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1. Abstrakt

Univerzita Karlova, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
Katedra: Katedra biologickych a Iékafskych véd

Kandidat: Adéla Kubickova

Vedouci bakalaiské prace: RNDr. lvana Némeckova, Ph.D.

Nazev prace: Imunohistochemicka analyza vlivu M1043 na expresi endoglinu u
mysSiho modelu NASH

Bé&hem nealkoholové steatohepatitidy (NASH) dochazi k morfologickym a funkénim
zménam endotelovych bunék jaternich sinusoid a nastava endotelova dysfunkce. Bylo
prokazano, ze pfi NASH se zvySuje exprese adheznich molekul (VCAM-1, ICAM-1) a
endoglinu. Vlivem endoglinu je zvySena aktivace jaternich hvézdicovych bunék, které

prohlubuji proces fibrotizace.

Cilem této bakalaiské prace bylo detekovat expresi endoglinu a adhezni molekuly
VCAM-1 u mysiho modelu NASH po 8tydennim podavani CDAA diety (cholin-deficitni a
L-aminokyselinami definovana dieta). MySi byly rozdéleny do 2 skupin (n=8). Kontrolni
skupiné se 4 tydny podavala potkani protilatka IgG (skupina CDAA+rat IgG) a skupiné
CDAA+M1043 se aplikovala anti-endoglinova protilatka M1043. Analyza exprese
vybranych proteind byla provedena imunohistochemickou metodou pomoci avidin-biotin

metody.

Vysledky této prace ukazuji, ze nedoslo k snizeni exprese VCAM-1 ani endoglinu po
aplikaci anti-endoglinové protilatky M1043 oproti kontrolni IgG skupiné. Exprese VCAM-
1 byla pozorovana v endotelovych bunkach jaternich sinusoid. Exprese endoglinu byla
pozorovana v endotelovych burikach a v jaternich hvézdicovych burikach. Zavérem Ize

shrnout, Ze podavani M1043 nema vliv na rozvoj NASH.

Kli€ova slova: nealkoholova jaterni steatohepatitida (NASH), endotelovéa dysfunkce,
endoglin, VCAM-1, M1043, imunohistochemie



2. Abstract

Charles University, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Department: Department of Biological and Medical Sciences
Candidate: Adéla Kubickova

Supervisor of Bachelor thesis: RNDr. lvana Némec¢kova, Ph.D.

Title of Bachelor thesis: Immunohistochemical analysis of the effect of M1043 on

endoglin expression in a mouse model of NASH

The morphological and functional changes of the endothelial cells of the hepatic
sinusoids and endothelial dysfunction occur during nonalcoholic steatohepatitis (NASH).
It has been shown that the expression of adhesion molecules (VCAM-1, ICAM-1) and
endoglin increase in NASH. Endoglin affects the activation of hepatic stellate cells, which

attenuate the process of fibrotization.

The aim of this bachelor thesis was to detect the expression of endoglin and the
adhesion molecule VCAM-1 in a mouse model of NASH after 8 weeks of CDAA diet
(choline-deficient and L-amino acid-defined diet). Mice were divided into 2 groups (n=8).
The control group was injected with rat IgG antibody (CDAA+rat IgG group) for 4 weeks
and the CDAA+M1043 group had anti-endoglin antibody M1043. The analysis of
selected proteins expression was performed by immunohistochemical method using

avidin-biotin method.

The results of this thesis show that there was not any reduction in the expression of
VCAM-1 or endoglin after M1043 treatment compared to the control group. VCAM-1
expression was observed in the endothelial cells of the liver sinusoids. The endoglin
expression was observed in endothelial cells and in hepatic stellate cells. In conclusion,

M1043 has no effect on the progression of NASH.

Key words: nonalcoholic steatohepatitis (NASH), endothelial dysfunction, endoglin,
VCAM-1, M1043, immunohistochemistry



3. Uvod

Nealkoholova tukova choroba jater (NAFLD) postihuje velkou ¢&ast populace
vyspélych zemi. Vice zavazna forma NAFLD je nealkoholova steatohepatitida (NASH),
pfi které dochazi k zvazivovaténi jater, coz se muze rozvinout az v hepatocelularni
karcinom. K rozvoji NASH pfispiva strava bohata na tuky. Nejcastéji se NASH projevuje
u lidi s obezitou, s cukrovkou druhého typu a inzulinovou rezistenci, coz se souhrnné

nazyva jako metabolicky syndrom. (Hllek a Urbanek, 2018; Martinek a Trunecka, 2021)

Endotelové burfiky se nachazeji v sinusoidach jaterni tkané a ve zdravych jatrech
produkuji protifibrotické a protizanétlivé latky. Pfi NASH dochazi k funkénim i
morfologickym zménam endotelovych bunék prostfednictvim procesu kapilarizace.
Nastava takzvana endotelova dysfunkce, pfi které je zvySena exprese adheznich
molekul, mezi které patfi VCAM-1. K rozvoji fibrozy rovnéz pfispiva endoglin, byla
popsana jeho zvySena exprese jak na mysim modelu NASH, tak i u pacientid s NAFLD.
Tyto zvySené hladiny endoglinu jsou spojovany s aktivaci jaternich hvézdicovych bunék.
Hvézdicové bunky pfi aktivaci produkuji velké mnoZzstvi kolagenu, ktery tvofi zaklad pro
fibrotickou tkan. (Alsamman et al., 2018; Eissazadeh et al., 2024; Furuta et al., 2023;
Garcia-Monzon et al., 2000; Ibrahim, 2021)

Protilatka M1043 se vaze na mysi endoglin, proto pfedpokladame, Zze by mohla
snizovat rozvoj fibrézy a zanétu. Vliv této anti-endoglinové protilatky na jaterni tkan byl
v na8i praci studovan pomoci imunohistochemické metody na jaternich fezech z mySiho
modelu s indukovanou NASH. (Schoonderwoerd et al., 2020b)



4. Teoreticka cast

4.1.Morfologie a histologie jater

NejvétSim organem z parenchymu v té€le jsou jatra. Mohou vazit az 3 % télesné
hmotnosti, coz pfedstavuje u dospélého muze 1,5-1,8 kg a u Zzeny 1,2—-1,5 kg. S vékem
toto procentualni zastoupeni klesa, a naopak u novorozencl zaujimaji jatra az 5 %

télesné hmotnosti. (HUulek a Urbanek, 2018)
4.1.1 Anatomie jater

Horni plocha (facies diaphragmatica) jater naseda na pravou klenbu branice, a proto
se pfi dychani jejich poloha méni o 3—4 cm. Jedna se o organ tvaru jehlanu, jehoz vrchol
je namifen k levé bfidni sténé a jeho podstava k pravé bfiSni sténé. Zadni plocha jater
se dotyka zadni Casti branice, se kterou je srostla spoleCné se zadni sténou bfidni
v oblasti bez pobfiSnice, ktera se nazyva pars affixa nebo téz area nuda. V této oblasti
se nachazi i dolni duta Zila. Spodni plocha (facies visceralis) jater naseda na organy,
které jsou umistény v dutiné bfisni. (Cihak, 2002; Hulek a Urbanek, 2018)

Jatra jsou mékky organ, a proto je jejich tvar ovlivnén okolnimi organy a vznikaji tak
otisky (impressia) na spodni ploSe. Jatra rozdélujeme na pravy a levy lalok. Pfedél mezi
laloky tvofi srpovity vaz (ligamentum falciforme), coZ je pruh tkané, ktery neni pokryvan
pobfisnici (peritoneum). Pobfidnice je na vétSiné povrchu pfipojena na tunicu fibrosu pres
subserdzni vazivo. (Cihék, 2002; Hllek a Urbanek, 2018)

4.1.2 Krevni zasobeni jater

Céva, ktera sbira zilni krev z neparovych organu traviciho traktu, zluéniku, pankreatu,
sleziny a odvadi ji do jater, se nazyva vratnicova Zila (vena portae). Kmen vratnicoveé Zily
vstupuje do jater v oblasti ligamenta hepatoduodenale spoleCné s jaterni tepnou. Jedna

se 0 zilu Sirokou 15 mm. (Halek a Urbanek, 2018)

Jaterni tepna (arteria hepatica communis) zasobi jatra nutritivni slozkou bohatou na
kyslik a vychazi z truncus coeliacus jako jeho prava vétev. Jaterni tepna ma za ukol
zajistit vyZivu Zlu€ovym cestam, vazivu a sténam velkych Zil. Jaterni tepna a Zila se spolu
vétvi a vznikaji z nich interlobularni zily a tepny. Ty se vétvi na cirkumlobularni cévy,

které vyzivuji plochy tfech lali¢ku okolo portobiliarniho prostoru. Jejich vétve prochazeji



mezi tramci jaternich bunék jako sinusoidy, odkud je pak krev vedena do vena centralis.
(Hlek a Urbanek, 2018)

4.1.3 Zlutové cesty

Hepatocyty produkuji zlug, ktera se sklada ze zZlu€ovych kyselin a jejich soli, iontd,
fosfolipidli, mastnych kyselin, bilirubinu a cholesterolu. Uvnitf jaterniho lali¢ku mezi
kazdymi dvéma hepatocyty zacinaji zluCové kanalky, které jsou bez epitelové vystelky.
Na zluCové kanalky navazuji intralobularni zlu¢ovody, které prochazeji mezi dvéma
tramci jaternich bunék. Na periferii lali¢ku se jiz ve sténé Zlu€ovych cest nachazi kubicky
epitel utvofeny z cholangiocytl, které predstavuji stény Heringovych kanalkd (ductuli
biliferi). Regeneracni schopnost cholangiocytl a hepatocytl zajistuji ovalné kmenové
buriky, které jsou umistény v okoli portobiliarnich prostord mezi cholangiocyty. Zlug
prochazi pres Heringlv kanalek a vstupuje do portobiliarniho prostoru, kde se nachazi
interlobularni Zlu€ovod, na ktery se napojuje. Vétve interlobularniho Zlu¢ovodu se spojuji
do lobularnich vyvod, které se slu€uji do spoleéného jaterniho vyvodu, jehoz délka Cini
2-4 cm. Kjaternimu vyvodu se pfipojuje vyvod Zlu€niku v oblasti ligamentum
hepatoduodenale. Spole¢né se ZluCovym vyvodem usti na velké papile dvanactniku.
Sliznice ZluCovych cest je kryta cylindrickym epitelem, ktery produkuje hlen, a tim dokaze
ovliviiovat slozeni zlugi. (Cihak, 2002; Hulek a Urbanek, 2018; Mescher, 2018)

4.1.4 Morfologicka stavba jater

Bunécnou slozku jater pfedstavuji zejména hepatocyty. Jedna se o epitelialni buriky
velké 20-30 um, které zaujimaji velkou ¢ast objemu jater. S rostoucim vékem pfibyva
mnozstvi dvoujadernych hepatocytd a hepatocytd s polyploidii chromozomd. Drsné
endoplazmatické retikulum hepatocytl produkuje proteiny krevni plazmy a zpUsobuje,
Ze cytoplazma vykazuje bazofilii, ktera je vice zfetelna v portobiliarnich prostorech.
Biotransformacni a detoxikani enzymy jsou uschovavany v hladkém endoplazmatickém
retikulu hepatocytu. Metabolity transformace jsou sekretovany do Zlu€e nebo jsou
odnaseny krvi do ledvin. (Cihak, 2002; Mescher, 2018)

Dvé Fady hepatocytu se spojuji do tramcu jaternich bunék, které obklopuji centralni
vénu a tvofi tak Sestistranny 2 mm dlouhy utvar zvany lali€ek centralni Zily (obrazek 1).
Tramce hepatocytl jsou obklopovany podpurnym stroma z retikularnich vidken. Ve
stfedu lali¢ku se nachazi centralni Zila, do které usti jaterni sinusoidy. V hranach lalicku
jsou portobiliarni prostory, kterymi prochazi interlobularni zily, interlobularni tepny a

interlobularni Zlu€ovody. Spole¢né se tyto Utvary nazyvaiji jaterni triada (trias hepatica,
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Glissonova trias). Okolo kazdého laltcku je tfi az Sest portobiliarnich prostor, které jsou
vystlany vazivem. Kromé jaterni triady se v portobiliarnim prostoru nachazi nervova
vlakna spolecné s lymfatickymi cévami. (Cihék, 2002; Mescher, 2018; Trefts et al., 2017)

Jaternf sinusoida

Hepatocyt
Interlobuldrn( Zfla

Interlobularn( arterie

Centralni zila

Obrazek 1: Struktura jaterniho laltcku
Pfevzané z: Fontana et al., 2014

Za funkéni jednotku jater se povazuje portalni lali¢ek (obrazek 2), ktery je definovan
zasobenim jednou interlobularni Zilou a jejimi cirkumlobularnimi zilami. Portalni lalicek
pfipomina tvarem trojuhelnik, jehoZz centrem prochazi interlobularni zila a v jehoz
vrcholech se nachazi centralni Zily. Zlug v jednom portalnim lali&ku je odvadéna do
jednoho interlobularniho Zlu¢ovodu a protéka proti sméru toku krve. (Cihak, 2002;
Mescher, 2018)

Portalni lalGcek

Jaterni acinus

l.zona
-.s ..l

— 1. z6na

—
e .'_— lll. z6bna
o

Portélni tridda ———e %

Jaterni lalacek

Obrazek 2: Rozdéleni jaterniho parenchymu
Prevzané z: Fontana et al., 2014

Primarni jaterni acinus je jednotka, ktera je zasobena jednou cirkumlobularni zilou a
tepnou. Ma tvar dvou spojenych trojuhelnikl, které jsou k sobé pfilozeny v okoli

cirkumlobularni zily. Podle rozdilného pritoku krve sinusoidami a stupné patologickych
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promén rozeznavame 3 zoény primarniho jaterniho acinu. Hepatocyty zény 1 se
nachazeji v blizkosti tepny, a tudiz dostavaiji nejvice kysliku a zivin. Okolo centralni zily
jsou umistény hepatocyty zény 3. Jsou nejdale od tepny, a proto dostavaji nejméné
kysliku a zivin, coz ovliviiuje jejich funkce. V této z6né se nejvice ukladaji tuky pfi
patologii. Hepatocyty zény 2 jsou funk&né na rozhrani zbylych zén. (Cihak, 2002;
Mescher, 2018)

Hvézdicové Itovy bunky maiji nepravidelny tvar a nachazi se v Disseho prostoru.
Mohou byt v aktivni i neaktivni formé&. Jejich ulohou je skladovani vitaminu A. Tento
vitamin se objevuje v cytoplazmatickych tukovych kapénkach bunék a ztraci se pfi
aktivaci hvézdicovych bunék. K aktivaci hvézdicovych bunék dochazi po naruseni jater,
coz vede Kk zjizveni tkané za souCasného vyplaveni kolagenu z hvézdicovych bunék.
Nasledkem aktivace bunék mulze byt cirhdza jater, nebot se méni na myofibroblasty.
Produkci cytokin ovliviiuji funkci Kupfferovych bunék. (Cihak, 2002; Mescher, 2018;
Trefts et al., 2017)

Ulohu makrofagul v jatrech zajistuji Kupfferovy buriky. Tyto buriky se nachazeji mezi
endotelovymi bunkami sinusoid a fagocytuji zbytky bunék, mikroorganismy a staré
erytrocyty, ze kterych se uvoliiuje hemoglobin. Kupfferovy burky rozkladaji hemoglobin
na hem a globin. Z hemu se poté uvolni zelezo, které je ve formé ferritinovych nebo
hemosiderinovych komplext skladovano v Kupfferovych bunkach konkrétné v

elektrondenznich inkluzich. (Mescher, 2018)

Jaterni sinusoidy jsou ohraniCeny hepatocyty a zajisStuji kapilarni sit odvodnych a
privodnych cév jater. Arterialni krev vstupuje do sinusoid pfevazné v oblasti prvni a druhé
zony jaterniho laluCku. Sinusoidy usti do centralnich zil, které se spojuji do
sublobularnich zil a ty se slucuji v jaterni zily, jenz vstupuji do dolni duté Zzily. (Hulek a
Urbanek, 2018; Trefts et al., 2017)

Endotel sinusoid je tvofen fenestrovanymi platy, které se skladaji z volné propojenych
prekryvajicich se bunék. Bazalni lamina sinusoid je taktéZ nesouvisla. Platy maji v sobé
pory o velikosti 50—-180 nm, diky nimz dochazi k vyméné malych latek mezi plazmou a
jatry, napfiklad bilkovin. Prasvit sinusoid muaze méfit 7-15 um. P¥i potfebé se vSak muze
zvétsit az na 180 ym. Zména prasvitu je omezena velikosti Disseho prostoru, coz je
prostor, ktery se nachazi mezi endotelem sinusoidy a tramci hepatocytu, které na sobé
maji mikroklky. (Hulek a Urbanek, 2018; Trefts et al., 2017)
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4.1.5 Funkce jater

Hepatocyty maji rizné funkce v zavislosti na tom, kde se nachazeji. V hepatocytech
zony 1 spiSe probiha glykogenolyza, katabolismus aminokyselin, syntéza cholesterolu a
mocoviny. Naopak hepatocyty v zéné 3 se specializuji na déje, jako je glykolyza,

ketogeneze, syntéza glutaminu a glykogenu z glukézy atd. (Wilhelm a Hegyi, 2007)

Latky, které jsou vstfebany ve stfevé, se do jater dostavaji pfes portalni obéh. Jejich
metabolismus probiha aerobné, k Eemuz je potfeba velké mnozstvi energie a proto 18 %
objemu jaterni bunky zaujimaji mitochondrie. V jatrech se odehrava nejvice
metabolickych dé&ju k ziskani energie, z tohoto divodu musi byt schopny skladovat velké
mnozstvi glukézy konkrétné ve formé glykogenu. Koncentrace glykogenu v buice je
regulovana hormonalné. Puasobenim glukagonu se aktivuje glukoneogeneze,

glykogeneze a oxidace tuku. (Trefts et al., 2017; Wilhelm a Hegyi, 2007)

Inzulin je hormon, ktery ma protichudné ucinky ke glukagonu. Pfi aktivaci inzulinu
dochazi k inhibici glukoneogeneze spolecné se syntézou glykogenu a tukd. Po jidle se
zvySuje ukladani glykogenu a proces glykolyzy, pfiemz se snizuje pusobeni glukagonu,
a naopak se aktivuje inzulin. Pfi pustu dochazi k opaénym dé&jim, béhem kterych se
rozklada glykogen a vytvafi se glukéza. DalSimi sacharidy, které jatra produkuji jsou

galaktdza, fruktoza a glukoza. (Trefts et al., 2017; Wilhelm a Hegyi, 2007)

V jatrech probiha tvorba az 90 % bilkovin a jejich rozklad na aminokyseliny.
Aminokyseliny se dale $tépi na uhlikovy Fetézec a toxicky amoniak, ze kterého vznika
kyselina mocCova. Uhlikové Fetézce z nékterych aminokyselin mohou slouzit jako
substraty pro glukoneogenezi, k éemuz dochazi ve svalech a stfevech. Kvdli tvorbé
albuminu reguluji jatra i objem krve, nebot’ albumin je hlavni plazmaticky transportér.
Albumin pfenasi tuky a hormony. Jsou schopna poskytnout az 50 % svého krevniho
objemu krevnimu obéhu, coz je uzplsobeno diky kontrakci jaternich cév. (Trefts et al.,
2017; Wilhelm a Hegyi, 2007)

Bilkovinami tvofenymi v jatrech mohou byt rizné hormony, ristové faktory a signalni
molekuly. Konkrétné se jedna o angiotenzinogen, ceruloplazmin, nékteré faktory
krevniho srazeni, erytropoetin, apolipoproteiny, antitrombin Ill a mnoho dalSich. Jatra
inaktivuji a uvolfiuji steroidy jako napfiklad estrogen a glukokortikoidy. (Trefts et al., 2017;
Wilhelm a Hegyi, 2007)

Jatra produkuji kazdy den az 750 ml zluci, ktera spole€né s produkty po traveni tuku
vytvari ve vodé emulgované komplexy, diky nimz mohou byt tuky a vitaminy rozpustné
13



v tucich lépe vstfebany. ZIug, ktera vznikla v hepatocytech je pomoci Zluovych cest
vedena do Zluéniku, kde se uskladfiuje a zahustuje. (Cihak, 2002; Wilhelm a Hegyi,
2007)

Lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (VLDL), s nizkou hustotou (LDL) a s vysokou
hustotou (HDL) jsou také produkovany a odbouravany jatry. Lipoproteinovou lipazou se
v jatrech dostavaji z chylomikroni mastné kyseliny, které se do hepatocytl dostavaji
pomoci CD36 transportérl. Beta oxidaci mastnych kyselin vznikaji v jatrech ketolatky,
coz jsou energicky bohaté latky, které se tvofi pfi dlouhodobém lacnéni. V jatrech se
zpracovava straveny cholesterol nebo si jej jatra sama vytvofi. Cholesterol ma v téle
nékolik funkci. Napfiklad je soudasti membran bunék. (Cihak, 2002; Trefts et al., 2017;
Wilhelm a Hegyi, 2007)

Lipofilni slou€eniny se musi biotransformaénimi reakcemi pfevést na sloucéeniny,
které Ize lépe vylouCit. Aby doSlo ktéto preméné, je potfeba mit enzymy
monooxygenazy, které jsou uskladnéné v endoplazmatickém retikulu. Monooxygenazy
se uplatfiuji pfi prvni fazi biotransformace, kdy dochazi k deaminaci, tvorbé zlu€ovych
kyselin a oxidativnimu odstépeni vazeb cholesterolu. V druhé fazi probihaji déje jako
oxidace, redukce a konjugace za vzniku hydrofilnich metabolit. Metabolity jsou poté
vylougeny moé&i nebo prechazeji do zlugi. (Cihak, 2002; Trefts et al., 2017; Wilhelm a
Hegyi, 2007)

PFi stravé bohaté na tuky si jatra ukladaji pfebyte¢ny tuk ve formé tukovych zasob.
Jatra maji skladovaci funkci, coz znamena, ze se v nich uchovavaji latky jako vitaminy,
meéd a zelezo. (Cihék, 2002; Trefts et al., 2017)

4.2. NAFLD a NASH

Nealkoholova tukova choroba jater (NAFLD) je popisovana jako abnormalni ukladani
tuka v jatrech, coz je spojovano s inzulinovou rezistenci. V histologickém nalezu se
NAFLD prokaze steatézou u vice nez 5 % hepatocytl anebo zvySenym obsahem tuku
vtkani nad 5,6 % objemu jater. NAFLD se muzZe projevit nealkoholovou prostou
steatézou (NAFL) nebo nealkoholovou steatohepatitidou (NASH), ktera zahrnuje
steatohepatitidu, fibrézu, jenz se muze rozvinout v jaterni cirh6zu, a hepatocelularni
karcinom (obrazek 3). Nepomér mezi pfijmem a vydejem energie vede ke steatdze, kvuli
které dochazi k nadmérnému ukladani triacylglyceroll bohatych na energii do tukové
tkané a do jater. Konkrétné k vyvoji NAFLD vede vétSi mnozstvi fruktdzy, transmastnych
kyselin atd. v potravé. (Hllek a Urbanek, 2018; Martinek a Trunecka, 2021)
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Obrazek 3: NAFLD spektrum — upraveno

Prevzané z: Guo et al., 2022a

Vyskyt metabolickych rizikovych faktord podporuje pravdépodobnost vzniku NAFLD.
NAFLD se rozviji vétSinou bez pfiznaku. NejCastéji se na toto onemocnéni pfichazi pfi
kontrole diabetickych a obéznich pacientll. NAFLD je kromé obezity a diabetu mellitu 2.
typu Casto spojovana s dyslipidémii, cystickymi ovarii nebo spankovou apnoi. V krvi se
NAFLD prokazuje nadmérnou aktivitou alaninaminotransferazy (ALT) a
aspartataminotransferazy (AST). Biochemickymi ani zobrazovacimi metodami nelze
odlisit NASH od NAFL. Jedinym zplUsobem, jak rozeznat NAFL a NASH je pomoci
zhodnoceni stupné fibrézy jaterni biopsii. Pro diagnézu NAFLD je dllezity nalez steatézy
spole¢né s balénovou degeneraci hepatocytt a lobularnim zanétem. (Hllek a Urbanek,
2018; Martinek a Trunecka, 2021)

4.2.2 Etiopatogeneze NASH

Vyskyt obezity a metabolického syndromu spoleéné s inzulinovou rezistenci
vyznamné souvisi s rozvojem nealkoholové steatézy a steatohepatitidy (obrazek 4).
Déale ma na vznik a rozvoj NAFLD vliv sniZzena fyzicka aktivita, vySSi pfijem kalorii a
genetické predispozice (napf. mutace v genu pro PNPLA3 - palatinu podobna
fosfolipazova doména 3). U pacientll stouto mutaci byl sou€asné zvySen vyskyt

hepatocelularniho karcinomu. (Halek a Urbanek, 2018)
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Vlivem inzulinové rezistence dochazi k poSkozeni hepatocytd mechanismy

oxida¢niho stresu, pfiemz jatra se steatézou jsou vice citliva vac&i oxidativnimu

poskozeni. Ke vzniku inzulinové rezistence vede nadmérné mnozstvi prozanétlivych

adipokinu, které jsou produkovany tukovou tkani.

Inzulinova rezistence pfimo vede

k lipolyze v okolnich tkanich, ke zvySené glukoneogenezi, ke sniZeni beta-oxidace, jenz

vede ke stimulaci syntézy triacylglyceroll a ke snizenému vyuzivani volnych mastnych

kyselin. Volné mastné kyseliny se ukladaji v jatrech. Pfi nadmé&rném mnozstvi inzulinu v

téle dochazi k aktivaci proteinu vazajiciho se na sterol-regulaéni element (SREBP), ktery

svym plUsobenim zvysSuje lipogenezi. Pfi steatéze je naruSena tvorba apolipoproteinu C3,

ktera vede k poSkozeni syntézy VLDL, a tudiz i k snizeni vylu€ovani lipida z jaternich

bunék. (Hulek a Urbanek, 2018)

V hepatocytech dochazi k esterifikaci mastnych kyselin glycerol-3-fosfatem za vzniku

monoacylglycerolu, diacylglycerolt a triacylglycerol, které se v nich poté uskladnuiji.
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Pfeména triacylglycerolu na diacylglycerol je zprostiedkovana pomoci tukové
triglyceridové lipazy. Diacylglycerol je aktivatorem protein kinazy Ce, ktera inhibuje
inzulin receptorovou kinazu prostfednictvim své membranové translokace, a tim snizuje

pusobeni inzulinu v inzulinové signalni kaskadé. (Byrne a Targher, 2015)

Pfi zvySeni koncentrace mastnych kyselin nastava nadmérna exprese proapoptickych
receptori Fas a ligandového receptoru vyvolavajiciho apoptdézu spojenou s tumor
nekrotizujicim faktorem 5 (TRAIL 5), coz vede k vyvolani apoptdzy a zhorSeni fibrozy a
zanétu. Volné mastné kyseliny ovliviiuji stabilizaci lysozymu, coz predchazi aktivaci
transkripniho nuklearniho faktoru kB (NF-kB). NF-kB zvySuje syntézu tumor
nekrotizujiciho faktoru a (TNFa), zpUsobuijici poruchu funkce mitochondrii, a interleukint
1 a 6 (IL-1 a IL-6), které vedou k nekréze hepatocytl a dalS§imu zhorSeni inzulinové
rezistence. NF-kB taktéz pfispiva ke zvySené syntéze cyklooxygenazi 2 (COX-2), kvdli
které se produkuji dalSi prozanétlivé mediatory. Reakce mitochondrii na vy38i mnozstvi
reaktivnich forem kysliku (ROS), coz je zplsobeno nadbytkem mastnych kyselin, vede
k tvorbé odprahujiciho proteinu 2. Tento protein snizuje mnozZstvi ROS a paradoxné také
tvorbu adenosintrifosfatu (ATP), pfi€emz muaze dojit ke smrti hepatocytl. Oxidacni stres
v hepatocytech je stupfiovan aktivitou cytochromu CYP2E1, ktera se zvySuje umérné
s mnozstvim mastnych kyselin a ketolatek, coz dale vede k prohlubovani inzulinové
rezistence. Nasledkem toxicity mastnych kyselin se syntetizuji vice triacylglyceroly.
K bunécné smrti vede téz zvySené mnozstvi volného cholesterolu v burice. (Hulek a
Urbanek, 2018)

4.2.3 Vyznam endotelovych bunék pfi jaternich onemocnénich

Endotelové buriky vystylaji sinusoidy v jaternim parenchymu a zajiStuji homeostazu
jater. Jejich funkci je produkovat protifibrotické a protizanétlivé latky prostfednictvim,
kterych zabraruji aktivaci hvézdicovych a Kupfferovych bunék. Za aktivaci
prozanétlivych cytokinl jsou odpovédné proteinové slozky inflamazémy. Metabolicka
regulace endotelovych bunék je zprostifedkovana parakrinni signalizaci z Kupfferovych
bunék, hepatocytl, hvézdicovych bunék a bunék imunitniho systému. (DeLeve a Maretti-
Mira, 2017; Furuta et al., 2023; Ibrahim, 2021)

Oproti ostatnim bufkam jsou endotelové buriky chudé na mitochondrie a energii
ziskavaji pres glykolyzu, pfiCemz ostatni bunky jsou spiSe zavislé na oxidativni
fosforylaci v mitochondriich nebo na tvorbé ATP. U téchto bunék je zvySena schopnost

pfijimat makromolekuly a nanocastice endocytozou zprostifedkovanou klatrinem. Tim se
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liSi od Kupfferovych bunék, které latky fagocytuji. (DeLeve a Maretti-Mira, 2017; Furuta
et al., 2023)

Endotelové buriky pfijimaji LDL pfes receptor stabilin-1. Vétsi hladiny LDL mohou
zvySovat pravdépodobnost rozvinuti metabolického syndromu a nealkoholové
steatohepatitidy. Metabolismus lipopolysacharidl probiha pfevazné v jatrech. Az z 75 %
mohou za tento proces endotelové buriky, které jsou schopné odbouravat komplex
navazanych lipopolysacharidli na HDL. Sérové hladiny lipopolysacharidd mohou byt
zvysené pifi NASH, jaterni cirh6ze a alkoholové hepatitidé. Endotelové a méné i
Kupfferovy bufky maiji schopnost pohlcovat virové Castice a zajistuji tak obranu proti

nékterym viram. (DelLeve a Maretti-Mira, 2017)

Nasledkem NAFLD se endotelové bunky méni morfologicky a funkéné spole¢né se
zvysSenou expresi adheznich molekul. PF¥i prvotnich fazich NASH dochazi k takzvané
kapilarizaci endotelovych bunék, coz znamena, ze se zmensi pocet a diametr fenestraci
a vznika souvisla bazalni membrana. Nasledkem steatézy probiha v hepatocytech
lipogeneze, nebot pfi kapilarizaci neprochazi zbytky chylomikrond pfes sinusoidy do
hepatocytd a burika si musi nahradit ztraty lipidd. S narlstajicim vékem se také vice
projevuje proces kapilarizace. (DeLeve a Maretti-Mira, 2017; Furuta et al., 2023;
Hammoutene a Rautou, 2019; Ibrahim, 2021)

Vlivem balénovych a zvétSenych hepatocytl pfi NASH jsou sinusoidy utlacovany,
¢imz vznika endotelova dysfunkce. Dochazi k poruSe regulace vazodilatace kapilar
v zavislosti na pusobcich z prostfedi, k zvySené tvorbé endotelinu-1 a tromboxan
syntazy. Také nastava inhibice endotelialni syntazy NO (eNOS), coz vede ke snizeni
produkce NO, ktery napomaha rozSifeni cév. (Hammoutene a Rautou, 2019; Ibrahim,
2021)

Podle in vitro experimentl snizuje oxidovany LDL funkci endotelialni syntazy NO pres
vazbu na receptor lipoxygenazy 1 (LOX1). Mnozstvi NO je krom toho snizeno kvali
palmitové kyseling, ktera reguluje aktivitu NOX1 enzymu. PFi sniZeni aktivity eNOS se
zvySuje aktivita indukované formy NO syntazy (iNOS). Tento enzym zvySuje oxidativni
stres, coz vede k prohloubeni endotelové dysfunkce. Indukovana syntaza NO
spotfebovava NO, ze kterého vytvari peroxynitrit. NO takeé inhibuje de novo lipogenezi.
kyselin a snizuje aktivitu acetyl koenzym A karboxylazy a glycerol-3-fosfat
acyltransferazy. Snizené mnozstvi NO zpUsobuje aktivaci Kupfferovych bunék. Na

endotelovou dysfunkci ma vliv i inzulinova rezistence, protoZe inzulin ma vazokonstrikéni
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ucinky, které jsou pfi steatdze naruSeny. K endotelové dysfunkci dochazi v brzkych
stadiich rozvoje NAFLD, nebot bylo zjisté€no, ze je snizena schopnost vazokonstrikce i
u steatotickych jater bez zanétu a fibrézy. (DelLeve a Maretti-Mira, 2017; Furuta et al.,
2023; Hammoutene a Rautou, 2019; Ibrahim, 2021)

V normalnich jatrech plsobi endotelové buriky proti aktivaci hvézdicovych bunék.
Bylo zjisténo, ze pfi kapilarizaci endotelu jater nedochazi k tomuto branéni, a naopak
endotelové bunky produkuji profibrogenni molekuly jako Hedgehog proteiny,
transformujici rastovy faktor B (TGF-3) a laminin spole¢né s fibronektinem. Tyto latky
aktivuji hvézdicové bunky, jenz prohlubuji svoji aktivaci produkci dalSich Hedgehog
proteinl. Fibréza pfi NASH vznika nasledkem nadmérné tvorby mimobuné&né matrix

hvézdicovymi bufkami. (Hammoutene a Rautou, 2019)

Nasledkem jaternich onemocnénich muize byt nalez hepatocelularniho karcinomu.
Bé&hem procesu rustu karcinomu ztraci endotelové buriky markery jako stabilin-1 a 2,
CD32b a hyaluronovy receptor lymfatického endotelu 1 (LYVE-1). Snizuje se exprese
intercelularni adhezni molekuly 1 (ICAM-1) na povrchu endotelovych bunék a tim ztraci
leukocyty schopnost adherovat na buriky. ZvySuje se tvorba intergrin(i, které svym
pasobenim usnadnuji adhezi rakovinnych bunék. T lymfocyty vytvaFi imunosupresivni
prostfedi, nebot si vyvinou toleranci k rakovinnym antigenim. Protein vazajici mastné
kyseliny 4 (FABP4) produkovany endotelovymi burfikami a tukovou tkani je sérové
zvySen u pacienttd s NAFLD. Tato latka ma proonkogenni vlastnosti, nebot podporuje
proliferaci jaternich bunék. Bylo zjisténo, Ze zvySena angiogeneze ma pozitivni vliv na

tvorbu hepatocelularniho karcinomu. (Hammoutene a Rautou, 2019)
4.2.4 Markery endotelové dysfunkce

Pfi probihajicim zanétu endotelové buriky prezentuji antigeny a jsou schopny navodit
tvorbu interferonu IFN-y a interleukind IL-4 a IL-10 CD4 T-lymfocyty. Kvili adheznim
molekulam a chemokinlm se na endotel navazou leukocyty, které prechazeji pres
endotel pomoci transcelularnino nebo paracelularniho transportu a vytvafi zanétlivé
loZzisko. Pfed pfilnutim leukocytl nastava takzvany rolling leukocytl, ktery je
zprostfedkovan receptory o nizké afinité konkrétné selektiny a adreziny. Leukocyty
s navazanymi selektiny zvySuji prostfednictvim vnitfnich signald afinitu membranovych
integrind, které se nasledné vazou na adhezni molekuly. (Cook-Mills et al., 2011; DelLeve
a Maretti-Mira, 2017)

19



Endotelove

bunky

Zanétlive
cytokiny
(TNFa,

IL-6, IL-1B)

Mirny zanét ma pozitivni ucinky na jaterni tkan, nebot navozuje znovuobnovu
homeostazy soucasné také napomaha opravé tkané. Pfi dlouhodobém zanétu, ktery se
vyskytuje pfi NASH, dochazi k poskozeni nebo smrti jaternich bunék. Ulozené tuky
v hepatocytech maji na bunku toxicky vliv, pfi kterém jatra produkuji vétSi mnozstvi
extracelularnich vackl s obsahem prozanétlivych chemokint a cytokinl (obrazek 5), coz
vyvola adhezi monocytl k hepatocytim. Vacky konkrétné obsahuji chemokininovy (C-
X-C motiv) ligand (CXCL10), integrin ITGa931 a Vanin-1, které plsobi chemotaxicky na
monocyty. Za adhezi leukocytl, které prechazeji do mista zanétu, je prevazné
odpovédna molekula vaskularni bunééné adheze 1 (VCAM-1) spole¢né s vaskularnim
adheznim proteinem 1 (VAP-1) a ICAM-1. DalSi funkci VAP-1 je aktivace hvézdicovych
bunék pfi zanétu, coz vede k podpore fibrézy. Endotelové buriky b&€hem NASH produkuji
prozanétlivé latky, jako je napfiklad IL-6, IL-1, TNFa a monocytovy chemotakticky
protein 1 (MCP1). Knavozeni syntézy téchto latek a adheznich molekul musi byt

aktivovan NF-kB, jehoz aktivace je zpusobena zanétem, lipotoxicitou a produkty ze

stfevnich bakterii. (DeLeve a Maretti-Mira, 2017; Hammoutene a Rautou, 2019; Ibrahim,
2021)
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Obrazek 5: Endotelova dysfunkce — upraveno

Pfevzané z: Ibrahim, 2021
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Expresi adheznich molekul ovliviuji cytokiny, turbulentni proudéni krve cévami,
vysoké hodnoty ROS a mikrobialni stimulace endotelialnich toll-like receptort. (Cook-
Mills et al., 2011)

Angiopoetin spole¢né s leptinem vedou k patologické aktivaci angiogeneze, coz
znamena, ze dochazi k tvorbé novych cév z jiz existujicich cév. PFi obezité se objevuje
nadbytek leptinu, ktery zpUsobuje aktivaci hvézdicovych bunék a zvySuje mnozstvi TGF-
B v endotelovych a Kupfferovych burkach. Proti aktivaci hvézdicovych bunék plsobi
adiponektin, jenz vede k inhibici jejich funkce a nasledné apoptdze. Pfi NASH dochazi
ke snizeni adiponektinu. Hodnoty leptinu jsou pfi NASH v séru vystuphované.
(Hammoutene a Rautou, 2019; Hulek a Urbanek, 2018)

Fyziologicky pfispiva angiopoetin-1 a 2 ke stabilité cévniho rfecisté. U steatickych jater
podporuje angiopoetin-2 nefyziologickou angiogenezi. Hodnota tohoto proteinu je u
pacientu s NASH v séru zvySena, nesouvisi vSak s fibrozou, ale koreluje s poSkozenim
tkané zanétem, steatézou a balénovanim hepatocytl. ZvySena angiogeneze mize
podporovat zanét a fibrézu jater. Hlavni proangiogenni regulator je vaskularni endotelovy
ristovy faktor (VEGF), jenz je zvySeny v séru pacientl se steatotickymi jatry. Jeho
plasobeni je podporovano hypoxii indukovanym faktorem (HIF), ktery se nachazi
v loziscich s hypoxii, ktera nastava pfi zanétu. K angiogenezi pfispivaji i cytokiny a ROS.
V extracelularnich vaccich hepatocytd se mimo jiné nachazeji proangiogenni latky.
Daldim ukazatelem jaterni fibrézy pfi NASH je angiotenzin Il, nebot’ zvySuje proliferaci a

aktivitu hvézdicovych bunék. (Hammoutene a Rautou, 2019; Hllek a Urbanek, 2018)

4.2.4.1 VCAM-1
VCAM-1 neboli CD106 je jednim z proteini podobnych imunoglobulinim, ktery

zajiStuje adhezi prozanétlivych monocytl k sinusoidni vystelce. Nachazi se na
laminarnim a lateralnim povrchu endotelovych bunék nikoliv v8ak na bazalnim povrchu.
V aktivovanych endotelovych burikach se VCAM-1 vyskytuje spole¢né s ICAM-1 a
s tetraspaniny CD9, CD81 a CD151, které vytvareji mikrodoménu bohatou na
tetraspanin.(Cook-Mills et al., 2011; Guo et al., 2022b)

VCAM-1 se sklada z nékolika domén, které jsou spojeny pres disulfidické vazby
(obrazek 6). Obsahuje 7 extracelularnich domén, transmembranovou doménu a
cytoplazmatickou doménu. AZ na sedmou doménu maji ostatni extracelularni domény
k sobé jednu jinou homogenni doménu. Kazda ztéchto domén obsahuje N-
glykosylovany konec, kterym se doména vaze na galektin-3 na eozinofilech. U lidi

nachazime dvé sestfihové varianty. Budto VCAM-1 obsahuje 7 domén pfipominajici
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imunoglobuliny nebo Sest domén, pficemz se postrada ¢tvrta doména. (Cook-Mills et al.,
2011; Kong et al., 2018)

D1-7, Domény 1-7
¢*, N-glykosylace
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(Clovék, mys) (Clovék) (mys)

Obrazek 6: Varianty VCAM-1 — upraveno

Prevzané z: Cook-Mills et al., 2011

Tuky toxicky zpUsobuji zvySenou expresi VCAM-1 pfes mitogenem aktivované
proteinové kinazy. VCAM-1 pfispiva k rozvoji kapilarizace endotelu b&hem NASH a
k aktivaci hvézdicovych bunék pfes protein YAP1 (z anglického ,YES associated
protein®“) pfes Hippo signalni drahu (obrazek 7). Nékteré studie naznacuji, Ze adhezni
molekuly v&etné VCAM-1 mohou aktivnhé zménit cytoskelet endotelovych bunék. Jeho
exprese se zvySuje kromé NASH i pfi jinych zanétlivych onemocnénich, jako je napfiklad
aterosklerdéza a astma. Exprese tohoto proteinu nemusi byt specificka pro endotelové
buriky, ale muze se nachazet i na dendritickych bunkach, tkanovych makrofazich,
myoblastech, Kupfferovych burikach, hvézdicovych bufkach atd. (Guo et al., 2022b;
Kong et al., 2018)
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Obrazek 7: Vliv VCAM-1 na tvorbu extracelularni matrix — upraveno

Prevzané z: Guo et al., 2022b

Exprese VCAM-1 je navySena pfi vysokych hodnotach ROS, glukdzy, oxidovaném
LDL (oxLDL) nebo 25-hydroxycholesterolu, pfi mikrobialni stimulaci endotelovych bunék,
pfi smykovém napéti a v pfitomnosti prozanétlivych cytokini a agonistu toll-like
receptoru. Aktivace VCAM-1 genu je regulovana pomoci NFkB faktoru a interferony,
pficemz mnozstvi ROS je v pfimé uméfe se stimulaci NFkB. (Cook-Mills et al., 2011;
Kong et al., 2018)

VCAM-1 se vaze na cirkulujici leukocyty jako eozinofily, bazofily, lymfocyty a
monocyty prostfednictvim integrinl a9B2, a4B7 a a4B1. Nejvice se vaze na integrin
a4p1, pfiCemz s timto integrinem interaguje i fibronektin a heparin. Konkrétné se a4£1
vaze na VCAM-1 doménu 1, ke které se téz vaze a4f37 integrin, a méné na doménu 4,
nebot k prostfedkovani vazby potfebuje vétsi afinitu. Vazby, které potfebuji vice afinity
jsou pevnéjsi a adheze integrinu k endotelu neni narudena silou krevniho toku. Aktivace
integrinu je ovlivnéna mnozstvim kationtd s oxidacnim Cislem +2. (Cook-Mills et al.,
2011)

Pfi vazbé leukocytu na endotel dochazi k pfeméné plazmatické membrany

endotelovych bunék, které vytvofi prohluben, jenz obklopi leukocyt. Pravdépodobné
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tomu tak je kvuli tomu, aby se utvofila pevnéjSi adheze mezi burfikami a usnadnila se

migrace leukocytu pres endotel. (Cook-Mills et al., 2011)

Aktivace VCAM-1 (obrazek 8) podporuje aktivaci vapenatych kanall k uvolfiovani
intracelularniho vapniku a aktivuje proteiny Gai2 (inhibujici a podjednotka G proteinu) a
Rac1 (Ras souvisejici C3 botulotoxin substrat 1). Rac1 spole¢né s vapenatymi kationy
aktivuje NADPH oxidazu 2 (NOX2), ktera syntetizuje superoxid, jenz dismutuje na malé
mnozstvi peroxidu vodiku. Peroxid vodiku oxiduje matrixovou metaloproteinazu a
difunduje do buriky pfes buné&nou membranu, zatimco superoxid zlistava mimo buriku
a aktivuje bunécénou protein kinazu Ca, pres kterou se aktivuje protein tyrozin fosfatazu
1B (PTP1B). Aktivace tohoto enzymu je nutna pro pohyb leukocytli do endotelu.
Matrixové metaloproteinazy umoznuji pfechod leukocytll pres endotel, nebot jejich

plusobenim se rozklada matrix a receptory v bunéénych spojich. (Cook-Mills et al., 2011)

CD151

Endotelova
bunka

Lokalizace mista s
otevienymi endotelovymi
spoji pro migraci
leukocytu
Obrazek 8: Signalni draha VCAM-1 — upraveno

Prevzané z: Cook-Mills et al., 2011
Rac1 se tézZ podili na tvorbé aktinovych vidken prostfednictvim indukce Rho proteinu.
Zpusobuje zmény v cytoskeletu a spojich endotelovych bunék. Aktivita Rac1 proteinu
spole€né s produkci ROS zvySuje permeabilitu endotelu a leukocytarni migraci.
(Wittchen, 2009)
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VCAM-1 se uplatriuje i v procesu angiogeneze a metastazovani, nebot jeho zvyseny
vyskyt se prokazal pfi rakovinach postihujicich rizné systémy. Bylo zjisténo, Zze béhem
rakovinného bujeni je ve tkanich bohatych na VCAM-1 vétsi pocet malych cév. Nékteré
studie naznacuiji, ze hodnota sérového VCAM-1 koreluje s angiogenezi a hustotou cév
v tkanich béhem rakoviny. Exprese tohoto proteinu endotelovymi burfikami muaze byt
zvySovana VEGF faktorem. Inhibice VCAM-1 protilatkami mize oba tyto procesy
limitovat. (Kong et al., 2018)

VCAM-1 se v plazmé nachazi v rozpustné formé. Jeho uvolnéni z endotelového
povrchu je zplsobeno enzymem s disintegrinem a metalopeoteinazovou doménou
(ADAM) 17 a v nékterych pfipadech i ADAM8 a ADAM9. (Cook-Mills et al., 2011)

4.2.4.2 Endoglin
Endoglin (ENG) neboli CD105 spada mezi transmembranové glykoproteiny. Sklada

se ze dvou casti spojenych disulfidickou vazbou. Tento glykoprotein vykazuje velkou
mezidruhovou podobnost. V téle jej mizeme nalézt ve dvou formach. Budto se jedna o
rozpustnou formu endoglinu v plazmé& nebo o membranovou neboli tkahovou formu

endoglinu. (Igreja Sa et al., 2020; Schoonderwoerd et al., 2020a)

Jeho kratka cytoplazmaticka doména je odpovédna za jeho ko-receptorove vlastnosti,
pricemz spiSe pfeménuje signalni odpovéd, nezli ji spousti. Kromé kratké izoformy ma
endoglin i dlouhou izoformu, ktera je vice exprimovana. Nazvy izoform jsou odvozeny od
délek jejich cytoplazmatickych koncu, nebot kratka se sklada pouze ze 14 aminokyselin
a dlouha izoforma oproti tomu je sloZzena z 47 aminokyselin. l1zoformy se téz Iisi
v ovlivnéni signalnich drah. Kratky ENG podporuje ALK5S (kinaza podobna aktinovym
receptorim) drahu, a naopak dlouhy ENG podporuje ALK1 signalni drahu, coz vede
k rozdilné aktivaci genu. U mysi dlouha izoforma pfi nadmérné expresi vyvolava fibrézu
v ledvinach, pficemz kratky ENG sniZuje ledvinnou fibrozu i zanét. (Schoonderwoerd et
al., 2020a)

Bylo zjisténo, ze u mySi s expresi kratké izoformy a ICAM-2 reaguje endoglin méné
na inhibici NO, coz vedlo k hypertenzi. Endotelové buriky u t&chto mysi reagovaly méné
na TGF-B1, a to spélo k myslence, Ze zvySena exprese tohoto endoglinu je zplsobena

starnutim bunky. (Schoonderwoerd et al., 2020a)

Exprese endoglinu je ovliviiovana také kostnim morfogenetickym proteinem 9 (BMP-
9) a hypoxii, ktera jeho expresi zvySuje. BMP-9 patfi do nadrodiny TGF-B. (Igreja Sa et
al., 2020; Schoonderwoerd et al., 2020a)
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ENG reguluje signalizace TGF-B faktori, nebot je pro tyto rustové faktory ko-
receptorem (obrazek 9). Pusobeni TGF-f faktor( je zprostfedkovano pres navazani na
ALK receptory. ENG reaguje v8ak s TGF- pouze tehdy, je-li TGF-B1 nebo TGF-33
spojen s TGF-BRII, se kterym se vazou extracelularni i intracelularni domény ENG. Tyto
domény soucCasné zprostfedkovavaji vazbu s ALK5 receptory, a tim inhibuje ENG
aktivitu téchto receptortl. Nasledkem inhibice ALK5 zprostfedkované drahy je zvySena
aktivace angiogeneze. Bez pfitomnosti endoglinu fosforyluje ALKS Smad2/3 (z
anglického ,small mothers against decapentaplegic®) a spolu se Smad4 se pfesouva do
jadra bunky. Endoglin v komplexu s ALK1 na sebe vaze BMP-9, pficemz tato afinita
k BMP-9 je silngjsi nez k TGF-1. ALK1 draha fosforyluje Smad1/5/8 proteiny, které se
prostfednictvim Smad4 dostanou do jadra, kde vyvolaji signaly k proliferaci
endotelovych bunék a stimulaci angiogeneze. (Igreja Sa et al., 2020; Liu et al., 2020;
Schoonderwoerd et al., 2020a)
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Obrazek 9: Signalni draha endoglinu — upraveno
Prevzané z: Liu et al., 2020

Schopnost exprese endoglinu vykazuji nejen endotelové buriky, ale téz fibroblasty,

hvézdicové bunky, buriky hladkého svalstva a makrofagy. (Bus, 2018; Igreja Sa, 2020)

Za patologickych podminek ENG zplsobuje vétSi aktivaci fibroblastu, které se
akumuluji ve tkanich a nastava proces fibrotizace. Primarné je pficinou fibrozy
dlouhotrvajici zanét, b&hem kterého se z imunitnich bunék vyplavuji cytokiny, chemokiny
a dalsi faktory. Jednim z hlavnich regulatord fibroblastd je TGF-B, kvdli kterému
fibroblasty po navazani produkuji velké mnozstvi extracelularni matrix a proteina, které

tuto matrix pfeménuji anebo odstranuji. (Schoonderwoerd et al., 2020a)

Produktem reakce ENG s metaloproteinazami je solubilni endoglin, ktery dokaze

vyvolat cévni poruchy. Solubilni forma ENG pusobi negativnhé na angiogenezi, nebot

26



dokaze vychytavat TGF-B. Vaze se na leukocytové integriny a tim blokuje jejich adhezi

na endotelové bunky.(lgreja Sa et al., 2020; Schoonderwoerd et al., 2020a)

Nasledkem snizené exprese endoglinu endotelovymi burikami je zvySena fosforylace
proteinkinazy B. Aktivaci této drahy dochazi k snizené expresi adheznich molekul i po
stimulaci VEGF, udajné kvdli inhibici fosforylace aktivacniho transkripéniho faktoru 2
(ATF2), ktery dokaze regulovat expresi VCAM-1 genu. (Bus et al., 2018)

Vysoké hodnoty solubilniho ENG v plazmé& mohou kromé jinych onemocnénich, jako
je hypercholesterolémie, diabetes 2. typu a arterialni hypertenze, poukazovat na rozvoj
fibrézy. Bylo zjisténo, Ze exprese tohoto glykoproteinu je zvySena u aktivovanych

hvézdicovych bunék. (Igreja Sa et al., 2020)

V predeslych studiich bylo zjiSténo, ze pfi rGznych onemocnénich jako napfiklad pfi
diabetické nefropatii koreluje mnozstvi exprimovaného endoglinu v tkani s mnozstvim
VCAM-1. (Bus et al., 2018)

4.3. Zvifeci modely jaterniho posSkozeni typu NAFLD

Idealni zvifeci model by mél po patofyziologické strance pfipominat co nejvice lidské
nemoci. Protoze je jaterni steat6za spiSe asymptomatické onemocnéni, sleduji se
primarné jatra postizena NASH. Tyto jatra vykazuji steatézu spole€né se zanétem a

balénovanim hepatocytl s ur€itym stupném fibrézy. (Jahn et al., 2019)
4.3.1 NAFLD modely s genetickymi zménami

Mysi s nedostatkem leptinu (ob/ob) se jiz dlouho vyuzivaji ke studiu NAFLD a jinych
metabolickych nemoci. Leptin je fyziologicky produkovan v tukové tkani, ale u ob/ob mysi
je tato produkce naruSena kvuli bodové mutaci v ob genu. Nevyhodou ob/ob modelu je
to, Ze u lidi s NAFLD chybi leptin jen minimalné. VétSinou jsou sérové hladiny u pacientt

s NAFLD normalni anebo zvySené. (Jahn et al., 2019)

DalSi skupinou modelovych mysi jsou mySi s nefunkénim receptorem pro leptin neboli
db/db mysi, u kterych probé&hla spontanni mutace v db genu, ktery je odpovédny za
expresi leptinového receptoru. Tyto mysi maji poskozenou signaini drahu leptinu a jsou
rezistentni vi¢i hladindm tohoto hormonu. Oproti ob/ob mySim jsou vice nachylné na
rozvoj jaterni fibrézy. U lidi se nedostatek tohoto receptoru vyskytuje ojedinéle. (Jahn et
al., 2019)
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U LDL receptor (LDLr) deficientnich mySi nedochazi k endocytéze LDL a prebytecny
cholesterol zustava v cirkulaci, coz vede krozvoji hypercholesterolémie. Obezita a
inzulinova rezistence je u LDLr deficientnich mySi méné zavazna. V minulosti se tyto

mysSi vyuzivaly pfevazné ke studiu aterosklerézy. (Jahn et al., 2019)

Lipoproteinové Castice prenasejici cholesterol a tuky se skladaji mimo jiné i
z lipoproteinu  E. U mySi snedostatkem ApoE (apolipoprotein E) nastava
hypercholesterolémie a hyperlipidémie jako nasledek Spatného precisténi krve od tuka.
Inzulinova rezistence se prokazala jen u nékterych mysi. PFi histologickém vysetfeni je

u ApoE deficientnich mysi viditelné ukladani kolagenu. (Jahn et al. 2019)
4.3.2 NAFLD modely indukované dietou

MysSi s dietou s nedostatkem methioninu a cholinu (MCD) se v minulosti pouzivaly
nejvice pfi studiu nastupu a vyvoje NAFLD. Hlavni vyhodou MCD mysi je, ze staci
podavani této stravy 2 az 8 tydnu k tomu, aby se u nich rozvinulo NAFLD ve formé fibrozy
s pfedesSlym zanétem a steatézou. Ktomu, aby v hepatocytech probihal spravné
metabolismus tukd, je dulezité, aby v hepatocytu byla udrzovana urcita hladina
methylovych skupin. Pfedpoklada se, Ze po této stravé dochazi ke snizeni vylu¢ovani
tukd jaterni bunkou prostfednictvim VLDL &astic souCasné se zvySenim oxidacniho
stresu. Nevyhodou MCD modelu je to, Ze mysi po této stravé vyrazné zhubly, zvysila se
jim citlivost na inzulin a sniZila se jim hladina cukru v krvi, avSak u vétsiny lidi k témto

zménam nedochazi. (Jahn et al., 2019)

4.3.2.1 Mysi s dietou s nedostatkem cholinu (CD)

Aby se zabranilo pfilisnému hubnuti mysi byla zavedena CD dieta. Témto mySim se
davaji normalni nebo lehce sniZzené davky methioninu bez pfitomnosti cholinu. MySim
se mohou podavat rizné davky L-aminokyselin, anebo snizené ¢i zvySené davky tuku.
Tyto mySi béhem Sesti az osmi tydnd na této stravé vykazuji znaky NASH s velmi
rozsahlou fibrézou, ktera se do dvanacti mésict vyvine u &tvrtiny mysSi v hepatocelularni
karcinom. (Jahn et al., 2019)

Mezi CD diety patfi i cholin-deficitni a L-aminokyselinami definovana (CDAA) dieta,
pfi které jsou proteiny nahrazeny stejnym mnozstvim L-aminokyselin. Po této stravé byla
snizena oxidace mastnych kyselin v jaternich bunkach spolecné se zvySenym
oxidativnim stresem. Pokles oxidace masnych kyselin nastava kvuli redukci exprese
enzymu acyl-koenzym A oxidazy 1 (ACOX-1) a karnitin palmitoyl tranferazy 1A (CPT1A).

U mySich s CDAA dietou se muZe objevit inzulinova rezistence az po 22 tydnech,
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k Eemuz se poji rozvoj obezity a zvySené hodnoty cholesterolu a triglycerid v krvi.
Rozvoj inzulinové rezistence je pravdépodobné ovlivnén stfevni mikroflérou. Po delSi
dobé vyzivy v podobé CDAA stravy je patrné zvySeni ALT hladin v krevnich testech. (De
Minicis et al., 2014; Flessa et al., 2022; Van Herck et al., 2017)

Zjistilo se, ze u mySi po CDAA stravé se snizila exprese fosfoenolpyruvat
karboxykinazy (PEPCK) enzymu a produkce glukéza-6-fosfatu jiz po jednom mésici.
Taktéz byla snizena produkce ChREBP ( z anglického ,carbohydrate response element
binding protein®) proteinu, ktery stimuluje lipogenezi. Ta tudiz nenastava. CDAA strava
ovlivnila téz expresi genu, které jsou vyznamné pfi jaternim poskozeni nebo zanétu, a
nastalo zvySeni produkce TNFa, MCP-1, IL-1P3 atd. U CDAA diety je patrné vétsi ukladani
kolagenu do hepatocytt. (De Minicis et al., 2014)

PFi spojeni CDAA stravy a vysokotukové stravy, kdy 60 % kcal bylo z tukd s malym
pfidavkem methioninu (0,1 %), doSlo k rychlejSi progresi onemocnéni presnéji fibrozy
zhruba do 9 tydnu. Tato strava se vS8ak nedoporucuje ke studiu metabolickych zmén,
nebot’ u mysSi nejsou tyto zmeény patrné, pficemz u lidi je metabolicky syndrom a obezita
charakteristicky pro NAFLD. V histologickych fezech téz neni viditelné baldénovani
hepatocytu. (Carreres et al., 2021; Flessa et al., 2022; Van Herck et al., 2017)

Strava bohata na tuky (HFD) m(ze obsahovat taktéz vétSi mnozstvi cukr(i (pfevazné
fruktéza a sachar6za) anebo cholesterolu, ¢imz vznika velky pocet rozdilnych diet
(obrazek 10). Diety se rovnéz rozliSuji v pouzitych tucich. Néktera strava muze byt
zaloZena na kokosovém eventualné sojovém oleji, anebo se vyuZivaji tuky ze zvifecich
produktl jako je mléko €i sadlo. Nevyhodou tohoto modelu je to, Ze trva delSi dobu, nez
se rozvine onemocnéni a také je potfeba pouzit vice mySi, nebot na vysledky maji vliv
interindividualni rozdily. Naopak velkou vyhodou téchto mysi je, Ze Ize u nich prokazat
jak inzulinovou rezistenci a obezitu, ale také mikroskopicky jaterni fibr6za a zanét.

Nékteré mysSi dokonce trpély hepatocelularnim karcinomem. (Jahn et al., 2019)
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Obrazek 10: Rozvoj onemocnéni u mySi po riznych dietach — upraveno

Prevzané z: Carreres et al., 2021

4.3.7 Ostatni zvifeci modely

Kromé mysi se ke studiu NAFLD pouzivaji prasata, kralici Ci krysy, kterych jatra pfi
vhodné stravé vykazuji znaky NASH vc€etné fibrozy. Prasata a kralici se daji vyuZzit ke
vyzkumu NAFLD u déti, nebot oproti mySim dospivaji pomaleji. Dal$i vyhodou prasecich
modelu je to, Ze jejich metabolismus lipidU a cholesterolu se vice podoba lidské fyziologii,
nez jsou hlodav&i modely podobné lidem. Ustajeni téchto zvifat je v8ak velmi naroéné a

genetické vlastnosti nejsou zcela prozkoumané. (Jahn et al., 2019)

4.4 Protilatka M1043

Tato protilatka byla vytvofena firmou TRACON Pharmaceuticals po zjisténi, ze
protilatka TRC105 se vaze na lidsky endoglin, ale jeji afinita k mySimu endoglinu je
snizena. M1043 tlumi signalizaci BMP-9 proteinu a vaze se specificky na mysi endoglin.
Jedna se o monoklonalni krysi IgG1 (imunoglobulin G1) protilatku, jenz nevyvolava
bunécnou cytotoxicitu, &imz se liSi oproti TRC105. Spole¢né s TRC105 tlumi Smad1
fosforylaci v endotelovych burikach, ktera je vyvolana BMP-9 (obrazek 11). (Liu et al.,
2020; Schoonderwoerd et al., 2020b)
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Obrazek 11: Vazba TRC105 na endoglin — upraveno

Prevzané z: Liu et al., 2020

Endoglin se kromé& endotelu vyskytuje i na fibroblastech pfi rakoviné prostaty a
kolorektalnim karcinomu. P¥i studiu Ié€by nadort pomoci endoglinovych protilatek, bylo
zjisténo, ze po imunizaci mysi protilatkou TRC105 se v prvotnich fazich onemocnéni
rozvinulo méné rakovinnych télisek o mensim rozméru oproti kontrole. K tomuto zavéru
nedos$lo pfi l1éCbé protilatkou M1043, ale pfi spojeni endoglinovych protilatek s PD1
(protein programované bunééné smrti 1) inhibitorem doslo k cilenému snizeni poctu lézi
a jejich velikosti. Pouziti samotného inhibitoru PD1 vedlo téz k témto zavérim, ale
spolecny vliv endoglinovych protilatek a inhibitoru byl vice markantni. Tato studie se
zamérovala na rozvoj kolorektalniho tumoru. Také bylo zjisténo, Ze pfi spojeni PD1 a
burikami pfi transplantaci stfevniho nadoru do zdravych mysi. Az u 20 % téchto modeld

doslo k uplné regresi nadoru.(Schoonderwoerd et al., 2020b)

Po histologickém vysSetfeni mySi po 1é¢bé fibrozy M1043 protilatkou se na jaternich
fezech prokazalo mensi mnozstvi kolagenu. Také se zmenSila rozloha fibrézy oproti
mysSim po lé€bé s jinou krysi IgG1 protilatkou ¢i mySim s nelé€enym NASH. Po lé¢bé
M1043 se u mySi snizily sérové hodnoty ALT a AST, mnozstvi uloZenych triacylglyceridu
v jatrech a téz se snizil objem jater. Této endoglinové protilatce se taktéz pripisuji
protizanétlivé uc€inky a protektivni ucinky, nebot' po Ié€bé bylo patrné ¢astecné utlumeni
zanétu.(Theuer, 2016)
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4.5 Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) je vedle barveni hematoxylinem a eozinem jednou
k detekci nadorovych onemocnéni. V dnedni dobé se vSak pouziva k identifikaci
markerd onemocnéni s moznou lécbou. Princip IHC zavisi na specifické interakci
bunécného Ci tkafilového antigenu nej¢astéji s IgG protilatkou. Vazba mezi protilatkou a
antigenem je zpusobena hydrofobnimi, iontovymi vazbami a vodikovymi mustky. (Kabiraj
et al., 2015; Kalyuzhny, 2016)

Monoklonalni protilatky jsou nejCastéji ziskavany z mysi, kterym se injek&né aplikoval
imunogen. B-lymfocyty jsou burnky produkujici protilatky, které se po imunitni reakci
ziskaji ze sleziny mysi. B-lymfocyty maji omezené pfezivani, proto se k nim pfidavaji
myelomové bunky. Vznikaji tak hybridni bunky (hybridomy), jenz produkuji monoklonalni
protilatky, které se vazou specificky k jednomu antigenu, a jsou témér nesmrtelné.
Vyhodou monoklonalnich protilatek je, ze jsou stejné mezi riznymi odbéry. (Kabiraj et
al., 2015; Kalyuzhny, 2016)

Polyklonalni protilatky jsou odebirany napfiklad z koné&, kralika nebo z kozy. Oproti
monoklonalnim protilatkdm maiji vétsi afinitu, coz je na ukor snizené specifity. Po podani
imunogenu se protilatky ze zvifete ziskaji jako soucasti krevniho séra. Hlavni vyhodou
polyklonalnich protilatek je to, Ze jsou tvofeny z vice klonl plazmatickych bunék a dokazi
se tak vazat na rGzné izoformy proteinu, které chceme detekovat. Nevyhodou je, ze
mnozstvi ziskanych protilatek je limitovano mnozstvim odebrané krve. (Kabiraj et al.,
2015; Kalyuzhny, 2016 )

K tomu, aby se tkarn mohla vyuzit k imunohistochemii, se nejdfive musi fixovat. Fixace
zabranuje autolyze a pfemisténi bunék, zachovava bunécné slozky a pfipravuje tkan na
nasledné barveni. NejCastéji se jako fixaCni Cinidlo pouziva formaldehyd. Chemicka
fixacni Cinidla bud na sebe navazou dvé molekuly antigenu, coz zpUsobi jejich stabilitu
nebo zplsobi jejich pfeménu na nerozpustné pevné latky Ci precipitaci. (Kabiraj et al.,
2015; Kalyuzhny, 2016)

Pfed samotnou IHC se musi fezy odparafinovat a poté se nechaji v roztoku Tritonu
X-100 nebo Tween 20 v PBS (fosfatovy pufr), které rozru$i plazmatickou membranu tim,
Ze sami pfipominaji lipidovou membranu. Proteiny z plazmatické membrany pfestupuji
na tyto Cinidla. Pfes naruSenou membranu mohou Iépe pronikat protilatky do bunky. Pfi
IHC je nutné pouzivat neutraini pufr, nebot pfi zméné pH muze dojit k rozkladu tkané.
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Nejcastéji se pouziva PBS nebo TBS (tris(hydroxymethyl) aminomethan pufr). (Kabiraj
et al., 2015; Kalyuzhny, 2016)

Béhem fixace formaldehydem muzZe nastat navazani vapenatych iontl. Také maze
dochazet k interakcim mezi proteiny navzajem anebo s nukleovymi kyselinami, coz
dokaze vést k naruseni nebo k zabranéni viditelnosti antigenu. Tomu zabrani takzvany
antigen retrieval, kterého muze byt docileno pouzitim mikrovinnych vin, vodni lazné,
autoklavu atd. Pfesny mechanismus neni znam, ale pravdépodobné dochazi k rozruseni
interakci mezi proteiny nebo k jejich extrakci €i precipiraci a hydrolyze Schiffovym
¢inidlem. U v8ech zpuUsobUl je potfeba pouzit chelata¢ni €inidlo jako je citrat ¢i EDTA

(kyselina ethylendiamintetraoctova), aby nedoslo k vysuseni tkané. (Kabiraj et al., 2015)

Aby nedochazelo k reakcim endogennich enzyml(, jako je alkalicka fosfataza a
peroxidaza s IHC Cinidly, nechavaji se fezy v3 % H>0,, ktery blokuje peroxidazu.
K zamezeni vlivu alkalické fosfatazy se pouziva levamizol. Pokud se nezablokuji tyto
enzymy, mohou ovlivnit pfesnost detekce, nebot mohou také pfeménit substrat na
barevny produkt. (Kabiraj et al., 2015; Kalyuzhny, 2016)

Jednim z nejcastéjSich problému pfi IHC je nespecificka vazba primarni a sekundarni
protilatky na jiné tkarfiové proteiny. Blokovaci média zamezi vazby primarni protilatky na
necilené antigeny. Blokovaci média obsahuji zvifeci séra s albuminem, ktery se vaze na

nezadouci antigeny nebo se pouziva Cisty hovézi sérovy albumin.(Kalyuzhny, 2016)

IHC muzeme rozdélit podle typu detekce na pfimou a nepfimou. PFi pfimé detekci je
protilatka zna¢ena chromogenem. Pokud se na primarni protilatku vaze znacena
sekundarni protilatka, jedna se o nepfimou metodu. Nevyhodou pfimé metody je vSak
to, Zze se u znacené protilatky muze snizit specifita a schopnost se vazat na dany antigen.
Nepfima metoda je vice citliva, nebot’ je mozna vazba dvou znacenych sekundarnich
protilatek na jednu primarni protilatku, a proto se i vice pouziva v praxi. Sekundarni
protilatka mdze byt znaCena budio enzymem, ktery pfeméni substrat na barevny
produkt, nebo fluorescenéni molekulou. Vybér metody hlavné zavisi na sile antigenu.
Pro detekci silng€jSiho antigenu postaci vyuziti pfimé metody, naopak u slabého antigenu

je vhodnéjsi pouzit nepfimou metodu. (Kalyuzhny, 2016)
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Jiz v osmdesatych letech minulého stoleti byl vytvofen avidin-biotin komplex (ABC)
(obrazek 12), ktery se sklada ze t¥i krokl. Jedna se o nepfimou detekci. Nejdfive se na
dany antigen navaze primarni protilatka, po které nasleduje sekundarni protilatka
znacena biotinem. Posledni krok spociva v navazani enzymu znaceného streptavidinem
¢i komplexu tvofeného timto enzymem se streptavidinem a biotinem. Nejcastéji se jako
enzym vyuziva kfenova peroxidaza, alkalicka fosfataza a glukosaoxidaza. Avidin a biotin
maji velkou afinitu mezi sebou a tvofi silnou vazbu. Tato reakce je nevratna a nelze byt
smyta. Avidin dokaze vazat az 4 biotinové molekuly, ale kvili stérickému branéni se
vétdinou vaze méné molekul. Streptavidin je ziskavan z bakterie Streptomyces avidin.
Nevyhodou ABC je, Ze vazbou avidinu k biotinu vznikaji velké molekuly, jenz maji
snizenou schopnost pronikat do buriky. Z tohoto duvodu je téz snizena citlivost. Pri
pouziti kfenové peroxidazy se jako chromogenni substrat pouzivd DAB (3,3'-
diaminobenzidin), ktery po reakci s timto enzymem tvofi hnédy produkt. VyuzZivaji se i
jiné substraty, jako je napfiklad CN ¢i p-fenylendiamin dihydrochlorid, ze kterych vznika
modry produkt. (Kabiraj et al., 2015; Kalyuzhny, 2016)

Biotinylovana

sekundarni protilatka  Streptavidin Streptavidin
znaceny enzym

. »
Biotin : lx.

® @ ™~
.@ @ Substrat  Chromogen

Sekundarni protilatk:

©
=
=
°
a
E
®
E
=
a

Tkan
Obrazek 12: Avidin-biotin komplex — upraveno

Prevzané z: Murata et al., 2019
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5. Cile prace

Cilem této bakalarské prace je imunohistochemicka analyza vlivu protilatky M1043 na
expresi markerl endotelové dysfunkce, konkrétné VCAM-1 a endoglinu, na fezech
mySich jater s indukovanou nealkoholickou steatohepatitidou prostfednictvim CDAA-
HFD diety.
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6. Experimentalni Cast

6.1 Experimentalni zvifata

Experiment byl proveden na samcich my8iho kmene C57BL/6J, kterym na zacatku
experimentu bylo 10 tydna. MySi byly po dobu 8 tydnt krmené dietou CDAA-HFD. Samci
byli rozdéleni do skupin CDAA+rat IgG a CDAA+M1043 po 8 mysich. Po 4 tydnech diety
byla mySim ze skupiny CDAA+rat IgG aplikovana intraperitonealni injekce s potkani
protilatkou IgG o davce 10 mg/kg. MySim ze skupiny CDAA+M1043 byla podavana
protilatka injekce s protilatkou M1043 (10 mg/kg). Obé skupiny dostavaly tyto injekce
dvakrat tydné po dobu dalsich 4 tydnti. Ulohu kontrolni skupiny zajistovala skupina mysi,
kterym se aplikovala 1gG protilatka, nebot molekula M1043 je navazana na potkani IgG.

Timto zpusobem se eliminuje vliv samotné protilatky IgG na mysi tkan.

Zvifata méla volny pfistup k potravé a vodé a byla chovana ve Vivariu FaF UK HK.
Usmrceni zvifat probéhlo pod hlubokou narkézou, pfiéemz poté jim byla odebrana krev

z dolni duté Zily. Nasledné byla odebrana jatra.

VSechny experimenty byly schvaleny Odbornou komisi pro zajiStovani dobrych
Zivotnich podminek pokusnych zvifat dle zakona 246/1992 Sb. na ochranu zvifat proti

tyrani a vyhlasky 419/2012 Sb. o ochrané pokusnych zvifat.

6.2 Princip metody

Jatra mysi byla fixovana ve 4 % paraformaldehydu, zalita do parafinu a poté se tkan
nakrajela na 4,5 ym tenké fezy na mikrotomu. Preparaty k imunohistochemické detekci

vlivu protilatky M1043 byly vybrany na principu systematického nahodného vybéru.

Preparaty se pfed samotnym barvenim musely odparafinovat, nebot parafin je
nerozpustny ve vodé a bez odparafinovani by se tkann nemohla nabarvit vodnymi
barvami. Odparafinovani probéhlo v fadé, ktera se skladala ze 3 xylenovych lazni a
sestupné alkoholové fady (96 % etanol, 80 % etanol a 70% etanol). V kazdé lazni se
sklicka nechala po dobu 5 minut a poté se sklicka na 5 minut dala do destilované vody
Ci PBS, coz je solny roztok s fosfatem o pH 7,4. Poté se sklicka s fezy nechala v kyveté
s 0,1 % roztokem Tritonu X-100 v PBS na 2 minuty. Triton narusil integritu bunécné
membrany, coz umozni prachod dalSich Cinidel do nitra buriky. Sklicka se omyla v PBS

po dobu 2 minut. Aby doSlo k odkryti antigennich epitopu, bylo nutné provést takzvany
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antigen retrieval. Rezy pro detekci exprese endoglinu byly ponofeny do kyvety s pufrem
Tris- EDTA o pH 9 a nechaly se 20 minut vafit ve vodni pare. Preparaty pro prikaz
VCAM-1 se vairily taktéz ve vodni pare, ale v kyveté s citratovym pufrem o pH 6. Po
vychladnuti se preparaty 2x omyly v PBS celkové na dobu 10 minut. V dal$im kroku se
sklicka nechala 5 minut v 3 % H202, aby se blokovaly endogenni peroxidazy, které by
mohly reagovat s IHC ¢inidly a nasledné se oplachla v PBS. Aby se v dalSich krocich
nemuselo pouzivat velké mnozstvi roztokll a zamezilo se sliti roztokl ze sklicka,
obkreslily se tkané hydrofobnim perem DAKO PEN. Dale bylo zapotiebi blokovat jiné
antigeny, aby nedoSlo k nespecifickym reakcim. Toho se docililo inkubaci fezu
s blokovacim roztokem 5 % mléka, ktery se pfipravil rozpusténim 0,5 g netuéného
suSeného mléka v 10 ml PBS. Blokovaci médium se nechalo pusobit 1 hodinu pfi

laboratorni teploté.

Postup IHC metody se liSil v pfipravé primarnich protilatek, které se nasledné
navazaly na stanovované proteiny. Primarni protilatka proti endoglinu (ab221675) byla
rozmichana s 5 % mlékem v poméru 1 dil protilatky a 50 dili mléka. Primarni protilatka
proti VCAM-1 molekule (CS#32653) se pfipravila v poméru 1:200 v 5 % mléce. Protilatky

se po aplikaci na dané fezy nechaly pusobit pfes noc pfi 4 °C.

DalSi den se fezy nechaly oplachnout 2x v PBS po dobu 5 minut. Biotinylovana
sekundarni anti-krali€i protilatka, ktera se vaze na navazanou primarni protilatku, se
pfipravila v poméru 1:100 v PBS a nechala pUsobit pll hodiny pfi laboratorni teploté.
Prebytek protilatky byl smyt pfi dvojitém oplachu v PBS. K detekci navazanych protilatek
se pouzil avidin-biotin komplex (ABC), ktery se pfipravil podle vyrobce (5 ml PBS s 1
kapkou roztoku A (avidin) a 1 kapkou roztoku B (biotinylovana kfenova peroxidaza)).
Tento komplex by se mél pfed pouzitim inkubovat minimalné& 30 minut a poté pouzit. Po
uplynulé dobé se na sklicka aplikovalo ABC po dobu 30 minut. BEhem dvojitého oplachu
v PBS se pfipravilo DAB €inidlo (1 ml rozpoustédla s 1 kapkou chromogenu). DAB slouzi
k vizualizaci sledované reakce, nebot’ v pfitomnosti kfenové peroxidazy tvofi hnédy
produkt. Pusobeni DAB cCinidla se musi pfesné méfit. Sklicka k detekci exprese
endoglinu se nechala inkubovat s DAB €inidlem po dobu 6 minut, a naopak sklicka
k detekci VCAM-1 se inkubovala 8 minut. Sklicka nasledné byla oplachnuta
v destilované vodé (5 minut). Knabarveni jaderné hmoty se pouZilo barveni
Hematoxylinem po dobu 45 sekund, po kterém se sklicka s fezy nechala modrat pod
tekouci vodou v pribéhu 5 minut. Poslednim krokem této metody bylo odvodnéni

preparatu. Sklicka s fezy se odvodnila ve zpétné fadé od acetonu po xylen vzdy po dobu
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3 minut a nasledovalo montovani sklicek pomoci Eukittu, montovaciho média

rozpustného v xylenu, a prekryti tkané krycim sklickem.

Preparaty byly pozorovany a fotodokumentace byla pofizena pomoci svételného

mikroskopu Olympus AX70 vybaveného digitalni kamerou Pixelink PL-A642.
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7. Vysledky

Detekce exprese endoglinu i VCAM-1 byla provedena na 4 zvifatech z kazdé skupiny

a z kazdého zvitete byly obarveny 3 preparaty.

Pfi detekci exprese endoglinu jsme nezaznamenali zadny rozdil v intenzité ani
rozsahu barevné reakce mezi skupinami (obrazek 13 a 14). Pozitivitu na endoglin jsme
pozorovali zejména v endotelovych bunkach jaternich cév, v€etné sinusoidnich kapilar.
V mensim rozsahu byla exprese endoglinu detekovana i v aktivovanych jaternich

hvézdicovych bunkach (obrazek 13B a 14B, Cervena Sipka).

Exprese VCAM-1 byla rovnéz soustfedéna zejména v endotelovych burikach
jaternich sinusoid ve stejném rozsahu ve skupiné CDAA+rat 1gG (obrazek 15) i
CDAA+M1043 (obrazek 16), avSak tato exprese nebyla rovhomérna v celé pozorované
oblasti, jak tomu bylo u exprese endoglinu, exprese méla spi$ loziskovy charakter.
Prekvapiva byla absence exprese v endotelovych bunkach velkych cév, zejména

v portobilidarnim prostoru.
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Obrazek 13: Reprezentativni fotografie detekce endoglinu u skupiny CDAA+rat IgG v endotelovych
burikach (Cerné Sipky) a v aktivovanych hvézdicovych burikach (Cervené Sipky) pfi zvétSeni 100x (A) a
200x (B).
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Obrazek 14: Reprezentativni fotografie exprese endoglinu u skupiny CDAA+M1043 v endotelovych
burikach (Cerné Sipky) a v aktivovanych hvézdicovych burikach (Cervené Sipky) pri zvétseni 100x (A) a
200x (B).
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Obrazek 15: Reprezentativni fotografie exprese VCAM-1 u skupiny CDAA+rat IgG v endotelovych
burikach (¢erné Sipky) pri zvétseni 100x (A) a 200x (B).
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Obrazek 16: Reprezentativni fotografie exprese VCAM-1 u skupiny CDAA+M1043 v endotelovych
burikach (¢erné Sipky) pri zvétseni 100x (A) a 200x (B).
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8. Diskuse

Nealkoholovymi jaternimi tukovymi chorobami (NAFLD) trpi na svété okolo 30 %
populace. NAFLD je jednim z faktoru, které pfispivaji ke vzniku chronickych jaternich
onemocnéni a s nimi spojenych komplikaci jako je napfiklad cirh6za a rakovina jater.
Obezita a diabetes mellitus 2. typu koreluji s rozvojem NAFLD a progresi onemocnéni

Vv

2023)

Mezi NAFLD spada nealkoholova steatohepatitida (NASH), ktera zahrnuje fibrézu a
zanét, a pozdeji se muze vyvinout v cirhdzu a hepatocelularni karcinom. Bylo dokazano,
ze rozvoj NAFLD ovliviuje vyskyt kardiovaskularnich onemocnéni. Konkrétné se jedna
0 onemocnéni jako hypertenze, kardiomyopatie, arytmie srdce &i ischemicka choroba
srdecni, které jsou nej¢astéjSim divodem umrti u lidi s NAFLD. (Hllek a Urbanek 2018;
Kasper et al., 2021)

Endotelové sinusoidalni buriky se nachazeji ve sténach jaternich sinusoid. Tyto bunky
jsou specialni tim, ze obsahuji takzvané fenestrace a produkuji protizanétlivé a
protifibrotické pusobky. Jiz béhem nékolika tydna stravy indukujici NAFLD nastava u
mySi kapilarizace endotelovych bunék, ktera podporuje dalSi rozvoj v NASH a

v hepatocelularni karcinom. (Velliou et al., 2023)

Endoglin je ko-receptor pro &leny nadrodiny proteinud transformujiciho ristového
faktoru beta (TGF-B). RozliSuijeme membranovou (ENG) a solubilni formu endoglinu
(sENG). Kromé endotelovych bunék je membranovy endoglin exprimovan téz na
profibrogennich burnkach jako jsou jaterni hvézdicové buriky, myofibroblasty a
mesangialni buriky. Podle Meurera a kol. je exprese ENG navySena pfi procesu
angiogeneze, aktivace bunék monocytomakrofagového systému a hypoxii. Prokazali, ze
exprese endoglinu v jaternich hvézdicovych bunkach byla zvySena u dvou modelu
jaterni fibrézy zpusobené podvazanim Zlu€ovodu a indukci pomoci tetrachlérmetanu.
(Meurer et al., 2011)

VCAM-1 je protein zprostfedkovavajici adhezi leukocytd k endotelovym burikam.
Podle studie vedené doktorem Furutem se exprese VCAM-1 proteinu zvySila u mySi po
stravé bohaté na tuky, fruktézu a cholesterol, které predstavovaly model NASH
onemocnéni. Béhem studie testovali stejnou hypotézu na lidskych endotelovych

burikach a exprese VCAM-1 byla téz zvySena. (Furuta et al., 2021)
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Na lidsky endoglin se vaze monoklonalni anti-endoglinova protilatka TRC105 neboli
carotuximab a blokuje jeho funkci. Pfi studiu vlivu této protilatky na endotelové bunky
aorty in vitro, u kterych byla indukovana endotelova dysfunkce cholesterolem a glukézou,
bylo zjisténo, ze TRC105 snizuje patologickou signalizaci pfes SMAD drahy. Prestoze
se zvysila exprese adheznich molekul jako napfiklad VCAM-1, doSlo ke snizenému
prichodu leukocytll pfes endotel. Tato studie poukazuje na moznosti vyuziti TRC105 na
léEbu onemocnéni zplsobenych hypercholesterolémii a hyperglykémii. (Tripska et al.,
2022)

Protilatka TRC105 ma snizenou afinitu k mySimu endoglinu. Z toho divodu byla
vytvorena protilatka M1043.(Schoonderwoerd et al., 2020b)

Cilem této bakalarské prace bylo prokazani mozného vlivu protilatky M1043 jako
léCiva na expresi endoglinu a adhezni molekuly VCAM-1 u mysiho modelu NASH
zalozeného na podavani cholin-deficitni a L-aminokyselinami definované diety po dobu
8 tydnu. Po imunohistochemické analyze exprese endoglinu a VCAM-1 jsme
nespozorovali markatni rozdil v expresi endoglinu v endotelovych ¢i aktivovanych
hvézdicovych bunkach mezi kontrolni skupinou a skupinou, které se aplikovala protilatka
M1043. Exprese proteinu VCAM-1 byla detekovana v endotelovych burikach. Béhem
experimentu nedoslo ke zméné exprese VCAM-1 po aplikaci M1043 oproti kontrolni
skupiné. Protilatka M1043 zfejmé neovliviiuje expresi téchto markerl endotelové
dysfunkce. Je v8ak nutné poznamenat, Ze vysledky IHC detekce, kterd nemusi
v mikroskopu odhalit malé rozdily v expresi, je potfeba ovéfit a potvrdit kvantitativnim
hodnocenim barveni a rovnéz je vhodné doplnit nase vysledky o kvantitativni hodnoceni

jinou molekularni metodou.
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9. Zaver

Cilem této bakalarské prace byla analyza exprese adhezni molekuly VCAM-1 a
glykoproteinu endoglinu v endotelovych burfkach jaternich sinusoid po |écbé protilatkou
M1043. Expresi jsme detekovali na jaternich fezech mySiho modelu NASH po zaliti do
parafinu a imunohistochemické detekci. Nebyl zpozorovan rozdil exprese sledovanych
molekul mezi kontrolni skupinou a skupinou lé¢enou protilatkou M1043. Nase vysledky

ukazuiji, ze protilatka M1043 neovliviiuje expresi téchto markert endotelové dysfunkce.
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Seznam pouzitych zkratek

Zkratka
Acox

ADAM

ALK

ALT
Ang
Apo
AST
ATF
ATP
BMP
CCL
CD
CD diet
CDAA

Cox
CPT
CXCL
DAB
DNA
EDTA
ENG
eNOS
ER
FABP
Gai
HDL
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Vyznam zkratky

Acyl-coenzyme A oxidase

A disintegrin-like and
metalloproteinases

Activin receptor-like kinase

Alanine transaminase
Angiopoietin

Apolipoprotein

Aspartate transaminase
Activating transcription factor
Adenosine triphosphate

Bone morphogenetic protein
Chemokine (C-C motif) ligand
Cluster of differentiation
Choline deficient diet

Choline deficient L-amino-defined
diet

Cyclooxygenase

Carnitine palmitoyltransferase
Chemokine (C-X-C motif) ligand
3, 3'-diaminobenzidine
Deoxyribonucleic acid
Ethylenediamine tetraacetic acid
Endoglin

Endothelial NOS

Endoplasmic reticulum

Fatty acid-binding protein
Inhibitory G protein a subunit

High density lipoproteins

Cesky vyznam

Acyl-koenzym A oxidaza

Enzymy s disintegrinem a
metaloproteinazovou doménou
Kinazy podobné aktinovym
receptorim

Alaninaminotransferaza
Angiopoetin

Apolipoprotein
Aspartataminotransferaza
Aktivacni transkrip&ni faktor
Adenosintrifosfat

Kostni morfogenicky protein
Chemokin (C-C motiv) ligand
Diferenciaéni skupina

Dieta s nedostatkem cholinu

Cholin-deficitni a L-
aminokyselinami definovana dieta

Cyklooxygenaza

Karnitin palmitoyl transferaza
Chemokin (C-X-C motiv) ligand
3,3'-diaminobenzidin
Deoxyribonukleova kyselina
Kyselina ethylendiamintetraoctova
Endoglin

Endotelova NOS
Endoplazmatické retikulum
Protein vazajici mastné kyseliny
Inhibujici a podjednotka G proteinu

Lipoprotein s vysokou hustotou



HIF
HMGB

ChREBP

ICAM-1
IFN
IgG
IHC

IL

ITG
LDL
LDLr

LOX
LPS
LYVE

MAdCAM

MCD

MCP
MMP
NADPH

NAFLD
NASH
NF
NOX
oxLDL
oxPKC
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Hypoxia inducible factor

High mobility group box protein,
amphoterin

Carbohydrate
binding protein

response element

Intercellular adhesion molecule
Interferon

Immunoglobulin G
Imunohistochemistry
Interleukin

Integrin

Low density lipoproteins

Low density lipoproteins receptor

Lipoxygenase
Lipopolysaccharide

Lymphatic  vessel endothelial

hyaluronan receptor

Mucosal addressin cell adhesion
molecule

Methionine-choline deficient diet

Monocyte chemoattractant protein
Matrix metalloproteinase

Nicotinamide adenine dinucleotide
phasphate hydrogen

Nonalcoholic fatty liver disease
Nonalcoholic steatohepatis
Nuclear factor

NADPH oxidase

Oxidized LDL

Oxidized protein kinase C

Hypoxii indukovany faktor

Amphoterin

Intercelularni adhezni molekula
Interferon

Imunoglobulin G
Imunohistochemie

Interleukin

Integrin

Lipoprotein s nizkou hustotou

S nizkou

Receptor lipoproteinu

hustotou
Lipoxygenaza
Lipopolysacharid

Hyaluronovy receptor lymfatického
endotelu

Mukdézni adhezni molekula

Dieta s nedostatkem methioninu a
cholinu

Monocytovy chemotakticky protein
Matrix metaloproteinaza

Redukovany nikotinamin adenin
dinukleotid fodfat

Nealkoholova tukova choroba jater
Nealkoholova steatohepatida
Nuklearni faktor

NADPH oxidaza

Oxidovany LDL

Oxidovana protein kinaza C



PBS
PD

PEMT

PEPCK

PLVAP

PNPLA
PTGF

PTP

Rac

ROS
sENG
SMAD

SREBP

TBS

TCR

TGF
TM6SF2

TNFa
TRAIL

VAP
VCAM-1
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Phosphate-buffered soline

Programmed cell death protein

Phosphatidylethanolamine N-
methyltransferase

Phosphoenolpyruvate
carboxykinase

Plasmalemma vesicle-associated

protein
Patatin-like phospholipase domain

Placental
factor

transforming  growth

Protein tyrosine phosphatase

Ras-related C3 butolinum toxin

substrate
Reactive oxygen species
Soluble endoglin

Small mothers
decapentaplegic

against
Sterol regulatory element binding
protein

Tris buffered saline,
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
buffered saline

T-cell receptor
Transforming growth factor

Transmembrane 6
member 2

superfamily

Tumor necrosis factor a

Tumor  necrosis  factor-related
apoptosis-inducing ligand receptor
Vascular adhesion protein

Vascular cell adhesion molecule

Fosfatovy pufr

Protein programované bunécné
smrti

Fosfatidylethanolamin-N-
metyltransferaza

Fosfoenolpyruvat karboxykinaza

Protein asociovany
s plazmatickymi vezikuly

Palatinu podobna lipazova doména

Placentarni transformujici rlstovy
faktor

Protein tyrozin fosfataza

Ras souvisejici C3 botulotoxin

substrat
Reaktivni forma kysliku

Rozpustny endoglin

Protein vazajici se na sterol-

regulacni element

Tris pufr,
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
pufr

T-bunécny receptor

Transformujici rastovy faktor

Transmembranovy protein 6. ¢lenu
nadrodiny 2

Tumor nekrotizujici faktor a
Ligandovy receptor

apoptézu spojenou
nekrotizujicim faktorem

vyvolavajici
s tumor

Vaskularni adhezni protein

Molekula vaskularni  bunééné

adheze



VEGF

VEGFR

VLDL

Yap
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Vascular endothelial growth factor
Vascular endothelial growth factor
receptor

Very low density lipoprotein

Yes-associated protein

Vaskularni  endotelovy rlstovy
faktor

Receptor vaskularniho
endotelového rlstového faktoru

Lipoprotein s velmi nizkou hustotou
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