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Nazev prace: Vliv M1043 na expresi markert zanétu u mysiho modelu NASH -

imunohistochemicka analyza

Uvod a cil prace: Jatra jsou orgdnem s mnoha dileZitymi funkcemi v téle, jako je
napriklad detoxikace a regulace lipidového metabolismu. Poruchy v téchto
procesech mohou vést knealkoholové steatohepatitidé (NASH), onemocnéni
spojenému s obezitou a metabolickym syndromem, charakterizovanému zanétem a
nahromadénim tukovych kapének v jatrech. Studie zamétrené na NASH jsou dilezité
pro pochopeni patofyziologie a vyvoj novych 1écebnych strategii. Vyuziti mysich
modelli umoziiuje zkoumat patogenezi a testovat terapeutické pristupy. Tato studie
zkouma vliv anti-endoglinové protildtky M1043 na expresi zanétlivych markerd u

mySiho modelu NASH.

Metodika: Mysi byly krmeny dietou vyvolavajici NASH a rozdéleny do dvou skupin,
jedné s aplikovanou potkani protilatkou IgG a druhé s anti-endoglinovou protilatkou

M1043. Jatra byla odebrana a zpracovdna pomoci imunohistochemické analyzy.

Vysledky a zavér: Vysledky této studie jsou dileZité pro pochopeni Ucinku anti-
endoglinové protilatky na zanétlivé procesy v jatrech postizenych NASH a mohou
prispét k identifikaci novych terapeutickych cili. NasSe vysledky ukazuji, Ze
vysokotukova dieta zptsobila steatézu v hepatocytech a zanét v jaterni tkani.
Barveni potvrdilo piitomnost sledovanych markerti ICAM-1 a galektin-3, ale pri
porovnani skupin s aplikaci IgG a M1043 jsme nezaznamenali zdsadni zmény v
rozsahu a intenzité barevné reakce. Tyto zavéry naznacuji, Ze M1043

pravdépodobné neovliviiuje zanét u NASH.

Klicova slova: jatra, NASH, Kupfferovy buiiky, jaterni hvézdicovité buriky, zanétlivé

markery, imunohistochemie



Abstract
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Title of thesis: The impact of M1043 on the expression of inflammatory markers

in a mouse model of NASH - immunohistochemical analysis

Introduction and aim of the study: The liver is an organ with many important
functions in the body, such as detoxification and regulation of lipid metabolism.
Impairment of these processes can lead to NASH, a disease associated with obesity
and metabolic syndrome, characterized by inflammation and accumulation of fat
droplets in the liver. Studies focused on NASH are important for understanding the
pathophysiology and developing new therapeutic strategies. The use of mouse
models allows the investigation of pathogenesis and testing of different therapeutic
approaches. This study examines the effect of the anti-endoglin antibody M1043 on

the expression of inflammatory markers in a mouse model of NASH.

Methodology: Mice were fed a diet inducing NASH and divided into two groups, one
receiving rat IgG antibody and the other one, receiving the anti-endoglin antibody
M1043. The livers were collected and processed using immunohistochemical

analysis.

Results and conclusion: The results of this study are important for understanding
the effect of the anti-endoglin antibody on inflammatory processes in NASH-affected
livers and may contribute to the identification of new therapeutic targets. Our
results show that the high-fat diet caused steatosis in hepatocytes and inflammation
in liver tissue. Staining confirmed the presence of the expected markers ICAM-1 and
galectin-3, but we did not observe significant changes in the extent and intensity of
the staining reaction when comparing the IgG and M1043 groups. These results

suggest that M1043 is unlikely to affect inflammation in NASH.

Keywords: liver, NASH, Kupffer cells, hepatic stellate cells, inflammatory markers,

immunohistochemistry
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1. Uvod

Jatra jsou orgdnem s mnoha dtleZitymi funkcemi, mezi které patii
metabolismus Zivin, detoxikace, syntéza Zluci a regulace metabolismu lipidd. [1]
Poruchy v metabolickych procesech jater mohou vést k riiznym onemocnénim,
vcetné NASH (nealkoholicka steatohepatitida), coz je zavazné onemocnéni spojené
predevsim s obezitou a metabolickym syndromem. NASH se vyznacuje zanétem,
nahromadénim tukovych kapének v jaternich bunkach a naslednou fibrotizaci, coz

muze postupovat az k cirh6ze a naslednému jaternimu selhani. [2]

Studie zamérené na NASH jsou diileZité pro pochopeni patofyziologie tohoto
onemocnéni a hledani novych terapeutickych pristupti. Vyuziti mySich modeltit NASH
umozinuje studovat mechanismy patogeneze a testovat potencidlni léCebné strategie.
V ramci téchto studii je diilezité zkoumat expresi markert zanétu v jatrech a jejich

regulaci rliznymi latkami. [3]



2. Cile bakalarské prace

Cilem bakalarské prace je prozkoumat vliv anti-endoglinové protilatky M1043
na expresi zanétlivych markert (zejména ICAM-1 a galektin-3) u mysiho modelu
NASH prostrednictvim imunohistochemické analyzy. Cilem tohoto vyzkumu je
pochopit, zda M1043 ovliviiuje zanétlivé procesy v jatrech mysi s NASH a jaké zmény
muze tato latka zpisobit v imunitni odpovédi a patologii jater v tomto modelu

onemocnéni.



3. Teoreticka cast

3.1 Jatra

Jatra jsou dileZitym centrem pro fadu fyziologickych procesi. Mezi né patii
metabolismus Zivin, regulace objemu krve, podpora imunitniho systému,
homeostaza lipidli a cholesterolu a odbouravani riznych sloucenin, v€etné mnoha
soucasnych 1ékli. Zpracovanim Zivin poskytuji energii potfebnou pro funkci vyse
uvedenych procest, a proto patii metabolismus k nejvyznamnéjsim ¢innostem jater.
Kromé toho maji jatra schopnost ukladat glukézu do zasoby ve formé glykogenu a
utvaret glukézu de novo prostiednictvim glukoneogeneze. Dochdzi zde také
k oxidaci lipidd, tvorbé Zluci, ktera lipidy emulguje a usnadriuje jejich rozklad ve
stievé, zaroven i k vyluCovani prebytecnych lipidd do ostatnich tkani, predevsim do
tkané tukové. V neposledni radé€ jsou jatra hlavnim zpracovatelem bilkovin a
aminokyselin, zaroven jsou zodpovédna za tvorbu bilkovin vylu€ovanych do krve,
zpracovani aminokyselin pro energii a likvidaci dusikatych odpadd z rozkladu
bilkovin ve formé metabolismu mocoviny. VSechny tyto procesy jsou pro Zivot

nezbytné. [1]

3.1.1 Histologie jater
Jatra se histologicky skladaji znasledujicich slozek, které ndasledné utvari

zakladni morfologické a funké¢ni jednotky organu:

e Parenchym: Je tvoren hepatocyty.

e Stroma: Sklada se z pojivové tkané a obsahuje cévy. Pojivovou tkan stromatu
tvori kolagen typu III (retikulin), ktery tvori sit, jeZ zajiStuje integritu
hepatocyti a sinusoid.

e Sinusoidy: Jedna se o fenestrované kapilary prochazejici mezi hepatocyty.
Sténa kapilar je tvorena endotelovymi butikami, na které naléhaji Kupfferovy
buriky (viz dale). Pravé takové usporadani stény umoznuje prostup i velkych
molekul do jaterni tkané, a tudiZ jednoduchou latkovou vyménu.

e Disseho prostory (perisinusoidalni prostory): Nachazeji se mezi hepatocyty
a sinusoidami, jsou vyznamné pro vymeénu latek mezi hepatocyty a

sinusoidami, v téchto prostorech se nachazeji také Itovy buriky. [4]



Zakladni morfologickou jednotkou jater je jaterni lallicek, jinak také lalicek
centralni zZily. Ma podobu Sestibokého hranolu (hexagonu) a je tvoren hepatocyty,
které jsou usporadany hvézdicovité do tramci. Stifedem laliicku prochazi centralni
zila. V prostorech mezi hepatocyty (Disseho prostorech) se nachazi jaterni

sinusoidy. Mezi trdmci se nachdzi téz Zlucové Kkapilary, kudy odchazi Zlug,

produkovana pravé hepatocyty. [4]

V kazdém rohu lalicku se nachazi portobilidrni prostor, jinak také portdlni
tridda, kterym probihaji interlobularni artérie, privadéjici krev bohatou na kyslik,
interlobuldrni véna, kterou do jater piichdazi Ziviny, a interlobularni Zlucovod, kterym

odchazi Zluc. Zbytek tohoto prostoru vypliiuje ridké kolagenni vazivo. [4]

Zakladni funk¢ni jednotkou je portdlni lalicek, ktery zaujima tvar trojihelniku,
v jehoZ stfedu se nachazi portobiliarni prostor. Vrcholy tohoto trojuhelniku jsou

tvoreny centralnimi zilami sousednich laltickt. [4]

Nejmensi funkcni jednotkou je jaterni acinus tvaru kosoctverce, ktery se dvéma
protilehlymi vrcholy dotyka centralnich vén, a zbyvajicimi dvéma vrcholy zasahuje
do portobiliarnich prostort. Histologicky se jaterni acinus déli jesté na 3 zdény

(Obrazek 1), podle toho, jak je ktera vzdalena od centralni vény:

e Zbna 1: nejbliZe privodnym cévam, proto je nejlépe zadsobena kyslikem a
Zivinami, tvoi{ stred jaterniho acinu

e Zbna 2: dale od stredu acinu, méné prokrvena

e Zobéna 3: nejblize k centralni véné, sem se dostavaji ziviny a kyslik jako

posledni

Toto déleni do zén ma vyznam piedevsim pti sledovani patologickych stavi. [5]
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Obrdzek 1 Uspordddni jaterni tkané. Prevzato z [6]
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3.1.2 Jaterni bunky

3.1.2.1 Hepatocyty

Hepatocyty tvori hlavni ¢ast populace jaternich bunék. Maji kubicky tvar s
kulatymi centralné uloZenymi jadry a eozinofilni cytoplazmu, ktera je bohata na
mitochondrie. Tyto buriky jsou uspotradany do tramcti kolem centrdlni vény a jsou
navzajem spojeny mezibunécnymi adheznimi komplexy a tésnymi spoji (Obrazek 2).
Jejich jedna strana sméruje do Disseho prostoru (krevni pél), zatimco druha strana
sméruje do Zlucovych kanalkt (Zlucovy pdl) a je pokryta mikroklky. Hepatocyty jsou
zodpovédné za vétSinu jaternich funkci, jako je metabolismus, detoxikace, syntéza a
skladovani Zivin, sacharidi, tuki a vitamint. Podileji se také na sekrec¢ni a vylu¢ovaci
funkci spolu s dal$imi jaternimi butikami. Tyto funkce vykondavaji rizné hepatocyty

sidlici v rznych z6éndach jaternich lalacka. [4]

Obrdzek 2 Uspordddni hepatocytii. Prevzato z [7]

ProtoZe ne vSechny buiilky jsou stejné vzdalené od privodnych cév, jsou
nerovnomérné zasobovany kyslikem a Zivinami. Hepatocyty se také morfologicky
lisi podle svého umisténi vzhledem k nestejnému privodu krve a lisi se i jejich

enzymatické sloZeni a hlavni funkce. To se odrazi ve vySe zminéném popisu jaterniho

acinu, ktery je rozdélen do tfech zén. [8]

Zo6na 1 je nejlépe zasobena kyslikem a Zivinami. Je tvorena hepatocyty, které se
nachazeji nejblize k vyZivovaci jaterni arteriole. Probihd zde glukoneogeneze,
syntéza glutathionu a energeticky narocné procesy, jako je napriklad syntéza
mocoviny. Produkce Zluci periportdlnimi burikami zavisi na Zluc¢ovych kyselinach.
Zbna 2 je prechodnou zénou a tieti zéna je nejméné zasobena Zivinami a kyslikem.
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Zde prevazuje aktivita cytochromu P450, detoxikace latek a glykolyza, tvori se

glutaminsyntetaza a sekrece Zluci je nezavisla na Zlucovych kyselinach (Obrazek 3).

8]

Obrdzek 3 Zony jaterniho acinu. Prevzato z [9]

3.1.2.2 Kupfferovy buriky
Kupfferovy bunky (téZ Browicz-Kupfferovy buiiky) jsou rezidentni jaterni
makrofagy lokalizované vIlumen jaternich sinusoid, priléhaji k endotelovym
bunikam tvoricim stény téchto cév a hraji klicovou roli pfi udrzovani dilezitych
jaternich funkci. Maji nepravidelny tvar a jejich cytoplazmatické vybézky sméruji do
lumen jaternich sinusoid, mohou ale pronikat také skrze fenestrovanou sténu do

Disseho prostoru (Obrazek 4). [10]

central

vein

Obrdzek 4 Kupfferovy buriky. Prevzato z [11]
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Kupfferovy buiiky, nejvétsi populace makrofagt sidlicich ve tkanich, vykazuji
dtlezitou tolerogenni funkci, kterd zabraiiuje vyvolani imunity proti neSkodnym
antigenlim, jako jsou zZiviny pochdazejici ze stieva a antigeny ze starych nebo mrtvych
bunék, které byly odstranény z krevniho obéhu. Spolu s dendritickymi burnkami a
jaternimi sinusoidalnimi endotelovymi burikkami tvori Kupfferovy burky retikulo-
endotelidlni systém (jinak také monocyto-makrofagovy systém), jehoZ funkci je
odstraniovat antigeny a molekuldrni struktury spojené s patogeny a odbouravat

nezadouci produkty a toxiny ze sinusoidalni krve. [10]

Vzhledem k tomu, Ze Kupfferovy buiiky jsou umistény v jatrech, jsou ve styku s
T-lymfocyty, NK (natural killer) buiikami a NKT (natural killer T) bunkami. Za
normdlnich podminek na svém povrchu exprimuji nizké hladiny MHC (major
histocompatibility complex) II. tiidy a ko-stimula¢nich molekul, a prostiednictvim
produkce prostaglandinu E mohou inhibovat aktivaci antigenné specifickych T-
lymfoctd, vyvolanou dendritickymi butikami. Kromé toho mohou vyvolat supresivni
aktivitu regulacnich T-lymfocyt tim, Ze s nimi interaguji a stimuluji produkci IL-10
(interleukin 10), ktery je klicovy pro vznik tolerance vii¢i antigenim exprimovanym
hepatocyty. Aby mohly Kupfferovy burky plnit svou tolerogenni funkci, maji
schopnost exprimovat a vylucovat IL-10 a TGF-f (transformujici riistovy faktor beta)
a nasledné tlumit T-lymfocyty. Tato tolerogenni vlastnost je za fyziologickych

podminek nezbytna k prevenci neZddoucich imunitnich reakci. [10]

Kupfferovy buiiky maji jako makrofagy dileZzitou funkci ve vrozené imunitni
odpovédi v jatrech. Jatra za normalnich podminek exprimuji nizké hladiny mRNA
koédujici TLR (toll-like receptory) a jejich navazujici signalni drahy. Rozpoznavani
lipopolysacharidii ze strevni mikroflory pomoci TLR pritomnych na povrchu
Kupfferovych bunék vyvolava za specifickych podminek jak imunitni aktivaci, tak i
toleranci. Absence téchto bunék by tedy usnadnila riist bakterii v jatrech, zejména v
apoptickych hepatocytech a ve sleziné. Aktivace Kupfferovych bunék béhem
bakterialni infekce spociva v rozpoznavani mezi povrchovymi bakteridlnimi
lipopolysacharidy a lektiny a receptory exprimovanymi na povrchu Kupfferovych
bunék. Tyto ligand-receptorové interakce aktivuji syntézu zanétlivych mediatord,
jako jsou IL-6 (interleukin 6), IL-12 (interleukin 12), IL-1p (interleukin 1-beta),

TNF-a (tumor nekrotizujici faktor alfa) a oxid dusnaty, které nasledné inhibuji



mnoZeni mikroorganismii. Kromé toho Kupfferovy burky produkuji i dalsi cytokiny,
jako jsou makrofagové zanétlivé proteiny MIP-1a, MIP-13 (macrophage
inflammatory protein - 1a a 1), chemotaktické cytokiny MCP-1 a MCP-2 (monocyte
chemoattractant protein - 1 a 2), které mobilizuji monocyty a neutrofily do jater, aby

kontrolovaly bakterialni infekci. [10]

Jednim z hlavnich zdroji aktivatorti Kupfferovych bunék je hepatocelularni
nekro6za, ktera je primym disledkem poSkozeni jater. Jakmile jsou tyto buiiky
aktivovany, vykazuji schopnost diferencovat se na makrofagy podobné M1 (klasické)
nebo M2 (alternativni) v zavislosti na signdlech, které dostavaji ze svého okoli.
Populace makrofagi M1 a M2 se lisi svou schopnosti reagovat na rizné podnéty a
repertoarem chemokinii/cytokint a receptord, které exprimuji po své aktivaci. Obé
populace se vSak stdvaji aktivnimi makrofagy s vysokou syntézou a sekreci
zanétlivych mediator( vcéetné cytokind, superoxidu, oxidu dusnatého, eikosanoidd,
chemokini a lysozomdalnich a proteolytickych enzymi. Kromé toho vykazuji

vysokou fagocytarni a sekrecni aktivitu. [10]

3.1.2.3 Jaterni hvézdicovité buriky

Jaterni hvézdicovité buriky (hepatic stellate cells, HSC), zvané téz Itovy burky;,
se nachdazeji v Disseho prostoru a tvofi v jatrech minoritni bunécénou populaci
(5-10 %), ale maji nékolik zasadnich funkci v normdlnich jatrech i prireakci na
poskozeni. Itovy burky jsou zndmé predevSim pro svoji schopnost aktivace pfi
poskozenti jater a pro produkci kolagenni extracelularni matrix pfi fibréze jater. V
pripadé, Ze nedojde k poSkozeni jater, jsou Itovy buriky v klidovém stavu, kdy je jejich
hlavni funkci uklddani retinoidi nebo metaboliti obsahujicich vitamin A

v charakteristickych lipidovych kapénkach (Obrazek 5). [12]
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V normalnich lidskych jatrech lze tyto buriky identifikovat pravé podle
pritomnosti téchto lipidovych kapének. Kromé toho rada hvézdicovitych bunék v
normalnich jatrech exprimuje alfa-smooth muscle actin (a-SMA) (alfa hladkosvalovy
aktin). Pri akutnim poskozeni jater dochazi k rozsireni populace hvézdicovitych
bunék se zvySenou expresi a-SMA, a pravé diky tomu hraji hvézdicovité bunky

dtlezitou roli v prestavbé extracelularni matrix pri regeneraci po poskozeni. [12]

Béhem jaterniho zanétu se a-SMA podili na reakci tkané pri poskozeni. Pfesna
role a-SMA v tomto procesu zavisi na konkrétnim typu zanétu a jeho etiologii.
Nicméné, obecné lze tici, Ze béhem jaterniho zanétu miize a-SMA hrat nékolik roli.
Pti chronickém zanétu miiZe prispivat k fibrogenezi v jatrech. To mliZe vést k fibroze,
tj. nahrazeni normalni tkané jaterniho parenchymu pojivovou tkani, coz miZze
ovlivnit funkci jater. Hladké svalové buriky, nachazejici se v cévach a kanalcich jater,
které obsahuji a-SMA, jsou dilezité pro regulaci pritoku krve v jatrech. BEéhem
zanétu miiZe dochazet k dysregulaci téchto bunék a tim padem ke zménam v pritoku
krve. Zaroven miiZe hrat roli vimunitni odpovédi béhem zanétu. Napriklad miize byt
zapojen do interakci mezi imunitnimi burikami a burikami jaterniho parenchymu.
Jaterni zanét miiZze stimulovat expresi a-SMA jako odpovéd’ na poskozeni tkané. Tato
zmeéna v expresi mize ovlivnit mechanické vlastnosti jaterni tkané a jeji schopnost

reagovat na zanétlivé podnéty. [12]

Pri chronickém poskozeni jater se hvézdicovité burnky diferencuji na buriky
podobné myofibroblastim s vyraznou expresi a-SMA a prilezitostnou expresi
desminu. Myofibroblastim podobné buriky maji v chronicky postizenych jatrech

vysokou fibrogenni aktivitu a podileji se také na degradaci matrix (obrazek 6). [12]
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Pfeména hvézdicovitych bunék v bunky podobné myofibroblastim je
regulovana sloZzitou siti mezibunécné komunikace mezi hvézdicovitymi burikami a
aktivovanymi Kupfferovymi burlkami, poSkozenymi hepatocyty, krevnimi
destickami, endotelovymi a zanétlivymi buritkami, do niZ jsou zapojeny cytokiny a
nepeptidové medidtory, jako jsou reaktivni formy Kkysliku, eikosanoidy a
acetaldehyd. Tato zjisSténi naznacuji, Ze hvézdicovité bunky hraji aktivni roli v fadé
lidskych jaternich onemocnéni, pricemz zvlastni vzorec reaktivity se projevuje u

fibrotickych jaternich poruch. [12]

3.1.2.4 Cholangiocyty
Cholangiocyty jsou epitelové buriky, které tvori vystelku Zlucovych cest. Slouzi

prevazné k upravé vzniklé zluci, a to reabsorpci anebo sekreci riiznych latek. [4]

3.1.2.5 PIT buriky

PIT buriky jsou jaterni specifické NK burky, patfi do skupiny sinusoidalnich
bunék spolu s Kupfferovymi bunkami, endotelovymi burilkami a bunkami
ukladajicimi tuk. PIT bunky jsou lymfoidni buriky obsahujici specificka granula, coz
je fadi také mezi velké granuldrni lymfocyty. Pravdépodobné pochazeji z kostni
ditené, cirkuluji v krvi a osidluji jatra. PIT bunky zlstavaji v jatrech asi 2 tydny a jsou
zavislé na Kupfferovych buiikdch. PIT bunky se také lokdlné mnoZi, pokud jsou
stimulovany interleukinem-2 (IL-2), to je cytokin zodpovédny za proliferaci T
lymfocytd, modifikatory biologické odpovédi nebo jinymi latkami. PIT buriky béhem
usmrcovani ulpivaji na cilovych nadorovych bunkach. Maji vysokou uroven
prirozené cytotoxicity vici riznym liniim nadorovych bunék, ktera se zesiluje pii

soucasném plisobeni s Kupfferovymi burikami. [15]

3.1.3 Funkce jater
3.1.3.1 Produkce Zluci

Zlué je velice diilezita télni tekutina, jelikoZ pomaha vylucovat latky, které se
nevylucuji ledvinami, a napomaha vstiebavani a traveni lipidd pomoci Zlucovych soli
akyselin. Zlu¢ je produkovana hepatocyty, a kromé dalsich latek se sklada predev$im
z vody, elektrolytd, ZluCovych soli, Zlucovych Kyselin, cholesterolu, zZlucového
barviva, bilirubinu a fosfolipidt. Je vylucovana z hepatocyti do Zlucovych kanalki,
odkud putuje z mensich kanalki do vétsich, a nakonec konci ve dvanactniku tenkého

stfeva nebo je uloZena ve Zluc¢niku, kde se skladuje a koncentruje. Po jeji sekreci do

10



dvanactniku prochazi enterohepatalnim obéhem, kde plni svou ulohu ve strevé -
emulguje tuk z potravy, a slozky Zluci, které se nevylouci, jsou recyklovany preménou
na zlucové kyseliny stfevnimi bakteriemi pro opétovné vyuziti vstrebanim v ileu a

transportem zpét do jater. [16]

3.1.3.2 Skladovdni a metabolismus vitaminti rozpustnych v tucich

Vétsina vitaminl rozpustnych v tucich se dostava do jater absorpci stievni
sténou ve formé lipoproteini - chylomikronti nebo lipoproteinii s velmi nizkou
hustotou (VLDL). Jatra ukladaji a/nebo metabolizuji vitaminy rozpustné v tucich. Jak
jiz bylo zminéno drive, vitamin A je uloZen v Itovych burikdch. MiiZe zde podléhat
oxidaci na retinal a nasledné kyselinu retinovou, ta miZe byt konjugovdna na
glukuronid a vyloucena do Zluci. Vitamin D3, at' pochazi z kiZe, Zivoc¢iSnych nebo
rostlinnych produkti, musi projit 25-hydroxylaci jaternim systémem enzymu rodiny
cytochromu P450 (CYP450), ktery ho dale hydroxyluje v ledvinach, aby doslo ke
vzniku jeho funkcni formy. Jaterni systém CYP450 pak hydroxyluje uhlik 24, ¢imz se
vitamin D stane neaktivnim. Vitamin E jatra ptijimaji v jeho alfa a gama-tokoferolové
formé. Alfa-tokoferol je v jatrech zabudovan do VLDL nebo lipoproteint s vysokou
hustotou (HDL) a poté je vyluCovan zpét do obéhu, zatimco gama-tokoferolovou
formu jatra metabolizuji pro vylucovani. Vitamin K se v jatrech neukldda ani
nemetabolizuje, jeho pritomnost je ale nezbytna, jelikoZ jaterni enzym
gama-glutamylkarboxylaza jej vyzaduje pro gama-karboxylaci koagula¢nich faktort

II, VII, IX, X a proteinti Ca S. [16]

3.1.3.3 Metabolismus léCiv
Dalsi nezanedbatelnou funkci jater je metabolismus a detoxikace xenobiotik.
Pro nékteré z téchto latek jatra vyuzivaji lysozomy, ale hlavni cestou metabolismu a
detoxikace je biotransformace. Funkce jater spociva v transformaci xenobiotik,
predevsim v jejich preméné z lipofilni formy na hydrofilni formu prostrednictvim
dvou reakci: faze 1 a faze II. Tyto reakce probihaji predevSim v hladkém

endoplazmatickém retikulu hepatocytt. [16]

Pii reakci faze I se vytvareji hydrofilnéjsi rozpusténé latky prostrednictvim
oxidace, redukce a hydrolyzy za pouZziti CYP450. Produkt faze I obsahuje druh

kysliku, ktery lépe reaguje s enzymy zapojenymi do reakci faze II. Reakce faze II
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konjuguji metabolity vytvorené ve fazi I, aby byly hydrofilnéjsi pro vylucovani do

krve nebo Zluci. [16]

Existuji tfi hlavni zplisoby konjugace provadéné v reakcich faze II: konjugace
na glukuronat, glutathion nebo sulfat. Konjugace na glukuronat, jako naptriklad u
bilirubinu, probihd v hladkém endoplazmatickém retikulu. Latky podléhajici
sulfatové konjugaci, jako jsou alkoholy, se obvykle konjuguji v cytosolu vzhledem k
umisténi potfebnych enzymi. VétsSina konjugace glutathionu probiha v cytosolu,
menSina v mitochondriich. U reakci, pfi nichZ se produkt konjuguje za vzniku
glutationu, je nezbytné, aby byl glutathion redukovan, nedostatek redukovaného
glutathionu pro konjugaci mizZe totiZ zplisobit nahromadéni toxickych metabolitd,

k ¢emuz dochazi napriklad pri predavkovani paracetamolem. [16]

Transport metabolitd, vzniklych z vySe zminénych reakci, oznacuji nékteré
zdroje jako fazi I1I. Dalsi organy, jako jsou ledviny a stieva, mohou také napomahat
pii metabolismu 1ék(i, avSak nejzdsadnéjSi roli zde zaujimaji pravé jatra.
Metabolismus 1€kl také ovliviiuji i jiné faktory, nékterymi z nich jsou vék, pohlavi,
interakce mezi 1éKky, diabetes, téhotenstvi, onemocnéni jater nebo ledvin, zanét ci

genetika. [16]

3.1.3.4 Metabolismus bilirubinu

Jatra hraji vyznamnou roli pri odbouravani hemu. Hemolyza probiha na vice
mistech v téle, vCetné jater, sleziny a kostni direné. Hem se rozkldda na biliverdin,
ktery se nasledné redukuje na nekonjugovany bilirubin. Do jater se z obéhu dostava
nekonjugovany bilirubin vazany na albumin a ndsledné podléha konjugaci
prostiednictvim systému uridindifosfat-glukuronyltransferazy, coz je proces jiz
diive zminéné faze II, a stava se hydrofilnim. Nové konjugovany bilirubin se pak
vylucuje ZluCovymi kandlky do Zluci nebo se v malém mnoZstvi rozpousti v krvi,
kterou se poté dostava do ledvin, kde se filtruje a vylucuje. Vétsina konjugovaného
bilirubinu se dostavd do Zluc¢i a vylucuje se spolu s ni ve stolici, jelikoZ neni
vstiebatelny stfevni sténou. Cast bilirubinu je stievnimi bakteriemi pfeménéna na
urobilinogen nebo nekonjugovany bilirubin, ktery se zpétné vstrebava a prochazi

enterohepatalnim obéhem. [16]
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3.1.3.5 Dalsi funkce
Jatra se podileji také na funkci hormoni $titné zlazy, a to jako misto, kde
dochazi k dejodaci hormonu T4 (tyroxin) na T3 (trijodtyronin). Zaroven ridi syntézu
témér vSech plazmatickych bilkovin v téle, jako priklad lze uvést albumin, vazebné
globuliny, protein C, protein S a vSechny srazZeci faktory vnitini a vnéjsi cesty srazeni

krve, kromé faktoru VIIIL. [16]

3.2 Nealkoholické  ztukovaténi jater (NAFLD) a nealkoholicka
steatohepatitida (NASH)

Nealkoholické ztukovaténi jater (non-alcoholic fatty liver disease - NAFLD) je
onemocnéni definované jako ektopické hromadéni tuku v jatrech (jaterni steatéza),
pokud nejsou pritomny Zadné jiné pri¢iny sekundarniho hromadéni tuku v jatrech.
Ackoli se v jatrech zdravych dospélych osob miiZze vyskytovat drobné ukladani tuku,
ukladani tuku ve vice nez 5 % hepatocytli se povazuje za patologické. NAFLD
zahrnuje jak nealkoholické ztukovaténi jater, tak nealkoholickou steatohepatitidu
(NASH), ktera je diagnostikovana pri prikazu zanétlivé aktivity a poskozeni

hepatocyti ve steatotické jaterni tkani. [2]

Diagnéza NAFLD by neméla byt stanovena u pacienta, ktery ma v anamnéze
vyznamnou konzumaci alkoholu. Za prijatelnou uroven denni konzumace alkoholu
se povazuje méné nez 20 g/den umuztia 10 g/den u Zen. Tyto hrani¢ni hodnoty vsak
nejsou presné definovany, zejména u pacientli s predchozi anamnézou intenzivniho

uzivani alkoholu a u pacienti se sklonem k NASH. [2]

NASH mize progredovat do jaterni fibrézy, cirhézy a hepatocelularniho
karcinomu, pri¢emz ptiblizné u 30 az 40 % pacientl dochazi pravé k rozvoji fibrdzy.
NASH neni jednoznacnou diagnézou a miZze byt spojena s jinymi jaternimi
onemocnénimi, jako je napriklad chronicka hepatitida C. NASH se déli na dva typy,
primarni; ktery souvisi s obezitou a diabetem v neptitomnosti nadmérného prijmu

alkoholu, a sekundarni; ktery je vyvolan toxiny nebo léky. [2]

3.2.1 Etiologie
S NAFLD a NASH jsou spojeny urcité stavy, vprvni radé je stimto
onemocnénim silné spojen metabolicky syndrom, ktery zahrnuje obezitu, diabetes

mellitus 2. typu nebo hyperinzulinemii, hypertenzi a dyslipidemii. Priblizné tri
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Ctvrtiny pacientli s inzulinovou rezistenci a diabetes mellitus 2. typu maji
ztukovatéla jatra s vys$Si prevalenci cirhozy (Obrazek 7). Dal$i metabolické a
genetické stavy, které jsou spojeny s NAFLD, jsou naptiklad polycystické vajecniky,
lipodystrofie, mitochondridlni onemocnéni a Wilsonova choroba. S NAFLD jsou téz
spojeny jak stavy nutri¢niho pretiZeni, jako je celkova parenterdlni vyZziva, tak i
malnutrice, jako je Kwashiorkor a celiakie. [2]
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3.2.2 Patofyziologie

Mechanismus NAFLD lze vysvétlit hypotézou "dvou zdsahi", kterd zahrnuje
steatézu (prvni zdsah), po niZ nasleduje oxidac¢ni stres a poskozeni (druhy zasah).
Zvysené ukladani jaterniho tuku je predevsim diisledkem nerovnovahy mezi
privodem a spotrebou energie. NAFLD je tedy jaternim projevem dysfunkce tukové

tkané sekundarné zptisobené nadbytkem energie. [2]

Tti hlavni zdroje volnych mastnych kyselin, ze kterych tuk vznikd, jsou
v jatrech plazmatické neesterifikované mastné kyseliny z tukové tkané (60 %), de
novo lipogeneze v jatrech (25 %) a volné mastné kyseliny z chylomikroni v potraveé
(15 %). Jatra se tuku zbavuji bud’ prostiednictvim beta-oxidace mastnych kyselin,
ktera probiha prevdzné v mitochondriich a v pripadé prebytku energie v

peroxizomech a cytochromu P450, nebo jejich exportem ve formé VLDL. [2]

Neesterifikované mastné kyseliny v plazmé se zvysuji, kdyz je adipocyt (burika

tukové tkané) pretiZen, coZ vede ke zvySené lipolyze. Tukova tkan uvoliiuje volné
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mastné kyseliny také v reakci na hormony, jako je glukagon, adrenalin a
adrenokortikotropni hormon. Inzulin inhibuje lipolyzu tukové tkané po jidle, pri
inzulinové rezistenci adipocytt tak dochazi k nespravné postprandidlni lipolyze v
tukové tkani. Dlouhodobé hladovéni téZ zpiisobuje uvoliiovani tuku z adipocyt,
které muze byt také pricinou NASH, pokud je pretiZzena schopnost hepatocyti tuk
zpracovavat. Nadmérny prijem Kkalorii a parenterdlni vyziva zpisobuji jaterni
lipotoxicitu v dlsledku zvySené de novo lipogeneze v jatrech, ve snaze zbavit se
nadbytec¢nych sacharidii. Mononenasycené mastné kyseliny jsou potirebné k syntéze
triglyceridi, coZz zabranuje bunétnému poskozeni tim, Ze prebytecné mastné
kyseliny ziistavaji v jatrech v esterifikované, inertni formé. Nedostatecna syntéza
mononenasycenych mastnych kyselin v jatrech nebo jakakoli porucha sekrece VLDL
miZe zpusobit toxické hromadéni tuku v hepatocytu. Steatéza také mize byt
nasledkem mitochondridlni dysfunkce v diisledku poruchy beta-oxidace mastnych
kyselin (jako u alkoholické steatozy, NASH, akutniho ztukovaténi jater v téhotenstvi

a uzivani 1ékd, napt. kyseliny valproové). [2]

Akumulace jaternich triglyceridii, kterd se typicky projevuje jako jaterni
steat6za, je tedy pravdépodobné obrannym mechanismem pro zvladani
energetického nadbytku v jatrech (Obrazek 8). Toxické hromadéni tuku v
hepatocytech je zplsobeno netriglyceridovymi metabolity volnych mastnych
kyselin. Triglyceridy ve formé lipidovych kapének jsou netoxickym mechanismem k

ukladani mastnych kyselin v inertni formé. [2]

Obrdzek 8 Steatdza. Prevzato z [18]
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Pravdépodobnost hypotézy dvou zdsahii je vSak spornd, protoZe nebylo
pokazdé prokazano, Ze izolovana steatéza predchazi NASH, a Ze typ tuku, ktery se
obvykle hromadi v jatrech pri izolované steatéze (neutralni tuk nebo triglyceridy),
se lisi od toxického tuku (jehoZ hromadéni vede k NASH). Zaroveinn model dvou
zasaht nevysvétluje, pro¢ dochazi k prvnimu zasahu (steatéze). Pritomnost steatozy
sama o sobé muZe byt markerem hepatotoxického stresu, a je pravdépodobné, Ze
NASH nasleduje, kdyZ adaptacni reakce na stres hepatocytli nedokaZou udrzet jejich

Zivotaschopnost. [2]

Vysledkem celé kaskady udalosti je mitochondridlni dysfunkce, ktera narusuje
oxidacni fosforylaci a schopnost bunék syntetizovat adenosintrifosfat (ATP) a
poskytovat energii potfebnou k udrZeni jejich struktury a funkce. To vede k produkci
reaktivnich forem kysliku, coZz vede k poskozeni endoplazmatického retikula a
peroxidaci lipidd. Peroxidace lipidi nasledné poskozuje DNA, bilkoviny a membrany,
kvili ¢emu dochdazi k bobtnani burikky a naruseni jejiho cytoskeletu, coz vede k
apoptéze a lokalni nekréze. V reakci na poSkozeni bunék a nekrézu se nasledné
uvolnuji zanétlivé cytokiny, které zpusobuji zanét a aktivuji hvézdicovité buriky,
které ukladaji kolagen, coz vede k fibréze. Jaterni lipotoxicita sekundarné zptisobena
nadbytkem energie tak vede k dalSim poskozujicim procestim, jako je dysfunkce
tukové tkané, oxidacni stres, stres endoplazmatického retikula, neticinna autofagie a
dysbidéza strevni flory, coz vSe zplisobuje sterilni zanét hepatocyti. Apoptodza,
nekréza a nekroptéza hepatocytii je konecnym vysledkem pripadné progrese do

fibrézy a jaterni cirhézy (Obrazek 9). [2]
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Obrdzek 9 Progrese NAFLD. Prevzato z [19]

16



3.2.3 Zanét u jaternich onemocnéni
Nadmeérna akumulace lipidi v burnikach vede k poskozeni hepatocytii, coz
aktivuje zanétlivou reakci, kterd zhorSuje pribéh jaterniho onemocnéni a ktera

naopak zpétné podporuje aktivaci zanétu. [20]

Klicovou roli v imunitni odpovédi a patogenezi zanétu jater maji makrofagy, a
to predevsim Kupfferovy buriky, dale také dendritické buriky, monocyty a neutrofily.
Ty maji schopnost fagocytozy, coZ znamena, Ze mohou pohltit a znicit bakterie, viry,
poskozené buriky a dalSi cizorodé latky vjatrech. Aktivované makrofagy dale
produkuji také rizné prozanétlivé cytokiny, jako je TNF-a, IL-1 a IL-6, které jsou
zodpovédné za vyvolani a udrzeni zanétlivé reakce v jatrech, mohou prezentovat
antigenni materidl ostatnim bunkam imunitniho systému, coZ zvySuje imunitni
odpovéd a aktivuje dalsi imunitni buriky, jako jsou T-lymfocyty. Dale exprimuji rtizné
pattern recognition receptory (PRR), jako jsou TLR (receptory podobné genu Toll -
toll-like receptory) a NLR (receptory podobné NOD), které rozpoznavaji molekuly
zvané patogen-associated molecular patterns (PAMP) a damage-associated
molecular patterns (DAMP). Tim se zapojuji do iniciace zadnétu v jatrech (Obrazek
10). A nakonec mohou byt zapojeny do metabolickych procesi souvisejicich s
lipidovou homeostazou v jatrech a mohou reagovat na nadmérnou akumulaci lipidd,

coz miize prispivat k rozvoji zanétu a poskozeni jaterni tkané. [21]
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Obrdzek 10 Aktivace Kupfferovych bunék PAMP/DAMP. Prevzato z [22]

Spusténi jaterniho zanétu, jak bylo uvedeno vyse, je zptisobeno nahromadénim
infekéniho a neinfek¢niho materidlu, ktery se uvoliiuje pii poskozeni bunék a je

rozpoznavan PRR receptory. Endogenni molekuly, které jsou produkované v
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disledku bunécného poskozeni nebo stresu a vedou k zanétlivé reakci, jiz drive
zminéné DAMP a PAMP molekuly, nebo také alarminy, jsou velmi rozmanité a nemaji
mezi sebou spole¢nou strukturu. V patologii jaternich onemocnéni a zanétu jater
jsou zahrnuty také zanétem indukované ¢astice, jako jsou krystaly cholesterolu. Tyto
cholesterolové krystaly zptisobuji nejen vznik ateromovych plati, ale i zanétu, a jsou
pritomny u lidi a mysi s NASH. Kandidaty na vznik téchto krystalli jsou volné mastné

kyseliny, které se uvoliiuji pti poSkozeni jater. [20]

Dalsi molekulou, ktera zplisobuje zanét jater, je kyselina palmitova, ktera byla
nedavno spojena s receptorem TLR2. Ligand kyseliny palmitové TLR2 indukuje
aktivaci kaspazy-1 a uvolniovani IL-1a a IL-18, coZ ma zjevnou roli v zanétlivém

procesu jater. [20]

Mnohé z téchto DAMP molekul aktivuji PRR receptory pritomné v imunitnich
burikach, pricemz TLR receptory jsou popsany ze vSech nejlépe. Pii onemocnéni
jater vyvolava presyceni mastnymi kyselinami zanét v hepatocytech, ktery zvysuje
indukci aktivace kaspazy-1 a uvoliiovani IL-1. To ma za nasledek uvoliiovani vétsiho
mnozstvi DAMP z hepatocytd, ¢imz vznika zpétna vazba, kterd zesiluje zanétlivou

reakci. [20]

Mezi rliznymi receptory NLR je nejlépe charakterizovan inflamasom NLRP3,
ktery je spojen s Sirsi Skdlou onemocnéni vcetné infekci, autoinflamatornich
onemocnéni a dalSich autoimunitnich onemocnéni. Inflamasom NLRP3 ma
charakteristické vlastnosti, jako je napf. to, Ze vytvari komplex s proteinem CARD,
ktery aktivuje kaspazu-1, nebo Ze indukuje zrani a sekreci dllezitych proteinii a

prozanétlivych cytokin, jako jsou IL-1f a IL-18 (interleukin 18). [20]

Aktivace inflamasomu NLRP3 hraje klicovou roli pti zdnétu jater. Tento proces
probiha ve dvou krocich. Nejprve jsou TLR aktivovany rliznymi DAMP a PAMP
molekulami. TLR pomadhaji regulovat zanétlivé reakce a jsou exprimovany v riiznych
jaternich burikach. Tato aktivace vede k uvoliiovani cytokind, coz prispiva k progresi
jaterntho onemocnéni. Zejména TLR4 hraje dilezitou roli v jaternim zanétu a
fibrogenezi. Kupfferovy burky, prvni obranna linie jater, exprimuji TLR4 a jsou
stimulovany lipopolysacharidy (napriklad z bakteridlni stény). Tato stimulace

spousti produkci prozanétlivych cytokini a podporuje poskozeni hepatocytt.
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Kromé toho aktivuje hvézdicovité bunky a reguluje slozky souvisejici se zanétlivym
systémem. Druhy krok zahrnuje oligomerizaci NLRP3 a sestaveni komplexu, coZ ma
za nasledek preménu prokaspazy-1 na kaspazu-1. To vede k produkci a sekreci

zralych IL-13 a [L-18. [20]

3.2.4 Markery zanétu
Jako zanétlivé markery se popisuji rtizné laboratorni ukazatele zanétlivého
procesu. Tyto markery se exprimuji na povrchu bunék nebo vyplavuji do krve na

zakladé probihajiciho zanétu a mohou byt specifické pro dané organy.

3.2.4.1 Interceluldrni adhezni molekula-1 (ICAM-1)

Skupina proteinti ICAM hraje klicovou roli pti adhezi a migraci bunék, zejména
béhem imunitnich reakci, zanétl a dalSich procest, jako je naptiklad prenos signala
mezi bunkami. Jednou z nejdetailnéji prozkoumanych adheznich molekul
imunoglobulinového typu je interceluldrni adhezni molekula-1 (ICAM-1). Tato
molekula je produkovdna vrdmci imunitni odpovédi fadou hematopoetickych
bunék, jako jsou B burky, T burky, dendritické buiiky a makrofagy, ale také

nehematopoetickymi burikami, véetné endotelovych bunék. [23]

ICAM-1 na endotelovych burikach hraje klicovou roli v migraci aktivovanych
leukocytli do mista infekce. Je kostimula¢ni molekulou pro antigen prezentujici
buriky pfi interakci s MHC II reagujicimi T burilkami a s MHC I pri aktivaci
cytotoxickych T-lymfocytl. Také slouzi jako ligand pro hlavni lymfocytarni integrin
lymphocyte function-associated antigen-1 (LFA-1). Exprese ICAM-1 je stimulovana
cytokiny TNF-a a IL-1, které jsou utvareny makrofagy pti zanétu, IFN-y (interferon
gama), a bakterialnimi lipopolysacharidy, naopak je inhibovana glukokortikoidy.

[23]

Jako c¢len imunoglobulinové superrodiny ma ICAM-1 doménovou strukturu.
Jeho extracelularni ¢ast na N-konci se skladda z 5 domén a je spojena kratkou
intracelularni ¢asti C-konce transmembranovym segmentem. Kromé membranové
formy existuji také rozpustné (solubilni) formy ICAM-1, nazyvané sICAM-1, které
maji podobnou extraceluldrni c¢ast. Tyto formy se mohou v télnich tekutinach
agregovat do multimernich komplext, predevsim dimernich. Vznik rozpustnych

molekul je vysvétlovan bud’ uvoliovanim extracelularniho segmentu membranové
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molekuly prostrednictvim proteolytickych enzymii, nebo alternativnim sestfihem

mRNA. [23]

Na rozdil od membranové formy, ktera podporuje imunitni procesy
ucastnénim se mezibunécnych interakci, dimericka rozpustna forma sICAM-1 muze
tyto procesy inhibovat tim, Ze soutézi o vazebna mista, a ma tak imunosupresivni
ucinky. Studie ukazaly, Ze sICAM-1 vyrazné inhibuje interakce kultivovanych
nadorovych bunék s NK bunikkami a ovliviiuje i T burky. Rhinoviry, lidské viry
zplsobujici nachlazeni, vyuZivaji membranovy ICAM-1 jako sviij bunécny receptor a
jsou schopny regulovat expresi této adhezni molekuly, coZ miiZe zvySovat jejich
infektivitu. Tento efekt potvrzuji in vitro inhibi¢ni G¢inky rekombinantniho sICAM-1
a jeho profylaktické piisobeni in vivo. Studie naznacuji, Ze kromé Gc¢inki na imunitni
reakce mize mit sSICAM-1 i pfimy vliv na novotvorbu cév a rist nadord, jak naznacuji

experimenty na zvirecim modelu. [23]

3.2.4.2 Galektin-3

Galektiny jsou dileZitymi regulatory homeostdzy imunitnich bunék i
imunitnich reakci. Nékteré galektiny, napt. galektin-3, plisobi na zvySeni imunitni
reaktivity a zanétlivé kaskady. Jiné, jako napft. galektin-1, hraji klicovou roli pri
vypinani funkci imunitnich bunék, napt. spousténim jejich apoptédzy. Tyto riizné
glykoproteiny. Specifické interakce mohou vést k regulaci prezivani a signalizace
imunitnich bunék, jejich ristu a chemotaxe a sekrece rtznych cytokini ovliviiujicich
diferenciaci urcitych typt imunitnich bunék. Nejnovéjsi studie také ukazuji na roli
galektint pii infekci nékterymi lidskymi patogeny. V dtisledku toho jsou galektiny
atraktivnim terapeutickym cilem u autoimunitnich, zanétlivych, alergickych i

nadorovych a infek¢nich onemocnéni. [24]

Galektin-3 se ucastni riznych patofyziologickych procest, véetné apoptozy,
adheze, angiogeneze, bunécné migrace, proliferace a diferenciace, ale jeho hlavni
funkci je indukce fibrotického procesu a zanétlivého stavu, kde slouZi jako ligand pro
TLR receptory. Galektin-3 je nejvice exprimovan v tkanovych makrofazich, ptivodné
byl objeven v peritonedlnich makrofazich mysi a oznacen jako Mac-2 antigen,
nachazi se ale i vjinych burkach, jako jsou dendritické buriky, endotelové a nebo

epitelové buriky. Jeho funkce ovliviiuje chovani makrofagii a podili se na vytvareni
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profibrotického  charakteru = makrofdgi  prostfednictvim  interakce s
transmembranovym receptorem CD98. ZvySena pritomnost galektinu-3 v tkanich
trvale zanicenych aktivuje Itovy buriky, které se tak transformuji v myofibroblasty,
coZ ma za nasledek produkci extraceluldrni matrix a nasledné zjizveni tkané. Jeho
ucinky v kontextu profibrotickych procesii jsou rozmanité, a zahrnuji zmény jako je
preména epitelovych bunék na mezenchymadlni, indukce apoptézy, aktivace a
mnoZeni myofibroblast(i, coz nasledné podporuje zvysenou produkci extracelularni

matrix. [25]

3.3 Zvireci modely jaterniho poSkozeni typu NAFLD/NASH
Idealni zvireci model NAFLD/NASH by mél odraZet jaterni histopatologii a
patofyziologii lidské NAFLD/NASH. Jatra zvirectho modelu NASH by proto méla
vykazovat steatézu, intralobularni zanét, hepatocelularni balénovani a v idealnim
piipadé perisinusoidalni fibr6zu v zéné 3 a nachylnost k jaternim nadorim. Dale by
zvire mélo vykazovat metabolické abnormality, jako je obezita, inzulinova

rezistence, hyperglykémie nalac¢no, dyslipidémie a zménény adipokinovy profil. [3]

Zviteci modely NAFLD/NASH se déli na genetické modely, nutricni modely a
modely kombinujici genetické a nutri¢ni faktory. Dosud bylo popsdno mnoho
zvitecich modeld NAFLD/NASH, avSak Zadny zvireci model zcela neodrazi jaterni
histopatologii a patofyziologii lidské NAFLD/NASH. Proto je dileZité vybrat zviteci
model, ktery nejlépe odpovida cili studie. [3]

3.3.1 Genetické modely

K dobrovolnému prejiddni dochdzi u mysi s jednotlivymi mutacemi geni
regulujicich chut k jidlu, zejména ob/ob (deficit leptinu), db/db (deficit leptinové
signalizace), foz/foz (spontdnni mutace v genu pro Alstromiv syndrom 1, ktery
kéduje protein lokalizovany v centrozomech a neurondlnich rasinkach vnimajicich
chut k jidlu) a mySi s vyrazenym melanokortinovym receptorem 4 (Mc4r-/-), které
se podobaji obezité u lidi. To je v kontrastu s lidskou NASH, ktera se obvykle
vyskytuje v kontextu multifaktoridlni obezity, kdy rizné jednonukleotidové
polymorfismy, epigenetické modifikace a faktory prostredi zptisobuji nadmérnou
spotiebu energie. U takovych modelti vede vyvazena strava ke steatéze, zatimco ke
vzniku NASH je nutna aterogenni strava. Tyto modely se tedy liSi od dietnich modelti

u normdalnich kment vétSim rozsahem obezity a sklonem k metabolickym
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komplikacim, které se vyskytuji u lidské NASH. Rozsah fibrozy zavisi na kmeni

zvirete a délce krmeni. [26]

3.3.2 Dietni modely

Nadmérné vyzivy lze dosahnout pouZitim vysokotuc¢né diety (high-fat diet), ale
u vétSiny kmentli mysi neni dosaZeno télesné hmotnosti vyssi nez 40 g, coz odpovida
obezité u mysi. Dale ani Cisté vysokotucnd, ani vysokosacharidova dieta nevede
vysokotuc¢né a vysokosacharidové diety nebo pridavani transmastnych kyselin;
takové diety se oznacuji jako aterogenni. Obsah cholesterolu v takovych dietach se
pohybuje od 0,1 % vahy potravy, ale velmi vysoky obsah cholesterolu, nad 0,5 %, je

nezadouci, protoZe je toxicky a vysoce prevysuje lidskou spotiebu. [26]

Nezadouci vsak je, Ze do 8 tydnl mysSi ztrati asi 40 % své hmotnosti,
pravdépodobné v diisledku hypermetabolického stavu. Nemaji zbytky tukové tkané
a vykazuji periferni inzulinovou senzitivitu s nizkou hladinou inzulinu v séru,
piestoze biochemicky prokazuji jaterni inzulinovou rezistenci. Navic u nich neni
patrné balénovani hepatocytt. K prekonani ibytku hmotnosti a sniZent citlivosti na

inzulin se kombinuje vice modeli jak dietnich, tak genetickych. [26]

3.3.3 CDAA model

CDAA dieta (choline deficient, L-amino acid defined, high-fat diet) je specialni
typ stravy s nedostatkem cholinu a aminokyselin. Model CDAA je zodpovédny za
prirtistek hmotnosti, steatohepatitidu s mirnym balénovanim a trojndsobné zvyseni
jaterniho kolagenu po 12 tydnech s progresi do pokrocilého stadia fibrozy a jaterni

cirhézy po 30 tydnech. [26]

Tato dieta obsahuje vysoké mnoZstvi sacharézy a tuku (40 % sachardzy, 10 %
tuku), ale chybi ji methionin a cholin, které jsou nezbytné pro jaterni (-oxidaci a
produkci VLDL. Nedostatek cholinu navic zhorsuje jaterni sekreci VLDL. Vysledkem

adipocytokind, coZ prispiva k poskozeni jater. [3]

Sérova hladina alaninaminotransferazy (ALT) se po podavani CDAA diety u
mysSi trvale zvySuje. Steatohepatitida se objevuje v 10. dni a perisinusoidalni fibr6za

je u mysi pozorovana do 8-10 tydnt. Po 10. tydnu krmeni CDAA dietou je u mysi
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pozorovana rozsahld makrovesikularni steatéza ve vSech oblastech s vyjimkou
periportalni oblasti a mnoho nekroinflamatornich lozisek obsahujicich lymfocyty a

neutrofily. [3]

vivs

nutri¢ni modely NASH, zavaznost NASH u hlodavct krmenych touto dietou miize
zaviset na druhu, pohlavi a kmeni zvitete. Hlavni nevyhodou modelu CDAA je, Ze
metabolicky profil modelu je opa¢ny nez u typické lidské NASH. Konkrétné mysi
krmené touto dietou vykazuji vyrazny ubytek hmotnosti (¢asto vice nez 20% ubytek
hmotnosti po 3 tydnech), nizkou hladinu cukru v krvi nala¢no, periferni citlivost na
inzulin, nizké sérové hladiny inzulinu a leptinu a nezménéné nebo zvysené sérové
hladiny adiponektinu. Pro zlepSeni téchto problémil se tato dieta kombinuje
s genetickymi modely, a jako zvirata krmend CDAA se prileZitostné pouZivaji
geneticky obézni mysi, jako jsou mysi ob/ob a db/db. Hlavnimi vyhodami CDAA

diety jsou jeji snadné ziskani a pouziti. [3]
3.4 Endoglin jako potencialni terapeuticky cil

Endoglin je membranovy glykoprotein, ktery funguje jako koreceptor pro
TGF-B, pricemz soucasné moduluje jeho signalizaci. Existuji dvé hlavni formy
endoglinu: membranova forma, exprimovana riznymi typy bunék, a rozpustna
forma, kterd cirkuluje v plazmé nebo je pritomna v médiu bunécnych kultur.
Endoglin je exprimovan v endotelovych burkach, hladkych svalovych burikach cév,

fibroblastech, jaternich hvézdicovitych burikach a aktivovanych makrofazich. [27]

V soucasnosti jsou poznatky o regulaci exprese membranového endoglinu a
hladin rozpustného endoglinu v souvislosti s funkci jater a patologii omezené.
ZvySend exprese endoglinu v jatrech byla spojena s rozvojem jaterni fibrézy a bylo
zjisténo, Ze dochazi k nariistu exprese v aktivovanych jaternich hvézdicovitych
bunkach. Také byly zaznamenany vyznamné zvySené hladiny rozpustného

endoglinu u pacientt s riznymi jaternimi chorobami, v€etné NASH. [27]

Endoglin hraje roli v NASH prostfednictvim rtznych mechanismt, vcetné
regulace signalizace TGF-3, ktera ma vliv na fibrotizaci, a mize také ovliviiovat

tvorbu reaktivnich kyslikovych radikald, coz prispivd k patogenezi onemocnéni.
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Vyssi hladiny endoglinu mohou dale zhorSovat stav jater tim, Ze narusuji jejich

obranny mechanismus proti nadmérné akumulaci tukd. [27]

Z tohoto diivodu je endoglin povazovan za potencidlni biomarker pro vyvoj a
progresi NASH. Dale se zkouma jeho potencial jako terapeutického cile, ktery by

mohl ovlivnit progresi jaterni fibr6zy a metabolické poruchy spojené s NASH. [27]

Byly provedeny studie vyuZivajici anti-endoglinové protilatky, ktera jsou
specificky namirené pravé proti endoglinu. Velmi slibné ucinky byly pozorovany u
protilatky carotuximab (TRC105), ktera byla uspéSné pouzita i v klinickych studiich
pro 1écbu onkologickych onemocnéni. DalSi protilatkou je M1043, kterd je
predmétem novych studii. Pokud by se ukdazalo, Ze M1043 ovliviiuje tyto procesy,
mohla by piedstavovat novy zplisob pozitivniho ovlivnéni NASH. [28]

3.5 Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je technika, kterd vyuZziva specifické vazby mezi
protilatkou a antigenem k detekci a lokalizaci specifickych antigenti v burikdch a
tkanich. Vzniklé imunokomplexy se nejcastéji detekuji a hodnoti svételnym
mikroskopem. [HC je standardnim nastrojem v mnoha oblastech vyzkumu a stala se
zakladni pomocnou technikou v klinické diagnostice v anatomické patologii. Metoda
se Casto pouziva jako pomoc pri klasifikaci nadorti, urceni mista plivodu
metastazujiciho nadoru a detekci drobnych loZisek nddorovych bunék, ktera jsou pri
béZném barveni hematoxylinem a eozinem Spatné viditelna. Metoda se nejcastéji
provadi na tkani fixované formalinem a zalité do parafinu, jejiZ vyhodou je snadné

skladovani, ackoli byla ptivodné vyvinuta pro zmrazené tezy. [29]

Na rozdil od jinych formatdi imunoanalyzy, jako je western blot a ELISA
(enzyme-linked immuno sorbent assay), které poskytuji kvalitativni a kvantitativn{
informace o cilovych molekuldch, jeZ jsou vyjmuty ze svého normadlniho
biologického umisténi, IHC umozinuje kvalitativné a kvantitativné analyzovat cilové
molekuly in situ, a tim poskytuje informace o téchto slozkach v jejich normalnim

(nebo postiZzeném) histologickém kontextu. [30]
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3.5.1 Princip metody
3.5.1.1 Priprava tkani

Spravna manipulace s tkani a jeji priprava je rozhodujici pro ziskani
spolehlivého vysledku barveni. Tkané nebo organy, které jsou predmétem zajmu, se
nejprve fixuji ve formalinu, ten ale neni jediné fixacni Cinidlo pouZivané pri
imunohistochemii. V zavislosti na typu vzorku a citlivosti cilovych epitopti lze pouzit

i jiné aldehydy, alkoholové roztoky nebo zmrazeni v kryoprotektivnim roztoku. [30]

Po fixaci se tkané zaliji parafinu a utvori se tak blocky, které se poté pomoci
mikrotomu rozreZou na velmi tenké rezy o tlouStce priblizné 4-5 pum. Rozrezané
tkané se upevni na sklenéna sklicka, ktera jsou potaZena tkanovym lepidlem. Pred

dal$im zpracovanim se sklicka vysusi. [30]

3.5.1.2 Odhalovdni antigennich epitopti (antigen retrieval)

Formalinem vyvolané zesitovani molekul proteinti nebo dlouhodoba fixace
obecné mohou maskovat urcité epitopy a branit tak vazbé protilatek v nasledujicich
krocich. Cilem vyhledavani epitopii je tyto epitopy odmaskovat nebo znovu odhalit.
Zde lze pouzit fadu strategii. Obvykle se pouZiva oSetfeni travicimi enzymy, teplem

nebo detergenty nebo kombinace téchto tif moZnosti. [30]

3.5.1.3 Blokovdni nespecifickych vazeb
Pred pridanim primarni protilatky se zablokuji vazebna mista, ktera nejsou
primarnim cilem metody. Toho se dosahne inkubaci v pufru obsahujicim sérum,

suSené odtucnéné mléko, hovézi sérovy albumin nebo jiné blokovaci ¢inidlo. [30]

3.5.1.4 Primdrni protilatka
Vtomto kroku se aplikuje primarni protilatka specificka pro cilovy epitop.
Primdarni protilatky pro imunohistochemii by mély byt vysoce specifické a mély by
lehce pronikat do cilové tkané. Méné specifické protilatky vaZou navic i necilové
epitopy, coz vede k faleSné pozitivnim signaliim v pozadi, které mohou vyznamné

interferovat. [30]

Moznost vyuziti monoklonalnich nebo polyklonalnich protilatek prinasi rtizné
vyhody a nevyhody. Polyklonalni protilatky jsou schopny vazat mnoho epitopii na
stejném cilovém proteinu, coZ zvySuje jejich ucinnost. Nicméné tato schopnost mize

vést k nizsi specificnosti a vazani na nechténé cile. Naopak, monoklonalni protilatky
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vazou pouze jeden epitop, coZ zvysSuje jejich specificnost, avSak nemusi byt idealni

pro cile s nizkym poctem epitopti. [30]

Bez ohledu na typ pouzité protilatky je nezbytné optimalizovat jeji koncentraci
pro kazdy novy test, tj. pokazdé, kdyz je pouZit novy typ vzorku nebo tkané.
Dlikladnd optimalizace tohoto procesu je u imunohistochemie zdsadni, protoze
uspéch primarni protilatky zavisi nejen na jeji specifité a afinité k cili, ale také na

mnozstvi a dostupnosti epitopii na cilovém i vedlejSim misté ve vzorku. [30]

Prilis vysoka koncentrace protilatky muiize zvysit pozadi signdlu, pokud jsou
cilové epitopy presyceny navazanou protilatkou. PouZiti niZs$i koncentrace primarni
protilatky muize tento problém zmirnit, avSak za cenu sniZzené intenzity signdlu, a u
protilatek s nizkou afinitou mtize vést k falesné negativnim vysledkiim. Nenavazana
primarni protilatka se odstrani oplachnutim sklicek vhodnym promyvacim

roztokem, obvykle obsahujicim stopové mnoZstvi detergentu a soli. [30]

3.5.1.5 Detekce

Béhem detekce je primarni interakce mezi protilatkou a epitopem lokalizovana
a vizualizovana jako méritelny signal. Existuji rizné metody detekce, ale nejcastéji
pouzivané jsou metody zaloZené na znacenych protilatkach. Ty lze rozdélit do dvou
hlavnich kategorii: pfimé a neptrimé. Rozdéleni zavisi na tom, zda je primarni
protildtka primo konjugovdna s enzymem nebo fluorescen¢ni znackou (prima
detekce), nebo zda se pouziva sekundarni protildtka konjugovana s enzymem nebo
fluorochromem (nepfima detekce). Vybér vhodné metody detekce zavisi na
ocekavané urovni exprese cile, jeho dostupnosti, poZadovaném typu odecitani a

dostupném vybaveni. [30]

Pri primé detekci je primarni protilditka znacena enzymem nebo
fluorochromem a signal je generovan po pridani substratu nebo po excitaci
fluorochromu. Metody neprimé detekce Casto vyuZivaji interakce mezi biotinem a
jeho vazebnymi partnery, jako je strept(avidin), ke zvysSent citlivosti detekce. V této
metodé se po odstranéni nenavazanych primarnich protilatek aplikuje biotinylovana
sekundarni protilatka a jeji lokalizace v cilovém misté se provadi pomoci komplexu

avidin-biotin enzymu (ABC komplex), ktery po piridani vhodného substratu
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diaminobenzidinu (DAB) utvari nerozpustnou barevnou sraZeninu. Protoze kazda

molekula biotinu miiZe vazat vice molekul avidinu, deteké¢ni signal je zesilen. [30]

Pokud je preferovana fluorescenc¢ni detekce, pouZzije se fluorescencné znaceny
avidin nebo enzym k vytvoreni fluorescen¢niho signalu. Kviili endogennimu biotinu,
ktery miliZe zpUsobit problémy s pozadim pii barveni IHC, se nékdy voli metoda
detekce na bazi polymeru misto avidin-biotin systému. V této metodé je sekundarni
protildtka primo spojena s polymerem enzymul namisto jediného enzymu. Diky
tomu, Ze kazda sekundarni protilatka je spojena s nékolika enzymy, signdl z kazdé
primdarni interakce mezi protildtkou a antigenem je vyrazné zesilen, coZ zvySuje

citlivost testu. [30]

3.5.1.6 Kontrastni barveni

Jakmile je barveni dokonceno, tj. po detekci, je ¢asto vyhodné zahrnout
kontrastni barveni ke zvySeni kontrastu mezi obarvenymi a neobarvenymi oblastmi
v fezu tkané, coZ usnadiiuje presné urceni sledovanych histologickych znaki.
Existuje rada kontrastnich barviv, nékteré z nich jsou specifické pro bunécné
struktury. Hematoxylin se nejcastéji pouziva pro vzorKky fixované ve formaldehydu a
zalité parafinem, pokud se pouZzivaji detekéni metody zaloZené na svételné
mikroskopii. Hematoxylin barvi cytoplazmu bledé modfe a jddra tmavé modre. Pri

pouziti fluorescenc¢ni detekce se pouzivaji fluorescencni barviva, ktera se selektivné

vazou na nukleové kyseliny. [30]

Po kontrastnim barveni se na obarvena sklicka nanesou kryci sklicka a montuji

se vhodnym médiem.

3.5.1.7 Analyza obrazu
Podle zvoleného detekéniho formatu jsou vzorky vizualizovany bud’ svételnou
nebo fluorescen¢ni mikroskopii. Pro dosazeni vyssich detailli a lepSiho zobrazeni je

také mozné zvolit konfokalni mikroskopii. [30]
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4. Experimentalni cast

4.1 Experimentalni zvirata
V experimentu byli pouziti samci mysSiho kmene C57BL/6] ve véku 10 tydnd.
Béhem 8 tydnili byly mysi krmeny dietou CDAA-HFD. Tyto mysSi byly rozdéleny do
dvou skupin: CDAA+IgG (n=8) a CDAA+M1043 (n=8). Po uplynuti ¢tyt tydni zacala
u obou skupin intraperitonedlni aplikace IgG nebo M1043, prvni skupiné byla
aplikovana potkani protilatka IgG (10 mg/kg) a druhé skupiné monoklonalni anti-
endoglinova protilatka M1043 (10 mg/kg) dvakrat tydné azZ do konce experimentu.

Skupina s potkani IgG slouZila jako kontrolni.

Zvitrata byla chovana ve Vivariu FaF UK HK, kde méla volny ptistup k vodé a
potravé. Po skonceni experimentu byla usmrcena v hluboké narkéze. Byla jim
odebrana krev z vena cava inferior a nasledné byly vyjmuty jatra. Cast jater byla

zpracovana pro histologické hodnoceni.

Experimenty byly schvaleny Odbornou komisi pro zajistovani dobrych
zZivotnich podminek pokusnych zvirat dle zakona 246/1992 Sb. na ochranu zvirat

proti tyrani a vyhlasky 419/2012 Sb. o ochrané pokusnych zvirat.

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava parafinovych rezi

Biologicky materidl, v tomto piipadé mysi jatra, se ihned po odbéru fixuje ve
4% roztoku paraformaldehydu, ¢imz se predchazi poskozeni a znehodnoceni
vzorkd. Fixovany materidl se poté zaléva do zalévaciho média, aby bylo moZné z néj
zhotovit tenké fezy na mikrotomu. Jako zalévaci médium se nejcastéji pouziva

parafin.

JelikoZ je parafin médium nemisitelné s vodou, je treba tkan pred zalitim
odvodnit. To se provadi za pouZiti alkoholovych lazni obsahujicich koncentrovany
etanol o stoupajici koncentraci od 70 % az do 96 %. Po odvodnéni je nutné tkan
projasnit rozpoustédlem, které je misitelné se zalévacim médiem, tedy s parafinem.
K tomu se nejcastéji pouzivaji lazné s xylenem nebo benzenem. Béhem projasnéni se

tkan zprisvitni, nékdy az zpriihledni.
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Takto projasnéna tkan se zalije roztavenym parafinem. Roztaveny parafin musi
mit teplotu mezi 52 a 60 °C, aby byl tekuty, ale ne moc horky, aby se vysokou teplotou
tkan neposkodila. Po zaliti do parafinu se necha cely parafinovy blocek radné

zatuhnout a po zatuhnuti se mtiZe krajet.

Krajeni se provadi na mikrotomu, k této praci byl pouZit automaticky diskovy
mikrotom (Leica DSC1). Aby byly fezy rovnomérné tenké a nepoSkozené, je nutné
krajet bloCek co nejvice tuhy, idedlni je tedy uchovavat jej v chladnickové teploté, a

zaroven pouZzivat velice ostry Ziletkovy niiz, aby se rez pri krajeni nepotrhal.

Pred samotnym krajenim se mikrotom musi nechat nakalibrovat, aby si
nastavil idedlni pozici blocku a noZe. Pfed samotnym zhotovenim jednotlivych rezt
se musi jeSté blocek s tkani nechat takzvané prikrojit, aby byla plocha pro krajent
hladka a aby se krajela cela tkan. Pomoci ovladaciho panelu se na mikrotomu nastavi
poZadovana tloustka fezu, tzn. 4,5 pm. Ukrojené tezy se poté pomoci pinzety nebo
jiného vhodného nastroje pfenesou na podloZni sklicko s kapkou destilované vody.
Diky této kapce se fez rovnhomérné napne a nebude pomackany. Podlozni sklicka
s fezy se potom poloZi na rozehratou plotynku, aby se vysusila pouzita kapka vody a
fezy se tak pevné prilepily na sklicko. Po vysuSeni se daji tyto preparaty pied

barvenim bezpec¢né skladovat.

4.2.2 Barveni preparatt

Pro tuto praci bylo pouZito imunohistochemické barveni, tzn. béhem barveni
byla pouzita znacend protilatka, kterd se navazala na antigen v fezu za vzniku
komplexu, a po pridani substratu vznikla v misté komplexu barevna reakce.
Ndhodnym vybérem vybrané preparaty byly pouZzity k imunohistochemické detekci
protilatek anti-ICAM-1 a anti-galektin-3.

4.2.2.1 Postup prdce

Pfed samotnym barvenim je potieba tkan odparafinovat a zavodnit, jelikoz
vétSina pouZzivanych reagencii je misitelnd s vodou a pres parafin by do tkané
nemohly pronikat. Pfed samotnym zavodnénim se tkan jeSté znovu projasiiuje za
pouziti xylenu, a samotnad deparafinace se provadi pouzitim alkoholovych lazni,

tentokrat ale s klesajici koncentraci etanolu od 96 % do 70 %.
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Po zavodnéni se preparaty nechaji permeabilizovat v roztoku 0,1% Tritonu
X-100 v PBS (fosfatem pufrovany fyziologicky roztok). Tento krok je dilezity pro
prostup protilatek skrz buné¢né membrany v dalSich bodech. Mezi kazdym krokem
se preparaty oplachuji v PBS. Poté nasleduje odkryti antigennich epitopii (antigen
retrieval), to se provadi varenim v citratovém pufru (pH=6) po dobu 20 minut. Po
oplachu v PBS se fez osusi a kolem néj se namaluje kruh pomoci DAKO PEN. Tento
kruh vytvari bariéru proti tekutindm, které se aplikuji na fezy. Potom se preparaty
umisti na 5 minut do 3% roztoku peroxidu vodiku, oplachnou se a aplikuje se na né
blokovaci roztok 5% mléka v PBS po dobu 1 hodiny. Nasledné se vSe oplachne opét
v PBS, osusi a na osuSené sklicko se aplikuje samotna protilatka (anti-ICAM-1 a anti-
galektin-3), ktera se navaze na antigeny sledovanych markert. Pfiprava protilatky je
odliSna pro jednotlivé markery - pro marker ICAM-1 (RnD #AF796) se pouzije
protilatka fedéna v poméru 1:50 v 2,5% koniském séru. Pro galektin-3 (InVitrogen
#14-5301-82) je pouzité fedéni 1:250 v 5% mléce. Rezy s protilatkou se nechaji

inkubovat pi'es noc v lednici pti 4°C.

Dalsi den se sklicka oplachnou v PBS od prebytecné protilatky a aplikuje se
sekundarni znacena (biotinylovana) protilatka. Pro ICAM-1 je znacenou protilatkou
anti-goat, fedéna v poméru 1:200 v PBS. Pro galektin-3 je pouZita sekundarni
protilatka anti-rat se stejnym redénim. Sekundarni protilatka se necha ptsobit 30
minut, poté se preparaty opét oplachnou, ususi a aplikuje se na né avidin-biotin
komplex (ABC) na dalSich 30 minut. Avidin ztohoto komplexu se navaZe na
sekundarni protilatku, jeZ je navazana na protilatku primarni. Na avidin se pak
navaze biotinylovand kifenova peroxiddaza. Pomoci PBS se oplachne prebytek
protilatky a aplikuje se substrat diaminobenzidin (DAB), ktery v reakci s kifenovou
peroxidazou utvori barevnou reakci. Vtomto kroku je dileZité dodrzet presny cas
plisobeni DAB, to znamend 1 minutu a 30 sekund u markeru ICAM-1 a 2 minuty u
galektinu-3. Po uplynuti této doby se rezy presouvaji do destilované vody a nasledné
na 45 sekund do hematoxylinu, aby se obarvila jadra bunék. Poté se preparaty
nechaji oplachovat pod tekouci kohoutkovou vodou, to zpiisobi zmodrani jader, a ke
konci uZ zbyva preparaty opét odvodnit, tentokrat pomoci acetonu a xylenu, a

zamontovat pomoci vhodného média. Pro tuto praci byl pouZit Eukitt.
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Preparaty byly hodnoceny pomoci svételného mikroskopu Olympus AX70 a
fotografie byly porizeny za pomoci digitdlni kamery Pixelink PL-A642.
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5. Vysledky

Podavani vysokotukové diety vedlo krozvoji vyrazné makrovesikularni

steatozy v hepatocytech a zanétu v jaterni tkani (Obr. 11-18).

Vysledky IHC barveni ukazuji expresi ICAM-1 zejména v endotelovych
burikach krevnich cév (Obr. 11-14). Pti porovnani skupin s aplikaci IgG (Obr. 11-12)
a M1043 (Obr. 13-14) jsme nezaznamenali zmény v rozsahu a intenzité barevné
reakce. Zda se, Ze v nékterych pripadech je barevna reakce lokalizovana mimo cévni

endotel a predpokladame, Ze tyto bunky predstavuji aktivované hvézdicovité buriky.

Expresi galektinu-3, kterd je specifickd pro makrofagy, jsme zaznamenali
vyrazné ve skupindch makrofdgl zejména na periférii laltickti centralni vény (Obr.
15-18), v centru se tyto burnky vyskytovaly spiSe jednotlivé. Ani u tohoto markeru
jsme nezaznamenali rozdil vrozsahu a intenzité vysledné barevné reakce mezi
skupinou s podavanim IgG (Obr. 15-16) a skupinou s podavanim M1043 (Obr. 17-
18).
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Obrdzek 11 Reprezentativni fotografie exprese ICAM-1 ve skupiné CDAA+IgG, exprese
v endotelovych burikdch (Cernd Sipka), zvétseni 100x

Obrdzek 12 Reprezentativni fotografie exprese ICAM-1 ve skupiné CDAA+IgG, exprese
v endotelovych  burikdch (Cernd Sipka), exprese v aktivovanych jaternich
hvézdicovitych burikdch (Cervend Sipka), zvétseni 200x

33



Obradzek 13 Reprezentativni fotografie exprese ICAM-1 ve skupiné CDAA+M1043,
exprese v endotelovych burikdch (Cernd Sipka), zvétseni 100x

Obrazek 14 Reprezentativni fotografie exprese ICAM-1 ve skupiné CDAA+M1043,
exprese v endotelovych burikdch (Cernd Sipka), exprese v aktivovanych jaternich
hvézdicovitych burikdch (Cervend Sipka), zvétseni 200x
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Obrdzek 15 Reprezentativni fotografie exprese galektinu-3 ve skupiné CDAA+IgG,
exprese v makrofdzich (zelend Sipka), zvétseni 100x

Obrdzek 16 Reprezentativni fotografie exprese galektinu-3 ve skupiné CDAA+IgG,
exprese v makrofdzich (zelend Sipka), zvétseni 200x
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Obrdzek 17 Reprezentativni fotografie exprese galektinu-3 ve skupiné CDAA+M1043,
exprese v makrofdzich (zelend Sipka), zvétseni 100x

Obradzek 18 Reprezentativni fotografie exprese galektinu-3 ve skupiné CDAA+M1043,
exprese v makrofdzich (zelend Sipka), zvétseni 200x
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6. Diskuse

Nealkoholické ztukovaténi jater (NAFLD) je onemocnéni charakterizovano
ektopickym hromadénim tuku v jatrech, pricemZ pokud neni pritomna Zadna jina
zjevna pricina tohoto jevu, nazyva se to jaterni steat6za. NAFLD zahrnuje nejen
samotné ztukovaténi jater, ale také nealkoholickou steatohepatitidu (NASH), ktera
se diagnostikuje na zadkladé zanétlivé aktivity a poSkozeni hepatocytti ve steatotické
jaterni tkani. Etiologie NAFLD a NASH je spojena napriklad s metabolickym
syndromem, obezitou, diabetes mellitus 2. typu a dalSimi metabolickymi a

genetickymi stavy. [2]

Nadmeérné hromadéni lipidi v jatrech vyvolava poskozeni hepatocytd,
spoustéjici zanétlivou reakci, ktera dale zhorsuje priibéh onemocnéni a podporuje
dalSi aktivaci zanétu. Makrofagy, jako Kupfferovy burky, dendritické burky a
neutrofily, hraji klicovou roli v imunitni odpovédi a patogenezi zanétu jater. Tyto
buriky nejen fagocytuji a ni¢i cizorodé latky, ale také produkuji prozanétlivé cytokiny,

jako TNF-a a IL-13, které podporuji zanétlivou reakci. [20]

Aktivované burky exprimuji receptory, jako jsou TLR a NLR, které rozpoznavaji
molekuly zvané PAMP a DAMP, spoustéjici iniciaci zdnétu. Tyto procesy vedou k
fibréze jater a mohou vést k vdZnym ndasledklim, jako je cirh6za a hepatocelularni
karcinom. Jaterni zanét miliZe byt monitorovdn pomoci rliznych laboratornich
markert, v€etné ICAM-1 a galektinu-3, které hraji klicovou roli v imunitni odpovédi

a zanétlivych procesech. [20]

S rozvojem jaterntho poskozeni, zejména fibrézy je spojovana i zvySena
exprese glykoproteinu endoglinu, ktery se zda byt nejen slibnym markerem, ale i
potencidlnim terapeutickym cilem pro ovlivnéni rozvoje NASH. [27] Po tspéchu
s pouzitim monoklonalni anti-endoglinové protilatky carotuximabu (TRC105)
v lé¢bé nékterych nadorovych onemocnéni byla patentovana dalsi protilatka M1043.
[28] Sledovani u¢inki M1043 na zanétlivou reakci v jaterni tkani, kterd je soucasti

NASH bylo predmétem i nasi studie.

Podavani vysokotukové diety experimentalnim mySim vedlo k vyznamnému
rozvoji makrovesikularni steat6zy v hepatocytech a zanétu v jaterni tkani. Vysledky

imunohistochemického barveni ukazuji, Ze ICAM-1 je exprimovana predevSim v
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endotelovych burnikach krevnich cév. Pri porovnani skupin s aplikaci kontrolniho IgG
a anti-endoglinové protilatky M1043 nebyly pozorovany vyznamné zmény v rozsahu
a intenzité ICAM-1 barveni. V nékterych pripadech byla barevna reakce lokalizovana
i mimo cévni endotel, a zde predpokladdme, Ze se jedna o jaterni hvézdicovité buriky
v souladu s nékterymi autory [31]. Expresi galektinu-3, specifického pro makrofagy,
jsme pozorovali prevazné ve skupindch makrofagli predevsim na periferii lalticki
centralnich Zil. Ani zde jsme nezaznamenali rozdil v rozsahu a intenzité vysledné

barevné reakce mezi sledovanymi skupinami.

Vysledky barveni tedy poukazuji na to, Ze anti-endoglinova protildtka M1043
nema vliv na zanét u NASH. Tyto vysledky je vSak potreba doplnit o dalsi analyzy,

jako napriklad western blot nebo imunofluorescence.

38



7. Zaver

Vysledky nas$i prace ukazuji, Ze podavani vysokotukové diety vyvolalo
vyraznou makrovesikularni steatézu v hepatocytech a zanét v jaterni tkani.
Imunohistochemické barveni potvrdilo pritomnost ICAM-1 v endotelovych bunkach
krevnich cév, nicméné porovnani skupin s aplikaci IgG a M1043 neprokazalo
signifikantni zmény v rozsahu a intenzité barevné reakce. V nékterych pripadech
byla barevna reakce zaznamendana i mimo cévni endotel, coZ naznacuje aktivaci
hvézdicovitych bunék. Expresi galektinu-3, specifického pro makrofagy, jsme
pozorovali predevsim ve skupindch makrofagl na periferii lalticku centralni vény,
pricemz rozdily v rozsahu a intenzité vysledné barevné reakce mezi skupinami
taktéZ nebyly zaznamendny. Tyto vysledky naznacuji, Ze testovana anti-endoglinova

protilatka M1043 pravdépodobné neovliviiuje zanét u NASH.

39



8. Seznam pouzitych zkratek

ABC komplex

a SMA
ALT
ATP
CDAA
CYP450
DAB
DAMP
ELISA
HDL
HSC
ICAM-1
IFN-y
[HC
IL-13
IL-2
IL-6
IL-10
IL-12
IL-18
LFA-1
MCP-1
MCP-2
MHC
MIP-1
MIP-2
NAFLD
NASH
NK burky

avidin-biotin komplex

a hladkosvalovy aktin
alaninaminotransferaza
adenosintrifosfat

choline deficient, L-amino acid diet
cytochrom P450

diaminobenzidin

damage-associated molecular patterns
enzyme-linked immuno sorbent assay
lipoprotein s vysokou hustotou
jaterni hvézdicovita butika
intercelularni adhezni molekula 1
interferon y

imunohistochemie

interleukin 1

interleukin 2

interleukin 6

interleukin 10

interleukin 12

interleukin 18

lymphocyte function-associated antigen-1
monocyte chemoattractant protein-1
monocyte chemoattractant protein-2
hlavni histokompatibilni komplex
macrophage inflammatory protein-1
macrophage inflammatory protein-2
nealkoholické ztukovaténi jater
nealkoholicka steatohepatitida

natural killer buriky
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NKT burnky natural killer T bunky

NLR nod-like receptor

PAMP patogen-associated molecular patterns
PRR pattern recognition receptory

T3 trijodtyronin

T4 tyroxin

TGF 3 transformujici riistovy faktor 8

TLR toll-like receptor

TNF a tumor nekrotizujici faktor a

VLDL lipoprotein s velmi nizkou hustotou
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Obrazek 14 Reprezentativni fotografie exprese ICAM-1 ve skupiné CDAA+M1043,
exprese v endotelovych burikach (Cerna Sipka), exprese v jaternich
hvézdicovitych burikach (Cervena Sipka), zvétSeni 200X ......ccocovererrvenrrneesrersensenns 34
Obrazek 15 Reprezentativni fotografie exprese galektinu-3 ve skupiné CDAA+IgG
(zelend Sipka), ZVELSENT 100X ..cururerrieeesrirsessres s sesssss s ssssssssssssssssens 35
Obrazek 16 Reprezentativni fotografie exprese galektinu-3 ve skupiné CDAA+IgG
(zelend Sipka), ZVELSENT 200X ...uuueeurieeesrirseesressessessessesssesssssssssesssssssssesssessssssessssssssssssens 35
Obrazek 17 Reprezentativni fotografie exprese galektinu-3 ve skupiné
CDAA+M1043 (zelena Sipka), ZVELSENT 100X ..cveureurerrereeeeeeeeeseeeeesesessessesseseeseenns 36
Obrazek 18 Reprezentativni fotografie exprese galektinu-3 ve skupiné

CDAA+M1043 (zelena Sipka), ZVELSENT 200X ...cveueurerrerereeeeeesseseeeeeseseessessesseseessenns 36
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