovan jako
cytoplazmaticky non-muscle actin. Prvni isoforma y-aktinu je také oznacovana jako
cytoplazmaticky non-muscle actin, zatimco druha isoforma je soucasti hladkého svalstva strev.
Obé cytoplazmatické isoformy jsou exprimované ¢etné (Mannherz, 2017). VSechny isoformy
aktinu jsou si velice podobné, nejvétsi rozdil Ize pozorovat mezi isoformami cytoplazmatickymi

a svalovymi (Jockusch, 2017).

a-SMA je hlavni slozkou hladkého svalstva cév (vaskular smooth muscle cells, VSMCs),
kdy ve velkych arteriich je obsazen z 60 % (Gao, 2017). Je kédovadn genem ACTA2 umisténym
na 10922-g24 a sloZzenym z 8 kdédujicich exond. Mutace tohoto genu vedou k nejriiznéjsim

vaskulopatiim, jako je napfiklad tzv. TAAD (thoratic aortic aneurysm and dissection) (Jockusch,
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2017; Yuan, 2015). Tyto mutace zplsobuji zhorSenou funkci VSMCs, coZ vede ke snizené
schopnosti téchto bunék vnimat mechanické stimuly bunécné matrix. Mutace zpUsobuji
patologickou hyperplazii zpisobenou remodelaci, degeneraci a zvySenou ztuhlosti cévni
stény. Ztrata a-SMA je kompenzovana zvySenou hladinou y-aktinu (Massett, 2020; Yuan,
2015). Zmény v expresi a-SMA mohou ovlivnit vaskularni rezistenci a hemorheologické

vlastnosti krve (An, 2022).

Predpoklada se, Ze naruseni aktinového cytoskeletu zapficifiuje nedostateéné hojeni ran
se zvySenou aktivitou MMP (matrix metaloproteindz) (Lino Cardenas, 2018). Apoptdza VSMC
je zavislda na expresi a-SMA prostfednictvim signalni drahy kaspdz-3 (aktin se mlze stat
substratem kaspaz), pricemz vyssi nachylnost k apoptdze maji buriky se silnou koexpresi
a-SMA a PDI (proteindisulfidizomeraza). Nadmérnd indukce apoptdzy VSMC je skodliva pro
reparaci, popf. remodelaci vaskuldrni tkdné. Naopak slabd koexprese a-SMA a PDI vede

k proliferaci VSMC (Ping, 2017; Chen, 2020).

a-SMA stresovd vldakna jsou charakteristickym znakem myofibroblastl i presto, Ze
nékteré zdroje dokonce uvadi, Ze a-SMA buriky nejsou jediné, které jsou béhem fibrdzy
odpovédné za sekreci a kontraktilitu (Hillsley, 2021). Kromé a-SMA to mohou byt dale tézké
fetézce myosinu, H1l-kalponinu a jiné (Zhang, 2016). a-SMA je také pokladan za
nejpouzivanéjsi biomarker pro identifikaci CAF (cancer associated fibroblast), které jsou
povazovany za zakladni slozku v procesu onkogeneze (Tao, 2017). Fibroblasty jsou
naprogramované tak, aby reagovaly na poskozeni tkani, zaroven se v aktivované formé vazou
k syntéze molekul, reguluji zanét a bunécény rlst. Proto se bere v uvahu myslenka, Ze
fibroblasty maji nepfimou roli pfi rlistu nddorl a pripadnych metastaz (Bu, 2019), v nékolika
studiich bylo dokonce uvedeno, Ze pfitomnost CAF exprimujicich vysokou hladinu a-SMA

koreluje se Spatnou prognézou (Muchlinska, 2022).
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3.3.4. Mac-2 (Galectin-3)

Mac-2 (také MAC2, carbohydrate-binding protein 35, CBP 35, macrophage
galactose-specific lectin 3, galactose-binding protein, GALBP, Galectin-3, GAL3, IgE-binding
protein, laminin-binding protein, lectin L-39) patfi mezi solubilni neglykosylované lektiny,
které vykazuji afinitu k beta-galaktosidovym strukturam (Franekova, 2022). Plvodné byl
identifikovan vroce 1982 autory Hol a Springer jako povrchovy antigen na mysich

makrofazich aktivovanych thioglykolatem (Hol, 1982).

Mac-2 je nejCastéji oznacovany jako galectin-3. Je kddovan jedinym genem LGALS3
umisténym na 14. chromozomu s lokusem @21-q22. M4 chimérickou strukturu
s C-termindlni karbohydratovou (CRD) a N-termindlni doménou. Pomoci CRD domény se
vaze na povrchové glykoproteiny (Franekovd, 2022; Kram, 2023). CRD doména je tvorena
ze 135 aminokyselinovych zbytkl a je charakteristicka pravé pro galektiny. N-doména se
skldda ze 100-150 aminokyselinovych zbytk( tvorfenych opakujici se sekvenci
9 aminokyselinovych zbytk( bohatych na prolin, glycin, tyrosin a glutamin (Sciacchitano,
2018). N-doména slouZi k zesitovani sacharidovych a nesacharidovych ligand(

(Henderson, 2006).

Galectin-3 se vyskytuje hlavné v makrofazich, epitelidlnich, endotelidlnich a
dendritickych burikach. Zajistuje intra- a extraceluldrni komunikaci s jadrem, povrchem
buriky a extracelularni matrix (Franekova, 2022). Extracelularni galectin-3 tvofi na
bunééném povrchu multimery, které se tvofi v pfitomnosti zvySené koncentrace
multivalentnich ligandU. Vznika ,, mfizka“ Ucastnici se regulace receptorl, endocytézy a
signalizace (Pugliese, 2015). Galectin-3 je schopen ovlivnit prezentovani receptord na
povrchu buriky, jejich pohyb v membrané a plsobit zmény v jejich funkcénosti (Franekova,
2022). Intracelularni galectin-3 se Ucastni sestfihu pre-RNA a regulace bunécného cyklu,

¢imZ ma kontrolu také nad proliferaci, diferenciaci a apoptézou bunék (Pugliese, 2015).

/////

.....

vlastnosti spocivaji ve schopnosti vazat a likvidovat koncové produkty lipooxidace a
pokrocilé glykace (Pejnovic, 2016). Vyraznéjsi jsou vSak jeho prozanétlivé vlastnosti.

Pri akutnim zanétu je ligandem pro Toll like receptory, zfejmé plsobi jako DAMP
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(danger-associated molecular pattern) signal, aktivuje neutrofily a inhibuje jejich
apoptdzu, extraceluldrné inhibuje cytotoxické T-lymfocyty a zplsobuje jejich apoptézu.
Dale reguluje funkci makrofagl, véetné fagocytézy (Franekova, 2022), a je soucasti

alergickych reakci (Pugliese, 2015).

Dalsi vyznamnou roli sehrdvd galectin-3 v procesu fibrogeneze, které se velice
vyznamné ucastni jako aktivator myofibroblastd (Henderson, 2006). BEhem chronického
poSkozeni jater je wvyluCovan rdznymi bunkami, vcéetné monocytl, makrofagh a
posSkozenych hepatocytll, a méni klidové hvézdicovité bunky na aktivované burky
charakteru myofibroblastl, které ukladaji kolagen v extracelularni matrix. ZvySena exprese
galectinu-3 je pozorovana prdvé ve spojitosti s jaterni fibrézou ¢i cirhdzou, nealkoholickou
steatohepatitidou nebo s hepatocelularnim karcinomem. PUsobeni galektinG spociva
v tvorbé oligomerd, jejich naslednému zesitovani a tvorbé charakteristické ,, mrizky“, kterd
aktivuje signdlni drahy na povrchu burnky (Kram, 2023; Ezhilarasan, 2023). Galectin-3
umoziuje aktivaci makrofagl alternativni cestou pres IL-4 a tyto makrofagy pak aktivuji
profibrotické geny a zhorsuji fibrézu (Pejnovic, 2016). Studie naznacuji, Ze lze galectin-3

povazZovat za uzitec¢ny marker pro predikci tkanové fibrézy (Sciacchitano, 2018).

V koneéném souhrnu vnimame galectin-3 jako regulaéni molekulu, jenz se vyskytuje
opravu tkdné (Pugliese, 2015). Vzhledem ktomu, Ze hraje zasadni roli v aktivaci
hvézdicovitych bunék, je tudiz moziné o galectinu-3 uvaZovat jako o potencidlnim

terapeutickém cili pti |é¢bé jaterni fibrézy (Henderson, 2006; Traber, 2013; Sumida, 2018).

Mnoho studii se dale zabyva podobnymi proteiny. Protein vazajici Mac-2 (M2BP) je
bunécné adhezivni glykoprotein. M2BP je produkovan hvézdicovitymi burnikami a je
pfitomen v malém mnoiZstvi v mnoha tkanich lidského téla. VyluCuje se do séra,
extracelularni matrix a kultury rakovinovych linii (Nagaoka, 2021; Mak, 2019). Lidsky
endogenni M2BP je sloZzen z 10-16 monomerl se 70-112 N-glykany pripojenymi ke kazdé
makromolekule (Nah, 2020). Protein vazajici Mac-2 (M2BP) patfi mezi scavengerové
receptory a ma nékolik glykosylaénich mist. Abnormalni glykosylaci Mac-2 BP vznika jeho
glykosylacni izomer, ktery ma ve své strukture vice vétvené a sialylované N-glykany

(El-Aziz, 2020; Kiyoaki, 2022).
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Glykosylaéni izomer proteinu vazajictho Mac-2 (M2BPGi) zfejmé slouzi jako posel
mezi  hvézdicovitymi a  Kupfferovymi  burfikkami  prostfednictvim  Mac-2.
Podporuje Kupfferovy bunky k expresi Mac-2 a je schopen aktivovat hvézdicovité bunky
(Shirabe, 2018; Yamada, 2019; Park, 2022). M2BPGi tedy muze byt nahradnim markerem
aktivace hvézdicovitych bunék (Shirabe, 2018). Byla dokonce nalezena pozitivni korelace
mezi M2BPGi a a-SMA, tj. dvéma markery aktivace hvézdicovitych bunék. Lze tedy
usuzovat, Zze M2BPGi neni pfimo markerem jaterni fibrézy, ktery by odrazel mnozstvi
kolagenové tkané, ale spiSe markerem fibrogeneze, ktery odrazi aktivaci hvézdicovitych

bunék (Yamada, 2019).

M2BPGi je v poradi dalsSim sérovym markerem vhodnym pro diagnostiku jaterni
fibrézy s Sirokou etiologii. Je vhodny pro diagnostiku nejen NASH, ale i dalSich onemocnéni
jater (chronicka hepatitida, autoimunitni hepatitida, bilidrni cholangitida a dalsi) (Kiyoaki,
2022). M2BPGi je schopen hodnotit nejen jaterni fibrézu, ale také prognézu a vyvoj
hepatocelularniho karcinomu (Tamaki, 2021), nebo tfeba funkénost jater po hepatektomii
(Yamada, 2019). Rovnéz lze predpokladat, Ze by tento protein mél byt uZitechym a

dostate¢nym markerem k odliSeni NAFLD a NASH (El-Aziz, 2020).
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3.4. Zvireci model

Pro vyvoj novych terapeutickych strategii a 1éCiv je nejprve dllezZité pochopeni fady
mechanisml v patogenezi a progresi jaterniho poskozeni. Vzhledem ke slozZitosti
mechanismu je limitujicim faktorem nedostatek vhodnych zvifecich model(, které by
presvédcivé napodobily jaterni onemocnéni u lidi (Maleckova, 2019). Zvifeci model
napodobuje redlnou situaci v jednodussim provedeni s cilem pozorovat, popt. modifikovat

v modelovém procesu reakci Zivého systému (Hlozkova, 2019).

Nejvétsi skupinu modell pro jaterni onemocnéni predstavuji hlodavci, tj. mysi, krysy
a potkani. Jejich anatomicka a fyziologickd podobnost s lidmi je dosti rozdilna, proto jejich
pouziti jako modely lidskych jaternich onemocnéni jsou relativné omezend (Maleckov3,
2019). Nicméné hlodavci, zejména mysi, maji mnoho experimentalnich vyhod: svym
vzristem jsou drobni, maji kratky Zivotni cyklus a brezost a vykazuji pohodlnou genetickou
manipulaci ke studiu specifickych genld a moznych terapeutickych cild (Mariotti, 2018).
Dulezitou roli déle hraji také velké zvifeci modely, tj. prasata, které jsou pouzivany ke
studiu akutnich a chronickych jaternich onemocnéni. Obecné neexistuje takovy zvifeci
model, ktery by zahrnoval veskeré klinické aspekty pozorované u lidi (Maleckovd, 2019),

tudiz nikdy nenahradi klinickou studii (HloZzkova, 2019).

3.4.1. Standardni dietni model (,chow diet”)

Tento typ popisuje rlizné diety zaloZzené na bazi obilovin a pfisad, jako jsou séjova
moucka, rybi moucka, mleta kukufice a dalsi produkty ZivocisSného plvodu. Dulezité je, Ze
pfiblizné 20 % smési tvofi rozpustna a nerozpustna vldknina z rGznych zdrojii a toto
mnoistvi je az Ctyrikrat vyssi nez u purifikované stravy. Vysoky obsah vldkniny ma pfiznivy
vliv na hladinu cholesterolu v krvi, naopak u purifikované stravy jsou hladiny cholesterolu

vyssi (Pellizzon, 2016; Almeida-Suhett, 2019).

Receptury standardni diety jsou vyrobci patentované a sloZeni jednotlivych Sarzi se
muzZe casto lisit (Pellizzon, 2016). Tato dieta také muZe obsahovat vysoké hladiny
polyfenoll a fytoestrogenu (vojtéska, séja), které mohou ovlivnit procesy metabolismu

(Almeida-Suhett, 2019).
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Opakem je purifikovana strava. Receptura neni patentovand, je oteviena novym
vyzkumam, a tudiZ i relativni mnozstvi jednotlivych sloZek v jednotlivych SarZich je znamé.
Mezi pfisady této stravy patfi rafinované slozky jako kasein (bilkovinna slozka), kukuti¢ny
Skrob (sacharid), séjovy olej (tuk) a celuléza (vldknina). Jednotlivé slozky mohou byt
upravované podle pozadavkl vyzkumnika, ¢imz se zasadné lisi od klasické ,chow diet”

(Pellizzon, 2016).

3.4.2. CDAA-HFD dietni model

Jednim z vhodnych modelli pro navozeni NASH je CDAA-HFD (choline-deficient
L-amino acid defined high fat diet). Jednda se o dietu sdefinovanym mnoZstvim
L-aminokyselin, deficitem cholinu a vysokym obsahem tuku. V porovnani s ostatnimi
dietnimi modely schopnymi rovnéz navodit steatdzu jater lze CDAA-HFD vyuZit k navozeni

zavaznéjSich forem NASH s fibrézou (Sugasawa, 2021).

Cholin je zdkladni Zivinou, ktera se metabolizuje a uklada v jatrech (Lau, 2017).
Nedostatek cholinu vede k nemozZnosti syntetizovat fosfatidylcholin, ktery hraje dllezitou
roli v sekreci VLDL, a dochdzi tak k akumulaci triglycerid( v jatrech (Matsumoto, 2013).
Nedostatek methioninu vede rovnéz k nedostatku lipoproteinu v jatrech (lkawa-Yoshida,

2017).

Pouzitim CDAA-HFD navodime steatdzu, balonovani hepatocytd, zanétlivé zmény ve
tkani a progresivni fibrézu (Obr. 8). Zaroven pozorujeme metabolické abnormality, kterymi
jsou hlavné zvySena hmotnost jater, vysoké hladiny enzyma ALT (alaninaminotransferaza)
a AST (aspartataminotransferaza) znacici jaterni poskozeni (Hoffmann, 2020) a snizené
sérové hladiny lipoproteini. Mysi krmené CDAA-HFD maji pfirGstek na vaze mensi

v porovnani s mySmi se standardni laboratorni dietou (Lu, 2019).

29



Control Model

100x%

H&E

100x

Sirius red

400% -

400% 1.

Qilred O

Obrdzek 8 Vliv CDAA-HFD na histologii jater (pfevzato a upraveno z: Lu, 2019).

Nadmérnd akumulace tukovych kapének, stfedni zanétliva loZiska a balonujici hepatocyty u
CDAA-HFD v porovndni s kontrolou, barveno H&E a zvétSeno 100x a 400x (A-D); fibréza u
CDAA-HFD v porovndni s kontrolou, barveno saturnovou cerveni a zvétseno 100x a 400x
(G-J), akumulace lipidii u CDAA-HFD v porovndni s kontrolou, barveno olejovou cCerveni a
zvétseno 100x a 400x (M a N).

CDAA-HFD je schopna velice rychle indukovat jaterni fibréozu a je uzite¢nym
modelem pro vyzkum NASH (Matsumoto, 2013). Zaroven dlouhodobé podavani
CDAA-HFD vede krozvoji cirhdzy a hepatocelularniho karcinomu (Wei, 2020;
Ikawa-Yoshida, 2017).
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3.5. Western blot

Western blot patfi mezi nejpouzivanéjsi metody v molekularni biologii a proteomice
(Mishra, 2017). U&elem western blotu je separovat vgelu proteiny podle molekulové
hmotnosti a prenést je v dalsSim kroku na membranu, kde mohou byt pomoci znac¢enych
protilatek detekovany (Abcam, 2020). Principem této metody je specifickd interakce
antigen-protilatka, diky niz je western blot uZite¢nou technikou pro kvalitativni Cci

semikvantitativni analyzu protein(, dokonce i v komplexnich vzorcich (Hnasko, 2015).

Tato metoda se skladd z mnoha kroku: pfiprava vzork( (extrakce proteinu a méreni
koncentrace proteinu), separace protein( elektroforézou, pfenos proteini na membranu,
blokovani nespecifickych proteind na membrané, oznaceni cilovych proteint specifickymi
primarnimi  protildtkami, inkubace se znacenymi sekunddrnimi protildatkami a

detekce/denzitometricka analyza (Obr.9) (Mishra, 2017).
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Obrazek 9 Prehled postupu pro metodu western blot (prevzato z: Kroon, 2022).

Vzorek (tj. smés proteinti) se nanese na gel, do prvni pozice se aplikuje marker obsahujici
znacené proteiny znamych MW (molecular weight, molekulovd hmotnost) (1), separace
proteinti podle MW pomoci gelové elektroforézy (2), prenos proteinti z gelu na membrdnu (3),
vazba protilatek na membrdnu (I blokace nespecifickych mist, Il vazba primdrnich protilatek,
Il vazba znacenych sekunddrnich protilatek) (4), detekce (5), odecteni vzniklych bandi (6).
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Ptiprava vzorku je velice zdsadnim krokem a muZe byt spojena hned s nékolika uskalimi.
Jsou jimi nesprdvna manipulace se vzorky, nespravné slozeni lyza¢niho pufru a Spatné zvolena
technika homogenizace (Taylor, 2014). Dulezité je také urceni koncentrace vytvoreného

extraktu. Diky tomu jsou vzorky porovnavany na ekvivalentnim zakladé (Mahmood, 2012).

Elektroforéza oddéli proteiny ve smési na dodecylsulfatovém polyakrylamidovém gelu
na zdkladé jejich molekulovych hmotnosti. Separované proteiny jsou v dalSim kroku
pfeneseny na membranu (Tie, 2021) pomoci elektrického proudu, ktery indukuje jejich migraci
z gelu na membranu (Abcam, 2020). Nejbéznéjsi metodou blotovani je pfenos mokrou a
polosuchou cestou. Blotovani mokrou cestou je vhodné pro proteiny s nizkou aZ vysokou
molekulovou hmotnosti a trvd zhruba 1 hodinu. Gel a membrana jsou spolu s filtracnim
papirem a houbami vertikalné ponoreny do kazety a vystaveny elektrickému poli. Zaporné
nabité proteiny potom migruji z gelu ke katodé na membranu. Polosuché blotovani je vhodné

pro proteiny s mensi molekulovou hmotnosti (max. 300 kDa) a trva 10-60 minut. ,,Sendvic“ je

tentokrat v horizontdlnim usporadani (Steward, 2015-2023).

Jakmile jsou proteiny pfeneseny na membranu, nasleduje blokovani. Blokovani
zabranuje vzniku nespecifickych vazeb protilatek na membranu a je velice dllezitym krokem.
Provadi se pomoci 5% BSA (hovézi sérovy albumin) nebo odtu¢néného suseného mléka
redéného TBS (tris buffer saline). Susené mléko je diky nizké cené pouzivanéjsi variantou
(Mahmood, 2012). Po blokovani nespecifickych mist jsou membrany inkubovany s primarni a
po nékolikandsobném promyti i se sekundarni protildtkou zna¢enou chemiluminiscenénim

detekénim Cinidlem (Taylor, 2013).

Vzhledem k mnozstvi krok(l vtéto metodé neexistuji Zadna konkrétni nastaveni
optimalnich podminek, které by byly vhodné pro vSechny zkoumané proteiny. Vyzkumnici si
obvykle voli optimalni podminky sami tak, aby vytvofili co nejlepsi pomér signdlu a Sumu, a

ziskali tim co nejkvalitnéjsi vysledky (Tie, 2021).

Vyhodou této metody je vysokad specifita. Je mozné porovnavat velké mnozstvi protein(
v rlznych vzorcich a zaroven vyloudit falesnou pozitivitu zplsobenou nespecifickym
navazanim protilatek, nebot mame znalosti o molekulovych hmotnostech téchto proteind.
Nevyhodou mUzZe byt detekce velkych proteint, které béhem elektroforézy obtizné prochazi
gelem. Dalsi vyznamnou nevyhodou je velkd ¢asova narocnost této metody, vyssi spotrfeba

vzorkU a obtiznd automatizace (Baria, 2022).
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1.Experimentdlni zvirata

K experimentu byla vyuZita skupina 9tydennich mysich samct kmene C57BL/6J. Byli
chovani za standardnich podminek s volnym pfistupem ke krmivu a vodé. Studovani jedinci
byli na zacatku experimentu nezavisle rozdéleni do dvou skupin: kontrolni skupina (n=6) a

CDAA-HFD skupina (n=8).

Kontrolni skupina byla krmena standardni laboratorni dietou (tzv. chow diet), zatimco
druhd skupina méla k dispozici CDAA-HFD (tj. choline-deficient L-amino acid defined high fat
diet). Cilem krmeni touto dietou byla indukce nealkoholické steatohepatitidy (NASH) u
sledované skupiny. SloZzeni CDAA-HFD bylo nasledujici: dieta s podilem L-aminokyselin
s 60 kcal% tuku s 0,1 % methioninu a bez pfidaného cholinu. V pribéhu experimentu byli mysi

samci pravidelné 2krat tydné vazeni.

Po uplynuti 4 tydn( byli jedinci obou skupin naposledy zvazeni a utraceni. Kazdému z
nich byla odebrana krev z vena cava inferior a vzorky jater. Ziskand krev (cca 500 ul) byla pro
svoji prirozenou kratkodobou stabilitu okamzité sto¢ena na centrifuze pfi 10 000 rpm po dobu
5 minut, ¢imz se ziskala krevni plazma. Jesté pred sto¢enim byla ¢ast krve (100 pl) podrobena
biochemické analyze na analyzatoru, viz nize. Odebrané vzorky jater byly ihned po zvazeni
vloZzeny do tekutého dusiku a poté uskladnény (pfi teploté - 80 °C) do té doby, nez byly pouzity

v dalsi analyze (viz western blot).

Se vSemi jedinci bylo nakladano podle pokyn( Etické komise Farmaceutické fakulty
Karlovy Univerzity, kterd stanovuje pravidla zajistujici dobré Zivotni podminky laboratornich

zvifat podle zdkona ¢. 246/1992 Sb.
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4.2.Biochemicka analyza

Tato prace byla také doplnéna o biochemickou analyzu krve a zhodnoceni nékterych
indikator( poskozenijater. Pro analyzu byly zvoleny nésledujici: ALT (alaninaminotransferaza),
AST (aspartataminotransferaza) a celkovy bilirubin. Tyto parametry byly ziskdny pomoci

analyzatoru Preventive Care Profile Plus test and Vet Scan2 (Abaxis Germany).

ALT se vyskytuje v hepatocytu a jeji zvysSeni indikuje i mirné poskozeni hepatocytd. AST
se vyskytuje castecné v cytoplazmé (30 %) a ¢astecné v mitochondriich (70 %). V porovnani
s ALT indikuje vainéjsi poskozeni burky, tj. jeji rozpad. Oproti ALT se vSak vyskytuje nejen
v hepatocytech, ale také ve svalovych bunkach, vledvinach, mozku, pankreatu a
v erytrocytech. Z toho dlvodu neni zvyseni AST indikaci pouze jaterniho poskozeni, ale mlze

stejné tak znamenat i poskozeni zminénych orgdnl (Lahoda Brodska, 2022).

Hladiny ALT a AST jsou zvySeny v séru u vétSiny jaternich onemocnéni. Aktivita ALT byva
vys$si neZ aktivita AST, vyjimku tvofi alkoholové jaterni poSkozeni a Reylv syndrom (Hulek,
2018). Pfi vySetfeni jaterniho poskozeni vyuzivdme poméru obou transaminaz. Mira jeho
vzestup zrcadli rozsah jaterniho poskozeni (Lahoda Brodskd, 2022). Obecné jsou takova
laboratorni vysetfeni oznacovana jako testy odrdZejici integritu hepatocyt( (tzv. ,jaterni
testy”). Nicméné aktivita obou enzym( velice ¢asto kolisd béhem samotného dne, a to i u
zdravych osob, ddle ve spojitosti s obezitou nebo intenzivni pohybovou aktivitou. V dospélosti
jsou aktivity téchto enzyma vyssi u muzl nez u Zen. Do 15. roku Zivota je aktivita AST lehce
vySSi nez ALT, v dospélosti je naopak lehce zvySend aktivita ALT, po 60. roce jsou hladiny

shodné (Hulek, 2018).

Kromé stanoveni ALT/AST jsou velmi pfinosna i dalSi biochemicka vysetfeni krve, celkové

bilkoviny, hladiny albuminu ¢i pouZiti protrombinového testu (Lukas, 2022).

Bilirubin je produktem rozpadu erytrocytl. Vznika pfi degradaci hemu, tudiz mala ¢ast
bilirubinu pochazi také z myoglobinu a z cytochrom (Hulek, 2018). V krvi je vazan na albumin
jako nepfimy bilirubin, v jatrech je konjugovan s kyselinou glukuronovou na bilirubin primy,
odkud je transportovan do Zluéi a vylouéen do stfeva. Poskozeni hepatocytu vede k porucham
konjugace, v disledku ¢ehoz dochazi ke zvyseni nekonjugovaného i konjugovaného bilirubinu,

tzv. celkového bilirubinu (Lahoda Brodska, 2022).
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Hodnoty bilirubinu maji nejvétsi vyznam v diagnostice primarni bilidrni cirhdzy a
akutniho jaterniho selhani, ale jsou vyznamné i pfi pokrocilé jaterni cirhdze. Hladiny bilirubinu

jsou lehce nizsi u Zen, v gravidité a po uzivani peroralni antikoncepce (Hllek, 2018).
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4.3.Postup prace pro metodu western blot

4.3.1. Homogenizace tkani, izolace protein( a stanoveni koncentrace

Vzorky odebrané jaterni tkané byly vioZzeny do tekutého dusiku a skladovany pfi —80 °C
do té doby, nez se pfistoupilo k dalSimu kroku. Ddle byla provedena homogenizace a poté
pfiprava celkové a membranové frakce proteinl. Ke stanoveni koncentrace protein( byla
pouZita bicinchoninova metoda. Tato metoda vyuziva sodné soli kyseliny bicinchoninové
(BCA), ktera vytvari komplexy s médnymi ionty, které vznikaji reakci iontd médnatych
s peptidovou vazbou v zasaditém prostfedi. Tato metoda vyuzivda barevné reakce a

nasledného spektrofotometrického stanoveni (Cortés-Rios, 2020).

4.3.2. Metoda western blot

4.3.2.1. Priprava gelu

Prvnim krokem celého procesu byla pfiprava aparatury. Aparatura pro pfipravu gelu
(Mini-PROTEAN® Tetra Cell kit; Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) zahrnovala stojanek a 2
typy skel (vétsi z nich orientované do zadni ¢asti stojanku, mensi z nich dopredu). Bylo nutné,
aby skla byla dokonale Cista a sucha, teprve potom mohla byt zasazena do stojanku. Tésnost
a nepropustnost aparatury bylo potfeba na zavér zkontrolovat pomoci Milli-Q vody. Prostor
mezi skly byl vodou naplnén a pokud ani po par minutach nejevila aparatura znamky

propustnosti, voda byla vylita a aparatura vysusena.

Na pripravu separacniho gelu byla potreba smisit Milli-Q vodu, pufr pro separacni gel,
akrylamid-bis roztok, 10% SDS (sodium-dodecyl sulphate) a 10% APS (ammonium
persulphate). Jako posledni byl pipetovan TEMED (tetramethylendiamin), po jehoz pridani
zacind gel polymerovat. Mnoistvi jednotlivych komponent zavisi na tom, jakou poZadujeme
finalni koncentraci gelu. Koncentraci separacniho gelu volime podle molekulové hmotnosti
detekovaného proteinu. Pro tento experiment byla zvolena pfiprava gell o koncentraci 8 %
(GFAP), 10 % (a-SMA, GAPDH) a 12 % (Mac-2). Mnozstvi jednotlivych komponent pro pripravu
separacniho gelu v Tab. 1 jsou uvedend pro pfipravu 2 gell. GAPDH (glyceraldehyd-3-fosfat

dehydrogendza) predstavuje v této praci vnitifni kontrolu nanasky pro metodu western blot.
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Tabulka 1 SloZeni separacnich geli

Komponenty 8% (ml) | 10 % (ml) | 12 % (ml)

Milli-Q voda 5,400 4,900 4,400
Pufr pro separacni gel | 2,500 2,500 2,500
Akrylamid-bis roztok 2,000 2,500 3,000

10 % SDS 0,100 0,100 0,100
10 % APS 0,030 0,030 0,030
TEMED 0,015 0,015 0,015

Pripraveny separacni gel byl neprodlené napipetovdn do prostoru mezi skly do vysky
1,5 cm pod horni okraj krat$iho skla. Zbyly prostor (mezi gelem a hranou skla) byl vyplnén jesté
isobutanolem, jednd se pfiblizné o 1 cm. Polymerace gelu se pohybovala vrozsahu
30-60 minut. Poté byl za pomoci Milli-Q vody isobutanol odplaven a prostor nad gelem opét

dokonale vysusen.

Ndasledujici postup zahrnuje pfipravu zaostfovaciho gelu. VSechny jeho komponenty se
shoduji s komponenty k pfipravé separacniho gelu, s vyjimkou pufru pro zaosttovaci gel, ktery
nahrazuje pUvodni pufr pro separacni gel. Koncentrace zaostrovaciho gelu se jiz neodviji podle
detekované protilatky, ale je ve vSech pripadech stejna, a to 5 %. Pfipravenou smési byl
vyplnén cely prostor mezi skly nad gelem az po horni okraj a do ni byl zasunut teflonovy
hifebinek. Mezi hfebinkem a okrajem skla se tvofi mensi mezera, ktera byla smési na
zaostfovaci gel vyplnéna. Polymerace trvala opét 30-60 minut. MnozZstvi jednotlivych

komponent pro pfipravu zaostfovaciho gelu v Tab. 2 jsou uvedend rovnéz pro pfipravu 2 gel(.

Tabulka 2 SloZeni zaostrovaciho gelu

Komponenty 5% (ml)
Milli-Q voda 6,150
Pufr pro zaostfovaci gel 2,500
Akrylamid-bis roztok 1,250
10 % SDS 0,100
10 % APS 0,030
TEMED 0,015
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4.3.2.2. Priprava vzorkl

Vzorky byly nafedény 1:1 nanasecim pufrem (mnoZstvi pro 1 gel: 6 ul vzorku + 6 pl
pufru). Velice dllezitym krokem bylo pracovat se vzorky rychle a udrZovat je po cely cas
v ledové drti, a to do té doby, neZ je k nim pFidan pravé nanaseci pufr. Soucasné se vzorky byl
obdobné pripraven i marker (6 pul markeru + 6 pl pufru) (Precision Plus Protein ™Dual Color
Standars, Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA). Vzorky a marker byly v centrifuze stacéeny pfi
5000 rpm po dobu 45 vtefin a poté vloZzeny do vodni 1azné o 95 °C na 5 minut. Po vyjmuti
z vodni lazné byly vzorky ponechdany pfi pokojové teploté po dobu 5 minut a opét byly sto¢eny

v centrifuze, avSak tentokrat po dobu 30 vtefin.

4.3.2.3. Gelova elektroforéza

Soustava skel s jiz zatuhlym gelem byla vyjmuta z pavodni aparatury a premisténa do
stojanku pro elektroforézu, vidy dvé soustavy skel proti sobé (kratSimi sklicky dovnitf
stojanku). Stojanek byl vyplnén elektroforetickym pufrem, jelikoz gel musi byt po celou dobu
prace se vzorky v pufru ponoreny, aby nedoslo k jeho vysuseni. Stojanek vyplnény pufrem ndm
opét slouzi jako kontrolni bod préace, kdy zjistujeme, zda soustava tésni a neprotéka.
Elektroforeticky pufr byl pfipraven podle nasledujiciho poméru: 100 ml 10x koncentrovaného
pufru (10x Tris/Glycine/SDS, Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) bylo doplnéno do objemu
1000 ml pomoci Milli-Q vody.

Jakmile byl gel ponofen do pufru, byl z néj vytazen teflonovy hiebinek velice pomalym
pohybem smérem vzhiru. V misté hiebinku vznikla mista pro aplikaci vzorkd. Do prvni jamky

zleva byl aplikovan marker, do vsech ostatnich vzorky.

Stojanek byl premistén do vany pro elektroforézu. Vana byla po pfislusnou znacku
(,,2 gely”, popt. ,,4 gely”) doplnéna elektroforetickym pufrem a priklopena vikem. Viko
obsahuje elektrody a je zapotiebi sledovat barevné znaceni vyskytujici se soucasné na viku a
na zdroji napéti (znaceni tzv. ,,Cervend k Cervené, Cernd k cerné”). Tato elektroforeticka
sestava byla pfipojena do zdroje podle instrukci v Tab. 3. Dale bylo nezbytné oblozZit sestavu

ledovymi platy, aby se sestava pfilis nezahftivala.
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Tabulka 3 Parametry pro nastaveni elektroforetickych podminek pro 2 gely

Napéti 200V
Elektricky proud 30 mA
Cas cca 1,5 hod.

Trvani elektroforézy mize byt rozdilné, proto bylo tfeba sledovat jeji prabéh. Proces byl

zastaven ve chvili, kdy barevna linie postupujici gelem témér dosahla konce gelu.

4.3.2.4. Blotovani mokrou cestou

Prvnim krokem této faze bylo aktivovat membranu, aby mohla byt pozdéji pouzita
k pfenosu proteind. Byla pouzita PVDF (polyvinylidene difluoride) membrana (Immobilon®-P
PVDF Membrane, Sigma-Aldrich Inc., MO, USA), kterd byla upravena do obdélnikovitého tvaru
o velikosti 9,5 cm x 6,5 cm. Ve chvili, kdy byla z membrany pred jejim pouzitim sejmuta
ochranna vrstva, bylo mozné ji uchopit pouze pinzetou. Aktivace membrany se skladala ze 2
krokG: nejprve byla ponofena do methanolu na dobu 30 sekund, poté 25 minut do

transportniho pufru. Oba kroky musely probihat na tfepacce.

Transportni pufr byl pfipraven podle nasledujiciho poméru: 100 ml 10x
koncentrovaného pufru (10x Tris/Glycine/Buffer for Western Blots and Native Gels, Bio-Rad
Laboratories, Inc., CA, USA), 200 ml methanolu a vSe doplnéno do objemu 1000 ml pomoci
Milli-Q vody. Z divodu vznikajici exotermické reakce se priddvd methanol jako posledni

v poradi a cela smés musi byt uloZzena pred pouzitim do chladu.

Po skonceni elektroforézy a odpojeni soustavy od zdroje, byly vyjmuty stojanky a z nich
skli¢ka s gely. Sklicka s gely, ktera nebyla zrovna pouzivana, byla ponechana ponorena v pufru.
Veskeré komponenty pro sestaveni ,,sendvi¢e” bylo nutné s dostatecnym predstihem osettit

a po celou dobu udrzovat v transportnim pufru.

Skla s gelem byla od sebe oddélena a byl z nich opatrné pomoci plastové lopatky vyjmut
gel. Gel byl ponofen do Petriho misky s transportnim pufrem a otocen do spravného sméru
(marker vpravo). ,,Sendvi¢” byl do kazety poskladan z jednotlivych komponent v nasledujicim
poradi: houba, tlusty filtraéni papir, gel, aktivovana membrana, tlusty filtraéni papir, houba.
Pred polozenim posledni vrstvy (houba) bylo potieba cely ,,sendvic” silné uchopit a pomoci

valecku z néj pohybem do stran vytlacit vSsechny bubliny.
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Vytvoreny ,,sendvic” byl uzavien do kazety, zasunut do stojanku a vloZen do vany. Vanu
bylo potfeba po znacku doplnit transportnim pufrem. Opét byla celd sestava, doplnéna jesté
o viko, pfipojena ke zdroji napéti (viz. barevné znaceni jako u elektroforézy), tentokrat vsak za
odliSnych podminek (Tab. 4). Opét sestavu obloZime platy ledu. Pro blotovani byla pouzita

souprava Mini-Trans-Blot® Cell kit; (Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA).

Tabulka 4 Parametry pro nastaveni podminek pro pfenos proteini

Napéti 140V
Elektricky proud 300 mA
Cas cca 1,5 hod.

Po uplynuti procesu byla soustava odpojena od zdroje, odejmuto viko a vytazen stojanek
s kazetou. Kazeta byla oteviena a gel opatrné oddélen od membrany. Pokud s membranou
neni manipulovdno, je nutné zabranit jejimu vysuSeni a nechat ji uloZzenou v transportnim

pufru.

4.3.2.5. Aplikace protilatek

Nejprve bylo zapotrebi pfipravit roztok TBS-T. K tomu byl pouZzit nasledujici pomér:
200 ml 10x koncentrovaného TBS (Tris buffer saline), 1800 ml Milli-Q vody a doplnéné jesté
02 ml Tween® 20 (SERVA Electrophoresis GmbH, Germany). Tween® 20 je velice viskozni
roztok, se kterym je potfeba i odpovidajicim zplsobem pracovat. Vysledny roztok TBST-T byl

nakonec promichan na magnetické michacce.

Nasledné byl ptipraven 5% roztok mléka, a to podle nasledujiciho poméru: 5 g suseného
nizkotu¢ného mléka (Blotting-Grade Blocker, Bio-Rad Laboratories, Inc., CA, USA) a 95 ml jiz

pripraveného roztoku TBS-T. Roztok mléka byl promichdn na magnetické michacce.

Béhem predchoziho procesu blotovani byly na membranu pfeneseny z gelu proteiny a
diky soucasné se vzorky aplikovanému hmotnostnimu markeru bylo snadno detekovatelné, ve
kterych mistech se nami hledané proteiny nachazi. Hmotnostni marker vytvofil sadu modre
zbarvenych prouzkd, z nichz kazdy predstavuje proteiny vyskytujici se v urcitém rozmezi
molekulovych hmotnosti. Na zakladé téchto poznatk( byla membrana nastfihana na prouzky,
ve kterych byl predpokladan vyskyt i nasich proteind. V této praci byly hledany tyto proteiny:
GFAP (50 kDa), a-SMA (42 kDa), GAPDH (37kDa) a Mac-2 (30 kDa).
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Pred aplikaci protilatek bylo potrfeba zablokovat nespecifickd mista na membrdané.

Nastfihané prouzky proto byly ponofeny do pfipraveného 5% roztoku mléka, umistény na

tfepacku a inkubovany po dobu 1 hodiny.

Po blokaci nespecifickych mist mohly byt na hledané proteiny specificky navazany

primarni protilatky. Pro tyto Ucely byly naredény do potfebné koncentrace vybrané primarni

protilatky v 5% roztoku mléka (Tab. 5).

Tabulka 5 Primarni protildatky a jejich Fedéni

Protein | Primarni Vyrobce Katalogové Redéni
protilatka Cislo protilatky

GFAP rabbit Thermo Fisher (MA, USA) PA5-16291 1:1000

a-SMA rabbit (Abcam, Cambridge, UK) ab5694 1:500

Mac-2 rat Thermo Fisher (MA, USA) 14-5301-82 1:1000

GAPDH rabbit Cell Signaling Technology (MA, USA) 2118 1:8000

Prouzky byly v roztoku s protildtkou uloZzeny pres noc v chladu (4 °C). Druhy den byly

prouzky promyty 5 x 10 minut v roztoku TBS-T. Pro promyti k nim byly aplikovany sekundarni

protilatky. Sekundarni protilatky byly nafedény obdobné jako primarni protilatky v 5% roztoku

mléka (Tab. 6).

Tabulka 6 Sekundadrni protildtky a jejich Fedéni

Protein | Sekundarni Vyrobce Katalogové Redéni
protilatka Cislo protilatky
GFAP anti-rabbit (Abcam, Cambridge, UK) ab6112 1:2000
o-SMA anti-rabbit (Abcam, Cambridge, UK) ab6112 1:2000
Mac-2 anti-rat Cell Signaling Technology (MA, USA) 7077S 1:2000
GAPDH anti-rabbit | Cell Signaling Technology (MA, USA) 7074S 1:10000

Prouzky byly v sekundarni protilatce ponechany na trepacce 1 hodinu a poté v druhém

kole opét promyty 5 x 10 minut v roztoku TBS-T. Prouzky bylo nutné uchovat v témze roztoku

TBS-T do té doby, nezZ se postoupi k dalsSimu kroku.
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4.3.3. Chemiluminiscencni analyza

Poslednim krokem western blot analyzy byla detekce. VSechny kroky musely probihat
velice rychle. Zacinalo se pfripravou detekéniho roztoku (resp. chemiluminiscencniho
substratu) do vétsi vialky. Jednalo se o smés dvou komercnich roztokl (roztok 1 byl ulozen
v chladu, roztok 2 byl uchovan pfi pokojové teploté) typu Pico (Super Signal West Pico Plus
Chemiluminescent Substrate; Thermo Fisher Scientific Inc., IL, USA) ¢i Femto (Super Signal
West Femto Maximum Sensitivity Substrate; Thermo Fisher Scientific Inc., IL, USA). Aktivni
chemiluminiscencni substrat byl pripraven v c¢ase potreby smichanim dvou roztokd ve
vzajemném pomeéru 1:1 v takovém findlnim mnozstvi, aby jim mohl byt pokryt cely povrch
prouzku. Smés byla promisena ve vortexu a aplikovana na prouzek. Zde bylo dllezitym krokem
zkontrolovat, zda je pokryt jeho cely povrch a zda se v roztoku na povrchu prouzku nevyskytuji
bubliny. Detekéni roztok byl na prouzku ponechan kplsobeni presné stanoveny cas.
Podminky pro typ detekéniho roztoku a jeho doba inkubace na prouiku membrany jsou

zaznamenany v Tab. 7.

Tabulka 7 Volba detekcniho roztoku a délka jeho inkubace

Protein Detekcni roztok Inkubace (min.)
GFAP Pico 3
a-SMA Pico 3
Mac-2 Pico 3
GAPDH Pico 2

Po uplynuti ¢asu inkubace byl detekéni roztok z prouzku opatrné slit pry¢. Prouzek byl
poloZzen na vrstvu gazy, uzavien do plastové folie a pohybem ruky a mirnym tlakem byl
z prouzku pod folii odstranén prebytek detekéniho roztoku. Celd tato sestava byla vloZzena do

detektoru.

Vysledkem detekce byly Sedoderné pruhy (tzv. bandy) o rGzné tloustce a intenzité
zbarveni. Analyza byla provddéna v detekénim pfistroji ChemiDoc a softwaru Imagelab

verze 6.0.1 (Bio-Rad).
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4.4 Statisticka analyza

Pro zpracovani vysledkd vSech analyz byl pouzit software GraphPad Prism 8.0
(San Diego, CA, USA). K porovnani dat mezi dvéma rliznymi skupinami a k ovéreni statistické
vyznamnosti byl vybran Mann-Whitney test. Pomoci tohoto testu byly stanoveny hladiny
statistické vyznamnosti, tj. p-hodnota. Uvedend hodnota pro vyjadreni statistické vyznamnosti
byla do grafu zaznamenana symbolem ,*“ (* p < 0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001). VSechny
vysledky jsou v grafech prezentovdny jako medidn hodnot s mezikvartilovym rozpétim (IQR,
interquartile range) v kontrolni a v CDAA-HFD skupiné. Ke grafickému znazornéni vysledkd byl
vyuzit sloupcovy graf (ke znazornéni vysledk( u kontrolni skupiny byl pouzit zeleny sloupec a

ke zndzornéni vysledk u CDAA-HFD skupiny byl pouzit modry sloupec).
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5. VYSLEDKY

5.1.Vliv diety na rozvoj hepatomegalie

Na zakladé udaji o hmotnosti jater a hmotnosti téla v den odbéru a porovnani téchto
hodnot s hodnotami u kontrolni skupiny byl u CDAA-HFD skupiny odhalen rozvoj
hepatomegalie. Vychazelo se ze skutecnosti, Ze ¢im vétsi pomér hmotnosti jatra/télo, tim je
vétsi pravdépodobnost vzniku hepatomegalie u danych jedinch. Graf 1 ukazuje na vzrlst
tohoto poméru u CDAA-HFD skupiny, to u této skupiny potvrzuje pravdépodobnou pfitomnost
hepatomegalie (*** p < 0,001). Vysledky zaznamenané v grafu jsou vyjadreny v procentech

jako median hodnot poméru hmotnosti jater a hmotnosti téla s IQR.

Graf 1 Pomér hmotnosti jater k hmotnosti téla u kontrolni skupiny a CDAA-HFD
skupiny

Pomér hmotnost jater/hmotnost téla
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%

kontrola CDAA
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5.2.Vliv diety na rozvoj jaterniho poskozeni

Biochemickou analyzou byly v krvi u kontrolni skupiny a u CDAA-HFD skupiny stanoveny
hladiny enzym( alaninaminotransferdzy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST) a hladiny

celkového bilirubinu.

V pripadé ALT a AST (Graf 2 a 3) vykazovaly hladiny téchto enzymU u CDAA-HFD skupiny
vyrazné zvyseni v porovnani s hladinami enzym0G u kontrolni skupiny, kde byly tyto hladiny
enzymu pouze minimalni (median < 1 pkat/l); *** p <0,001. Vysledky zaznamenané v grafech

jsou vyjadreny v pkat/l jako median hodnot hladin enzymu (ALT ¢&i AST) v plazmé s IQR.

Zména hladiny celkového bilirubinu (Graf 4) u CDAA-HFD skupiny v porovnani' s hladinou
celkového bilirubinu u kontrolni skupiny byla vyraznd jiz méné (* p < 0,05). Vysledky
zaznamenané v grafu jsou vyjadreny v umol/l jako median hodnot hladin celkového bilirubinu

v plazmé s IQR.

ZvySené hladiny ALT, AST i celkového bilirubinu poukazuji na jaterni poskozeni a jsou
typickymi projevy NASH. U CDAA-HFD skupiny doslo k vyraznému zvyseni téchto hodnot, coz

potvrzuje vyrazné jaterni poskozeni, které bylo touto dietou navozeno.

Graf 2 Hladiny ALT u kontrolni skupiny a CDAA-HFD skupiny
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Graf 3 Hladiny AST u kontrolni skupiny a CDAA-HFD skupiny

Aspartataminotransferaza (AST)
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Graf 4 Hladiny celkového bilirubinu u kontrolni skupiny a CDAA-HFD skupiny
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5.3.Vliv diety na rozvoj jaterni fibrdzy

Vysledky této analyzy znazornuji expresi sledovanych protein( ve vzorcich homogendtu
jaterni tkané s cilem zhodnotit rozdily v expresi téchto proteind mezi kontrolni skupinou a

CDAA-HFD skupinou.

Kazdy z vysledkd (Graf 5, 6 a 7) zahrnuje nejprve udaje v sloupcovém grafu. V ném je
vidét zietelny rozdil v expresi vybranych proteint v CDAA-HFD skupiné v porovnani s expresi
protein(i v kontrolni skupiné. VSechny vysledky zaznamenané v grafech jsou vyjadreny v
procentech jako median hodnot exprese daného proteinu s IQR v kontrolni a v CDAA-HFD
skupiné. Dale jsou tyto vysledky doplnény o obrazovy vystup ve formé reprezentativnich
band( z western blotu. Jednotlivé prouzky znazornuji expresi vybraného proteinu, kdy prvni
tfi bandy jsou uvedeny pro kontrolni skupinu a zbyvajici tfi bandy pro CDAA-HFD skupinu. Gely
byly v pribéhu metody naplnény ekvivalentnim mnoZstvim vzorku, resp. proteinu, coz bylo

potvrzeno soucasnou detekci proteinu GAPDH jako vnitfni kontroly nanasky.

Vysledky méreni prokazaly vyznamné zvyseni exprese vsech sledovanych protein(, tj.
GFAP, a-SMA a Mac-2, u CDAA-HFD skupiny v porovnani s kontrolni skupinou. Zvysena
exprese téchto proteinli poukazuje na jaterni poskozeni vlivem vznikajici fibrézy, mj. typické

pro NASH.

Graf 5 Exprese GFAP u kontrolni skupiny a CDAA-HFD skupiny
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Graf 6 Exprese a-SMA u kontrolni skupiny a CDAA-HFD skupiny
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Graf 7 Exprese Mac-2 u kontrolni skupiny a CDAA-HFD skupiny
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6. DISKUZE

Nealkoholicka steatohepatitida (NASH) je chronické jaterni onemocnéni
charakterizované soucasnym vyskytem jaterni steatdzy a zanétlivé reakce. Jaterni steatdzu lze
pozorovat béZznymi zobrazovacimi metodami, zatimco NASH je moZné diagnostikovat az na
zakladé histologického vysetreni. Proto je Casto jaterni biopsie brana jako tzv. ,zlaty standard”
v diagnostice NASH (Br(iha, 2019). Nicméné se jedna o invazivni vySetfeni, a proto je usilim
moderni mediciny zavést do praxe neinvazivni metody, které by byly schopny spolehlivé

potvrdit toto onemocnéni.

Rutinné se jaterni poskozeni hodnoti pomoci biochemickych markerd. Jsou jimi enzymy
ALT (alaninaminotransferaza), AST (aspartdtaminotransferdza) a celkovy bilirubin. Rozvoj
jaterniho poskozeni nam mizZe rovnéz napovédét pritomnost hepatomegalie. Za velice
pfinosna v diagnostice jaterniho poskozeni by se mohla povazovat ale i ostatni vySetfeni, jako
je stanoveni celkové bilkoviny, albuminu ¢i protrombinového ¢asu. V souvislosti s NASH se

nabizi také stanoveni triacylglyceroll a cholesterolu a jeho frakci (Lukas, 2022).

V dusledku chronického postizeni jaterniho parenchymu dochazi ke vzniku jaterni
fibrézy. Fibrdza je definovana jako nadmérné ukladani extracelularni hmoty ve tkani, které
vede ke strukturalnim a funkénim zménam jater. Fibrogeneze je nezbytna pro obnovu tkané.
Pro pacienty s chronickym jaternim postizenim je rozvoj fibrézy a jeji rozsah klicovym
prognostickym faktorem. Hlavnim producentem extraceluldrni hmoty jsou aktivované
hvézdicovité bunky. Hvézdicovité bunky se vyskytuji v Disseho prostoru, tj. prostoru mezi
hepatocyty a sinusoidami. Toto umisténi je vyhodné v jejich komunikaci simunitnim
systémem (Smid, 2020). Hvézdicovité buriky se b&hem chronického postizeni jater méni

z klidového stadia v aktivované (Hoffmann, 2020).

Nejraznéjsi studie se vénuji moznostem nalezeni marker(, které by hvézdicovité buriky
svym vyskytem definovaly, a to zejména v souvislosti s rozvojem jaterni fibrézy. Jednim
z nejpouzivanéjsich markerd k detekci aktivovanych hvézdicovitych bunék je a-SMA. a-SMA je
hlavni slozkou hladkého svalstva cév (Gao, 2017) a o-SMA stresova vlakna jsou
charakteristickym znakem myofibroblastd (Hillsley, 2021). Hoffmannova (2020), ktera vyuZila
fluorescen¢ni detekci, ve své praci uvedla pfitomnost a-SMA pouze v oblasti Zilniho

parenchymu u mysi krmenych standardni dietou a pritomnost a-SMA v celém parenchymu u
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mysi s CDAA-HFD dietou. Tim potvrzuje souvislost a-SMA s aktivaci myofibroblast(. Soucasné
s témito pozorovanimi byla vtéto praci zjisténa cetnd tvorba shlukd aktivovanych

hvézdicovitych bunék v poskozeném parenchymu.

Rovnéz GFAP je exprimovdn hvézdicovitymi burfkami. Je markerem klidovych
hvézdicovitych bunék a markerem jejich ¢asné aktivace (Gupta, 2019). Zaroven se zda byt
vhodnéjsi pro detekci ¢asné aktivace hvézdicovitych bunék nez a-SMA (Hassan, 2014). GFAP
se béhem jaterni fibrézy ziejmé ucastni remodelace vaskulatury poskozené tkané (Gupta,
2019; Sufletel, 2020). Nékteré zdroje potvrzuji zvySenou expresi GFAP v akutni fazi poranéni a
jeho nasledné snizeni ve fazi chronické (Carotti, 2008), jiné naopak uvadi, Ze exprese GFAP

koreluje s progresi jaterniho poskozeni (Kim, 2018).

Mac-2, dnes ve vétsiné studii oznacovany jako galectin-3, je neglykosylovany lektin, u
néjz se nejvice zabyvdme jeho prozanétlivymi a profibrotickymi vlastnostmi (Franekovad, 2022).
Ucastni se aktivace myofibroblastd a jeho profibrotické vlastnosti spo¢ivaji v tvorbé oligomerd
a jejich zesitovani do mfizkovité struktury (Kram, 2023). Sciacchitano (2018) naznacuje, ze lze

galectin-3 povaZzovat za uzite€ny marker pro predikci tkarové fibrézy.

Vzhledem k vySe uvedenym poznatklm byla vtéto praci hodnocena mira exprese
vybranych protein( charakterizujicich fibrézu, tj. GFAP, a-SMA a Mac-2, v jaterni tkani. Cilem
této prace bylo sledovat vliv specifického dietniho opatfeni na vznik jaterniho poskozeni
charakteru nealkoholické steatohepatitidy u mysSiho modelu. K tomu byla vyuzita dieta
CDAA-HFD, ktera se obecné jevi jako velice vhodny nastroj pro indukci NASH. Do tohoto
experimentu byla zafazena skupina 9tydennich mysich samcd kmene C57BL/6J, ktefi byli na
zacatku experimentu nezavisle rozdéleni do dvou skupin: kontrolni skupina (n=6) a CDAA-HFD
skupina (n=8). Kontrolni skupina byla po dobu 4 tydnd krmena standardni laboratorni dietou

(chow diet), zatimco sledovana skupina dietou CDAA-HFD.

Na zakladé zjisténé hmotnosti jater a hmotnosti téla byl vtomto experimentu
u CDAA-HFD skupiny vyhodnocen vznik hepatomegalie, ktery pfimo ukazuje na jaterni
poskozeni. Rovnéz bylo toto poskozeni zjisténo také na zakladé biochemické analyzy, kterd
odhalila vysoké hladiny enzym( ALT, AST a vyssi hladiny celkového bilirubinu u CDAA-HFD
skupiny. V posledni fadé byla vyuzita metoda western blot ke zjiSténi exprese vybranych
proteinU charakteristickych pro jaterni fibrézu. Byl vybran GFAP, a-SMA a Mac-2. Stejné jako

vznik hepatomegalie a zvySené hodnoty jaternich enzym( a celkového bilirubinu
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v biochemické analyze, i vtomto pfipadé byl potvrzen predpokladany vyznamny vzrist
exprese vybranych proteinl u CDAA-HFD skupiny, a tim byl potvrzen vliv dietniho opatfeni

CDAA-HFD na vznik jaterni fibrézy.

Vysledky naseho experimentu, které odhalily morfologické zmény (hepatomegalie),
zmény jaternich funkci (zvySené jaterni enzymy) a rozvoj fibrézy v jaterni tkani (markery
fibrogeneze) jsou zcela ve shodé s vysledky jinych studii (Hoffmanova, 2020; Rokugawa, 2018;
Ikawa-Yoshida, 2017; Moon, 2018; Henderson, 2006; de Oliveira, 2019; Zakaria, 2010; Sun,
2022).
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7. ZAVER

Nealkoholicka steatohepatitida je chronické jaterni onemocnéni, které ma uzkou vazbu
na metabolicky syndrom. JelikoZ za rizikové faktory pro rozvoj NASH je povazovan diabetes
mellitus 2. typu, obezita a hypertenze, je patrny jeji vztah ke kardiovaskularnim chorobdm
obecné&. Usilim moderni mediciny je mj. spolehlivd a véasna diagnostika. Hledaji se tedy
vhodné specifické markery zmén v prlibéhu tohoto onemocnéni, k éemuz s vyhodou slouzi

vyzkum na zvifecich modelech.

Vysledky experimentu v této prdci potvrzuji, Zze dieta CDAA-HFD je dobrou volbou pro
navozeni jaterniho poskozeni charakteru NASH, a to jiz po 4 tydnech poddvani u mysiho
modelu. Tento experimentalni model se pak stava vhodnym vychozim bodem pro dalsi
studium jaterniho poskozeni charakteru nealkoholické steatohepatitidy, véetné moznych

terapeutickych zasaha.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

Zkratka

ALT
APS
a-SMA
AST
BCA
BSA
CAF
CDAA-HFD
CcT
DAMP
ENS

GAPDH

GFAP
GFAP-BDPs
H&E

HCC

IBD

IQR

M2BPGi

M2BP
MMP
MMP-9
MW
NAFL

NAFLD

Vyznam zkratky

alanin aminotransferase (alaninaminotransferaza)

ammonium persulphate (peroxodisiran amonny)

alpha smooth muscle actin (alfa aktin hladkého svalstva)
aspartate aminotransferase (aspartataminotransferaza)
bicinchinonic acid (bicinchoninova kyselina)

bovine serum albumin (hovézi sérovy albumin)

cancer associated fibroblast (fibroblast spojeny s rakovinou)
choline-deficient L-amino acid defined high fat diet

computed tomografy (pocitacova tomografie)
danger-associated molecular pattern (vzory vnitfniho poskozeni)
enteric nervous system (enterickad nervova soustava)
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (glyceraldehyd-3-fosfat
dehydrogendza)

glial fibrillary acidic protein (gliaIni vliaknity kysely protein)

GFAP breakdown products (produkty rozpadu GFAP)
hematoxylin a eosin

hepatocellular carcinoma (hepatocelularni karcinom)
inflammatory bowel disease (idiopatické stfevni onemocnéni)
interquartile range (mezikvartilové rozpéti)

mac-2 binding protein glycosylation isomer (glykosylovany izomer
proteinu vazajici Mac-2)

mac-2 binding protein (protein vazajici Mac-2)

matrix metallopeptidase (matrix metaloproteinaza)

matrix metallopeptidase 9 (matrix metaloproteinaza 9)
molecular weight (molekulovd hmotnost)

non-alcoholic fatty liver

non-alcoholic fatty liver disease (nealkoholické tukové postiZeni jater)
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Zkratka

NASH
PDGF
PDI

PNPLA3

PNS
PVDF
SDS

TAAD

TBS
TEMED
TGF-a

TGF-B-1

TNF-a
VLDL

VSMCs

Vyznam zkratky

nonalcoholic steatohepatitis (nealkoholicka steatohepatitida)
platelet derived growth factor (rlstovy faktor z desticek)

protein disulfide-isomerase (protein disulfid izomeraza)
patatin-like phospholipase domain containing protein 3 (protein
obsahujici fosfolipazovou doménu podobnou patatinu)
peripheral nervous systém (periferni nervovy systém)
polyvinylidene difluoride (polyvinylidendifluoridova membrana)
sodium-dodecyl suphate (dodecylsiran sodny)

thoratic aortic aneurysm and dissection (aneurysma hrudni aorty
s disekci aorty)

tris buffer saline (Tris-pufr)

tetramethylethylendiamin

transforming growth factor alpha (transformujici rastovy faktor alfa)
transforming growth factor beta-1 (transformujici ristovy faktor
beta-1)

tumor necrosis factor alpha (tumor nekrotizujici faktor alfa)
very-low density lipoprotein (lipoprotein s velmi nizkou hustotou)

vaskular smooth muscle cells (burniky hladkého svalstva cév)
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