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Nealkoholickd steatohepatitida (NASH) je zéavaznejSia forma nealkoholovej
tukovej choroby pecene, ktord stvisi s nadmernou kumulédciou tukov v peceni. Ku
kumulacii dochadza vplyvom roéznych faktorov, akymi si diabetes mellitus 2. typu,
obezita a hepatitida C. NelieCena forma prispieva k aktivacii mnohych molekuldrnych
procesov, ktoré vedi k vzniku hepatocelularneho karcindmu a mnohokrat to konci az
transplantaciou pecene.

Ciel'om naSej prace bolo objasnit’ zdkladné mechanizmy kapilarizacie pecetiovych
sinusoid a aktivacie pecenovych hviezdicovych buniek, ktoré sa podielaju na vzniku
fibrozy v stvislosti s pritomnostou NASH. K pozorovaniu sme si vybrali expresiu
proteinov desminu a lamininu, ktoré zarad'ujeme medzi vyznamné ukazovatele aktivacie
hviezdicovych pe€eniovych buniek. K porovnavaniu zmien v expresii proteinov sme
pouzili pecen mysi, ktoré boli na Standardnej diéte a diéte snedostatkom cholinu
aobsahom L-aminokyselin s vysokym obsahom tuku. Imunohistochemickym farbenim
rezov sme znazornili zmeny, ktoré nastali v suvislosti s pritomnostou nealkoholickej
steatohepatitidy a liecbou anti-endoglinovou protilatkou M1043.

Pri hodnoteni histologického obrazu pecene sme mohli pozorovat’ vyrazné zmeny
v expresii oboch sledovanych proteinov u mysi na vysokotukovej diéte. K potvrdeniu
kapilarizdcie nam slazila zvySena expresia lamininu vplyvom aktivacie pecenovych
hviezdicovych buniek, ktory je si€ast’ou bazdlnej membrany pecenovych sinusoidalnych
buniek. ZvySena expresia desminu nam taktieZz potvrdila aktivaciu pecenovych
hviezdicovych buniek, ktoré¢ su povazované za hlavny zdroj fibrozy u pacientov
s nealkoholickou steatohepatitidou. Nezaznamenali sme ziadne zmeny v expresii
vybranych proteinov v stivislosti s podavanim protilatky M1043. Nase vysledky ukazuja,
ze anti-endoglinova protilatka M1043 nepreukazala vyrazny efekt na priebeh rozvoj
fibrozy.

Kracové slova: nealkoholicka steatohepatitida, pecenové hviezdicové bunky,
anti-endoglinova protiladtka M1043, peceniové sinusoiddlne endotelové bunky,
vysokotukova diéta, kapilarizacia, fibroza, desmin, laminin
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Title of the bachelor thesis: Capillarization and its influence by antibody M1043 in the
liver of a mouse model of NASH

Non-alcoholic steatohepatitis (NASH) is a more severe form of non-alcoholic
fatty liver disease that is related to excessive accumulation of fats in the liver. The
accumulation occurs due to various factors such as type 2 diabetes mellitus, obesity and
hepatitis C. The untreated form contributes to the activation of many molecular processes
that lead to the development of hepatocellular carcinoma, and many times this ends up in
liver transplantation.

We aimed to elucidate the underlying mechanisms of hepatic sinusoid
capillarization and hepatic stellate cell activation involved in the development of fibrosis
in the presence of NASH. We chose to observe the expression of desmin and laminin
proteins, which we include among the important markers of hepatic stellate cell
activation. To compare changes in protein expression, we used livers from mice that were
on a standard diet and a choline-deficient, high-fat L-amino acid diet. By
immunohistochemical staining of sections, we illustrated the changes that occurred in
association with the presence of nonalcoholic steatohepatitis and treatment with the anti-
endolin antibody M1043.

When assessing the histological picture of the liver, we could observe significant
changes in the expression of both evaluated proteins, in mice on a high-fat diet. To
confirm capillarization, we observed an increased expression of laminin due to activation
of hepatic stellate cells, which is part of the basement membrane of hepatic sinusoidal
cells. Increased expression of desmin also confirmed the activation of hepatic stellate
cells, which are thought to be the main source of fibrosis in patients with nonalcoholic
steatohepatitis. We did not observe any changes in the expression of selected proteins in
association with the administration of M1043 antibody. Our results show that the
anti-endoglin antibody M1043 did not show any significant effect on the fibrosis
development.

Keywords: non-alcoholic steatohepatitis, hepatic stellate cells, anti-endoglin antibody
M1043, hepatic sinusoidal endothelial cells, high-fat diet, capillarization, fibrosis,
desmin, laminin
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1. ZADANIE BAKALARSKEJ PRACE - CIEL PRACE

Ciel'om tejto bakalarskej prace bola imunohistochemickd detekcia aktivacie
pecenovych hviezdicovych buniek a naslednej kapilarizacie pomocou markerov desminu

a lamininu a moZnosti ovplyvnenia pomocou anti-endoglinovej protilatky M1043.



2. UVOD

Pecent dospelého Cloveka tvori Struktira mnohych buniek, ktora pozostava
z vacsich lalokov rozdelenych na mensie laloky. MenSie laloky st tvorené portalnymi
pecenovymi povrazcami, ktoré su obkolesené krvnymi cievami. Je to ojedinely orgén,
vd’aka dvojitému zasobovaniu krvou z portalnej zily a peCetiovej tepny. (1)

Pecent zohrava v tele ddlezita tlohu pri plneni mnohych funkcii. Pomaha pri
imunite, metabolizme, detoxikacii a ukladani vitaminov. Stara sa o homeostazu
cholesterolu, zrazanie krvi, metabolizmus liekov, ale i syntézu bielkovin. (2) Zohrava
dolezitu tlohu pri metabolizme lipidov. Prijima, tvori a syntetizuje lipoproteiny do
obehu. Pri poskodeni lipidového metabolizmu dochddza k rozvoju ochoreni pecene.
3)

Ak dochédza ku kumulacii lipidov bez spolo¢nych spolupdsobiacich (uzivanie
alkoholu, lieky) hovorime o nealkoholovej tukovej chorobe peene (NAFLD). (4)
Ak sa neodhali v¢as vedie to az k vaznejSiemu poSkodeniu pecene, k cirhdze. Cirhoze
predchédza dlhé obdobie zapalov, ¢o vedie k nahradeniu peceniového parenchymu za
fibrotické tkanivo, v désledku ¢oho vznika portalna hypertenzia. (5)

NAFLD patri medzi jedno z hlavnych pri¢in amrti vo svete. Prispieva k tomu

taktieZ urcita miera obezity, genetické a socialne faktory. (6)



3. TEORETICKA CAST
3.1. ANATOMIA PECENE

Pecent je ulozend pod pravou brani¢nou klenbou a vazi priblizne 1,5 kg. Je
pokryta pobrusnicou (ser6za) s vynimkou oblasti area nuda. Serdza je prostrednictvom
subserozy pripojena k tunike fibroze, pevnému obalu nazyvanému capsula Glissoni.
Svojim koncom zasahuje do medialnej Casti branice (facies diaphragmatica — Cast’
pecene prilozena k brénici) a dolnou cCastou nalicha na bruSné organy (facies
visceralis). Na prednej strane pecene je ostré oddelenie ploch (margo inferior), zatial

¢o na zadnej strane plynulo prechadzaju facies diaphragmatica do facies visceralis. (7)

Z anatomického hl'adiska ma peceni Styri laloky: pravy (lobus dexter), l'avy
(lobus sinister), chvostovy (lobus caudatus) a Stvorboky (lobus quadratus). Medzi
pravym alavym lalokom nachadzame falciformny véz. Na medialnej strane je
chvostovy lalok ohranieny ligamentum venosum (Arantiov vdz). Tento véz je
pozostatkom embryondlneho ductus venosus, ktory umoziuje rychlejSie prechadzat

okysli¢enej krvi z placenty do telového obehu plodu. (8)

3.2. FYZIOLOGIA PECENE

Pecen zohrava kI'i¢ovl ulohu v mnohych fyziologickych procesoch, vratane
metabolizmu makroZivin, regulacie objemu krvi, posililovania imunitného systému,
udrziavania homeostazy lipidov a odburavania xenobiotik. Je hlavnym miestom
metabolizmu bielkovin, degradécie bielkovin na aminokyseliny a ich transformacia na

mocovinu. (9)

Metabolicka funkcia pecene

Hepatocyty su v peceni usporiadané do Sestuholnikovych jednotiek
nazyvanych laloky, ktoré pozostavuju z priblizne 15 vrstiev buniek usporiadanych
koncentricky. Krv bohata na kyslik, hormoény a ziviny pradi do laloku cez
interlobularnu tepnu a interlobuldrnu Zzilu, a vedie smerom k centralnej Zile. Naopak
ZI¢ sa pohybuje z centra laloku von a odteka do periférneho portalneho Zlcovodu.
V kazdom laloku sa nachadzaji hepatocyty, ktoré sa na zéklade perfuzie delia na 3

zony: (10)



1. Vnitornazéna I: dostato¢ne zasobovana kyslikom: na zaklade vysokej perfuzie
zohrava zdéna Iulohu v oxidaénych procesoch (proteosyntéza, tvorba zlce,
glukoneogenéza ... )

2. Stredna zoma II: hranica medzi vnatornou a vonkajSou vrstvou (oxidacia,
redukcia)

3. VonkajSia zéna s najniZzSou perfuziou III: zohrdva najvacsiu ulohu pri

detoxika¢nych procesoch (detoxikacia, ketogenézia, glykolyza ... ) (1)

Liver lobule

Periportal cells Mid-lobular cells : Pericentral cells
Zone 1 ‘ Zone 2 ' Zone 3

Portal Vessels

. Central Vei
‘ )

Hepatocytes — %

Obrdazok 1: Rozdelenie hepatocytov na zdklade perfiizie. Zona s najnizsou perfiziou
(Zone 3), stredna zona (Zone 2), zona dostatocne zasobovana kyslikom (Zone 1).

Prevzaté z: (10)

NajddlezitejSou ulohou pecene v oblasti metabolizmu sacharidov je
udrziavanie glykémie. V anabolickej faze tvori glykogén a pri katabolickej faze
uvolnuje glukozu. Po vycerpani vietkych zasob glykogénu nastava glukoneogenézia,
kedy je glukoza tvorend z kyseliny mliecnej pri svalovej €innosti. Pecenl pre svoju
¢innost’ ziskava najviac energie z oxidacie mastnych kyselin.

V peceni prebieha syntéza lipoproteinov, cholesterolu ajeho premena na
zlcové kyseliny. Degradéciou cholesterolu vznikaju zI€ové kyseliny, ktoré st potrebné
pri emulgécii a vstrebavani tukov. ZI¢ové kyseliny podliehaju enterohepatilnemu

obehu, ktory je dolezity z hl'adiska ich efektivneho vyuzitia a udrzania homeostazy.
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Enterohepatalny obeh

1. Bunky parenchymu pecene vylucuju soli zlcovych kyselin do zIce.

2. Zl¢ovymi cestami sa dostavaji najprv do Zl¢nika. Pri kontrakciach Zl¢énika do
tenkého Creva.

3. Ztenkého cCreva su z vicsej Casti soli zl¢ovych kyselin resorbované do krvi
v portalnom obehu (obeh, ktory privadza krv obohatent zivinami do pecene, kde
su upravované a skladované).

4. Z portalneho obehu st vychytavané spét’ do buniek parenchymu. (11)

3.3. HISTOLOGIA PECENE

Pecen je zloZend z viacerych typov buniek vratane hepatocytov, cholangiocytov,
hviezdicovych buniek, Kupfferovych buniek a endotelovych buniek pecenovych
sinusoid. Kazdy typ buniek ma svoju jedine¢nu funkciu a reguluje funkcie pe¢ene na

rdéznych trovniach.

Typy buniek

Najvicsie zastipenie maju hepatocyty, ktoré vykondvajii mnoZzstvo hlavnych
funkcii pecene. Medzi druhé najviac zastipené bunky patria cholangiocyty (biliarne

epitelové bunky).

Peceniové hviezdicové bunky (HSC): existuju v k'udnom alebo aktivovanom
stave. V kl'udnom stave ukladaju vitamin A, po poskodeni dochadza k ich naruseniu
a aktivovaniu. Po aktivacii pomaly strdcaju zasoby vitaminu A. Hviezdicové bunky su
zodpovedné za ukladanie kolagénu v poSkodenej peceni a prispievaju k zjazveniu

pecene, ktoré prechadza az do pe€eniovej cirhozy.

Kupfferove bunky st makrofagy pecene. Ich ulohou je rozoznavat’ patogény

a zohravat’ pre alebo protizapalovu ulohu.

Pecenové sinusoidalne peceiiové bunky (LSEC) si zodpovedné za vymenu

Castic medzi plazmou a bunkami pecene. Zohravaju funkciu bariéry. (9)
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Obal pecene

Na povrchu pecene sa nachadza pobrusnica (tunica serosa). Pod pobrusnicou je
mnozstvo subserozy (tela subserosa) a vazivové puzdro (capsula Glissoni). Vazivové
puzdro silnie v oblasti branky (hilus). Oblast’ branky je miestom, kde do pecene vstupuju
vena portae, arteria hepatica propria a vystupuju ductus hepaticus dexter et sinister

a lymfatické cievy. (12)

Funkéné usporiadanie parenchymu peéene

Stavebnou zlozkou pecene je pe€entova bunka, hepatocyt. Hepatocyt mé jedno
jadro ulozené centricky, ale vyskytuje sa aj ako dvoj a trojjadrovy. Hepatocyty su
navzajom prepletené sinusoidnymi kapildrami a usporiadané do trdmcov (tramcity
epitel). Usporiadané st okolo centrdlnej Zily (vena centralis). Spolu vytvaraji zakladn

jednotku pecene — lalocik (acinus) centralnej vény (obrazok 2,3). (12)

Okrem lal6¢ku centralnej vény rozoznavame aj lalocik portalny (obrazok 2 ). Je

to cast’ parenchymu tvaru trojuholnika, zdsobovana jednou interlobularnou vénou
ajednou interlobularnou artériou. V jeho strede sa nachadza portobilidrny priestor
a hrany tvori centrdlna véna. (obrdzok 2) V peCenlovom parenchyme rozoznavame aj

pecenovy acinus (obrazok 2). Je tvoreny z dvoch trojuholnikovych vysekov, dvoch

susednych acinov. (13)

Lalocky sa nachddzaji vo vel'mi tesnej blizkosti vedl’a seba a je naro¢né najst’ ich
hranice. V niektorych Castiach st lalocky ohrani¢ené vizivom — ktoré je vyraznejsie
v oblasti portobilidrneho priestoru s portdlnymi triddami. Portalnu triddu tvori
interlobuldrna véna (vetva vena portae), interlobularna artéria (vetva arteria hepatica

propria), interlobuldrny zI¢ovod a lymfatické cievy. (14)
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Portal lobule Hepatic acinus

Portal triad —e %'

Hepatic lobule

Obrazok 2: Stavba pecenového parenchymu zndzoriujuca lalocik centrdlnej vény
(., hepatic lobule*), lalocik portalny (,portal lobule®) a pecenovy acinus (,, hepatic
acinus “).

Prevzaté z: (15)

Obrazok 3: Vena centralis (CV) s vybiehajucimi sinusoidami.

Prevzaté z: (16)

Hepatocyty

Hepatocyty su mnohostenného tvaru. Pri farbeni hematoxylinom — eozinom (HE)
je ich cytoplazma eozinofilna z dovodu velkého mnoZstva mitochondrii a hladkého
endoplazmatického retikula. Povrch hepatocytov je v styku s endotelovymi bunkami
sinusoid, prostrednictvom Disseho priestoru. (14) Disseho priestor je vyplneny mikroklmi
hepatocytov, retikularnymi vldknami a fagocytarnymi bunkami — Kupfferove bunky.

Kupfterove bunky maji v cytoplazme velké mnozstvo drsného endoplazmatického
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retikula, vel'ky Golgiho aparat a pocetné lyzozomy. V Disseho priestore nachadzame aj

bunky Itove, takzvané hviezdicové bunky, ktoré obsahuju tukové kvapocky. (13)

Hepatocyty st vo vzajomnom styku aj medzi sebou. V mieste styku dvoch
susednych hepatocytov vznika tubularny priestor — zl¢ovy kanalik (obrazok 4). Kanalky
su ohrani¢ené prilichajucimi hepatocytmi, ktoré su v tesnych spojoch (zonulae
occludentes). Zaroveti s hepatocyty spojené prostrednictvom spojov nexov. ZI¢ tymito
kanalkami teCie v opacnom smere ako krv, a to z lalocku do periférie. (14) Tieto kanalky
sa napojuju prostrednictvom Herringovych kanéalkov na interlobuldrne zl¢ovody, ktoré st

sucast’ou portobiliarneho priestoru.

Interlobularne zl¢ovody st vystlané jednovrstevnym kubickym epitelom
(obrazok 4). Tie postupne splyvaju v pravy a l'avy ductus hepaticus, ktoré opustaju pecen

v mieste hilu. Vyvody st vystlané jednovrstevnym cylindrickym epitelom. (13)

hepatocyty intralobuldrni 2luéovod

Obrdzok 4: ZI¢ové kandlky ohranicené hepatocytmi.

Prevzaté z: (14)

Funkcie hepatocytov

Funkcie hepatocytov st exokrinné a endokrinné. Syntetizuji proteiny pre svoju
potrebu, ale 1 pre export. Produkuju krvné bielkoviny — albumin, prothrombin, fibrinogen,

transferin. Proteiny su uvolfiované kontinudlne do krvného obehu.

Sekrécia ZI¢e zpelene prebieha prostrednictvom Zl&ovodov. ZI¢ je zloZena
zvody, zl¢ovych kyselin, fosfolipidov, cholesterolu a bilirubinu. Vacsina zl¢ovych

kyselin  prechadza enterohepatilnym obehom asi reabsorbované v Creve
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a transportované spit’ k hepatocytom. Bilirubin vznika rozstiepenim porfyrinového jadra
hemoglobinu. Rozstiepenie prebieha v monocytomakrofagovom systéme. Po naslednom
transporte  bilirubinu do hepatocytov, prebicha v ER konjugacia s kyselinou

glukuronovou, ¢o napomaha vyluceniu do ZICovych kanalikov.

V hepatocytoch dochadza k tvorbe niektorych metabolitov, ku glukoneogenéze,
tvorbe ale i Stiepeniu glykogénu. Su miestom deaminacie aminokyselin, kde vyslednym

produktom je urea. (13)

Krvné cievy pecene

Krv je do pecene vicsinou privadzana prostrednictvom vena portae. Je to krv
bohata na ziviny a s obsahom malého mnoZstva kyslika. Vena portae vstupuje do pecene
cez hilus a postupne sa vetvi na venae interlobulares, ktoré prebiehaju v portobiliarnych
priestoroch rovnobezne s dlhou osou laléc¢kov centralnej vény. Z interlobularnych vén
vychadzaju vetvy, ktoré su ulozené na okraji pecetiového lalocka ako venae
circumlobulares. Z nich odstupuji venae praecapillares, ktoré tstia do pecetiovych
sinusoid. Sinusoidy sa nakoniec vlievaji do centralnej vény (vena centralis). Centralna

véna usti do vén sublobularnych a peceniovych, ktoré vedu krv do vena cava inferior.

Nutritivny obeh zabezpeCuje arteria hepatica propria, ktora sa vetvi dvoma

sposobmi. A. hepatica propria sa vetvi na a. interlobularis, ktor4 niekedy usti priamo do
peCenovych sinusoid. Vo vécSine pripadov sa vlieva do v. circumlobularis alebo

v. praecapillaris. (13)

3.4. NEALKOHOLOVA TUKOVA CHOROBA PECENE

NAFLD je jedno znajcastejSich ochoreni pecene na svete as narastajucou
obezitou sucasné narastd pocet pripadov. Farmakologickd liecba NAFLD stale nie je
dostupna, pretoze toto ochorenie je komplexné a prisluSné mechanizmy nie su uUplne
pochopené. Okrem toho chybaji presné a ekonomicky dostupné diagnostické metody, o
komplikuje diagnostiku a sledovanie tohto stavu. Toto ochorenie je jedno z hlavnych
faktorov, ktoré prispievaji k vzniku hepatoceluldrneho karcinomu (HCC) a k potrebe

transplantacie pecene.
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NAFLD zahfna rozne stavy, ako je jednoducha steatdza a zavaznejsia forma tohto
ochorenia, nealkoholicka steatohepatitida, ktord zahfila okrem steatézy aj zapal
a poskodenie buniek peCene. (17) Je izko spojend s faktormi ako obezita, inzulinova
rezistencia a/alebo diabetes 2. typu, spolu s d’alsimi metabolickymi odchylkami, ktoré sa

zhriuj pod pojem metabolicky syndrom. (18)

3.4.1. EPIDEMIOLOGIA NAFLD
Vyskyt NAFLD strmo stupa, hlavne v zapadnych krajinach. Zda sa, ze k tomuto
narastu prispievaju faktory ako narast irovne obezity, zvySeny vyskyt obezity u deti,
sedavy zivotny §tyl, konzumécia nezdravych jedal rychleho obcerstvenia a zvySujuci sa
vek obyvatel’stva. Prevalencia NAFLD je vsak pravdepodobne podhodnotend, pretoZze na

detekciu ochorenia sa ¢asto vyuziva ultrasonografia, ktord nemusi byt’ dostato¢ne citliva.

NAFLD sa vyskytuje z80 % - 90 % u obéznych dospelych, 30 % - 50 %
u pacientov s diabetes mellitus, viac ako 90 % u pacientov s vysokou hladinou

cholesterolu, 3 % - 10 % u deti a dokonca 40 % - 70 % u deti s nadvahou. (19)

3.4.2. PATOFYZIOLOGIA NAFLD
Na zéklade roznych vyskumov, ktoré skiamali patofyzioldgiu NAFLD a NASH sa
predpokladd, Zze vyvoj NASH je dvojstupiiovy proces. Proces zacina ukladanim tukov
v peceni, ¢o vedie k zvySeniu rezistencie voci inzulinu. Nasledne dochadza k bunkovym
a molekuldrnym zmendm, ktoré zahfnaju oxidacny stres a oxidaciu mastnych kyselin
v peceni. Tieto zmeny su vysledkom roznych faktorov, ako je poskodenie cytokinmi,
nadmernd hladina inzulinu, oxida¢né procesy zeleza alebo lipidov v peceni, porucha

rovnovahy ale i zmeny v imunitnom systéme.

NAFLD je mozné rozdelit do dvoch typov. Prvy typ NAFLD je spojeny
s metabolickym syndromom a v sucasnosti sa povazuje inzulinova rezistencia za hlavny
patofyziologicky mechanizmus. Druhy typ NAFLD je spojeny s infekénymi
ochoreniami, ktoré moézu sposobit’ infiltraciu tukov do pecene. Tento druh NAFLD méze
byt sposobeny infekciami ako hepatitida C, virus l'udskej imunitnej nedostato¢nosti
(HIV). Moéze byt ale spdsobeny aj uzivanim urcitych liekov (parenterdlna vyziva,

glukokortikoidy, tetracykliny a in¢). (20)
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3.4.3. HISTOPATOLOGIA A HISTOLOGICKA DIAGNOSTIKA NAFLD

Viacsinu histologickych znakov NAFLD nie je mozné jasne odlisit’ od znakov
poskodenia pecene indukovaného alkoholom. Preto sa patolég musi spoliechat na
informacie od klinického lekara. Patologovia klasifikuja NAFLD do dvoch hlavnych
kategorii: NAFL (makrovesikuldrna steatoza s nespecifickym zapalom ale aj bez zapalu)
a NASH, ktord zahfna makroveikuldrnu steatézu, balénoviti degradaciu hepatocytov,
rozptyleny zapal, apoptické telieska. Véasna NASH ma charakteristické histologické
zmeny Vv acindrnej zone 3 (zona s najnizSou perfuziou), ale s progresiou ochorenia sa
steatoza moéze rovnomerne rozsirit po celom acine pecene alebo sa mdze rozlozit
nepravidelne. Steatdza je histologickym znakom, ktory je pritomny v roznych formach
NAFLD a ide o beznu 1éziu, ktord sa mdze vyskytovat’ pri réznych ochoreniach pecene.
Steatdza by sa mala povazovat’ za klinicky vyznamnui, ak aspoit 5 % hepatocytov
obsahuje tuk. Prejavuje sa vac¢sinou formou makrovesikularnej steatozy, avsak méze byt’

aj zmieSana (obsahuje malé aj vel'ké vakuoly).

LSEC vykazuji protizapalové vlastnosti, ktoré st spojené so zamedzenim
aktivacie Kupfferovych buniek a pecenovych hviezdicovych buniek. V stadiu NASH
dochadza k zmenam LSEC, ktoré uvoliiuju zapalové mediatori a prispievaju k mnoZeniu

zapalovych buniek, ¢o podporuje poskodenie peCene a vznik zapalu. (21)

3.4.4. STRUKTURA A UMIESTNENIE LSEC
LSEC predstavuji hlavna zlozku pecenového endotelu, ktory sa nachadza na
hranici medzi krvnym zésobenim z visceralneho tukového tkaniva a ¢reva na jednej
strane a peceflovymi hviezdicovymi bunkami a hepatocytmi na druhej strane. LSEC
tvoria v peCeni priepustni bariéru. Z hl'adiska ich Struktary, ktord zahfiia mnozstvo
fenestracii a chybajliicu bazdlnu membranu su LSEC najpriepustnejSimi bunkami v tele

cicavcov. (22)

3.4.5. LSEC A HOMEOSTAZA LIPIDOV V ZDRAVEJ PECENI
Lipidy z potravy, ktoré cirkuluju v krvi, musia prejst’ cez cievny endotel, aby sa
mohli spracovat v réznych tkanivach. LSEC st hlavnymi regulatormi dvojcestnej
vymeny lipidov medzi krvou a pe¢eniovym parenchymom. Fenestracie LSEC umoziiuja

prenos lipoproteinov zo sinusoidalnej krvi do Disseho priestoru, kde st zachytavané
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hepatocytmi. Tieto fenestracie tvoria selektivhu bariéru pre lipidy, pricom vicsie

lipoproteiny zostavaji v lumene sinusoidy. (18)

3.4.6. FUNKCNE A MORFOLOGICKE ZMENY LSEC PRI NASH

Jednou z vyraznych fenotypovych zmien LSEC buniek je strata fenestracii
(obrazok 5), zndma ako defenestracia alebo siusoidalna kapilarizacia, ktoré je spojena
s vytvorenim bazalnej membrany LSEC. Nezavislé Stadie dokézali, Ze defenstracia sa
objavuje uz v rannom Stadiu NAFLD, u mysi pocas 1 tyzdia po zavedeni diéty. Priciny
kapilarizacie nie su Uplne objasnené, ale stidie ukazali, Ze permeabilita LSEC a pocet
fenestracii st nepriamo Umerné prijmu tukov v strave. (18) Kapilarizdcia podporuje
rozvoj steatdzy tym, Ze brani uvolfovaniu lipoproteinov s velmi nizkou hustotou
z hepatocytov do sinusoiddlnej dutiny. To sposobuje zadrziavanie cholesterolu

a triacylglycerolov (TAG) v peceni. (23)

Obrazok 5: Snimka pecenovych sinusoid mysi vo veku 4 mesiacov. Na obrdzku su
pritomné pecenové sinusoidalne endotelové bunky (LSEC), fenestracie (Sipky), sietové
platnicky (SP), Disseho priestor (SD) a hepatocyty (HC).

Prevzaté z : (24)

3.4.7. KAPILARIZACIA LSEC PODPORUJE AKTIVACIU HSC
Pri fibroze spojenej s NASH maja LSEC ddlezitd Ulohu. Zdravé LSEC
zabezpeCuju kontrolu nad fibréozou tym, ze udrzuji peceniové hviezdicové bunky
v neaktivovanom stave prostrednictvom signalnych molekul, ako je oxid dusnaty (NO).

AvSak zmenené LSEC, ktoré presli procesom kapilarizacie a stratili svoju funkciu,
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stracaju schopnost’ regulovat’ HSC. NavySe zmenené LSEC uvoltuji molekuly, ktoré
podporuju tvorbu fibrozy, ako je TGF-B (transformujuci rastovy faktor), Hedgehog

molekuly, laminin a fibronektin, ¢o vedie k aktivacii HSC (obrazok 6).

Aktivované HSC nésledne produkuju Hedgehog molekuly, ktoré zosilituju ich
vlastni aktivaciu a kapilarizaciu LSEC. Aktivne HSC produkuju zvySené mnozstvo
extracelularnej matrix (ECM), ¢o vedie k progresii fibrozy v peCeni. Tento proces zvySuje
tvorbu jaziev a komplikuje funkciu pecene, o je charakteristické pre pokrocilé stadium

NASH. (25)

Healthy liver Fibrotic liver
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Obrazok 6: Aktivacia HSC prostrednictvom zmenenych LSEC buniek.

Prevzaté z: (26)

3.4.8. FUNKCIA HSC PRI NASH
HSC predstavuji vyznamny mezenchymovy typ buniek v peceni, ktoré plnia
rozmanité ulohy vo vyvoji audrziavani pe€eniove] homeostazy. Tieto bunky sa
nachadzaju v Disseho priestore medzi LSEC a hepatocytmi. HSC fungujt ako centralny
bod sledovania, ktory monitoruje stav pefene areaguje na pritomnost patogénov

a poskodenie hepatocytov.

V pripade posSkodenia pecene sa HSC aktivuji a prechadzaju do fenotypu
myofibroblastov, ¢o je sprevadzané¢ zvySenou produkciou extracelarnej matrix
a zépalovych medidtorov. Tento proces je typickym znakom chronickych pecenovych

ochoreni, vratane NASH. (27)

3.4.9. LAMININ
V porovnani s inymi organmi obsahuje zdrava pecen vyrazne mensie mnozstvo

extracelularnej matrix. Zakladnymi zlozkami ECM v zdravej peceni st kolagén typu I,
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I, IV, V a glykoproteiny ako laminin, fibronektin a iné. V pripade fibrézy pecene sa
mnozstvo ECM dramaticky zvysuje. Disseho priestor ma typicky nizky obsah proteinov
ECM, ¢o umoziuje 'ahky transport z lumenu ciev k bunkdm pecene. Pocas skorych stadii
fibrozy prechadza Disseho priestor zmenami. Fibrilarny kolagén spolu s nadbyto¢nym
kolagénom typu IV a lamininom sa hromadia a vytvaraju siln a kontinualnu bazalnu
membranu. (28) Laminin interaguje sreceptormi na povrchu buniek a spusta
intracelularnu signalizaciu, ktord nasledne reguluje spravanie buniek a angiogenézu za

fyziologickych a patologickych podmienok. (29)

V nedavnej stadii sa hodnotili sérové hladiny lamininu a kolagénu IV u pacientov
s NAFLD azistila sa ich suvislost’ s progresiou ochorenia. V predbeznej analyze sa
hodnotila schopnost’ tychto biochemickych markerov predpokladat’ pritomnost’ fibrézy
u pacientov s NAFLD. Markery ukézali schopnost’ rozlisit' pacientov s a bez fibrézy.
Stanovenie hodnot sérového lamininu by sa mohlo stat’ parametrom vyberu pacientov na

indikéciu fibrozy. (30)

3.4.10. DESMIN
Desmin je ¢lenom rodiny génov intermediarnych filamentov (IF), ktora obsahuje
70 ¢lenov. Rodina IF génov predstavuje jednu z najviac mutovanych skupin v l'udskom

génome. (31)

Zvysend produkcia desminu v peceni a tvorba intermediarnych filamentov , ktoré
obsahuju desmin, st typickymi znakmi transformacie HSC na bunky s podobnostou
myofibroblastov. Tieto bunky st bohatym zdrojom fibroznej extraceluldrnej matrix
v peceni postihnutej ochorenim NASH. Navyse, bunky s podobnost’ou myofibroblastov,
ktoré obsahujii desmin, prispievaju ku kontrakcii sinusoid, o spdsobuje zvySeny

vnutropecenovy tlak a v konecnom ddsledku portalnu hypertenziu. (32)

3.5. ZVIERACIE MODELY PECENOVEHO POSKODENIA

TYPU NAFLD/NASH
Idealny zvieraci model pre NAFLD ajeho pokrocilu formu NASH, by mal

reprodukovat’ histopatoldgiu a patofyziologiu, ktoré su pozorované u l'udi s tymito

ochoreniami. To znamena, Ze peceflové zmeny v zvieracom modeli NASH by mali
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zahfnat’ steatozu, intralobularny zapal, hepatocelularne balénovanie a preferencnu
fibrozu v perisinusoidalnej oblasti zony 3, ako aj nachylnost’ na nadory pecene. Okrem
toho by mal model zohl'adiiovat’ metabolické abnormality, ako su obezita, inzulinova

rezistencia, nala¢no hyperglykémia a dyslipidémia.

Existuje niekol’ko typov zvieracich modelov NAFLD/NASH, vratane genetickych
modelov, nutricnych modelov a modelov kombinujacich genetické a nutri¢né faktory.
Napriek tomu, ze bolo vytvorenych mnoho zvieracich modelov NAFLD/NASH, ziadny
znich uplne neodrdza vSetky aspekty histopatologie a patofyziologie, ktoré su
charakteristické pre 'udské ochorenie. Preto je kI"i¢ové vybrat si vhodny zvieraci model,

ktory najlepsie zodpoveda cielom konkrétnej Stadie. (33)

Zavaznost NASH, ktora je indukovana stravou, sa méze 1iSit’ podl'a druhu zvierat.
Okrem toho pohlavie zohrava tiez ulohu, pricom samci sa zdaji byt citlivejsi na vyvoj
NASH ako samice. Tento rozdiel je ¢iastocne spojeny s u¢inkami estrogénu, ktory chrani
pred vyvojom NASH. Nahradenie estrogénu u mysi s nedostatkom estrogénu moze

zlepsit’ stav steatdzy. (34)

3.5.1. CDAHFD MODEL DIETY

V porovnani sinymi modelmi, najviac vyuZivanim modelom v $tudiach
NAFLD/NASH je diéta s nedostatkom cholinu a obsahom L-aminokyselin s vysokym
obsahom tuku (CDAHFD). Tento model sa povazuje za verny simulator patologie I'udskej
NAFLD. Po Siestich tyzdiioch podavania tejto diéty vykazuje model CDAHFD steatozu
peene. DalSou zaujimavou vlastnostou tohto modelu je moZnost vyvinutia
steatohepatitidy u mysi bez vplyvu na ich telesni hmotnost. CDAHFD m4 unikatne
vlastnosti, ako je schopnost’ vyvolat steatohepatitidu spolu s mitochondridlnou

dysfunkciou a zavaznym oxida¢nym stresom pocas jedného tyzdna, ale bez fibrozy.

U mySich samcov kfmenych diétou CDAHFD je pozorované zavaznejSie
poskodenie peCene v porovnani so samicami, ktoré boli kimené rovnakou diétou. Tento
rozdiel sa prejavuje viacSou akumuldciou TAG, vysSSou uroviiou odumieranych
hepatocytov, balénovanie hepatocytov (obrdzok 7), intenzivnej$im zapalom, fibrozou
a dokonca aj zvySenim rizikom nddorového bujnenia, ¢o su vSetko znaky 'udskej NASH.

U samcov mysi sa prejavuje progresivny narast telesnej hmotnosti, samice priberali
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menej a vykazuju miernejsie poskodenie. Makroskopicky viditelné nadory sa prejavuju

u 25 % mysi po 12 mesiacoch na tejto diéte a u 50 % - 70 % mysi po 15 mesiacoch. (34)
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Obrazok 7: Balonovanie hepatocytov u mysi na diéte s vysokym obsahom tuku.

Prevzaté z: (35)

3.6. ENDOGLIN
Endoglin je transmembranovy glykoprotein, ktorého expresia sa zvySuje pri
hypoxii. Stadie dokazali expresiu endoglinu na endotelovych bunkich, makrofagoch,
leukocytoch a fibroblastoch. Je sucastou signalizaéného komplexu receptoru, ktory
transformuje rastovy faktor (TGF)-B. Samotny endoglin nema kindzova aktivitu, ale
v endotelovych aj neendotelovych bunkach meni signalizaciu vytvorenim receptorového
komplexu so signalnymi receptormi TGF-. Jeho kI'i¢ova tloha je hlavne vo vyvojovej

angiogenéze. (36)

3.6.1. ENDOGLIN AKO PRO-FIBROGENNY FAKTOR
Fibroza je castym priznakom mnohych chronickych ochoreni pecene, kde
dochddza k nadmernému nahromadeniu proteinov mimo buniek, o spodsobuje
poSkodenie tkaniva a postupne zlyhanie peCene. Endoglin je ko-receptor TGF-B

exprimovany najmi v endotelovych bunkéch, ktory zohrava doéleziti funkciu v regulacii

signalnych drah TGF-f inhibiciou ALK5-Smad2/3 a posilnenim ALK 1-Smad1/5.

TGF-p je multifunkény cytokin, ktory ovplyviuje mnohé aspekty buniek vratane

ich delenia, Specializacie a tvorby ECM. Zarad’uje sa medzi hlavné faktory prispievajuce
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k fibrotickym stavom v réznych tkanivach. Jeho ucinok je spojeny so Standardnou
signalizatnou drdhou, ktord zalina s dvoma typmi receptorov na povrchu buniek,
oznacovanych ako receptor TGF-B typu I (alebo ALK-5) a receptor TGF-f typu II. Po
naviazani TGF-B na receptor typu Il sa spusta retazec, ktory zahfiia aktivaciu ALKS
a naslednu fosforylaciu skupiny proteinov Smad2 a Smad3. Tieto fosforylované proteiny
sa spoja so Smad4 a vytvoria komplex, ktory sa prestiiva do jadra, kde ovplyviiuje aktivitu
génov. (37) Ak je pritomny endoglin na povrchu bunky, dochddza k inhibicii tejto
signalnej drahy. V pritomnosti endoglinu, dochddza k vizbe BMP-9 alebo TGF-B na
receptor typu II (obrazok 8), ¢o vedie k aktivacii receptorov typu I (ALK-1), ktory
fosforyluje Smadl1/5/8. Tieto fosforylované proteiny reguluju gény dolezité pre

angiogenézu. (36)

Angiogenéza, je proces tvorby novych krvnych ciev z uz existujucich ciev. Tento
dej sa odohrava pocas rastu a obnovy tkaniv po ich poskodeni. Proces je riadeny r6znymi
rastovymi faktormi a je indukovany nedostatocnym zésobenim tkaniv kyslikom, tzv.
hypoxiou. Je nevyhnutnd pre normalny rast aregenerdciu tkaniv, ale v niektorych
pripadoch dochédza k jej nadmernému rozvoju, ¢o vedie k patologickym stavom.
Zohréava dolezita tlohu v patogenéze zapalovych, fibroproliferativnych a ischemickych

ochoreni. (38)

sEndoglin

MMP14

Obrazok 8: Ovplyvnenie signalizacnej drahy v pritomnosti endoglinu.

Prevzaté z: (36)
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3.7. PROTILATKA M1043

Endoglin bol preskimany ako terapeuticky ciel’ pri liecbe nadorov. Hoci boli
vyvinuté rozne protilatky a peptidy zamerané na endoglin, najvyznamnejsi pokrok sa
dosiahol s pouzitim TRCI105, ktory bol tiez predmetom mnohych klinickych stadii.
Protilatka TRC105 okrem svojich G¢inkov na imunitny systém je schopné inhibovat’ aj
signalizaciu BMP-9, ktor4d je zavisla na endogline. Ukazali sa jasné protinddorové ucinky
na syngenetickych mysSacich modeloch, ale védzbova afinita protilatky TRC105
k mySiemu endoglinu je nizsia ako k endoglinu 'udskému. Na lepsie pochopenie vplyvu
endoglinu na signalizaciu BMP-9 boli vyvinuté d’alsie Specifické protilatky, ako napriklad

M1043, ktora je zamerana na mysi endoglin.

Protilatka M 1043 uc¢inné potlaca fosforylaciu Smadl, ktora je spistand vizbou
BMP-9 na receptor typu II, pricom neovplyviiuji fosforylaciu Smad2/3 indukovant
prostrednictvom vizby TGF- na receptor typu II. Obe protilatky (M1043 1 TRC105)

ucinne potlacaju fosforylaciu Smadl, priCom neovplyviuja fosforylaciu Smad 2/3. (36)

3.8. IMUNOHISTOCHEMIA

Imunohistochémia (IHC) je ¢asto vyuZivana diagnosticka metoda na identifikéciu
buniek pomocou protilatok zameranych na $pecifické antigény v tkanivach. Tato metdda
je vykonavana na vzorkach, ktoré boli formalinom zafixované a nésledne zaliate do
parafinu. Tieto vzorky maji vyhodu dlhodobej stability, ¢o umozZiuje lahko ich
skladovat. Metdoda moze byt pouzitd na zmrazené vzorky, ale i na tkanivéa zaliate do
plastu. Pred IHC metddou je nutné previest odparafinovanie a ndsledne zavodnenie

vzorku.

Proces IHC sa sklada zniekolkych krokov, ktoré zabezpecuju spravnu
identifikaciu cielového antigénu. Prvym krokom je odstranenie maskovanych antigénov
(AR — antigen retrieval), ¢o zahfia Gipravu tkaniva pre odhalenie antigénnych epitopov
aich zviditelnenie pre viazanie protilatok. Medzi najbeznejSie fyzikdlne spdsoby pre
odhalenie antigénu patri tepelne indukované ziskavanie pomocou mikrovinnej rary,
tlakového hrnca, autokldvu a vodného kupel'a. Medzi najbeznejSie chemické spdsoby pre
odhalenie antigénu patri napriklad pridavanie denatura¢ného ¢inidla (mocovina, kyselina
mravcia) alebo detergentu (SDS, Triton X-100). Po ziskani antigénu sa aplikuje primarna

protilatka, ktora je Specificka pre dany antigén. Primarna protilatka sa nasledne dokazuje
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sekundarnou protilatkou, ktord moéze byt konjugovana s detekénym cinidlom na

zviditeInenie antigénu.

Na vizualizaciu interakcie medzi antigénom a protildtkou sa obvykle pouziva
priama alebo nepriama metdda. Pri priamej metdde je pouzivané oznacenie primarnej
protilatky a priame aplikovanie na tkanivo, tato metdda vyzaduje vysSiu koncentraciu
protilatky. Pri nepriamej metdode sa oznaCuje sekundarna protilatka, ktorda moze byt
oznacend roznymi znaCkami, ako su flourescencné molekuly, alebo enzymy. Tieto
enzymy reaguju s chromogénnym substraitom (napr. 3,3'-diaminobenzidin (DAB))

a vytvaraju farebny produkt. (39)
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4. EXPERIMENTALNA CAST
4.1. LABORATORNE ZVIERATA

K experimentu boli pouziti mysSi samci kmena C57BL/6J. Na zaliatku
experimentu mali vek 10 tyzdilov. Po dobu 8 tyzdiiov boli mysi kfmené di¢tou CDAHFD.
Po styroch tyzdiioch diéty boli rozdelené do 2 skupin: CDAHFD + IgG (n=8) a CDAHFD
+ M1043 (n=8). Zvysné Styri tyzdne bol mySiam zo skupiny CDAHFD + IgG dvakrat
tyzdenne intraperitonedlne aplikovany potkani IgG (10 mg/kg) a skupine CDAHFD +
M1043 bola v rovnakej schéme podavanad protilatka M1043 (10 mg/kg). Kontrolna

skupina mysi (n=8) bola kfmena Standardnou diétou (chow diet).

Zvieratd boli chované vo Vivariu FaF UK HK amali volny pristup k vode
a potrave. Zvieratd boli usmrtené v hlbokej narkdze. Z vena cava inferior bola odobrata
krv anasledne vybratd peceit. Cast pecene bola fixovana v 4% paraformaldehyde.
Tkaniva boli zaliate do parafinu a rezy boli krdjané na mikrotome s hrubkou 4,5 um. Pre
imunohistochemicku detekciu pomocou protilatky anti-laminin a protilatky anti-desmin,

boli ndhodne vybraté 3 preparaty zo 4 zvierat z kazdej skupiny.

Experimenty boli schvalené Odbornou komisiou pre zabezpecenie dobrych
zivotnych podmienok pokusnych zvierat v sulade so zakonom 246/1992 Sb. o ochrane

zvierat pred tyranim a vyhlasky 419/2012 Sb. O ochrane pokusnych zvierat.

4.2. IMUNOHISTOCHEMIA PRE PROTILATKU LAMININ

e Odparafinovanie (7 x 5 min.)

- Pred vykonanim farbiaceho protokolu IHC je nevyhnutné¢ vykonat
deparafinizaciu a rehydrataciu preparatov. Ak sa parafin neodstrani tiplne, moze

to viest’ k neziaducemu zafarbeniu rezov.

POUZITE REAGENCIE: 2 x xylén, aceton, 95% etanol, 80% etanol, 70% etanol,

destilovana voda

e Permeabilizicia (2 min.)

- Na permeabiliziciu bunkovej membrany sa najcastejSie vyuziva Triton-X 100,
ktory zasahuje do lipidovej membrany monomérom, co vedie k jej
permeabilizacii. Obvykle sa zriedi do fosfatového timivého roztoku (PBS), aby sa

zabezpecil dostato¢ny objem na inkubaciu celej vzorky. (40)
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POUZITE REAGENCIE: 0,1% Triton — X 100 v PBS

e PBS (2 min.)

- Jenetoxicky roztok, ¢asto pouzivany v biologickych laboratoriach. Jeho vyhodou
oproti obycajnej vode je schopnost’ zabranit’ praskaniu alebo scvrkédvaniu buniek
v dosledku osmotickej nerovnovahy. (41)

e Odhalenie ciel’ového antigénu (var — 20 min.)

- Tepelné spracovanie tkaniv pri teplotach vyssich ako 95 °C vo vhodnych tlmivych
roztokoch (v naSom pripade citratovy tlmivy roztok) moze obnovit’ antigénnost’
mnohych proteinov, ktoré boli pocas fixdcie nereaktivne. Intenzivne tepelné

spracovanie obnovi povodnu konformaciu antigénnych epitopov. (42)
POUZITE REAGENCIE: citratovy tlmivy roztok (pH = 6.0)

e PBS (2 x5 min.)
e Vytvorenie bariéry okolo rezov prostrednictvom DAKO PEN

e Aplikovanie 3% H>0: (5 min.)

- Cielom aplikécie H20: je blokovanie endogénnej peroxidazy.
POUZITE REAGENCIE: 3% H,0, v PBS

e PBS (5 min.)

e Aplikovanie blokovacieho roztoku (1 hod.)

- Blokovanie v IHC sluzZi na zabranenie neSpecifickej vdzby protilatok na tkanivo
alebo FC receptory. Pred inkubéciou s primarnou protilatkou je vhodné vykonat

krok blokovania, co poméha redukovat nesSpecifické vizby. (43)
POUZITE REAGENCIE: 5% mlieko (0,5 mg suseného mlicka + 10 ml PBS)

e Aplikovanie primarnej protilatky (celt noc pri 4°C)

POUZITE REAGENCIE: primérna protilatka anti-Laminin (Sigma-Aldrich,
L.9393), riedenie: 1:50 (v 5% mlieku)

e PBS (2 x5 min.)

e Aplikovanie sekundarnej protilatky (30 min.)

POUZITE REAGENCIE: sekundérna protilatka anti-rabbit, riedenie: 1:100 (v PBS)
e PBS (2 x5min.)
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e Aplikovanie avidin - biotinového komplexu (ABC) (30 min.)

- Avidin je glykoprotein s vysokou afinitou k nizkomolekuldrnému vitaminu
nazyvanému biotin. Avidin ma viacero miest viazucich biotin a je mozné ho
chemicky spojit’ s peroxidazou. Biotin sa 'ahko viaze na protilatky. Vzhl'adom na

extrémnu afinitu avidinu k biotinu je ich viazanie prakticky nevratné. (44)
POUZITE REAGENCIE: ABC komplex (5 ml PBS + 1 kvapka A + 1 kvapka B)

e PBS (2 x5min.)
e Aplikovanie DAB (6 min.)

- DAB vytvara hnedé sfarbenie preparatu, ktoré mozno vizualizovat’ pomocou

svetelnej mikroskopie.
POUZITE REAGENCIE: DAB (1 ml riediaceho roztoku + 1 kvapka chromogenu)

e Destilovana voda (5 min.)

e Hematoxylin (45 s)

- Hematoxylin je bazické farbivo s vysokou afinitou k jadru, ktoré farbi do
modrofialova. Je vyuzivany k farbeniu kyslych zloziek, pri¢om typickym
prikladom st bunkové jadra. VicsSina tkaniv je bezfarebnd, ¢o robi problém pre
pozorovanie pod svetelnym mikroskopom. Farbenim chceme vytvorit’ kontrast
v tkanivach a zvyraznit’ Struktary, ktoré chceme Studovat’.

e Opliachnutie pod tecicou vodou (5 min.)

e Dehydratacia (5 x 3 min.)

POUZITE REAGENCIE: aceton: xylén (9:1), acetén: xylén (1:9), 3 x &isty xylén

e Montovanie skli¢ok s Eukitom

4.3. IMUNOHISTOCHEMIA PRE PROTILATKU DESMIN

e Odparafinovanie (7 x 5 min.)

POUZITE REAGENCIE: 2 x xylén, aceton, 95% etanol, 80% etanol, 70% etanol,

destilovana voda

e Permeabilizicia (2 min.)

POUZITE REAGENCIE: 0,1% Triton X-100 v PBS
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e PBS (2 min.)

e Odhalenie cielového antigénu (var — 20 min.)

POUZITE REAGENCIE: citratovy tlmivy roztok (pH = 6.0)

e PBS (2 x5 min.)
e Vytvorenie bariéry okolo rezov prostrednictvom DAKO PEN
e Aplikovanie 3% H>0; (5 min.)

POUZITE REAGENCIE: 3% H>0> v PBS

e PBS (5 min.)

e Aplikovanie blokovacieho roztoku (1 hod.)

POUZITE REAGENCIE: 5% mlicko (0,5 mg suseného mlieka + 10 ml PBS)

e Aplikovanie primarnej protilatky (celi noc pri 4°C)

POUZITE REAGENCIE: primamna protilitka anti-Desmin (In Vitrogen
PA5-16705), riedenie: 1:50 (v 5% mlieku)

e PBS (2 x5 min.)

e Aplikovanie sekundarnej protilatky (30 min.)

POUZITE REAGENCIE: sekundérna protilatka anti-rabbit, riedenie: 1:100 (v PBS)

e PBS (2 x5 min.)

e Aplikovanie avidin — biotinového komplexu ABC (30 min.)

POUZITE REAGENCIE: ABC komplex (5 ml PBS + 1 kvapka A + 1 kvapka B)

e PBS (2 x5 min.)
e Aplikovanie DAB (7 min.)

POUZITE REAGENCIE: DAB (1 ml riediaceho roztoku + 1 kvapka chromogenu)

e Destilovana voda (5 min.)

e Hematoxylin (45 s)
e Dehydratacia (5 x 3 min.)

POUZITE REAGENCIE: acetén: xylén (9:1), acetén: xylén (1:9), 3 x &isty xylén

e Montovanie skli¢ok s Eukitom
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5. VYSLEDKY
5.1. EXPRESIA DESMINU YV PEéENI PO CDAHFD DIETE

V histologickom obraze pecene mysi, ktoré boli kimené vysokotukovou diétou je
znac¢ne vidiet znaky NASH, medzi ktoré patri vysoka pritomnost’ tuku (steatdza),
baldénova degradécia hepatocytov a zapalovy infiltrat. V dosledku pritomnosti lipidovych
vakuol (obrazok 11, biela Sipka) st jadra hepatocytov vytla¢ané na okraj bunky.

Imunohistochemickym farbenim protilatkou anti-desmin sme znazornili vyraznti
expresiu desminu produkovaného aktivovanymi HSC v dosledku CDAHFD diéty
(obrazok 11 - 14) v porovnani s nizkou expresiou v skupine my$i na Standardnej diéte.
(obrazok 9, 10). Rozdiely v mnozstve exprimovaného desminu medzi skupinami

s podavanim IgG (obrazok 11, 12) a M1043 (obrazok 13, 14) nie st viditeI'né.

Obrazok 9: Reprezentativny obrdazok pecene kontrolnej skupiny mysi, po Standardnej
diéte s nizkou expresiou desminu (modra Sipka), farbenie protilatkou anti-desmin,

zvdcSenie 100x.
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Obrazok 10: Reprezentativny obrdzok pecene kontrolnej skupiny mysi po Standardnej
diéte s nizkou expresiou desminu (modra Sipka), farbenie protildatkou anti-desmin,

zvdcsenie 200x.

Obrazok 11: Reprezentativny obrazok pecene mysi v skupine CDAHFD + IgG s
vyraznejSou expresiou desminu (modra Sipka), farbenie protilatkou anti-desmin,

zvdcsenie 100x.
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Obrazok 12: Reprezentativny obrazok pecene mysi v skupine CDAHFD + IgG s
vyraznejSou expresiou desminu (modrd Sipka), farbenie protilatkou anti-desmin,

zvdcsenie 200x.

Obrazok 13: Reprezentativny obrdzok pecene mysi v skupine CDAHFD + M1043 s
vyraznejSou expresiou desminu (modra Sipka), farbenie protilatkou anti-desmin,

zvdcsenie 100x.
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Obrazok 14: Reprezentativny obrdzok pecene mysi v skupine CDAHFD + M1043 s
vyraznejSou expresiou desminu (modrda Sipka), farbenie protilatkou anti-desmin,

zvdcsenie 200x.

5.2. EXPRESIA LAMININU V PECENI PO CDAHFD DIETE

Pri porovnani histologického obrazu skupiny, v ktorej boli mySi kfmené
Standardnou diétou (obrazok 15) a skupinou, v ktorej bola mySiam podéavana diéta typu
CDAHFD (obrazok 16 - 21), sme prostrednictvom imunohistochemického farbenia
protilatkou anti-laminin zaznamenali rozdiely v expresii lamininu. U mysi na Standardne;j
diéte je mnozstvo lamininu, ktory je sucastou bazdlnej membrany, v porovnani so
skupinou na vysokotukovej diéte znacne niz§ia. Mnozstvo lamininu, produkovaného
aktivovanymi HSC, sa zvysuje v dosledku NASH a rozvijajtcej sa fibrozy v peceni mysi,
po CDAHFD diéte. Rozdiely medzi skupinami s aplikdciou IgG (obrazok 16 — 18)
a M1043 (obrazok 19 — 21) opit’ nie st viditeI'né.

33



Obrazok 15: Reprezentativny obrdzok pecene kontrolnej skupiny mysi po Standardnej

diéte s nizkou expresiou lamininu, farbenie protilatkou anti-laminin, zvdicsenie 200x.

Obrazok 16: Reprezentativny obrazok pecene mysi v skupine CDAHFD + IgG s
vyraznejSou expresiou lamininu produkovaného aktivovanymi HSC, vytvarajuceho

suvislu bazalnu membranu (Cervena Sipka), farbenie protilatkou anti-laminin, zvdcsenie

100x.
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Obrazok 17: Reprezentativny obrdzok pecene mysi v skupine CDAHFD + IgG s
vyraznejSou expresiou lamininu produkovaného aktivovanymi HSC, vytvarajuceho
suvislu bazalnu membranu (Cervena Sipka), farbenie protilatkou anti-laminin, zvdcsenie

200x.

Obrazok 18: Reprezentativny obrazok pecene mysi v skupine CDAHFD + IgG s
vyraznejsou expresiou lamininu, produkovaného aktivovanymi HSC, vytvarajuceho
suvisli bazalnu membranu (Cervena Sipka), farbenie protilatkou anti-laminin, zvdcsenie

400x.
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Obrazok 19: Reprezentativny obrdzok pecene mysi v skupine CDAHFD + M1043 s
vyraznejSou expresiou lamininu produkovaného aktivovanymi HSC, vytvarajiceho
suvisli bazalnu membranu (Cervena sSipka), farbenie protilatkou anti-laminin, zvdcsenie

100x.

Obrazok 20: Reprezentativny obrazok pecene mysi v skupine CDAHFD + MI1043 s
vyraznejSou expresiou lamininu produkovaného aktivovanymi HSC, vytvarajiuceho
suvisli bazalnu membranu (Cervena Sipka), farbenie protilatkou anti-laminin, zvdcsenie

200x.
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Obrazok 21: Reprezentativny obrdzok pecene mysi v skupine CDAHFD + M1043 s
vyraznejSou expresiou lamininu produkovaného aktivovanymi HSC, vytvarajuceho
suvisli bazalnu membranu (Cervena sSipka), farbenie protilatkou anti-laminin, zvdcsenie

400x.
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6. DISKUSIA

Nealkoholova tukova choroba pecene (NAFLD) je definovand ako hromadenie
tuku v peceni (steatdza pecene). Zdrava pecent mdze obsahovat’ ur¢ité mnozstvo tuku,
avsak, ak toto hromadenie prekro¢i 5 % hepatocytov, povazuje sa za patologické. NAFLD
zahfiia dva hlavné stavy: nealkoholicka steatohepatitida (NASH) a makrovesikularna
steatoza (NAFL). NASH je diagnostikovana vtedy, ked’ sa v peCeni s tukovou infiltraciou
zisti zapalova reakcia a poSkodenie hepatocytov. Diagndza by sa nemala stanovit’
u pacienta, ktory ma vanamnéze vyznamnu konzumdciu alkoholu. NASH mdze
postupovat’ k fibréze pecene, cirhdze a dokonca k vzniku hepatocelularneho karcinomu.
Stale existuje moznost’, ze NASH moze existovat’ spolu s inymi ochoreniami pecene, ako

je chronicka hepatitida C. (45)

Poznanie roznych molekularnych procesov, ktoré sa podiel’aju na rozvoji fibrozy,
otvara cestu kidentifikdcii viacerych terapeutickych cielov vratane -cytokinov,
chemokinov, signalizacie Hedgehog drahy a d’alSich ciel'ov na zvratenie procesu fibrozy.
Lepsie pochopenie zdkladnych mechanizmov, ktoré vedu k vzniku fibrézy, méze mat’
vyznamny vplyv aj na identifikdciu neinvazivnych markerov. Zatial ¢o rozne
zobrazovacie techniky st schopné odlisit’ pritomnost’ tukovej infiltracie (steatozu), nie su

tak presné v stanovovani steatohepatitidy.

Pecenové hviezdicové bunky (HSC), ktoré st obvykle v neaktivhom stave
a ukladaju vitamin A, sa pocas poskodenia pecene aktivuju. Tento proces je podporovany
uvolnovanim zapalovych molekul, ako je napriklad transformujuci rastovy faktor
(TGF-B), tumor nekrotizujuci faktor o (TNF-a) a chemokiny. Aktivované HSC sa
postupne transformuji na kontraktilné a fibrogénne myofibroblasty, ktoré sa vyznacuju
zvySenou expresiou proteinov desmin, a-hladky svalovy aktin (a-SMA) a kolagén al.
HSC, ktoré su v aktivovanom stave produkuju vel'ké mnoZzstvo fibrilarnych kolagénov

typu I a III, ale aj laminin a fibrinogén. (46)

Vzhl'adom na silny zdujem o objavenie bezpecnych a ucinnych lieCebnych metdd
pre NASH sa vytvorili rozne zvieracie modely tohto ochorenia. V siCasnosti neexistuje
Ziadny jednotny zvieraci model, ktory by zodpovedal vSetkym ochoreniam Tl'udske;j
NASH. Preto je dolezité, aby sa pri experimente zvolili podl'a Specifickych aspektov, na

ktoré sa da zamerat’. AvSak modely, ktoré dokdzu zachytit’ nielen histopatologiu pecene,
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ale aj celkové metabolické dysfunkcie spojené s NASH, maji vyznamnejSiu hodnotu.

Zvolenie vhodného modelu je kI"aicové pre lepSie porozumenie patogenézy NASH. (47)

V nasSej praci sme sa zamerali na zmeny v peceni v suvislosti s ochorenim NASH,
ktoré vedu k aktivovaniu HSC buniek, ktoré ndsledne produkuju pro-fibrogénne
markery — desmin a laminin. Vysledky ukazuja, Ze pri hodnoteni zmien v histologickom
obraze pecene mysi na Standardnej diéte a diéte typu CDAHFD, sme mohli pozorovat
vyraznej$iu expresiu oboch sledovanych proteinov u mysi na CDAHFD diéte. Laminin
sa vplyvom aktivacie HSC zacal zvySene exprimovat’ a hromadit’ extracelularne, kde
vytvoril kontinudlnu bazalnu membranu LSEC ako hlavny znak endotelovej dysfunkcie
a kapilarizacie. (30) VyraznejSia expresia desminu ndm v zhode s ostatnymi autormi
taktiez potvrdila aktivaciu HSC. (32) Pri porovnavani skupiny mysi, ktorym bola injekéne
podéavana protilatka IgG a protilaitka M1043, sme Ziadne zmeny nepozorovali. Desmin
a laminin teda mézeme zaradit’ medzi biomarkery, ktoré slizia na preukdzanie aktivacie
HSC, ktoré st povaZzované za hlavny zdroj fibrozy u pacientov s NASH, avsak anti-
endoglinova protilatka v nami zvolenej schéme experimentu neukazala vyrazny efekt na
priebeh rozvoja fibrozy. Tento vysledok je nutné potvrdit' aj inymi molekularnymi
metddami. Daliie pokradovanie histologickej analyzy bude zamerané na fluorescendni
mikroskopiu za vyuzitia detekcie kolokalizdcie rdéznych markerov pre pozorovanie

vzajomnych vztahov viacerych typov buniek, ktoré maju svoju tlohu v rozvoji NASH.

V poslednych rokoch bolo navrhnutych niekolko Specifickych proteinov na
diagnostiku NASH a $tadia fibrozy. Studie naznacuji, Zze kombinacia viacerych sérovych
biomarkerov zlepSuje ich diagnostickl presnost’. Zavedenie novych technologii by mohlo
viest’ k identifikacii neinvazivnych biomarkerov na detekciu NAFLD, rozliSenie NASH
od NAFL a urcenie Stadia fibrozy. AvSak, je nevyhnutné, aby tieto nové pristupy boli

overené na vicSom mnozstve vzoriek. (48)
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7. ZAVER

V ramci bakalarskej prace sme prostrednictvom imunohistochemickych metdd
preukazali zvySeni expresiu desminu a lamininu, ktoré zarad’'ujeme medzi hlavné
ukazovatele aktivacie HSC, a zaroven sme zhodnotili efekt anti-endoglinovej protilatky

M1043 na priebeh rozvoja fibrozy.

Nase vysledky poukézali na zmeny, ktoré nastali v peceni mysi, kimenych
CDAHDF diétou. U oboch sledovanych proteinov doslo k ich vyraznej expresii. Laminin
sa zaCal hromadit’ extracelularne a vytvoril stivislu bazdlnu membranu LSEC. A zaroven
vplyvom aktivacie HSC doslo k vyraznejSej expresii desminu. Priebeh rozvoja fibrozy
sme sa pokusili ovplyvnit’ anti-endoglinovou protilatkou M1043. Pri porovnani skupiny
mys$i, ktorym bola poddvana protildtka M1043 a protilatka IgG, sme nezaznamenali
vyrazne zmeny. Na zdklade naSich vysledkov sme zhodnotili, Ze desmin a laminin
moézeme zaradit’ medzi biomarkery na preukazanie aktivacie HSC, ktoré su povazované

za hlavny zdroj fibrézy u pacientov s NASH.
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8. POUZITE SKRATKY

ABC
AR

CDAHFD

DAB
ECM
ER
HC
HCC

HE
HIV

HSC

IF
IHC
LSEC
NAFL

NAFLD
NASH

NO
PBS
SD
SP
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avidin-biotin komplex

antigen retrieval (odstranenie
maskovanych antigénov)

the choline-deficient, 1-amino acid-defined,
high-fat fiet (diéta s nedostatkom cholinu
a obsahom L-aminokyselin s vysokym
obsahom tuku)

diaminobenzidin

extracelularna matrix

endoplazmatické retikulum

hepatocyty

hepatocellular carcinoma (hepatocelularny
karciném)

farbenie hematoxylin-eozin

human immunodeficiency virus (virus
Pudskej imunitnej nedostatocnosti)
hepatic stellate cells (pecenove
hviezdicové bunky)

intermediarne filamenty
imunohistochémia

pecenove sinusoidalne endotelové bunky
non-alcoholic fatty liver (makrovesikularna
steatdza)

non-alcoholic fatty liver disease
(nealkoholové tukova choroba pecene)
non-alcoholic steatohepatitis
(nealkoholicka steatohepatitida)

oxid dusnaty

fosfatom pufrovany fyziologicky roztok
space of Disse (Disseho priestor)

sietové platnicky



TAG
TGF-B

a-SMA
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triacylglyceroly

transforming growth factor beta
(transformujuci rastovy faktor f3)

alpha-smooth muscle actin
(a-hladky svalovy aktin)


https://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor_beta
https://en.wikipedia.org/wiki/Transforming_growth_factor_beta
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