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2 Abstrakt

Nealkoholové ztucnéni jater (NAFLD) je chronické onemocnéni jaterni
tkané. PokrocilejSi stadia NAFLD jsou charakterizovana rozvojem fibrézy.
Fibroticky proces se vyskytuje ve stadiu nealkoholové steatohepatitidy a byva

doprovazen zanétem.

Cilem této studie bylo analyzovat expresi markert fibrézy (a-SMA,
galektinu-3 a kolagenu). V ramci designu studie byly mysi rozdéleny do dvou
skupin, a to kontrolni skupinu, ktera byla krmena standardni laboratorni dietou
(chow diet) a experimentalni skupinu krmenou CDAA dietou. CDAA dieta vede
k rozvoji  fibrozy prostfednictvim inhibice oxidace mastnych kyselin
v hepatocytech, zvySenim syntézy lipidd a rozvojem oxidaéniho stresu a
zanétu. Mysi byly krmeny po dobu 4 tydnu. Exprese vybranych markeru fibrozy
byla detekovana a hodnocena pomoci nepfimé imunohistochemie metodou
ABC.

Vysledky této bakalarské prace ukazuji, Zze pozitivita a-SMA markeru
byla u experimentalniho modelu silnéjSi a byla zjiSténa i v aktivovanych
jaternich hvézdicovych bunkach a myofibroblastech v jatrech. Barveni
galektinem-3 bylo také u experimentalni skupiny vyraznéjSi nez u kontrolni
skupiny. Sirius Red barveni pro detekci kolagennich vlaken prokazalo
intenzivnéjSi reakci u experimentalni skupiny, kde analyza potvrdila pfitomnost
kolagenu i mimo hladké svalové burnky cév. VSechny tyto aspekty naznacuji
probihajici fibroticky a zanétlivy proces po podavani CDAA diety. Zavérem lze

fici, Ze markery fibrézy byly zvySeny u experimentalni CDAA skupiny.

KliCova slova: jatra, imunohistochemie, NAFLD, fibr6za, a-SMA, galektin 3,
kolagen



3 Abstract

Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is a chronic disease of the liver
tissue. More advanced stages of NAFLD are characterized by the development
of fibrosis. The fibrotic process occurs at the stage of nonalcoholic

steatohepatitis and is usually accompanied by inflammation.

The aim of this study was to analyze the expression of fibrosis markers
(a - SMA, galectin - 3 and collagen). As part of the study design, mice were
divided into two groups, namely a control group fed a standard laboratory diet
(chow diet) and an experimental group fed a CDAA diet. CDAA diet leads to the
development of fibrosis through inhibition of fatty acid oxidation in hepatocytes,
increase in lipid synthesis and development of oxidative stress and
inflammation. Mice were fed for 4 weeks. The expression of selected fibrosis
markers was detected and evaluated by indirect immunohistochemistry using
the ABC method.

The results of this thesis show that a-SMA marker positivity was stronger
in the experimental model and was also detected in activated hepatic stellate
cells and myofibroblasts in the liver. Galectin-3 staining was also more
pronounced in the experimental group than in the control group. Sirius Red
staining for the detection of collagen fibers was also more intense
in the experimental group, where the analysis showed the presence of collagen
outside the smooth muscle cells of blood vessels. All of these aspects suggest
an ongoing fibrotic and inflammatory process after administration of the CDAA

diet. In conclusion, fibrosis markers were increased in the experimental CDAA

group.

Keywords: liver, immunohistochemistry, NAFLD, fibrosis, a-SMA, galectin 3,

collagen



4 Uvod

Fibroza se vyskytuje v progresivnim stadiu NAFLD zvaném nealkoholova
steatohepatitida. Fibroticky proces je reakci na hojeni ran pfi chronickém
poskozeni jater. V pfipadé, kdy dojde ktrvalému poskozeni jaterniho
parenchymu v dusledku chronického onemocnéni jater, jaterni parenchym je
nahrazen fibrotickou tkani. NeléCena fibr6za maze vést az k cirhdze (Maurice &
Manousou, 2018).

U jaterni fibrézy dochazi k nékolikanasobnému zvySeni celkového
obsahu extracelularni matrix. Fibroza je vysledkem pFevaZzujici fibrogeneze
nad fibrolyzou. Stupen &i stadium fibrotického procesu je hlavnim ukazatelem
v hodnoceni zavaznosti onemocnéni nealkoholového ztu¢néni jater. Za hlavni
zdroj jaternich fibrogennich bunék jsou povazovany hvézdicové bunky.
Aktivované hvézdicové bunky se diferencuji na myofibroblasty, a ty hraji

ustfedni roli b€hem jaterni fibrozy (Acharya et al., 2021).

Pro hodnoceni rozvoje fibrézy bylo vyuzito zobrazeni markerd pomoci
imunohistochemické analyzy. Specificky byly vybrany tfi markery, které
reflektuji rozvoj fibrézy, a to a-SMA, galektin 3 a detekce kolagennich vlaken. a-
SMA se fyziologicky nachazi v hladkych svalovych burikach v cévni sténé.
Pouziva sejako marker pro podskupinu aktivovanych fibrogennich bunék
v hojicich se tkanich. a-SMA je specificky exprimovana myofibroblasty. Pomoci
a-SMA detekujeme aktivované hvézdicové burnky (Shen Cherng et al., 2008).
Galektin 3 ovliviiuje funkci makrofagl a pfispiva k profibrotickému
makrofagovému fenotypu vazbou na transmembranovy receptor CD98.
Pfedpoklada se, Ze zvySena exprese galektinu 3 v chronicky zanicenych
tkanich aktivuje myofibroblasty, coz vede k tvorbé jizev (Slack et al., 2021).
Prikazu kolagennich vlaken se vyuziva hojné k diagnostice nadmérného
ukladani vaziva. Jedna se o biomolekulu produkovanou fibroblasty. Fibréza je
charakterizovana zejména nadmérnou akumulaci proteinO a enzymu
extracelularni matrix, hlavné fibrilarnich kolagenu. Fibroblasty jsou stimulovany
k tvorbé vlaken kolagenu (Hall et al., 2021). Na zakladé vySe uvedenych dat
byly tyto tfi markery (a-SMA, galektin 3 a kolagen) vybrany pro zhodnoceni

rozvoje fibrotického procesu.



5 Zadani - cil prace

Cilem bakalarské prace bylo popsat anatomii jater, uvedeni
do problematiky nealkoholového ztuénéni jater (non alcoholic fatty liver disease,
NAFLD) a shrnuti metody imunohistochemie pouzivanou k diagnostice markeru
fibrézy. DalSim cilem byla samotna imunohistochemicka analyza vybranych
markeru fibrézy, a to aSMA, kolagennich vlaken a galektinu 3 na fezech mySich

jater, u kterych byla dietou indukovana NAFLD.
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6 Teoreticka cast

6.1 Morfologické poznamky

6.1.1 Obecna morfologie jater

Jatra (hepar) jsou nejvétsi exokrinni zlazou lidského téla a oznaCujeme je
za hlavni organ latkové vymény. Hraji hlavni roli v metabolismu sacharidd, tuku
a bilkovin. Hmotnost jater se pohybuje od 1 kg do 2,5 kg. Jatra maji
hnédocCervenou barvu, jsou mékka a poddajna, ale také velmi kiehka, a proto
dochazi snadno k natrzeni tkané (Cihak Radomir, 2013). Jatra maji klinovity
tvar ajsou ulozena v pravé brani¢ni klenbé. Rozeznavame dvé casti jater.
A to, Cast jater facies diaphragmatica, ktera je pfiloZzena k branici a dolni ¢ast
facies visceralis, ktera je obracena k bfiSnim organim. Diafragmatickou plochu
od visceralni oddéluje €ast zvana margo inferior. Margo inferior oddéluje plochy
vpravo a vpfedu, v zadni Casti plochy pFfechazeji zaoblené (Dylevsky Ivan,
2009).

Cela jatra kryje peritonealni povlak, ktery se nazyva tunica serosa.
Z tohoto povlaku vznikaji ryhy a pfechazi na zavésy jater ligamentum falciforme
hepatis, ligamentum teres hepatis a ligamentum coronarium hepatis. V zadni
Casti jsou jatra spojena s branici Casti area nuda. Area nuda neni kryta tunicou
serosou. Tunica serosa je pfipevnéna telou subserosou k tunica fibrosa. Tunica
fibrosa je pevny vazivovy povlak jater (Cihdk Radomir, 2013; Ehrmann Jifi,
2014).

Uzky pruh na jatrech ligamentum falciforme (srpkovity vaz) spojuje jatra
s branici a rozdéluje povrch jater na dva hlavni anatomické laloky. Na pravy
lalok (lobus dexter) a levy lalok (lobus sinister), ktery je mensi nez pravy lalok.
Kromé dvou velkych lalokl jsou na pravé strané povrchu jater dva mensi laloky
lobus caudatus a lobus quadratus (Dylevsky Ivan, 2009). Tyto dva mensi laloky
se nachazi uprostfed mezi lobus dexter a lobus sinister. VSechny jaterni laloky
rozd&luji ryhy, které predstavuji pismeno H (Cihak Radomir, 2013). Vzhledem
k mékkému a poddajnému charakteru jater se na jejich tvaru podili i kontakt
s okolnimi organy. A tak se v jatrech znaCi viditelné otisky impressio



oesophagea, impressio gastrica, impressio suprarenalis, impressio renalis,

impressio duodenalis a impressio colica (Ehrmann Jifi, 2014).

Jatra jsou velmi téZky organ, a proto jsou fixovana nékolika mechanismy
(zavésy, podpora bfiSnich organl a srust s branici). Velky fixaCni vyznam ma
také atmosféricky tlak, ktery fixuje jatra do braniéni klenby (Cihak Radomir,
2013).

Obrazek 1 - zevni pohled jater

Pohled na anatomickou stavbu jater a) pfedni plocha b) zadni plocha c) dolni visceralni plocha
(Ehrmann Jifi, 2014) (pfevzato).

6.1.2 Krevni zasobeni

Jatra jsou zasobovana krvi ze dvou zdroji. Jatra maji funkéni a nutritivni
krevni zasobeni. Funkéni zasobeni jater zajistuje portalni obéh, 80 % krve je
dodavano portalni zilou. Vena portae (vratnicova zila) shromazduje zilni krev
z neparovych organu traviciho traktu. Krev z neparovych organu bfisni dutiny je
velmi bohata na Ziviny. Portélni Zila neméa chlopn& (Ehrmann Jifi, 2014). Zila
se déli na dvé vétve, pro pravy a levy lalok. Vétve pro pravy a levy lalok se dale
vétvi na mezilalu¢koveé Zily, na které navazuji jaterni sinusoidy. Ty pokracuji
pres vena centralis, venae hepaticae az k vena cava inferior. Arteria hepatica
communis (spole€na jaterni tepna) zajiStuje nutritivni obé&h jater, pfivadi totiz
do jater okysli€enou krev. Pfimo do jater vstupuje arteria hepatica propria, jedna
se o veétev arteria hepatica communis. Arteria hepatica propria vstupuje
do hilu jater uvnitf ligamentum hepatoduodenale v blizkosti ductus hepaticus
communis (Dylevsky lvan, 2009).


https://www.stefajir.cz/jatra-obecne-informace

Jaterni sinusoidy jsou Zilni utvary charakteru kapilar a maji nepravidelné
rozSifeni. Sténa je tvofena jednou vrstvou endotelovych bunék, které maiji

fenestrace. Za minutu protece jatry asi 1,5 litru krve (Dylevsky Ivan, 2009).

6.1.3 Biliarni systém

V jatrech je tvofena zIu€, Zluta tekutina, ktera se ucastni travicich
procesll. Zlu¢ je produkovana jaternimi bufikami a dale se upravuje ve
Zluovych cestach, které zadinaji uvnitf jaterniho lald¢ku. Zludové cesty
predstavuji utésnény kapilarni prostor. Zlug je secernovana na hepatocytu.
Pro tvorbu Zluci jsou potifebné latky transportovany pfes membranu do kapilary
uvnitf jaterni buriky. Lalu¢ek zlu¢ opousti Herringovym kanalkem a nasledné
putuje do portobiliarniho prostoru, kde se napoji na interlobularni zlu€ovod
(ductus bilifer interlobularis). VVétve ductus bilifer interlobularis se napoji do
ductus hepaticus dexter a sinister, které odvadi Zlu¢ z jater (Cihak Radomir,
2013; Ehrmann Jifi, 2014).

6.1.4 Funkéni morfologie jater

Jatra se skladaji z nékolika typu bunék rizného embryologického
pavodu. V jatrech rozeznavame bunky parenchymového a neparenchymového
puvodu. Kazda z bunék ma jedinecné funkce, které kooperativné reguluji funkci
jater nanékolika urovnich. Bunky parenchymu nazyvame hepatocyty.
Kupfferovy bunky, endotelové buriky, epitelové bunky ZluCovych cest
(cholangiocyty), ltovy bunky (hvézdicové bunky) a pit burky jsou
neparenchymove buriky. Hepatocyty jsou primarni epitelialni bunééna populace
jater (Ehrmann Jifi, 2014; Trefts et al., 2017). Tvofi vétSinu objemu jater (asi
60-80 %) a vykonavaji mnoho funkci pfipisovanych jatram. Neparenchymové
bufiky  zabiraji asi 20-40%. Ztoho nejvic zastoupené jsou
cholangiocyty epitelidlni populace jaternich bunék. Nejméné jsou zastoupené
Itovy buriky (Ehrmann Jifi, 2014).

6.1.4.1 Parenchymové bunky
Hepatocyty predstavuji dvé tretiny jater (Ehrmann Jifi, 2014). Jedna
se o polyedrické bunky, které maji mnoho mikroklkd. Mikroklky zvétSuji povrch

a zvysuji absorpCni schopnost bunék. Hepatocyty jsou pomérné dlouho Zijici
bunky, jelikoz se obnovuji pfiblizné kazdych 5 mésicl. To se muze meénit pfi



regeneraCnich procesech, kdy hepatocyty vykazuji vysokou schopnost
proliferace a regenerace poskozené jaterni tkané. Jsou to buriky o priuméru
asi 20 az 30 pm. Obvykle maji kulaté jadro se stfedem v cytoplazmé, u
dospélych lidi v8ak muze byt az 25 % hepatocytd dvoujadernych (Atlas of plant
and animal histology, b.r.). Radialné usporadané hepatocyty vytvareji 1 az 2
vrstvy a tvofi utvar lobus venae centralis (laliCek centralni zZily) neboli jaterni
lalicek. Dvé pfilozené fady hepatocytl tvofi tramce. Strukturu jater popisujeme
tfemi jednotkami. Lobus venae centralis je hlavni morfologicka jednotka jater,
pfipominajici tvarem mnohouhelnik hexagon. Vrstvy hepatocytl sméfuji do
centra lobu. Vena centralis se nachazi uprostfed laloku v centru lobu. Prostor
mezi hepatocyty vypliuji drobné cévky, zvané jaterni sinusoidy (Dylevsky lvan,
2009). Portalni lali¢ek (lalicek vratnicové Zzily), je povazovan za funkéni
jednotku jater. Vrcholy portalniho lali¢ku jsou ve tfech venae centrales Ve
stfedu se nachazi portalni triada. Portalni lali¢ek je utvar orientovany kolem
portalni triady. Zakladni funkéni jednotkou jater je jaterni acinus, coz je
nejmensi funk&ni jednotka jater. Na Ffezu ma tvar dvou trojuhelnikd. Acinus
nejlépe odrazi vztah mezi krevni perfuzi, metabolickou aktivitou jater a
patologickymi procesy. Acinus ma osu tvofenou linii mezi dvéma portalnimi
triadami a pak druhou linii mezi dvéma centralnimi zilami. Acinus ma tfi zény
(Ehrmann Jifi, 2014).

e ,zona | — nejblizSi pfivodnym cévam — obsahuje hepatocyty, které
pfichazeji do styku s krvi bohatou na kyslik i Ziviny, jsou nejodolnéjsi vici
hypoxii

e zOna Il — stfedni — prechodna

e z0na lll — nejvzdalenéjsi —hepatocyty se nachazeji v blizkosti centralnich
Zil, jsou perfundovany krvi se sniZzenou koncentraci kysliku a Zivin“
(Ehrmann Jifi, 2014, s 27).

Funkce zon je zavisla na jejich zasobovani krvi. V zéné | je nejvySSi zasobeni
krvi a Zivinami, probiha zde beta-oxidace mastnych kyselin, glukoneogeneze
a glykogenolyza (uvolfovani glukdézy do krve). Zéna Il ma nizsi zasobeni krvi
kyslikem a Zivinami, a proto zde probiha syntéza glykogenu, glykolyza

a ketogeneze (Ehrmann Jifi, 2014).

10



Obrazek 2 - Schéma jaternich lalac¢ku a jaterniho acinu
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Jaterni lalicek

Portalni triada je prostor vyplnény vazivovou tkani. Uvnitf prochazi interlobularni tepna,
interlobularni zila a interlobularni Zlu€ovod, proto triada (Funkce bunék lidského téla

Multimedialni skripta, b.r.).

6.1.4.2 Neparenchymové bunky

Neparenchymové bunky jsou dullezité pro zajisténi normalnich funkci
jater. V sinusoidé jater sidli buriky patfici mezi tkanové makrofagy nazyvame je
Kupfferovy buriky. Jedna se o fagocyty a maji bohat& &lenény povrch (Cihak
Radomir, 2013). Hraji velmi dullezitou roli v imunitnich reakcich. Funkce
Kupfferovych bunék je obrana hostitele. Odstrani, pomoci fagocytdzy,
imunokomplexy, staré erytrocyty, zbytky rozpadlych bunék, cizi, toxické
a infekéni latky z portalni krve (McCuskey & McCuskey, 1990). Kupfferovy
buriky také poskytuji signalni molekuly pouzivané pro komunikaci mezi bunkami
(interleukiny — IL-1 a IL-6, tumor nekrotizujici faktor a interferony) (Ehrmann Jifi,
2014; Poisson et al., 2017). Mezi neparenchymové bunky zahrnujeme
i endotelové buriky, které obsahuji mnoho fenestraci. Pfedstavuji rozhrani mezi
krevnimi bufikami na jedné strané a hepatocyty a jaternimi hvézdicovymi
bunfikami na strané druhé. Nemaji bazalni membranu jako ostatni endotelové
buriky, a to z nich déla nejpropustnéjSi endotelové burky v téle savcu. Vykazuji
také nejvysSi kapacitu endocytdzy z lidskych bunék, zachycuji makromolekuly
a malé Castice z krevniho fecisté (Poisson et al., 2017). Zajistuji zachyt HDL
a LDL. Cholangiocyty, epitelové buriky Zlu€ovych cest, maji podil na upravé
Zlu¢i (Ehrmann Jifi, 2014). Jejich fyziologicka funkce spocliva v modifikaci
jaterni primarni zlu€i pfi jejim transportu podél ZluCového stromu. Modifikace

spociva v koordinovaném transportu rliznych iontu, rozpusténych latek a vody
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pres apikalni a bazolateralni plazmatické membrany cholangiocytl (Tabibian et
al., 2013).

Itovy bunky, téz hvézdicové buriky nebo stelatni buriky, slouzi za normalnich
podminek ke skladovani retinoidd. Uchovavaji vitamin A. Pfi poSkozeni jater
se transformuji v bunky podobajici se myofibroblastim a tvofi kolagen.
Zpusobuji rozvoj jaterni fibrozy a cirhdzy. Pit bufiky fadime mezi natural killers
bunky, maji ulohu v ochrané proti virovym infekcim a metastatickym nadorovym
buiikam. Mezi neparenchymové bunky téz patfi i ovalné bunky, které se
diferencuji na hepatocyty &i cholangiocyty v ptipadé, kdy jsou poskozeny (Cihak
Radomir, 2013; Ehrmann Jifi, 2014).

6.2 Nealkoholova tukova choroba jater

Nealkoholové zti€néni jater (non alcoholic fatty liver disease, NAFLD) je
nemoc, pfi které dochazi khromadéni tuku v jatrech. Jedna
se 0 makrovezikularni zmény bez vyznamného uzivani alkoholu. Je to tedy
stav, ktery je charakterizovan prukazem jaterni steatézy a nejsou pfitomny
sekundarni pfi€iny jaterni steatézy (konzumace alkoholu). NAFLD je také
povazovana za jaterni manifestaci metabolického syndromu (Bauer et al., 2022;
Pujitha Kudaravalli; Savio John., 2022).

Jatra jsou nezbytny organ v metabolismu lipidd. Jsou zodpovédna
za fizeni syntézy novych mastnych kyselin, jejich export, redistribuci do jinych
tkani a za jejich vyuziti jako energetickych substrati. VSechny tyto drahy jsou
velmi regulovany. Poruseni i jediné z drah mlze urychlit retenci tuku v jatrech
avést krozvoji NAFLD. Hromadéni tuku v jatrech ma nékolik duvodu.
NejcastéjSim divodem je zvySena dodavka volnych mastnych kyselin do jater,
zvySena syntéza mastnych kyselin v jatrech nebo snizena syntéza lipoproteint

s velmi nizkou hustotou v jatrech (Pujitha Kudaravalli; Savio John., 2022).

6.2.1 Epidemiologie

NAFLD je nyni celosvétové hlavni pfi¢inou chronického onemocnéni
jater. Vyskyt NAFLD velmi rychle roste. V souCasné dobé je hlavni pfi€inou
morbidity a mortality souvisejici s jatry. Pfedpoklada se, Zze se do roku 2030

stane také nejCastéjSi indikaci transplantace jater (Byrne & Targher, 2015).

Nejrychleji roste v zapadnich zemich. Prevalence NAFLD se odhaduje na 20-30
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%. Prevalence NAFLD je zpravidla vys$8i u muzl a roste s pfibyvajicim vékem.
Studie Dallas Heart Study a Dionysos Study uvadéji, ze 30 % dospélych v USA
a 25 % v ltali ma NAFLD. NAFLD se vice vyskytuje i v détském véku.
Pediatricka NAFLD se v roce 2010 zvysila pfiblizné o dvé procenta (Bellentani
et al., 2010).

6.2.2 Etiopatogeneze NAFLD

NAFLD zahrnuje jaterni stavy rGzné zavaznosti. NAFLD lze rozdélit
na NAFL (nealkoholova ztu€néla jatra) a NASH (nealkoholova steatohepatitida).
NAFL je nejmirnéjSi formou a NASH je na druhém konci spektra, je velmi
zavaznou formou nemoci. Stadia nealkoholového ztu¢néni jater zacinaji
prostou steatézou a progreduji v NASH, zanétlivy stav charakterizovany jaterni
fibrézou progredujici do cirh6zy. NAFLD je Casto reverzibilni a asymptomaticka.
NeléCena NAFLD vede knevratnému poskozeni jater, které vyzaduje
transplantaci jater. NAFLD zvySuje vyskyt rizika hepatocelularniho karcinomu.
Nealkoholové ztu¢néni jater je vyrazné ovlivnéno malnutrici. K rozvoji pfispivaji
vnéjSi faktory i genetické faktory. Hlavni pfedpoklady vzniku a rozvoje NAFLD je
nepomér mezi energetickym pfijmem (nadmérny kaloricky pfijem) a vydejem
(nizka fyzicka aktivita). Tento nepomér vede k akumulaci tukd v tukové tkani i
jinych organech. Akumulaci vznika obezita a rozviji se inzulinova rezistence.
Pfic¢iny vzniku NAFLD muazou byt obezita, inzulinova rezistence, diabetes
mellitus, vysoky cholesterol, vysoka hladina triacylglyceroll, vysoky krevni tlak
a rychlé hubnuti se Spatnou stravou (Bauer et al., 2022; Friedman et al., 2018;
Heyens et al., 2021).

Nékolik let byla predkladana teorie patogeneze dvou zasahl. Tato teorie
naznacovala, Zze pro rozvoj NASH by musel pfi NAFL pfijit druhy zasah.
Steatéza je povazovana za prvni zasah. A aby pfeSla do NASH je zapotfebi
druhy zasah, ktery zplsobuje poSkozeni bunék a zanét. Tento nazor je v dnesni
dobé povazovan za zastaraly. A uznava se teorie vice zasaht (Friedman et al.,
2018).

Metabolicky zaklad patogeneze je nadmérna akumulace volnych
mastnych kyselin (free fatty acid, FFA) v jatrech. Jedna se o nerovnovahu mezi

zvySenou dostupnosti FFA a snizenym odstrariovanim FFA mitochondrialni
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B-oxidaci, exportem lipoproteini o velmi nizké hustoté. Mastné kyseliny
se primarné ukladaji v tukové tkani jako triacylglyceroly. U obéznich lidi jsou
mastné kyseliny nespravné smérovany do ektopickych mist, jako je kosterni
a jaterni tkan (Bauer et al., 2022; Friedman et al., 2018; Polyzos et al., 2016).

PfebyteCna energie ze stravy se obvykle uklada ve formé tuku
v zasobnicich. Schopnost tukové tkané (adipocytl) ukladat tuk je dana
geneticky. V pfipadé, kdy dojde k prekroCeni kapacity dochazi k pretizeni
a poskozeni adipocytd. To ma za nasledek inzulinovou rezistenci (IR). IR
zpusobuje nerovnovahu v homeostaze metabolismu glukézy a lipidu. Do obéhu
se dostava vice FFA, které musi byt zpracovany jatry. Dusledkem nerovnovahy
jsou sacharidy z potravy absorbovany jatry apfeménény na FFA
lipogenezi. Zhruba 40 % tuku, ktery se hromadi v jatrech, pochazi ze sacharidi
a tukd ve stravé. Zbyvaijici tuk pochazi z dysfunkénich adipocytl. IR vede
k zvySeni toku FFA, to ma za nasledek toxicky ucinek na jatra. Tento toxicky
ucinek nazyvame lipotoxicita. FFA se za fyziologickych podminek rozkladaji
v mitochondriich beta-oxidaci. V dusledku pretizeni FFA jsou mitochondrie
zahlceny. To vede k produkci reaktivnich forem kysliku (ROS) (Friedman et al.,
2018; Heyens et al., 2021). Tyto mechanismy vedou k prozanétlivému
a apoptotickému klimatu v jatrech. Na rozvoji NAFLD se podileji i imunitni
pochody v jatrech. Kupfferovy bunky absorbuji velké mnozstvi FFA, coz je vede
k zanétlivemu fenotypu. Dochazi k aktivaci nuklearniho faktoru kappa B. Dale
se vyznamné zvySuje produkce prozanétlivych cytokini nachazejicich
se v jatrech, jako je IL-6, tumor nekrotizujici faktor o (TNF-a) a IL-10 (Polyzos
et al.,, 2016).
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Na obrazku je progrese onemocnéni pfi ztu€néni jater. Obezita a dalSi faktory predstavuji
rizikové faktory pro NAFLD. Druhy obrazek jater znazorfiuje zacinajici akumulaci tuku
v hepatocytech. Poté nasleduje NASH. Sipky nam naznaéuji, ze NAFL a NASH jsou v raném
stadiu vratné. Posledni dvé stadia (cirhdza a karcinom) jsou nevratné. Vychodiskem je jediné

transplantace jater (Jackson et al., 2022).

6.2.3 Nealkoholova steatoza

Jaterni steat6za je akumulace tuku v jaternich burnkach. Je to prvni stupen
poSkozeni jater. Tuk se akumuluje v jatrech v podobé tukovych kapének.
Dochazi k mirné zméné v jaterni tkani. Jedna se o formu NAFLD bez znamek
poSkozeni ve formé& balonovani hepatocytl. Steatéza byva Casto odhalena
nahodné, jelikoz je vétSinou asymptomaticka (Pujitha Kudaravalli; Savio John.,
2022). O steatdéze hovofime ve chvili, kdy jsou tukové inkluze ve vice nez 5 %

hepatocytl pfi histologickém vysSetfeni (Braha, 2019; Heyens et al., 2021).

6.2.4 Nealkoholova steatohepatitida

Nealkoholova steatohepatitida je pokrocila a agresivni forma NAFLD.
NASH je definovana jako pfitomnost jaterni steatézy a zanétu s posSkozenim
hepatocytll (balonovani). Jedna se o stav zanétu jater, ktery vede Kk
transformaci jaternich hvézdicovych bunék na myofibroblasty. Tyto buniky
produkuji extracelularni matrix. A proto je NASH doprovazena fibrézou, ktera
muze progredovat do cirhézy (Pujitha Kudaravalli; Savio John., 2022). Na vyvoji
NASH se podileji vedlejSi produkty nebo meziprodukty metabolizmu volnych
mastnych kyselin, jako je oxidaéni stres, uUcinky cytokind ¢&i geneticka

predispozice (Briha, 2019). Rychlost progrese onemocnéni je obvykle
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pomala. Asi u 20 % pacientld s NAFLD se béhem tfi aZz sedmi let rozvine NASH.
U 9 az 25 % jedinct s NASH se béhem 10 az 20 let rozvine cirh6za (Heyens et
al., 2021).

6.2.5 Fibrdza jater

Fibroticky proces je to reakci na hojeni ran pfi chronickém poskozeni
jater. Je charakterizovan dysregulaci fyziologické remodelace, aktivaci
myofibroblasti a tvorbou vazivové jizvy (Nouchi et al., 2008). Kdyz dojde
k trvalému poSkozeni jaterniho parenchymu v disledku chronického
onemocnéni jater, jaterni parenchym je nahrazen fibrotickou tkani. NeléCena
a progresivni fibréza vede k cirh6ze (Maurice & Manousou, 2018). Ve zdravém
jaternim parenchymu poskytuje extracelularni matrix podporu ve formé
pouzdra. Myofibroblasty vyvijeji kontraktilni funkce a wvyluCuji proteiny
extracelularni matrix, které tvofi vlaknitou jizvu. Myofibroblasty nejsou pfitomny
v normalnich jatrech, ale aktivuji se a proliferuji v reakci na poranéni a
zanét (Nouchi et al., 2008). Fibrdza je vysledkem dynamickych a komplexnich
interakci mezi fibrogenezi a fibrolyzou. Kdyz fibrogeneze dominuje a prevysuje
fibrolyzu, dochazi k fibréze. Fibréza je hlavnim ukazatelem v hodnoceni

zavaznosti onemocnéni nealkoholového ztu¢néni jater. Fibréza postupuje
v nékolika krocich (Venkatesh & Torbenson, 2022).

e krok 1 - portalni fibroza (periportalni fibroza): ukladani kolagenu, ktery
rozSifuje portalni trakty

e krok 2 - pfemostujici fibréza: portoportalni a portocentralni fibréza

e krok 3 — cirhdza (Venkatesh & Torbenson, 2022).

6.2.5.1 Patogeneze fibrézy

VSechna hepatocelularni poranéni aktivuji fibrogenni drahy. Jakmile jsou tyto
drahy aktivovany, fibrogenni slozky extracelularni matrix (ECM) jsou
vyluCovany, aby zapouzdfily a izolovaly poSkozenou cast tkané pro opravu.
Akumulace mezibuné&né hmoty vznika diasledkem zvysené syntézy a snizené
degradace. Nefibrogenni kolagen typu IV je v ECM nahrazen fibrogennim
kolagenem typu | a lll. Dochazi k sekreci fibronektinu, kyseliny hyaluronové
a a-aktinu hladkého svalstva do ECM. Ztraceji se fenestrace endotelovych
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bunék a také mikroklky na bazalni membrané hepatocytl, ¢imz je ohroZena

vymeéna zivin a metabolitu (Acharya et al., 2021; Subramanian et al., 2022).

Za hlavni zdroj jaternich fibrogennich bunék jsou povazovany hvézdicové bunky
(HSC). Jaterni hvézdicové bunky transdiferencuji z klidovych HSC na
aktivované HSC. Béhem diferenciace se charakteristicky tvar hvézdy HSC méni
na vice kapkovou formu (Heyens et al., 2021). Aktivované bunky se diferencuji
na myofibroblasty, které hraji ustfedni roli béhem jaterni fibrézy. Aktivované
hvézdicové bunky produkuji nadmérné mnozstvi ECM v poranénych jatrech
(Elpek, 2014; Zhang et al., 2016). Béhem normailni opravy tkané pfispiva
pfechodna aktivace myofibroblastd k obnové integrity tkané vytvorenim
mechanickeé jizvy, ktera se obvykle rozpusti, kdyz je tkan opravena. V této fazi
jsou myofibroblasty vycistény apoptézou nebo inaktivaci. Naproti tomu
pretrvavajici aktivace myofibroblasti zpuUsobuje akumulaci a kontrakci
kolagenni extracelularni matrix (Nouchi et al., 2008). Neparenchymové bunky
zacnou nasledné produkovat pro-fibrogenni cytokiny. Vznika sloZzita sit' cytokiny
indukovanych drah pro koordinaci pro-fibrogennich bunécénych

interakci (Heyens et al., 2021).

Progrese fibrozy k cirhdze jater vznika v disledku tézkého poskozeni jater, kdy
tvrda vazivova tkan postupné nahrazuje zdravou jaterni tkan a zpomaluje tak
¢innost jater (Cha et al., 2018).

6.3 MysSi model pro NAFLD

Zviteci modely nam poskytuji zakladni informace pro zkoumani
patogeneze. Model mySi by mél odrazet histopatologii a patofyziologii lidského
NAFLD. To znamena, ze u modeld NAFLD bychom mély pozorovat steatézu,
zanét, hepatocelularni balonovani a také fibrozu. Je dilezité, aby nemoc byla
v modech co nejpodobnéjsi lidskému pribéhu, a proto by mély byt prokazany
metabolické abnormality. PouZzivaji se nutricni mysSi modely a geneticky
upravené modely. Souvislost mezi vyskytem NAFLD a obezitou vedla k
zavedeni vysokotukové diety u mySich modeltd (Asgharpour et al.,, 2016;

Takahashi, 2012).
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6.3.1 Dieta s vysokym obsahem tuku (HFD)

U této diety tvofi tuk 45-75 % celkového poctu kalorii. Tato dieta je
tvofena mastnymi kyselinami, polynasycenymi mastnymi kyselinami a rdznou
kombinaci téchto kyselin. Nadmérny pfisun téchto kyselin zplsobuje akumulaci
triacylglyceroll v jatrech. HFD pfinasi fenotyp podobny lidskému onemocnéni,
charakterizovany obezitou, inzulinovou rezistenci a hyperlipidémii. Doba
nastupu a stupen NAFLD zavisi na druhu a pohlavi modelu a také na obsahu
tuku ve stravé. U diety s vysokym obsahem tuku se liSi vysledky i v typu
pouzitého tuku (Flessa et al.,, 2022). U potkanud krmenych HF dietou se
rozvinula vyrazna steatéza a koncentrace lipida v jatrech téchto potkanu byly
pfiblizné dvakrat vy$Si nez u kontrolnich potkanu krmenych standardni dietou
Lieber-DeCarli (35 % tuku, 47 % sacharidi a 18 % bilkovin). Kdyz byla dieta
omezena, dosSlo ke snizeni steatézy a zanétu v jatrech, oxidacniho stresu
a hladiny inzulinu v plazmé (Takahashi, 2012). Do vysokotukové diety se
mohou pfidavat dalSi pfisady. HFD bez pfisad vyvolava mirnou steatohepatitidu
a malo rozSifenou fibrozu. OvSéem u této diety je pozorovan narist poctu

tukovych bunék v porovnani s ostatnimi dietami (Flessa et al., 2022).

Snizena citlivost na inzulin se obvykle objevi za ¢tyfi tydny (Van Herck et
al.,, 2017). Steatdéza a zanét byvaji u HFD za stejnou dobu diety u mysSich
modell méné vyrazné nez u diety s nedostatkem methioninu a cholinu. Deficit
obou zZivin ma za nasledek zhorSenou B-oxidaci lipoproteint. Deficit cholinu
zhorSuje jaterni sekreci VLDL, coz ma za nasledek hromadéni tuku v jatrech a
smrt jaternich bunék (Ibrahim et al., 2016). Dieta s nedostatkem methioninu a
cholinu (MCD) obsahuje sacharézu a stfedni obsah tuku (10—40 %). Tato dieta
velmi rychle vyvolava znaky NAFLD, ale liSi se pribéh od metabolického
pribéhu u lidi, a to v disledku ubytku hmotnosti, proto neni tato dieta optimalni
pro vySetfeni parametrd NAFLD (Van Herck et al., 2017). Obménou MCD je
polosynteticka cholin-deficientni L-aminokyselinova dieta (CDAA). Tato dieta
ma také deficit cholinu a dietni proteiny jsou nahrazeny smési L-aminokyselin.
Pfi této dieté mysi nezaznamenaji ztratu hmotnosti pozorovanou pfi dieté MCD.
Dieta se mlze pouzivat v kombinaci s HFD.V mé praci byla pravé pouzita
kombinace HFD s CDAA. Kombinace HFD s CDAA (CDAA-HFD) ma za
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nasledek obezitu, NASH, fibrézu a progresi do hepatocelularniho karcinomu
(Nahon et al., 2020).

V praxi se pouziva nékolik variaci diety s vysokym obsahem tuku.
Fruktéza ma zhorSujici uCinky na metabolismus lipidd. Proto se vyuziva
kombinované pouziti HFD s fruktézou. Fruktéza podporuje lipogenezi v jatrech,
inhibuje B-oxidaci a indukuje jaterni inzulin, a to napomaha rychlé akumulaci

lipidd. Dalsi variaci HFD je pfidani cholesterolu do stravy (Jiang et al., 2019).

6.3.1.1 Mysi model C57BL/6

C57BL/6 mySi model je nejrozSifenéjSim pouzivanym kmenem
v biomediciné. Tento model byl vyvinut americkym genetikem C.C. Littlem v
roce 1921. Casto je tento kmen uvadén pod nazvem B6. Byl vyvinut
v Jacksonové laboratofi ve Spojenych statech americkych. Je vyuzivan jako
inbredni kmen. Kmen C57BL/6 byl rozdélen na dva podkmeny, a to na Jackson
Laboratory - C57BL/6J podkmen a National Institutes of Health — C57BL/6N
podkmen. U kmene C57BL/6 je velmi vysoka aktivita NK bunék, protoZze kmen
byl v prvni fadé vyvinut pro studium protinadorové a imunologické odpovédi
(Song & Hwang, 2017). C57BL/6J mySi model vykazuje nizkou hustotu kosti a
je odolny vua¢i audiogennim epileptickym zachvatim. Je velmi nachylny
k obezité vyvolané dietou. Jedna se o viceucCelové modely, které jsou idealni
pro dietou indukovanou obezitu, vyvoj transgenniho modelu a imunologii. Pouze
laboratofe Jackson Laboratory a Charles River v Evropé a Japonsku udrzuji
kolonie C57BL/6J, které pochazeji z Cistokrevnych mySi z The Jackson

Laboratory (web Animalab, b.r.).

6.4 Imunohistochemie

Imunohistochemie (IHC) se pouziva k detekci antigenl v fezech tkanich.
IHC zobrazuje konkrétni molekuly v bunkach a tkanich pomoci specifickych
protilatek. Protilatky vazou specificky antigeny v tkanich. Molekula
imunoglobulinu ma vazebna mista pro antigeny a pro jiné protilatky. Vazba
antigenu s protilatkou je indikovana barevnou histochemickou reakci (Ramos-
Vara & Miller, 2014). Tato detekéni metoda se uplatriuje v patologii i imunologii.
Vyuziva se principu vazby antigenu a protilatky. IHC délime na dvé zakladni

metody prikazu. A to, metodu pfimou a nepfimou. V sou€asné dobé je nejvice
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pouzivana nepfima metoda (Smetana Karel, 2011). Uplatnéni
imunohistochemickych metod je velmi Siroké. Vyuziva se napfiklad k hodnoceni
slozeni bunécného infiltratu u autoimunitnich chorob, k diagnostice nadoru
nejasného puavodu (primarnich i metastatickych), pfedpovédi progndzy nadoru
(identifikace enzymu, specifickych antigent, onkogenu), Siroce se také pouziva
k predikci terapeutické odpovédi, k urCeni funkce specifickych genovych
produktl v zakladnich biologickych procesech. Uplatriuji se také k potvrzeni

infek€niho agens a detekci uloZenych imunokomplexu (Duraiyan et al., 2012).

6.4.1 Protilatky

Protilatky jsou latky bilkovinné povahy, jinym nazvem také
imunoglobuliny. Imunoglobuliny maji tvar ,Y* a skladaji se ze dvou identickych
lehkych Fetézclh a dvou identickych tézkych fetézcu. Pro imunohistochemii se
pouzivaji polyklonalni i monoklonalni protilatky. Monoklonalni protilatky jsou
produkovany technikou, kdy je zvife imunizovano purifikovanym antigenem. B
lymfocyty produkujici specifickou protilatku jsou pak odebirany ze sleziny a
fuzovany s mySimi myelomovymi bufikami za vzniku nesmrtelnych hybridnich
bunék, které produkuji Ig specifické pro jeden epitop. Tyto protilatky jsou
produktem jednoho klonu B lymfocytl, proto jsou specifické. Polyklonalni
protilatky reaguji s fadou antigennich epitopu na jedné urcité molekule.
Polyklonalni protilatky jsou produkovany imunizaci rdznych zivo€iSnych druhu
(my$, kralik kdn, krfecek,) purifikovanym antigenem. Zvife je imunizovano
antigenem a zacne produkovat protilatky. Polyklonalni protilatky jsou citlivéjSi a
maji vySSi afinitu a SirSi reaktivitu, ale nizSi specificitu ve srovnani s
monoklonalnimi protilatkami (Beranova Milena, b.r.; Ramos-Vara & Miller, 2014;
Smetana Karel, 2011).

6.4.2 Vazba antigen — protilatka

Vazebné misto protilatky je tvofeno variabilnimi doménami lehkych
i téZzkych fetézcu. Vazebné misto protilatky se spojuje s antigenni
determinantou. Protilatka nereaguje s celou molekulou, ale specificky s touto
malou ¢&asti zvanou antigenni determinanta nebo epitop. Antigenni
determinantu  tvofi aminokyseliny nebo monosacharidy. Determinanta
s vazebnym mistem se spoji, pokud jsou kompatibilni. Epitop rozeznava Cast
protilatky nazyvanou paratop. Specificka asociace antigent a protilatek je
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zavisla na vodikovych mustcich, hydrofobnich interakcich, elektrostatickych
silach a Van der Waalsovych silach. Ty jsou slabé, nekovalentni povahy.
Interakce silné zavisi i na vzdalenosti mezi dvéma interagujicimi molekulami.
Vznikly imunokomplex je komplex antigen — protilatka. Druhé vazebné misto
vaze dalSi determinantu. Imunokomplex dokazuje kompatibilitu antigenu a
protilatky. Protilatka rozezna antigen. Diky tomu, pomoci znamé protilatky,
muzeme identifikovat neznamy antigen nebo obracené (Jilek Petr, 2008;
Tsumoto & Caaveiro, 2016; Yang et al., 2014).

6.4.3 Odbér materialu

Vzorky se odebiraji Setrné a rychle. Pracovnik se snazi, aby doba, kdy je
nefixovany vzorek v pokojové teploté, byla co nejkratSi. Preparaty je nutné
rychle zpracovat a ususit. Fixovani, parafinovani, prosyceni kryoprotektivem a
zmrazeni v tekutém dusiku jsou postupy, kterymi Ize minimalizovat destrukci
antigenniho epitopu. Pfi velmi nizkych teplotach Ize bloCky uchovavat nekolik let
(Smetana Karel, 2011).

6.4.4 Priprava materialu

ZpUsob, jakym se pfipravuji bunky a tkané zavisi na pouzité metodé a na
protilatce. Pfi mikroskopickém vySetfeni se pouzivaji tkané zalité do parafinu.
Nékteré protilatky nebo antigeny jsou ale tak citlivé, Zze nesnesou tento zplisob
pfipravy. Vtomto pfipadé Ize pouzit tkané zmrazené. Vyhoda
imunohistochemické analyzy je moznost vysetfit i bufiky v suspenzi. Tyto buriky
se hodnoti formou natéru. U vétSiny pfipadu je potfeba tkané a burky fixovat
a také permeabilizovat bunéfné membrany. Fixace nam také napomaha
uchovat vzhled tkané, coz je velmi dullezité pro patologické vySetfeni. Jako
nejCastéjsi fixativ se pouziva paraformaldehyd. DalSim uzivanym fixativem
muze byt vychlazeny aceton nebo metanol (Beranova Milena, b.r.; Smetana
Karel, 2011).

6.4.5 Prima imunohistochemie

PFfima imunohistochemie je nejjednodussi zpUsob lokalizace antigenu ve
tkani, protoze protilatka je znaCena a aplikovana na tkan v rychlém
jednokrokovém procesu. Primarni protilatka je pfimo znacena, a to kovem,

enzymem nebo fluoresceinem. Hodnotime rozmisténi tohoto znaceni ve tkani.
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Vyuzivaji se prevazné v nativnich preparatech. U parafinovych fezl byva
metoda malo citliva. Velkou nevyhodou je nutnost znacit kazdou primarni
protilatku. Tato metoda se bé&zné nepouziva i kvlli nedostatku amplifikace
signalu, a tedy pozZadavku na vysSi koncentraci protilatky (Beranova Milena,
b.r.; Magaki et al., 2019).

Obrazek 4 - princip pfimé metody

P

Na antigen (Ag) v tkani se navaze protilatka, ktera je znacena (P) a hodnoti se rozmisténi

tohoto znaceni ve tkani (Dvofak Karel et al., 2008) (pfevzato).

6.4.6 Nepfima metoda

Pfi nepfimé metodé se vyuziva vice jak jedna protilatka. Primarni
protilatka se navaze na antigen a poté se pouzije sekundarni protilatka ktera je
znacena a navaze se na primarni protilatku. Tento proces umoznuje amplifikaci
signalu a pouziti s mnoha riznymi primarnimi protilatkami. Nemusi se znacit
kazda primarni protilatka, a proto je tato metoda vice vyuzivana (Beranova
Milena, b.r.; Magaki et al., 2019).

6.4.6.1 Neprima dvojstupnova metoda

Jak uz bylo naznacCeno, nejvétSi vyhodou této metody je jeji citlivost.
Oproti pfimé metodé je daleko citlivéjsi, ale také vice komplikovana nez pfima
metoda. Metoda vyuziva neznacenou primarni protilatku (prvni protilatku) proti
cilovému antigenu ve tkani a zna¢enou sekundarni protilatku. Darcem primarni
protilatky je zvife (Chen et al., 2010). Po primarni protilatce nanaSime
sekundarni protilatku, ktera rozeznava protilatku v prvnim kroku a je schopna se
na ni navazat. Jedna se o protilatku proti Fc-fragmentu imunoglobulinu zvifete
primarni protilatky (Beranova Milena, b.r.). Fc-fragment je sloZzen ze dvou
tézkych rfetézcl. Vazbou na specifické proteiny Fc oblast zajistuje, ze kazda
protilatka generuje vhodnou imunitni odpovéd pro dany antigen (bioatla, b.r.).

Sekundarni protildtka se znaci fluorochromem nebo enzymem. Pomoci

22



histochemického substratu katalytickou reakci se prokaze enzymaticka aktivita

na pfislusném misté (Beranova Milena, b.r.).

Obrazek 5 - princip nepfimé metody

4

Na antigen se navaze primarni neznaCena protilatka, kterou rozezna sekundarni protilatka.
Sekundarni protildtka je oznacena fluorochromem nebo enzymem. (Dvofak Karel et al.,
2008)(prevzato).

6.4.6.2 Neprima trojstupniova metoda

Metoda je pouZzivana v pfipadé, Ze je mnozstvi antigenu v tkani pfilis
nizké, slouzi k zesileni signalu. V prvni fadé dochazi k reakci specifického
antiséra (primarni protilatky) s cilovym antigenem ve tkani. Poté se aplikuje
neznacena protilatka, oznacovana jako spojovaci protilatka nebo mustek. Jedna
se o specifickou protilatku proti imunoglobulinim zvifete, jehoz protilatky byly
uzity v prvnim kroku. V posledni fazi se nanasi znaCeny komplex. Metoda je
velmi citliva ale nevyhodou je jeji vétSi ¢asova narocnost nez u predeslych
metod. Mezi nepfimé metody patfi PAP a ABC metoda. PAP metoda vyuzZiva
komplex, ktery se sklada z molekul peroxidazy a protilatek proti peroxidaze
(Beranova Milena, b.r.). ABC metoda vyuziva kdetekci avidin
s biotinem. Metoda je zaloZena na afinité avidinu (nebo streptavidinu) k
biotinu. Zkratka ABC znamena Avidin / Biotin Complex. Patfi k nejcitlivéjSim

metodam a je velmi vyuzivana (CliniSciences, b.r.).
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Obrazek 6 - princip trojstupriové neprimé PAP metody

P
p

v

Na antigen je navazana primarni protilatka, na kterou se navaze prfemostujici (sekundarni)
protilatka. Na pfemostujici protilatku je navazan komplex z tfi molekul peroxidazy a dvou

krali¢ich protilatek proti peroxidaze (Dvorak Karel et al., 2008) (pfevzato).

Obrazek 7- princip trojstupriové nepirimé ABC metody

Na primarni protilatku je navazana sekundarni protilatka a na tu se navaze komplex avidin —
biotin — peroxidaza. Diky tomu dojde k vyraznému zesileni signalu (Dvorak Karel et al., 2008)

(pFevzato).

6.5 Markery fibrézy

Markery jsou biologicti €i biochemicti ukazatelé, ktefi jsou vyznamni pro

screening, v€asnou diagnézu a stanoveni patologickych stava.

6.5.1 Alpha Smooth Muscle Actin (a-SMA)
a-SMA marker je znam také pod nazvy jako alfa-aktin hladkého svalstva,
SM a-aktin nebo ACTA2. a-SMA je izoforma aktinu, ktera zastava dualezitou roli

ve fibrogenezi. Aktiny hraji zasadni roli v mnoha bunéénych procesech, véetné
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bunécné proliferace, diferenciace, migrace a kontrakce. Fyziologicky se nachazi
v hladkych svalovych bunkach v cévni sténé. a-SMA se pouziva jako marker
pro podskupinu aktivovanych fibrogennich bunék v hojicich se tkanich, je totiz
exprimovan myofibroblasty. Myofibroblasty maji ddlezitou roli ve fibrogenezi,
protoze proliferuji a syntetizuji velké mnozstvi ECM. a-SMA je marker aktivace
diferenciace bunék hladkého svalu, a proto se vyuziva Kk identifikaci
aktivovanych hvézdicovych bunék, jenz vykazuji myofibroblasticky fenotyp
(Shen Cherng et al., 2008; Shinde et al., 2017). Hvézdicové bunky jsou
hlavnimi burikami produkujicimi kolagen a po své aktivaci exprimuji a-SMA a

aktivita téchto bunék je asociovana s fibrézou (Washington et al., 2000).

6.5.2 Galektin 3

Galektiny jsou €leny rodiny zivociSnych lektin. Galektin 3 je zvifeci lektin
vazajici se na p-galaktosid. Galektin 3 se sklada ze dvou domén. Ma karboxy-
terminalni doménu, ktera obsahuje oblast vazajici uhlohydraty a amino-
terminalni  doménu. Amino-terminalni doména se sklada primarné
z tandemovych opakovani deviti aminokyselin pro zasitovani
sacharidovych a nesacharidovych ligandd. Galektin 3 je pleiotropni molekula
nachazejici se v jadfe, cytoplazmé a na bunéfném povrchu. Podili se na radé
biologickych procesu (Henderson et al., 2006). Je dulezity pfi buné&ném rastu,
apoptéze, sestfihu pre-mRNA, diferenciaci, transformaci, angiogenezi, zanétu,
fibr6ze a obrany hostitele (Dong et al., 2017). Galektin 3 je nejvice exprimovan
v tkanovych makrofazich. Plvodné byl pozorovan v mysSich peritonealnich
makrofazich a pojmenovan Mac-2 antigen. Ovliviiuje funkci makrofagu a
prispiva k profibrotickému makrofagovému  fenotypu  vazbou na
transmembranovy receptor CD98. Predpoklada se, Ze zvySena exprese
galektinu 3 v chronicky zanicenych tkanich aktivuje myofibroblasty, coz vede k
tvorbé jizev. Uginky galektinu 3 jsou pfi profibrotickém stavu $iroké, zahrnuiji
epitelialni mezenchymalni transdiferenciaci, apoptézu, aktivaci a proliferaci

myofibroblastl, a to vede ke zvySené produkci ECM (Slack et al., 2021).

6.5.3 Kolagenni vlakna
Prikazu kolagennich vlaken se vyuziva hojné k diagnostice nadmérného
ukladani vaziva. Zakladem kolagennich vlaken je protein kolagen. Jedna
se o biomolekulu produkovanou fibroblasty. Fibréza je charakterizovana
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nadmérnou akumulaci proteini a enzymu ECM, hlavné fibrilarnich kolagena.
Fibroblasty jsou stimulovany k tvorbé viaken kolagenu. P¥i fibroze se zvySuje
kolagen v jatrech, jako prvni zaCina pfibyvat kolagen typu lll. V pozdéjSich
stadiich prfevlada kolagen typu | (Hall et al., 2021). Kolagenni fibrily typu | jsou
tuhé struktury, které poskytuji mechanickou odolnost a pevnost. Kolagenni
fibrily typu Ill jsou tenc&i nez fibrily typu | (Buckley et al.,, 2013). Prdkazu
kolagennich vlaken se vyuziva hojné k diagnostice nadmérného ukladani
vaziva (Hall et al., 2021; Khatun & Ray, 2019).
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7 Prakticka cast

7.1 Laboratorni zvirata

Studie byla provedena s dvaceti ¢tyfmi mysSimi samci C57BL/6 ve véku
8 - 10 tydnd a hmotnosti 21,8-26,9 g. MySi byly chovany v 12hodinovém cyklu
svétlo/tma ve vivariu Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity Karlovy
a meély volny pfistup k vodé a potraveé. V této studii byla kontrolni skupina
krmena standardni chow dietou (1314 -10mm pelety, Altromin, Némecko),
zatimco skupina CDAA (experimentalni skupina) byla krmena dietou CDAA-
HFD (A06071305, Research Diets, USA) po dobu 4 tydntd. CDAA-HFD je
L-aminokyselinova dieta s 60 kcal % tuku s 0,1 % methioninu a bez pfidaného
cholinu. Byla pouZita Ctyfi zvifata na skupinu a od kazdého zvifete byly pouzity

3 fezy.

Po uplynuti 4 tydnU byla zvifata usmrcena v hluboké narkdze a byla
odebrana krev z vena cava inferior a poté byla vyjmuta jatra pro biochemickou,

histologickou a imunohistochemickou analyzu.

V8em zvifatim byla poskytnuta péCe v souladu se smérnicemi
stanovenymi Etickou komisi Farmaceutické fakulty v Hradci Kralové Univerzity
Karlovy pro zajisténi pohody laboratornich zvifat. 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.

7.2 Metodicka cast

7.2.1 Imunohistochemické barveni

7.2.1.1 Priprava pro imunohistochemické barveni

Jatra byla fixovana ve 4 % paraformaldehydu. Tkané byly pozdéji zality
do parafinu. Tkarfové bloky byly poté nakrajeny na mikrotomu na fezy o
tloustce 4,5 um. Rez byl pfenesen na podloZni skliko s kapkou destilované
vody. Rez mlze byt ¢asteéné shrnuty nebo nerovny. K narovnani byla pouzita
vyhfivana ploténka. Systematickym vybérem byly vybrany preparaty
k imunohistochemické detekci.
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Obrazek 8 — mikrotom

Mikrotom na kde byly nakrajené fezy pro analyzu (vlastni zpracovani).

7.2.1.2 Imunohistochemické barveni a-SMA a galektinu 3

Pro detekci a-SMA a galektinu 3 byla uzita metoda nepfimé trojstupriové
imunohistochemické metody. Pro detekci a-SMA a galektinu 3 byly uzity jiné
primarni a sekundarni protilatky. Pro galektin 3 byla uzita primarni protilatka anti
galectin 3 (fedéni 1:250, Invitrogen, 14-5310-82) a sekundarni protilatka
anti - Rat (fedéni 1:200, Cell Signaling). Pro stanoveni a-SMA byla uZita
primarni protilatka anti-Alfa Smooth Muscle Actin (fedéni 1:1000, Abcam,
ab124964) a sekundarni protilatka Goat anti—-Rabbit (fedéni ready to use,
Vector Laboratories, ZG0205). VSechny protilatky jsou polyklonalni. Stanoveni
a-SMA a galektinu 3 bylo provadéno ABC metodou.

Zde popisuji pfesny postup prace. Rezy je nutné nejprve odparafinovat,
rozpustit zalévaci medium. Odparafinovani fezll umoznuje pronikani vodnych
roztoku, které by se kvdli parafinu nedostaly do fezu. Rezy odparafinujeme
v fadé roztokd, ktera zahrnuje tfikrat xylen, aceton, 96 % Ethanol, 80 % Ethanol
a 70 % Ethanol. V kazdé vanitce nechame fezy 5 minut a poté vlozime do dalsi
vany. Z posledni vany odparafinované fezy vlozime na 5 minut do PBS. Lazné
alkoholu slouzi k zavodnéni tkané. Poté vzorky vlozime na 2 minuty do 0,1 %
Tritonu X-100. Triton X-100 se pouZiva pro permeabilizaci membrany, aby se
barva dostala dovnitf burfiky. Rezy po permeabilizaci oplachneme 2 minuty
v PBS a nasledné viozime do 10mM citratu sodného o pH 6.0 a nechame vafit
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20 minut ve vodni lazni. Rezy poté nechame zchladnout a vloZime na 2 minuty
do destilované vody. Antigeny mohou byt obsazeny vlivem fixace. Tato mista se
proto musi zpfistupnit pomoci pufru citratu sodného. Po destilované vodé
vloZime fezy dvakrat na 5 minut do PBS. Od tohoto kroku kazdy jeden oplach
v PBS trva 5 minut. Po oplachu v PBS sklicka s fezy osuSime a preparaty
oznaCime DAKO PENem. Pomoci pera Dako Pen Ize kolem tkanovych fezu
nakreslime kruh. Tento kruh poskytuje bariéru pro kapaliny, jako jsou roztoky
protilatek nebo chromogenni substraty aplikované na fezy. A tim pomaha ziskat
jednotnéjsi vysledky imunohistochemického barveni a umoznuje pouzit mensi
mnozstvi Cinidel. Poté nasleduje blokada endogenni peroxidazy, vlozime
sklicka na 5 minut do 3 % peroxidu vodiku (30% peroxid do PBS, Penta
Chemicals Unlimited). Poté vlozime sklicka dvakrat do PBS. V dalSi kroku dojde
k blokovani membrany. Blokovaci roztok zaplni volna mista na membrané a
diky tomu se bude protilatka vazat pouze na svuj specificky antigen. Mléko totiz
zabrani vzniku nespecifickych vazeb s protilatkou. Rezy inkubujeme 60 minut
s blokovacim roztokem 5 % mléka (0,5 g suSeného miéka, Cell Signaling).
Inkubujeme a poté mléko sklepeme a pfidame Avidin/Biotin blokovaci kit
(Vector Laboratories). Kazdy roztok (avidinu a biotinu) se necha inkubovat 15
minut. Dojde k blokaci pozadi. Dojde totiz k zablokovani enzymu pouzivaného
k detekci, ktery se ale pfirozené vyskytuje v jatrech. Reakce pozadi zpusobuje
faleSnou pozitivitu. Prvni neznaceny avidin vyvaze veskery volny endogenni
biotin (neni schopen reagovat pozdéji s ABC systémem). Roztok biotinu
zablokuje zbyvajici mista na vazbu biotinu v pfedchozim avidinu. Po inkubaci
kazdého roztoku dojde k oplachu v PBS. Po oplachu napipetujeme 50 pl
primarni protilatky, urené pro detekci daného profibrotického markeru, pfimo
na fezy tkani. Danou primarni protilatku nechame inkubovat v lednici pfes noc.
Provedeme opatieni, aby nedoslo k vyschnuti fezl. Vyschnuti tkané mize vést
k faleSné negativnim vysledkim. DalSi den se fezy dvakrat promyji v PBS a
aplikuje se sekundarni protilatka, kterou nechame inkubovat 30 minut. Po
inkubaci sekundarni protilatky a dvakrat promyti v PBS pfidame ABC roztok (5
ml PBS + 1 kapka €inidla A + 1 kapka Cinidla B, Vector Laboratories), ktery ma
byt pfipraven pllhodiny pfed aplikaci. ABC komplex se navaze na sekundarni
protilatku a dojde k zesileni signalu. Po aplikaci a tficetiminutové inkubaci ABC

roztoku Ffezy proplachneme dvakrat v PBS a naneseme chromogen 3,3-
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diaminobenzidin — DAB (1ml roztoku + 1 kapka chromogenu, Abcam). ABC
komplex po inkubaci s chromogennim substratem vytvaii barevny produkt. Cas

inkubace DAB je u kazdé detekce jiny. Pro detekci a-SMA je €as inkubace DAB
8 minut, u galektinu 3 jsou pro inkubaci DAB 2 minuty. P¥iliS dlouha inkubacni

doba chromogenu by mohla vést k faleSné pozitivnimu vysledku. A naopak
prili§ kratka inkubaéni doba muize zpUsobit fale$né negativni vysledky. Rezy po
inkubaci DAB nechame 5 minut v destilované vodé. Po oplachu se fezy nechaji
barvit v bazickém barvivu hematoxylinu po dobu 45 sekund. Rezy vyjmeme a

nechame po dobu 5 minut modrat pod tekouci vodou.

Pfed montovanim nechame fezy odvodnit. Rezy odvodnime vzestupnou
alkoholovou fadou. Rada se sklada z oplachu v rdiznych koncentraci acetonu
a xylenu, konkrétné fezy ponechame 3 minuty ve smési aceton/xylen (9:1),
3 minuty ve smési aceton/xylen (1:9) a 2 minuty ve tfech laznich xylenu.
V xylenu se fezy projasni. V posledni fazi provedeme montovani. Jako
montovaci médium pouZijeme Eukitt (Sigma-Aldrich). Eukitt je nanasen pomoci
tyCinky na podlozni sklicko, které je poté pfekrylo krycim sklickem. Fixovany

preparat je pfipraven k mikroskopovani.

7.2.1.3 Barveni kolagennich vlaken

Barveni kolagennich vlaken prob&hlo metodou Sirius Red. Rezy je nutné
také odparafinovat. Odparafinovani provedeme v fadé roztokd od xylenu po
50 % Ethanol. Rezy nasledné& promyjeme 5 minut v destilované vodé a poté
osudime a oznaéime DAKO PENem. Rezy vloZime a nechame barvit 2 minuty
v hematoxylinu. Nasledné fezy vyjmeme a nechame po dobu 5 minut modrat
pod tekouci vodou. Po modrani nechame fezy 30 minut inkubovat v Sirius Red
barvé. Po inkubaci oplachneme fezy v destilované vodé a nasledné provedeme
oplach v96 % Ethanolu. Nasledné uz provedeme odvodnéni a montovani
stejné jako pfi detekci a — SMA a galektinu 3. Tabulky niZze obsahuji v8echny

protokoly postupl v bodech.
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Tabulka 1 - IHC protokol a-SMA
Predehrat vodni lazen (60 °C +)

Deparafinizace (Xylen — — 70% Ethanol)

PBS 5 minut
Permeabilizace: 0,1% Triton v PBS 2 minuty
PBS 2 minuty
Antigen retrieval — Citratovy pufr: vareni 20 minut, nechame zchladnout
Promyti v destilované vodé 2 minuty
PBS 2x 5 minut  Pfiprava 3 % H20:2
Osusit podlozni skli¢ka, oznacit preparaty — DAKO PEN

3 % H20:2 5 minut
PBS 2x 5 minut Pfiprava blokovaciho roztoku: 5% mléko
Blokace: Aplikace 5% roztoku mléka 60 minut
AB Blocking Kit, aplikovat avidin 15 minut
PBS 5 minut
Aplikovat Biotin 15 minut
PBS 5 minut

Pfiprava primarni protilatky: aSMA (ab124964), fedéni: 1:1000
Aplikace primarni protilatky: inkubace pfes noc pfi 4 °C
PBS 2x 5 minut

Aplikace sekundarni protilatky anti-rabbit, fedéni: ready to use

Inkubace se sekundarni protilatkou 30 minut
Pfiprava ABC roztoku (5mL PBS + 1 kapka Cinidla A + 1 kapka €inidla B)
PBS 2x 5 minut
Aplikace ABC 30 minut
PBS 2x 5 minut
Priprava DAB (1 mL roztoku + 1 kapka chromogenu)

Aplikace DAB 8 minut
Destilovana voda 5 minut
Hematoxylin 45 sekund
Proces modrani pod tekouci vodou 5 minut

Dehydratace: Aceton — — Xylen

Fixace krycich sklicek pomoci Eukitu
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Tabulka 2 - IHC protokol Galectin-3
Predehrat vodni lazen (60 °C +)

Deparafinizace (Xylen — — 70% Ethanol)

PBS 5 minut
Permeabilizace: 0,1% Triton v PBS 2 minuty
PBS 2 minuty
Antigen retrieval — Citratovy pufr: vafeni 20 minut, nechame zchladnout
Promyti v destilované vodé 2 minuty
PBS 2x 5 minut Pfiprava 3 % H202
Osusit podlozni skli¢ka, oznacit preparaty — DAKO PEN

3 % H20:2 5 minut
PBS 2x 5 minut Pfiprava blokovaciho roztoku: 5% mléko
Blokace: Aplikace 5% roztoku mléka 30 minut
AB Blocking Kit, aplikovat avidin 15 minut
PBS 5 minut
Aplikovat Biotin 15 minut
PBS 5 minut

Pfiprava primarni protilatky Galectin-3 (14-5301-82), fedéni 1:250
(mléko)

Aplikace primarni protilatky: inkubace pfes noc pfi 4 °C

PBS 2x 5 minut
Aplikace sekundarni protilatky anti-rat, fedéni: 1:200 (v PBS)

Inkubace se sekundarni protilatkou 30 minut
Pfiprava ABC roztoku (5mL PBS + 1 kapka €inidla A + 1 kapka Cinidla B)
PBS 2x 5 minut
Aplikace ABC 30 minut
PBS 2x 5 minut
Pfiprava DAB (1 mL roztoku + 1 kapka chromogenu)

Aplikace DAB 2 minuty
Destilovana voda 5 minut
Hematoxylin 45 sekund
Proces modrani pod tekouci vodou 5 minut

Dehydratace: Aceton — — Xylen

Fixace krycich sklicek pomoci Eukitu
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Tabulka 3 - Protokol Sirius Red
Deparafinizace (Xylen — — 50% Ethanol)
Promyti v destilované vodé 5 minut

Osusit podlozni skli¢ka, oznacit preparaty — DAKO PEN

Hematoxylin 2 minuty
Proces modrani pod tekouci vodou 5 minut
Sirius Red 30 minut

o Sirius Red €inidlo musi byt chranéno pfed svétlem.

o Béhem inkubace jsou preparaty zakryty.
Destilovana voda Oplach
96% Ethanol Oplach
Dehydratace: Aceton — — Xylen

Fixace krycich skliCek pomoci Eukitu

7.2.1.4 Mikroskopovani
U tkani byla pouzita zvétSeni 100krat a 200krat.
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8 Vysledky
8.1 Detekce a-SMA v jatrech

Imunohistochemicka analyza a-SMA u kontrolni skupiny (A, B)
a experimentalni skupiny (C, D). Exprese a-SMA byla u kontrolnich zvifat slab3,
vétSinou byla detekovana v hladkych svalovych burnikach centralni zily a portalni
triady venul a arteriol. Dieta CDAA zvySila intenzitu barveni a-SMA. Pozitivita
byla stale patrna v bunkach hladké svaloviny centralni zily, portalni triady a
arteriol. Kromé toho byla pozitivita zjisténa i v aktivovanych jaternich
hvézdicovych burikach a myofibroblastech v jaternim parenchymu.

Obrazek 9 - detekce a-SMA u kontrolni skupin
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Exprese a-SMA v hnédé barvé (Sipky) v jatrech kontrolni skupiny (A, B). Méfitko 100 um pro
zvétSeni 100x a 200x (vlastni zpracovani).

Obrazek 10 - detekce a-SMA u experimentalni skupin
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Exprese a-SMA v hnédé barvé (Sipky) u experimentalni skupiny (C, D). Méfitko 100 ym pro
zvétSeni 100x a 200x (vlastni zpracovani).

8.2 Detekce galektinu 3 v jatrech

Imunohistochemickd analyza galektinu 3 u kontrolni skupiny (A, B)
a experimentalni skupiny (C, D). Barveni galektinu 3 bylo v jatrech kontrolnich
mySi velmi nizké a ukazovalo na pfitomnost Kupfferovych bunék. Silna
pozitivita pro galektin 3 byla detekovana u mysi s CDAA dietou v jaternim

parenchymu, coz naznacuje progresi zanétu u téchto mysi.

36



Obrazek 11 - detekce galektinu 3 u kontrolni skupin

Lokalizace makrofagu (Sipky, hnéda pozitivita) v jatrech kontrolni skupiny (A, B). Méfitko 100
um pro zvétSeni 100x a 200x (vlastni zpracovani).
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Obrazek 12 - detekce galektinu 3 u experimentalni pin

Lokalizace makrofagu (Sipky, hnéda pozitivita) u experimentalni skupiny (C, D). Méfitko 100 um

pro zvétSeni 100x a 200x (vlastni zpracovani).
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8.3 Detekce kolagenu v jatrech

Imunohistochemicka analyza kolagenu u kontrolni skupiny (A, B)
a experimentalni skupiny (C, D). Barveni Siriusovou Cerveni bylo u kontrolni
skupiny zjisténo pouze v bunkach hladké svaloviny v centralni Zile a v
arteriolach a venulach v portalni oblasti. Dieta CDAA vedla ke zvySené pozitivité
po barveni Siriusovou Cerveni v jaternim parenchymu. Kolagenni vlakna byla
detekovana i mimo hladké svalové bunky cév, coz naznacuje rozvoj mirné
jaterni fibrozy.

Obrazek 13 - detekce kolagenu u kontrolni skupin
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Barveni Siriusovou Cerveni detekujici kolagen (Sipky) v jatrech kontrolni skupiny (A, B). Méfitko

100 pum pro zvétSeni 100x a 200x (vlastni zpracovani).

Obrazek 14 - detekce kolagenu u experimentalni skupin
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Barveni Siriusovou €erveni detekujici kolagen (Sipky) u experimentalni skupiny (C, D). Méfitko
100 pym pro zvétSeni 100x a 200x (vlastni zpracovani).
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9 Diskuze

Nealkoholové ztu¢néni jater (NAFLD) je zastfeSujici termin pro stav, jez
je charakterizovan hromadénim prebytecného tuku v jaterni tkani, které neni
zpusobeno nadmérnou konzumaci alkoholu (Byrne & Targher, 2015). V ramci
fyziologickych procesu je normailni, Ze jatra obsahuji ur€ité mnozstvi tukovych
bunék. AvSak pokud vice nez 5-10 % hmotnosti jater je tvofeno tukem, pak
hovofime o ztu€nélych jatrech (steatdéze) (OreSi¢ et al., 2013). ZvySené
riziko rozvoje NAFLD se vyskytuje u lidi, ktefi maji nadvahu Ci jsou obézni, maji
diagnostikovany diabetes mellitus druhého typu, vykazuji zvySené hladiny
celkového cholesterolu a triglyceridl, anebo maji metabolicky syndrom
(kombinace obezity, vysokého krevniho tlaku a diabetu) (Fabbrini et al., 2010).
U nékterych jedinct s NAFLD se muze vyvinout NASH agresivni formu ztuénéni
jater. NASH se vyznaluje zanétem jaterni tkané a muze progredovat do
pokrocCilého zjizveni (cirhdzy) (Stal, 2015). Béhem NASH jsou jatra typicky
zanicena a otekla, coz pfimo poskozuje jaterni tkan. V misté poSkozeni
postupem Casu dochazi ke zmnozZeni vaziva a rozvoji fibrozy (Heyens et al.,
2021). Cirh6za jater vznika v dusledku tézkého poskozeni jater, kdy tvrda
vazivova tkan postupné nahrazuje zdravou jaterni tkan a zpomaluje tak Cinnost
jater. V kone¢ném disledku maze dojit k selhani jaternich funkci (Cha et al.,
2018).

Alpha Smooth Muscle Actin (a-SMA) je povazovan za stézejni marker
aktivovanych jaternich hvézdicovych bunék (Nouchi et al., 2008). Jaterni
hvézdicové bunky hraji zasadni roli ve fyziologii jater a fibrogenezi. Jsou
lokalizovany v Disseho prostoru a vytvari tésné interakce se sinusoidalnimi
endotelovymi burikami a epitelovymi bufikami (Asahina et al., 2009). Kdyz je
jaterni tkan poskozena patologickym procesem (plsobeni jaternich toxinu
Ci virové infekce), jaterni hvézdicové buriky pfijimaji signaly z poSkozenych
hepatocytl a bunék imunitniho systému, coz zpusobuje jejich transdiferenciaci
na aktivované myofibroblasty (Kisseleva, 2017). Pfi chronickém jaternim
onemocnéni vede prodlouzena a opakovana aktivace hvézdicovych bunék
k rozvoji jaterni fibrozy, ktera je charakterizovana rozsahlou tvorbou jizev
a naruSenim architektury a funkce jater (Ramadori et al., 1990). Pro klasifikaci

prechodu hvézdicovych bunék z klidového do aktivovaného stavu hraje detekce
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a-SMA vyznamnou roli. Souhrnné lze Fict, ze hvézdicové buriky jsou hlavnimi
bufikami produkujicimi kolagen u celé fady jaternich onemocnéni a po své
aktivaci exprimuji a-SMA. Aktivita téchto bunék je asociovana s fibrozou,

nekrozanétlivou aktivitou a steatézou (Washington et al., 2000).

Pro posouzeni statusu hvézdicovych bunék (klidovy stavu vs. aktivovany
stav) byla v ramci této bakalarské prace provedena analyza exprese a-SMA.
U kontrolni skupiny na chow dieté byla pozorovana pouze slaba exprese a-
SMA, a to zejména v bunkach hladkého svalstva centralni zily, arteriol a venul
portalni triady. Podavani CDAA diety vedlo k signifikantnimu zvySeni exprese a-
SMA v hladkosvalovych bunkach centralni zily, arteriol, venul portalni triady, ale
také v aktivovanych jaternich hvézdicovych bunkach a myofibroblastech
jaterniho parenchymu. Tyto vysledky ukazuji na rozvoj procesu fibrézy u
experimentalni skupiny, jez byla krmena CDDA dietou za ucelem indukce
NAFLD.

Jaterni fibroza je spojena s velkymi zménami jak v mnozstvi, tak ve
slozeni extracelularni matrix (Kaufman & Hamburger, 1992). V pokrocilych
stadiich jatra obsahuiji pfiblizné Sestkrat vice extracelularni matrix nez obvykle,
ato vcetné kolagenu (I, Ill a 1V), fibronektinu, elastinu ¢i proteoglykanu.
Akumulace extracelularni matrix je vysledkem jak jeji zvySené syntézy, tak jeji
snizené degradace (Arthur et al., 2000). Hvézdicové buriky jsou hlavnimi
burikami produkujicimi extracelularni matrix v poranéné jaterni tkani (Gabele et
al., 2003). Po chronickém poranéni hvézdicové bunky ziskavaji kontraktilni,
prozanétlivé a fibrogenni vlastnosti (Bataller & Brenner, 2005). Aktivované
hvézdicové bunky migruji do mista poranéni, kde produkuji velké mnoZzZstvi
extracelularni matrix a reguluji jeji degradaci. Syntéza kolagenu hvézdicovymi
burfikami je regulovana na transkripCni i posttranskripéni darovni. ZvySena
stabilta mMRNA kolagenu tudiz vede ke zvySené syntéze kolagenu
v aktivovanych hvézdicovych burikach (Huan et al., 2015).

V ramci histochemické analyzy pro selektivni zvyraznéni kolagennich
vlaken ve vzorcich jaterni tkané byla zvolena metoda barveni Sirius Red. P¥i
Sirius Red barveni dochazi ke vzniku specifické reakce s kolagenem,

respektive typu | a Ill kolagennich vlaken. Kontrolni skupina vykazovala
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pfitomnost kolagennich vlaken pouze v bunkach hladkého svalstva v centralni
zile, v arteriolach a venulach v portalni oblasti. V porovnani s experimentalni
skupinou doSlo k detekci zvySené exprese kolagenu v jaternim parenchymu
mimo bunky hladké svaloviny krevnich cév. Sirius Red barveni tedy prokazalo
vyvoj mirné jaterni fibrozy u experimentalni skupiny, a to v dusledku zvySenych

depozit kolagenu.

Rozsahla experimentalni i klinicka data podporuji hypotézu, Ze
makrofagy hraji ustfedni roli ve vyvoji NAFLD i NASH (Cha et al., 2018).
Kuppferovy buriky sidlici v jatrech, jakozto forma tkanovych makrofagu, iniciuji
zanét a pomahaji pfitahovat monocyty z krevniho fecisté. Obé formy (monocyty
a Kuppferovy buriky) se diferencuji na prozanétlivé makrofagy a podporuji
progresi NAFLD (Krenkel & Tacke, 2017). Molekuly lipidd a lipidové metabolity
patfi mezi hlavni faktory pfispivajici k aktivaci makrofagd u NAFLD. Mimo to,
makrofagy pfitomné v tukové tkani jsou asociovany se ztuCnénim jater
prostfednictvim jejich ucinkl na chronicky zanét, a to zejména v dusledku

sekrece cytokinu a adipokint (Liang et al., 2022).

Pro vyhodnoceni zanétlivého stavu byla vybrana detekce galektinu 3,
ktery reguluje adhezi, chemotaxi a apoptézu makrofagu. Barveni galektinem 3
poskytlo slabou reakci ve vzorcich jaterni tkané u kontrolni skupiny reflektujici
nizkou miru pfitomnosti Kuppferovych bunék. Naproti tomu, analyza exprese
galektinu 3 u experimentalni skupiny poskytla silnou pozitivitu v jaternim

parenchymu, coz naznacuje progresi zanétu u této skupiny.
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10 Zaver

Cilem této bakalarské prace bylo zhodnoceni rozvoje fibrozy
u experimentalniho mysiho modelu, jemuz byl podavanim CDAA diety
indukovan rozvoj NAFLD. Pro detekci znakd fibrézy byla zvolena
imunohistochemicka analyza profibrotickych markerd a-SMA, galektin 3 a
kolagennich vlaken. Vysledky této analyzy ukazuji na probihajici zanétlivou
reakci i fibrézu v jaterni tkani u experimentalni skupiny. Lze konstatovat, Ze
exprese vybranych markeru vykazovala u experimentalni skupiny (CDAA dieta)

vyrazné vysSi pozitivitu nez u skupiny kontrolni (chow dieta).
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