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Abstrakt

Autor: Petra BureSova

Nézev: Vliv vysokych hladin solubilniho endoglinu na morfologii jater u mysi.
Bakalafska prace

Univerzita Karlova v Praze, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Studijni obor: Zdravotni laborant

Endoglin (CD 105) piedstavuje integralni transmembranovy protein o celkové
velikosti 180 kDa. Je charakteristicky svou spoluucasti v signalizacni kaskadé
transformujiciho rustového faktoru B (TGF—) diky své roli koreceptoru tohoto faktoru.
Krom¢ membranového endoglinu byla popsana jeho solubilni forma (sol-Eng), ktera se
uvolnuje do krevni cirkulace po odstépeni extracelularni ¢asti endoglinu. Recentné bylo
popsano, ze endoglin je dillezitym faktorem v rozvoji fibrézy v selhdvajicim myokardu
i v jatrech. Cilem nasi prace bylo zjistit pfitomnost fibrozy v jatrech transgennich mysi.

Pomoci histologické techniky a barveni na kolagenni vazivo jsme hodnotili
rozvoj fibrozy u transgennich mys$i s vysokymi hladinami lidského solubilniho
endoglinu krmenych standardni laboratorni dietou nebo vysokotukovou dietou,
V porovnani s kontrolnimi zvifaty s nizkymi hladinami lidského solubilniho endoglinu.

Vysledky histologického hodnoceni ukazuji, Ze vysoké hladiny solubilniho
endoglinu nemaji Zadny vliv na rozvoj fibrotickych zmén v jatrech. Nicméné bude
zajimavé dal§i hodnoceni exprese jednotlivych markerti patogeneze fibrozy na

molekularni Grovni.

Klicova slova: Endoglin, solubilni endoglin, jaterni fibroza, histologicka technika



Abstract

Author: Petra BureSova

Title of thesis: Effect of high soluble endoglin levels on the liver morphology in mice
Bachelor thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové

Study course: Medical laboratory technician

Endoglin (CD105) is an integral transmembrane protein with total weight of 180
kDa. It is characterised by its participation in the signaling cascade of transforming
growth factor B (TGF—B) due to its role as a co-receptor of this factor. In addition,
a soluble form of endoglin (sol-Eng) which is produced by proteolytical sheeding from
the extracellular part of membrane bound endoglin into circulation was demonstrated.
Recently, it was shown, that endoglin is crucial factor in the development of both,
cardiac fibrosis in the failing myocardium and liver fibrosis. The aim of our work was
to detect liver fibrosis in transgenic mice.

Using basic histological techniques and collagen staining we evaluated
development of liver fibrosis in transgenic mice overexpressing human soluble endoglin
on chow and high fat diet in comparison with control mice with low levels of human
soluble endoglin.

Our histological results show that high soluble endoglin levels have no effect on
the development of fibrotic changes in the liver. However, it will be very interesting to

evaluate markers of the liver fibrosis pathogenesis at the molecular level.

Key words: Endoglin, soluble endoglin, liver fibrosis, histological technique



Obsah

1 UvVOD
2 ZADANI BAKALARSKE PRACE - CiL PRACE
3  TEORETICKA CAST

3.1 JATRA oo 10
.11 SEIOMA .. 10
312 Jaterni JallCEK .oovviveieiiie e 10
313 ODBEN KIVE JALTY cuvviiieiiiieieiieie ettt n s 13
314 HEPAIOCYLY ...ttt 14

3.2 FUNKRCE ... ot e e e e e e nae e 16
3.2.1  SyNteza PrOtEINTL ....ocvvevieiiiiiieiiiee et 16
3.2.2  SEKIECE ZIUCT .ueviivvieiiiiie ettt e e e e na e e e 16
3.2.3  Ukladani metabolitl.........eceivreiiieeiiii e 17
3.2.4  Metabolické fUNKCE.......ccvveiiieeiii e 17
3.25  DetoxiKace @ INAKLIVACE ........cccveveiieiieieiie e ee e 17
326 REQENEIACE JALEI .....c.eiiiieiiiterie ettt 17

4  ENDOGLIN

41 EXPRESE A FUNKCE ENDOGLINU ......cccoociiiiiiiiieee e, 18
4.2 FORMY ENDOGLINU .....cocoiiiiiiiiiieeee s 19
4.2.1  Solubilni endoglin..........cccovvviiiiiiiiiii s 19
4.3 ENDOGLIN A NEMOCI .....ociiiiiiiiieiee e 20
4.3.1 Cysticka fibroza spojend s jaternim onemocneénim ..........c.ceeevvveirirnennnn 21
4.3.2  Role endoglinu V jaterni fibroze ..........ccoceeeiveiiiiiiiiiesceeeseee, 21
4.3.3  Exprese endoglinu v izolovanych jaternich burikach a jaterni tkani ........ 22
4.4  Zviteci modely pro studium funkce endoglinu...........ccccovviiiiiiiiiiiniciiicns 23

5 MATERIAL A METODY

51 LABORATORNI ZVIRATA ...ccoviriiiriiriiricrieeies s 25
5.2  SCHEMA EXPERIMENTU. ........ccocovviiiiiniieisssisssesisssiesessessssesses s sensssenenn, 25
VYSOKOtUKOVA QICLA ...ttt e 25
5.3 HISTOLOGICKE ZPRACOVANI PRO SVETELNOU MIKROSKOPII ..... 26
ParafinOoveE TEZY .....cvviiiiiiiiee e 26

B IV I . et —————— 26



54 FOTOGRAFOVANI ZHOTOVENYCH PREPARATU ...coovvveveeeeeeee, 29

B VYSLEDKY ..ottt 30
6.1 Standardni laboratorni dieta ...........cceeiieiiiiiiiiii e 30
6.2  VySOKOtUKOVA ICta......cciiiiiiiiiiiiiie e 32
T DISKUZE ...ttt ettt et e s e sbe e teere e s be e beaneenneas 34
8 ZAVER ..o 36
9 SEZNAM ZKRATEK ..ottt sttt et esbeenbeaneenneas 37
10 SEZNAM OBRAZKU ......coiieuiiriiimeiinisseessssesesssasssssssssssssss s ssssssssssasssessssssssssssens 38

11  SEZNAM POUZITE LITERATURY ...ooovovoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeee e eeeeseees e eeesaeesseses e 39



1 UVOD

Endoglin (Eng, CD105) je transmembranovy glykoprotein ze signalni kaskady
transformujiciho rastového faktoru B (TGF-B), ktery hraje vyznamnou roli
vV hematopoéze, angiogenezi a vyvoji kardiovaskuldrniho systému. Exprese endoglinu
byla nejprve popséna v endotelovych buiikach a v hladké svaloviné ve sténé cév.
Pozd¢&ji se vSak ukazalo, ze endoglin mize byt exprimovan také pro-fibrogennimi
bunikami jako jsou mesangialni buiky, srdecni a sklerodermalni fibroblasty a jaterni
hvézdicovité bunky.

Mutace genu pro endoglin je spojovana s rozvojem hereditarni hemoragické
telangiektazie (HHT), preeklampsie, hypertenze, diabetes mellitus, aterosklerozy
a Vv neposledni fadé¢ podporuje nadorovou angiogenezi. Vzhledem k vyznamné uloze
TGF-B v rozvoji fibrozy se da piedpokladat, ze zmény v expresi jeho koreceptoru
endoglinu mizou mit podil na rozvoji fibrotického procesu.

Bylo popsano, ze ENng je tvofeny cytoplazmatickou, transmembranovou
a extracelularni doménou. Za urcitych podminek mize byt extracelularni ¢ast molekuly
proteolyticky odstépena a uvolnéna do cirkulace v podob¢ solubilni formy. Zvysené
hladiny solubilniho endoglinu (sol-Eng) byly zaznamenany u pacientl s preeklampsii,
familiarni hypercholesterolémii a u nadorovych onemocnéni.

Pro studium funkce endoglinu bylo vygenerovano né€kolik mysich modeld, jsou
to vSak zejména tzv. knock-out modely, kde dochazi k vystfizeni genu pro endoglin.
V nasi préci jsme naopak vyuzili pro studium recentné vytvofeny transgenni model
mysi, které exprimuji vysoké hladiny lidského solubilniho endoglinu a zaméfili jsme se

na morfologickou charakteristiku jater a rozvoj moZnych fibrotickych zmén.



2 ZADANI BAKALARSKE PRACE — CIL PRACE

Nékolik studii, na které se tato bakalaiska prace odkazuje, prozkoumavalo vliv
membranového endoglinu na rtizné organy, véetné jater. V této bakalaiské praci jsme se
zam¢fili na solubilni formu endoglinu a jeji mozny vliv na rozvoj fibrotickych zmén

V jatrech transgennich mysi.



3 TEORETICKA CAST

3.1 JATRA

Jatra predstavuji organ, ve kterém se zpracovavaji zZiviny vstfebané travicim
traktem do podoby potiebné ostatnim orgdnim téla. Jsou tedy orgdnem, tvoricim
mezi¢lanek mezi travicim traktem a krvi. Po kUzi jsou nejvétSim orgénem tcla
a také nejvétsi zlazou, vazici priblizn€ 1,5 kg. Nachazi se v dutin€ bfis$ni, pod branici.

Prostfednictvim vena portae (portalni, vratnicova zila) pfichazi do jater zhruba
70 — 80 % krve, zbylé mnozstvi pfichazi diky arteria hepatica (jaterni tepna). Material
vstiebany ve stfevé je do jater pfivadén portdlni Zilou. Vyjimku tvoii chylomikrony,
komplexni lipidy, které jsou piendSeny lymfou. K vylouceni toxickych latek, které se
Vv jatrech shromazd'uji, transformuji a skladuji, dochézi zluéi, jez predstavuje exokrinni

sekret jater, vyznamny zejména pro traveni lipida (Junqueira et al, 1997).

311 Stroma

Povrch jater pokryva tenka vrstva vaziva, capsula hepatis Glissoni. V misté
vniku porta hepatis dale probiha toto vazivo podélné€ s cévami a ZluCovody az do mist
portobiliarnich prostord, pii styku tii jaternich lalicki, v nichz tvofi vypln. Je zde také
vyvinuta sit’ retikularnich vlédken, ktera slouzi k podpofe hepatocyti 1 endotelovych
bunék jaternich sinusoid (Dooley a Scherlock, 2011; Liillmann-Rauch, 2012; Junqueira
et al, 1997).

3.1.2 Jaterni lalucek

Jaterni, epitelovd bunka, tzv. hepatocyt, je hlavni stavebni slozkou jater.
Mikroskopicky tvofi uspofddani hepatocytli jaterni lalicky, zékladni morfologické
jaterni jednotky. Jaterni lalicky jsou v tésném kontaktu a tvoii je polygonalni masa
tkan¢ o velikosti pfiblizné 0,7 x 2 mm. OvSem v nékterych castech jsou lalicky
oddéleny vazivem, zahrnujicim krevni a lymfatické cévy, nervy a zlu¢ovody. Popsané
oblasti se nazyvaji portalni (portobiliarni) prostory a jsou pro né charakteristické tzv.

portalni triady, které se zde nachézeji v po¢tu 3 — 6 na jeden jaterni lalicek. Kazda
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portalni tridda se sklada z vétve vena portae, vétve arteria hepatica, ¢asti vyvodnych
zluCovych cest (ZluCovod) a doprovodnych lymfatickych cév (Obr. 1). Vena portae
z biisnich organt piinasi odkyslicenou krev a Zziviny. Arteria hepatica z bfisni aorty
(truncus coealicus) vede okyslicenou krev. Obvykle doprovazi portalni Zily v portalnich
triddach a nejmensi vétve zasobuji sinusoidy na riznych urovnich a zlucovych usecich
(které vétsinou pozdgji Gsti do sinusoid) (MacSween et al, 2012). Zlucovod
S charakteristickym kubickym epitelem odvadi z hepatocytii Zlu¢ a usti do ductus
hepaticus. Spojenim lymfatickych cév se lymfa dostava do krevni cirkulace (Junqueira

et al, 1997).

Obr. 1: Portalni (portobiliarni) prostor. Interlobuldarni véna
(P), interlobuldrni arterie (A), interlobuldrni Zlucovod (Z),
lymfaticke cévy (Ly). (prevzato z Liillmann-Rauch, 2012)

Uspotéadani hepatocytl v jaternich laliiccich ma radiélni tvar. Vrstva o tloust’ce az dvou
bunck tvoii jaterni trdmec. Toto uspofadani sméfuje od periferni oblasti do stfedu
lalticku, kde spolecné vrstvy anastomozuji. Ve vnitinich ¢astech tramci jsou uloZeny
pocatky zluCovych kanalkl, intercelularni useky. Prostor mezi tramci je vyplnén

kapilarami, jaternimi sinusoidami (Kondradova et al, 2000).
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Obr. 2: Tramce jaternich bunék a buiiky ve sténdch sinusoid (schéma). Zlucové
kandlky (ZK), tight junction (j), lumen sinusoidy (S), Disseho prostor (Dp), Itovy
buriky (Ib), Kupfferova bunika (Kub), jadro hepatocytu (N), erytrocyt (Ery).
(prrevzato z Burwen, 2008)
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Disseho prostor je subendotelova Stérbina mezi hepatocyty a sinusoidnimi endotelovymi
bunikami (Dooley a Sherlock, 2011) a je vyplnéna mikroklky hepatocyti a retikularnimi
vlakny. Sinusoidy také kromé endotelovych bunck obsahuji builkky mononuklearni
s fagocytarni funkci (makrofagy), tzv. Kupfferovy buiky. Jejich funkce spociva
v likvidaci starych erytrocytd, trdveni hemoglobinu a sekretuji proteiny potiebné
K imunitnim d&jaim.

Dale se zde nachazi bunky skladujci tuky, tzv. Itovy butniky. Jsou umistény
v Dissecho prostoru a maji hvézdicovity tvar (Obr. 2). Stfadaji exogenni vitamin A
v tukovych kapénkach. Jejich ptesna funkce v metabolismu vitaminu A neni zatim zcela
jasna.

Sinusoidy jsou ohrani¢eny endotelovymi bufikami a vedou od periferie, kde jsou
zasobovany venulami, termindlnimi vétvemi portalnich zil a jaternimi arteriolami, do
centra, kde vyustuji do centralnich vén (Dooley a Sherlock, 2011; Junqueira et al,
1997).

V roce 1954 bylo navrzeno déleni jaterniho parenchymu v podobé jaternich
acini, které ptedstavuji funkéni jednotky a jsou zasobované termindlnimi tuseky
distribu¢nich vén (Rappaport et al, 1954). Jednotka snazvem jaterni acinus je
charakteristickd svym tvarem vybrouSeného diamantu. Stfed tohoto Utvaru je tvofen
kone¢nymi vétvemi vena portae, vétvemi arterii a zlu€ovodem. Jaterni acinus je
rozdélen do zon, které jsou urCeny vzdalenosti bun¢k od distribu¢nich vén. Nejblize
distribucni véné jsou umistény bunky 1. zony a jsou tak nejvice vystaveny vliviim latek

z pritékajici krve. Déale mame bunky II. aIIl. zony. Tramce jaternich bunék jsou
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soucasti strukturnich jednotek jaterniho parenchymu, jaternich lalacka (Obr. 3)

(Junqueira et al, 1997).

PS(e7 jaternf laliicek

cv

portainf lali¢ek

\
|
I} -~ Acinus

Obr. 3: Teritoridlni usporadani jaternich lalicku, jaternich acinii a portdlnich
laliickii. Na obrazku zndzornéné Sestivhelniky obsahuji ve stredu centralni vénu (CV),
tvorici osu jaterniho lalucku. V portalni triadé a periferii, tvorené tremi priléhajicimi

lalucky a portalnim prostorem (PS), ma stied portalni laliicek tvaru trojuhelnika

s vrcholy v centralnich vénach. Prostor vymezeny spojem CV-PS-CV-PS ndlezi

Jaternimu acinu tvaru kosodélniku (prevzato z Junqueira, 1997).

3.1.3 Obéh krve jatry

Vena portae a arteria hepatica tvofi dva hlavni systémy, které pfivadi krev do
jater. Vena portae privadi téméi 70 % krve. Zbyly podil krve, 30 %, zprostfedkovava
arteria hepatica (Liillmann-Rauch, 2012). Vena portae i arteria hepatica vstupuji do jater
prostfednictvim $térbiny, porta hepatis, ktera lezi na spodni ploSe pravého laloku. V této
Stérbin€ se vena portae a arteria hepatica vétvi do pravého a levého laloku, také pravy
a levy jaterni zlucovod se zde spojuji do jaterniho kanalu (Dooley a Sherlock, 2011).
Portalni krev odtékd =z mezenterickych, Zaludecnich, stfevnich, slezinnych
a pankreatickych zil a je transportovana do jater. Zde probihd netplné miseni krve
prichazejici z gastrointestinalniho traktu a sleziny, zajiStujici dodani rtznych Zivin,
toxind a dalSich latek do jaternich lalacku (Haywood, 1981; Faa et al, 1987; Faa et al,
1994; Faa et al, 1995; Thein et al, 2003).
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Portalni obéh

Vena portae se vétvi do mensich portalnich venul, usticich do portalnich triad.
Nékdy se nazyvaji interlobularnimi vétvemi. Vétveni portalnich venul dale pokracuje do
distribu¢nich vén, soustied’ujicich se na periferii lalacku. Distribuéni vény se pomoci
vstupnich venul napojuji na sinusoidy. Ty paprskovité sméefuji k centralnimu lalacku,
kde probéhne splynuti do centralni ¢i centrolobularni vény (vena centralis). Centralni
véna je po histologické strance tenkosténna céva, tvorena pouze endotelovymi bunikami,
zpevnénymi navzajem siti kolagennich vlaken. Postupné na vena centralis navazuji
sinusoidy a zvétSuje tak svij primér, opousti bazi lalticku a nakonec Usti do vétsi
sublobularni vény, ta splyva s dal§imi sublobularnimi vénami a vytvaii venae hepaticae,

ustici do dolni duté zily (Junqueira et al, 1997).

Arterialni obéh

Vétveni arteria hepatica probihd az ke vzniku interlobularich arterii. Cast
interlobuldrnich arterii slouzi k zadsobé struktur portobiliarnich prostort a zbylé tvoii
vstupni arterioly koncici v sinusoidach. Diky tomu sinusoidy obsahuji smés arteridlni
a vendzni krve.

K centru klasického jaterniho laliicku tece krev z periferie. To znamena, Ze
kyslik, metabolity, toxické i netoxické latky, jdou nejprve K periferii a az nasledné do

bunék v centru lalacku (Junqueira et al, 1997).

314 Hepatocyty

Jaterni buiiky (hepatocyty) tvoii témét 60 % jaterniho parenchymu. Maji tvar
mnohosténu a jsou maximalng 30 pm velké. Zivotnost jaternich bunék
u experimentalnich zvifat je kolem 150 dni. Hepatocyty maji tfi funkéni povrchy: prvni
lemuje sinusoidy a Disseho prostor, druhy kanalky a tieti sousedni hepatocyty.
Neobsahuji  bazalni  membrany.  Povrch,  tvofici  rozhrani  hepatocytu
a Disseho prostoru, je osazen mikroklky a odd€len od stén sinusoid (Dooley a Sherlock,
2011). Zdavodu velkého mnozstvi mitochondrii a pfitomnosti hladkého
endoplazmatického retikula je (pfi barveni hematoxylin/eosin) cytoplasma silné
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eosinofilni. V zavislosti na vzdalenosti hepatocytu od portalnich triad, se méni jeho
histochemickd, biochemicka i strukturdlni podstata. V misté, kde se navzijem
hepatocyty dotykaji, se tvofi tubularni prostor, tzv. zluGovy kanalek, od Kterého dale
postupuje vyvodovy systém zluCovodu. Kandlky maji primér asi 1 — 2 um, obsahuji
malé mnozstvi mikroklkii a jejich ohraniCeni je tvofeno plazmalemou sousednich
hepatocyta.

Bunky, tvofici okoli Zlucovych kanalku, jsou sdruzeny v tésnych spojich,
zvanych zonulae occludentes, a pro jejich fyziologickou aktivitu jsou dulezité nexy,
které se zde také nachazi. Zludovy epitel mé alohu zejména vystelky kanalku, oddélujici
proudici  Zlu¢ od  hepatocyt, ale také ve zlucniku Zlu¢ pozménuje
a koncentruje. Zluéové epitely jsou ,,efektivnimi informétory pro sousedici buiiky pii
produkci mediatort, ktefi se za¢astituji bunééného ristu a reakci pii poranéni (Malarkey
et al, 2005). Kanalky podél jaternich laluckti postupné anastomozuji a tvofi sit,
vychazejici v periferii v portalnich prostorech. Z toho vyplyva, Zze zlu¢ teCe opaénym
smérem neZ krev. V periferii se nachazi intralobularni Zlu¢ovody s kubickym epitelem,
Heringovy kanélky, do kterych zlu¢ proudi. Po pfekroceni kraje laliicku se Heringovy
kanalky vlévaji do Zluéovodi portalnich triad. Zludovody mohou mit kubicky aZ
cylindricky epitel a nachazi se zde zietelna vazivova pochva. Jejich zvysujici se silou
a splynutim vznikaji levy a pravy ductus hepaticus, ktery nasledné opousti jatra.

Hepatocyty obsahuji jedno ¢i dvé pomérné velkd, svétld jadra s maximalné
dvéma jadérky. Ncktera jadra mohou vykazovat polyploidii (vicejadernost). Jadra
Stouto vlastnosti se vyznacuji svou zvySenou velikosti. Pro hepatocyty je
charakteristické velké mnozZstvi hladkého i drsného endoplazmatického retikula. Drsné
endoplazmatické retikulum se shlukuje do tzv. bazofilnich télisek. Hladké
endoplazmatické retikulum hepatocyti se vyznacuje zasobou glykogenu, pod
elektronovym mikroskopem pozorujeme shluky denznich granul. Pokud klesne hladina
glukézy v krvi, je glykogen mobilizovan a rozkladd se na potfebnou glukdzu.
Hepatocyty tak zajistuji rovnovahu jednoho z hlavnich energetickych zdroji. Kazda
jaterni bunika obsahuje velké mnozstvi mitochondrii, lipidové kapénky, cetné Golgiho

komplexy, lyzosomy a peroxisomy (Jungueira et al, 1997).
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3.2 FUNKCE

Vzhledem Kkexokrinni a endokrinni funkci, k mnozstvi degrada¢nich,
detoxikac¢nich, shromazd’ovacich a dalSich funkci, jsou hepatocyty povaZovany za

nejvSestrannéjsi buiiky téla.

3.21 Syntéza proteini

Hepatocyty produkuji proteiny potifebné jak pro svoji potiebu, tak proteiny
urcené k exportu. Mezi exportované proteiny, syntetizované v hepatocytech, fadime
napiiklad albumin, protrombin, fibrinogen a lipoproteiny. Mistem syntézy téchto
bilkovin jsou polyribozomy, lokalizované na povrchu endoplazmatického retikula.

Pro endokrinni funkci jaternich bunék je charakteristické, ze neskladuji vzniklé
proteiny v cytoplazmé, ale uvolnuji je postupné do krevniho fecisté. Na syntéze se asi
V5% zcelkového mnozstvi exportovanych proteini podili jaterni makrofagy,

Kupfferovy bunky (Junqueira et al, 1997).

3.2.2 Sekrece zZludi

Sekrece zluci predstavuje exokrinni funkci jaternich bunék. Latky, které jsou
obsazené v krvi, jsou hepatocyty vychytavany, transformovany a nasledné vyluovany
do Zlucovych kanalki. Ve Zluci je obsaZzeno mnoho latek — voda, elektrolyty, Zlucové
kyseliny, fosfolipidy, cholesterol a bilirubin. Po reabsorpci ve stfevé a transportu
Kk hepatocyttim, je 90% zlu¢ovych kyselin opétovné vylouc¢eno do zlu¢ovodt. Timto se
Zlu¢ové kyseliny tadi do procesu tzv. enterohepatalni cirkulace (Konradova et al, 2000).
Zlugové kyseliny jsou dilezité pro rozklad tuki, tzv. emulzifikaci, v travicim traktu. Ve
spolupraci se zlu¢ovymi fosfolipidy hraji vyznamnou roli v degradaci cholesterolu
a jeho vylouceni z téla.

Po rozpadu hemoglobinu vznika produkt bilirubin, ktery je tvofen fagocytarnim
jaternim systémem sinusoid (Kupfferovymi buiikami) a je dale pfendSen do hepatocytii.
Bilirubin je hydrofobni latka, u které dochazi v hladkém endoplazmatickém retikulu
hepatocyti ke konjugaci s kyselinou glukuronovou. Vysledny bilirubin — glukuronid je

jiz rozpustny ve vod¢ a je vylucovan do zlu¢ovych kanalka (Junqueira et al, 1997).
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3.2.3 Ukladani metabolita

V dob¢ hladovéni jsou hepatocyty diilezité kvili své skladovaci funkci. Obsahuji
glykogen a triacylglyceroly, coz jsou latky, které se po jejich mobilizaci rozkladaji na
télu potifebné energetické metabolity. Také se zde nachéazi zasobarna vitamini, hlavné

vitaminu A (Junqueira et al, 1997).

3.24 Metabolické funkce

Jaterni bunky jsou centrem glukoneogeneze. Glukoneogeneze predstavuje
proces, kdy se glukdza vytvafi z jinych nez sacharidovych latek (Ledvina et al, 2009).
Probiha zde také deaminace aminokyselin, kterd vrcholi tvorbou mocoviny, jez je
prostfednictvim krve transportovana do ledvin a nasledn¢ vyloucena z téla (Junqueira et

al, 1997).

3.25 Detoxikace a inaktivace

V hladkém endoplazmatickém retikulu vznikd ftada enzymi, potiebna
k detoxikaci 1€kt a chemickych latek. Je =zde ptitomen napiiklad enzym
glukuronyltransferaza, ktery katalyzuje konjugacni reakce s kyselinou glukuronovou.
Detoxika¢ni procesy zahrnuji oxidaci, metylaci ¢i konjugaci s kyselinou glukuronovou
(Konradova et al, 2000).

3.2.6 Regenerace jater

Navzdory pomalé obmeéné jaternich bun¢k, vyznacuji se jatra svou regeneraéni
schopnosti. Poskozenim jaterni tkan¢ dojde kindukci mitézy hepatocyti. Déleni
probihd do doby, kdy se nenahradi kompletni ztracend ¢i poskozena tkan. Ztrata zhruba
75% jaterni tkan¢ u potkanii se kompenzuje piiblizné jeden mésic. Kompenzacéni
mechanismus je u Cloveéka zna¢né¢ omezen a je nejspiS fizen chalony, cirkulujicimi
latkami, které maji vlastnost selektivné inhibovat proliferaci jistych typii bunck

(Junqueira et al, 1997).
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4 ENDOGLIN

Endoglin (Eng), téz CD105, je homodimerni membranovy protein, slozeny ze
dvou podjednotek o hmotnosti 95 kDa, které¢ jsou spojeny disulfidickymi vazbami
(Gougos a Letarte, 1988). Tento protein se sklada ze tii domén — cytoplazmatické,

transmembranové a extracelularni.

4.1 EXPRESE A FUNKCE ENDOGLINU

ENG gen byl mapovan na dlouhém raménku lidského chromozomu 9. Kromé
endotelovych bunék, je také exprimovan bunkami hladké svaloviny ve sténé cév,
hematopoetickymi a mezenchymovymi kmenovymi bufikami, monocyty/makrofagy,
placentarnimi syncytiotrofoblasty a riznymi bunikami pro-fibrogenni populace, jako
jsou mesangidlni bunky, sklerodermdalni a srdecni fibroblasty a jaterni hvézdicovité
buiiky (hepatic stellate cells — HSC), zastupujici dilezité¢ funkce v bunééné a organové
homeostaze a rozvoji riznych onemocnéni (St-Jacques et al, 1994; Meurer et al, 2011).

Immunofluorescencéni  znaceni  odhalilo  expresi endoglinu  pievazné
Vv plazmatické membranég. Projevilo se to intenzivnim zbarvenim v ohniskovych bodech
a ve vzacnych pfipadech i v perinuklearni oblasti (Toporsian, 2005).

Déle je endoglin také exprimovan v nizkych koncentracich v klidovych
endotelovych buiikach, vysoce exprimovan v cévnich endotelovych buiikach na mistech
aktivni angiogeneze, béhem embryogeneze (Jonker et al, 2002; Perlingeiro, 2007),
Vv tkanich pfi zanétlivém procesu a hojeni, na psoriativni kiizi (Rulo, 1995), u cévniho
poskozeni a v cévach, které zasobuji tumory (Bernabeu et al, 2009; Fonsatti et al, 2000;
Miller et al, 1999).

Velice vyraznd funkce tohoto proteinu v angiogenezi byla dokazana, kdyz se
zjistilo, ze mysi, které neexprimovaly endoglin, umiraly mezi 10,5 — 11,5 dnem
embryonalniho vyvoje (Li et al, 1999). Je to zapfi¢inéné tim, Ze cévy nejsou fadné
vyvinuty, coZ je zpusobeno nedostatecnym rozvojem hladké svaloviny cév

a utlumenou remodelaci endotelu.
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4.2 FORMY ENDOGLINU

Byly zjistény ruzné formy endoglinu. L — endoglin (L — Eng, L — CD105, long)
a S —endoglin (S — Eng, S — CD105, short), oznacovany dle své délky, a solubilni forma
endoglinu. L — a S — izoformy se li§i v délkach svych cytoplazmatickych domén.
Zatimco L — endoglin mé4 tuto doménu o délce 47 aminokyselin, S — endoglinova
doména se sestava ze 14 aminokyselin (Cheifetz et al, 1922). Jeho solubilni forma bude

popséna nize.

421 Solubilni endoglin

Sol-Eng byl detekovan metodou ELISA a Western blot analyzou v plazmé, séru
a mogi pacientli Spreeklampsii a nadory. Cisty cirkulujici sol-Eng byl ziskan
od preeklamptickych pacientli a jeho Casteéna peptidova sekvence naznalila, ze jde
o $tépny produkt NH2 — konce L — endoglinu (Obr. 4). Piedpoklada se, Ze na
proteolytickém $tépeni se podili MMP14 (matrix metalloproteinase 14) (Lopez-Novoa
a Bernabeu, 2010). Ruzné studie potvrzuji, ze sol-Eng ma vyznamnou roli pfi vzniku
preeklapmsie. U preeklamptickych Zen, zvySena hladina solubilniho endoglinu
predchazi nastupu nemoci a je spojena se zavaznosti onemocnéni. Proto jeho detekce je
povazovana za prognosticky faktor (Levine et al, 2006). Dale bylo zjisténo, Ze pfispiva
I ke vzniku onemocnéni, které se vyznacuji vysokym krevnim tlakem a u poskozeni
placentarni cirkulace (Venkatesha et al, 2006). Zna¢né zvysené hladiny se také objevily

u pacientti s kombinaci hepatocelularniho karcinomu a cirhdzy (Yagmur et al, 2007).

Soluble Endoglin

Endoglin
$:S:
Protease .S-S-
(MT1-MMP)
EC B8
-S-S- A —
B N . Ligand binding (TGF- 3 superfamily)
Ll | Anti-angiogenic activity
CcYT Regulation of vascular homeostasis

Obr. 4: Vznik solubilniho endoglinu proteolytickym procesem z membranove
vazaného endoglinu (prevzato z Lopez-Novoa a Bernabeu, 2010).



Nicméng, role solubilniho endoglinu v signalizaci TGF-B1 je sporna. Pivodné se
ukazalo, ze solubilni doména je schopna snizit aktivitu genu pro TGF—1 a aktivitu
endotelové syntazy oxidu dusnatého (eNOS) v buiikach endotelu. Ve spojitosti s funkci
odlouceného ligandu, komplexy solubilniho endoglinu a TGF-B1 byly detekovany
metodou ELISA a imunoprecipitaci v séru pacienti s nadory prsou (Li et al, 1998).
Prestoze cast ligandu TGF—f1 vaze komplex, piima vazba TGF—1 k endoglinu je
sporna (Cheifetz et al, 1992; Barbara et al, 1999). Jestlize jsou pfitomny signalizacni
receptory typu I a II, endoglin miize byt vysrazeny se znacenym ligandem. Na jednu
stranu, kdyZ je endoglin nadmérné exprimovan v buiikach s chybé&jicimi receptory typu
I a Il, neuskute¢nuje se zde zadna vazba endoglinu k TGF—1 (Barbara et al, 1999).
Vzestup koncentrace solubilniho endoglinu u preeklamptickych zen a nékteré studie
zamétené na funkci solubilniho endoglinu pouZzivaly systémy s nadmérnou expresi
a luciferazové testy, které davaly podnét k tomu, Ze solubilni endoglin se skute¢né
podili na signalizaci TGF—B1 (Venkatesha et al, 2006; Hawinkels et al, 2010).
Navzdory informacim, které ndm poskytuji rtizné studie zabyvajici se expresi
solubilniho endoglinu, pfimé navdzani ligandu a funkéni mechanismy pouzivané
u sol-Eng k ovlivnéni bunécné odpovédi, musi byt v budoucnu analyzovany vice do
detaild. Nejsou aktualni zadna data zaloZena na funkénich aspektech sol-Eng, specialné

Vv jatrech (Meurer et al, 2014).

4.3 ENDOGLIN A NEMOCI

Mutace pro gen endoglinu jsou spojovany s dédinymi autosomalnimi
chorobami a mohou zpisobovat arteriovendzni malformace v organech, jako jsou
mozek, plice a jatra.

Jedna ze spojitosti se tykd vlivu endoglinu na vznik dédicné hemoragické
telangiektazie typu 1 (HHT — 1). Rizné mutace se projevuji odliSnymi fenotypo-
genotypovymi vztahy, které se odrazi v zavaznosti HHT-1 (Bayrak-Toydemir et al,
2006).

Dale bylo ukazéno, Ze solubilni endoglin, jako anti-angiogeneticky faktor, se
podili na vzniku preeklampsie (Levine et al, 2006).

Jiny zaznam poukazuje na sol-Eng u diabetickych pacientta (Motawi et al, 2014),

jako na ukazatele odhadovaného vyvoje nebo ucinnosti 1écby, naptiklad pfi
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aterosklerotickém procesu (Blaha et al, 2008; Nachtigal et al, 2012), systémovém lupus
erythematodus (Bassyouni et al, 2012), rakoving plic, prsu a tlusté¢ho stfeva (Davidson
et al, 2010; Bellone et al, 2010), hypertenzi (Blazquez-Medela et al, 2010),
neprichodnosti Zlu¢niku (Preativatanyou et al, 2010) a cystické fibroze spojené

s nemoci jater (Rath et al, 2013) a spoustu dalSich nemoci.

4.3.1 Cysticka fibréza spojena s jaternim onemocnénim

Cysticka fibroza (CF, mukoviscidoza) je autosomalné recesivni genetické
onemocnéni postihujici plice, slinivku bfi$ni, jatra a stievo. Mutace v genu pro protein
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator) zplisobuje abnormalni
transport chloridovych a sodnych iontl pies epitel, coz ma za nasledek viskozni sekreci
transplantaci nebo zplsobuji smrt. Gastrointestinalni symptomy jsou b&zné (Gelfond
a Borowitz, 2013). Casto je také diagnostikovana cysticka fibroza spojena s jaternim
onemocnénim (CFLD) (Leeuwen et al, 2014).

Vyzkumy prokazaly zvySeni exprese endoglinu u cystické fibrozy spojené
Sjaternim onemocnénim. Hladiny solubilniho endoglinu v séru byly nejvyssi
u pacientt s hepatitidou typu C (HCV) s kompletni jaterni cirhozou (Rath et al, 2013).
Podnécuje to nazor, ze tento protein ma blizky vztah k jaternimu poskozeni. Z tohoto
divodu je endoglin dal§im nadéjnym sérovym markerem s potencidlem zlepsit piesnost
neinvazivniho stanoveni CFLD.

Nedavna studie prokazala, Ze pacienti trpici CFLD vykazuji zvySeni TIMP — 4
(tkaiovy inhibitor metaloproteazy 4) a endoglinu v séru (Rath et al, 2013). Urovei
exprese endoglinu ukazuje zna¢nou souvislost se zavaznosti jaterniho poskozeni, z toho
divodu umoziuje, spolu s prechodnou elastografii, zvySeni citlivosti
u neinvazivnich diagn6z CFLD u pacient s CF. Tyto poznatky naznacuji, ze endoglin

hraje aktivni roli v patologii jaterni fibrozy.

4.3.2 Role endoglinu v jaterni fibréze

Jaterni fibroza je vysledkem mnoha typl chronického jaterniho poskozeni.

Nadmérna akumulace proteint extraceluldrni matrix (ECM) podporuje jaterni zjizveni
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a dokonce vede k organovému selhani (Bataller a Brenner, 2005). V patogenezi jaterni
fibrozy predstavuje TGF-B dulezity fibrogenni cytokin. Podporuje rozvoj fibrozy
nekolika riznymi mechanismy, zahrnujicimi piimou aktivaci HSC, stimulaci produkce
ECM, indukuje syntézu tkanovych inhibitort metaloproteinaz (TIMPS), ¢im inhibuje
degradaci ECM (Brenner, 2009). U knock-out modelti mysi s deleci jednotlivych ¢asti
TGF-B kaskady (TGF-1, SMAD3, MMP13) se fibr6za rozviji mnohem mén¢ (Kanzler
et al, 1999). TGF-B ligandy a receptory vytvati komplexni signaliza¢ni sit, ktera muze
byt modulovana endoglinem a betaglykanem.

Prozatim neni znadmo, jak je regulovana exprese riznych isoforem endoglinu
a sol-Eng v jaternich bunkach. Je v§ak znamo, ze koncentrace sol-Eng se béhem jaterni
fibrogeneze zvysuje. V piedeslych studiich jsme mohli vidét, Ze exprese endoglinu je
zvySena v aktivovanych HSC in vitro a v mysich modelech s jaternim poskozenim in
vivo (Meurer et al, 2005). HSC jsou hlavnimi zdroji produkce ECM u jaterni fibrozy.

Vsechny tyto poznatky ukazuji, ze endoglin je jeden z centrdlnich spinaci,
kontrolujicich fibrotickou a antifibrotickou aktivitu tim, Ze produkuje vice forem
regulaci ligandové afinity, ur€uje Grovné exprese a interaguje s mnohostrannou siti
receptord, diky C¢emuz moduluje specifické vysledky TGF— dependentnich
i nedependentnich drah (Meurer et al, 2014).

4.3.3 Exprese endoglinu v izolovanych jaternich buiikach a jaterni tkani

Endoglin je vysoce exprimovan v proliferujicich cévnich endotelovych bunkach.
Nicméné, bylo prokazano, Ze endoglin je exprimovan HSC a také aktivovanymi
myofibroblasty (MFB) (Meurer et al, 2005). Molekularnim klonovanim cDNA
endoglinu, povrchovym znaCenim, imunoprecipitaci a imunocytochemickymi
experimenty bylo ukéazano, Ze endoglin hraje vyznamnou roli v jaternim poskozeni
a rozvoji fibrozy. Exprese endoglinu je ruzné regulovana v plazmatické membrané
HSC, ale také v aktitovanych MFB, roste pfii transdiferenciaci HSC a u dvou
experimentalnich modeli jaterni fibrozy, ne vSak pfimo v hepatocytech. Mimoto,
endoglin je exprimovan kultivovanymi portalnimi fibroblasty, které reprezentuji dalsi
fibrogenni typ zlu¢ovych onemocnéni jater (Meurer et al, 2011; Meurer et al, 2005).
Ptechodnd nadmérna exprese endoglinu vede ke znacnému nértstu fosforylace Smad1/5

fizené TGF-PB1 a exprese a-aktinu hladké svaloviny, zatimco fosforylace Smad2 neni
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meénena (Meurer et al, 2011). Tyto vysledky jsou ve spojitosti se studiem, které ukazalo,
ze endoglin podporuje signalizaci TGF—1/ALK1-Smadl/5 v endotelovych burkach
(Lebrin et al, 2004).

Kwvili komplexnosti endoglinu a signaliza¢ni cesty TGF— je dulezité studium
modulace signdlni transdukce TGF—3 Vv bunkach rtzného pavodu. Byly zjistény
rozdilné efekty izoforem endoglinu v L6E9 myoblastech (Velasco et al, 2008). Protoze
tyto buiiky neexprimuji endogenni endoglin, tato bunééna linie je idedlni nastroj
k selektivni expresi specifickych izoforem endoglinu a k ukazani rozdilnych a obcas
protikladnych efekti L- a S- endoglinovych izoforem na regulaci TGF— indukovanych
odpovédi. Zatimco exprese endoglinu je dobfe prozkoumdna u cévnich endotelovych
bunck, HHT a tumorové angiogeneze, role endoglinu u jaterniho poskozeni je velmi
malo popsana. Nicméné, je potfeba dal§ich podrobnych studii na bunéénych liniich
exprimujicich endoglin nebo dalsi slozky TGF-f kaskady, stejné tak na bunkéch
S nizkou endogenni expresi endoglinu pro objasnéni funkce endoglinu u jaterniho

poskozeni a fibrozy (Meurer et al, 2014).

4.4 Zviteci modely pro studium funkce endoglinu

Deficit endoglinu u lidi se projevuje silné pozménénym fenotypem a je
zodpovédny za rozvoj mnoha chorob, jako naptiklad HHT — 1, preeklampsie, jaterni
fibrézy a nadorti. Ke studiu jeho G¢inku na patogenezi téchto onemocnéni, byly pouZity
knock-out mysi modely s deleci genu pro endoglin. Protoze homozygotni knock — out
genu pro endoglin je letdlni jiz v embryonalnim stadiu, bylo zavedeno n¢kolik
alternativnich strategii. Endoglin hraje daleZitou roli v angiogenezi. Kompletni deficit
endoglinu ma fatalni disledky v rozvoji srdce a vétsich cév. Ke studiu role endoglinu in
vivo a jeho dopad na HHT — 1 byly vygenerovany mysi nesouci cilené nonsence mutace
(delece exonti 9 — 11) v genu pro endoglin (Arthur et al, 2000). Charakteristika téchto
mysi ukazala, ze exprese endoglinu je esencialni pro ¢asny vyvoj cév. Embrya se dvéma
mutovanymi geny pro endoglin umiraji mezi 10 — 10, 5 dnem kvili malformacim
kardiovaskularniho systému a selhani vyzravani krevnich cév ve Zloutkovém vaku.
Embrya nesouci knock-outovy gen pro homozygotni endoglin vytvoreny deleci 609 bp
(zahrnujici exon 1) ukazuji podobny fenotyp jako mysi, kterym chybi TGF—1 a TGF—
receptor Il. Podnécuje to fakt, ze endoglin hraje zasadni roli v signalizaci TGF—
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v ¢asném cévnim rozvoji (Bordeau et al, 1999; Li et al, 1999). Bylo zaznamenano, Ze
mysi, kterym chybi funkéné aktivovany endoglin zdménou prvnich dvou exonll umiraji
na chybny vyvoj cév, ale neukazuji neuplnou vaskulogenezi, ktera je pozorovana
u mysi s chybé&jicim TGF-B1 (Li et al, 1999). Ztrata endoglinu zapficinuje slaby rozvoj
bun¢k hladké svaloviny ve sténé cév a zpomalenou endotelovou piestavbu. Proto je
endoglin potfebny pro rust a tzv. sprouting (vétveni) kapilar a diferenciaci
mezenchymalnich bun¢k v hladkosvalové buiiky a pericyty (Allison et al, 2007). Ob¢
studie ukazuji jen malé rozdily v embryonalnim vyvoji cév.

Dale byly vyvinuty heterozygotni mysi s knock-out genem ke zkoumani funkce
endoglinu a zarovenn aby nedoSlo ke smrti jiz v embryu. Tyto heterozygotni mysi
vykazovaly stejny multiorganovy cévni fenotyp podobné jako je tomu u lidi s HHT-1,
ktera je Casto zpisobena haploinsuficienci endoglinu (Bordeau et al, 2001).

Dalsi modely vyuzivaji vystfizeni genu pro dalsi molekuly v TGF—3 kaskade,
napf. ALK-1, kdy tyto mysi vykazuji postizeni pulmonalniho cévniho fecisté, které

muzeme pozorovat u HHT-2 (Park et al, 2008).
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5 MATERIAL A METODY

5.1 LABORATORNI ZVIRATA

V experimentu byli pouziti samci transgennich mysi exprimujicich vysoké
hladiny lidského solubilniho endoglinu (sol-Eng®) a jako kontrolni skupina byli pouziti
samci transgennich mysi s nizkou expresi lidského solubilniho endoglinu (na pozadi
kmene CBAXC57BL/6J, Univerzita Salamanca, Spanélsko) ve véku 4-6 mésict (chow
skupiny) a 7-9 mésict (HFD skupiny). Zvifata byla chovana ve vivariu FaF v Hradci
Kralové za standardnich laboratornich podminek (klimatizovany vzduch, teplota 15-
21°C, vlhkost 50-60% a 12 hodinovy cyklus svétla a tmy) a méla volny pfistup k vode

a potrave.

Vsechny experimenty byly provedeny ve shodé s EEC (86/609/EEC) a pouziti
zvitat bylo schvéleno Etnickou komisi pro ochranu zvifat proti tyrani na Farmaceutické

fakulté v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze (¢islo povoleni: 21558/2013-2).

5.2 SCHEMA EXPERIMENTU

Mysi byly rozdéleny na skupiny podle pfijimané diety (standardni laboratorni
dieta, chow vs. vysokotukova, High Fat Diet, HFD) a hladin lidského solubilniho

endoglinu v plasmé (kontrola vs. sol-Eng®).

Vysokotukova dieta

Potrava ve formé¢ této diety se skladala z davek proteini (kasein), karbohydrati
(kukufti¢ny skrob, maltodextrin, sachar6za, celul6za), tukl (s6jovy olej, kakaové maslo),
smési minerdllia vitamind a cholesterolu. JelikoZ je tato dieta vysokotukové, bylo zde
zvySené 40% mnozstvi tukl a 1,25 % cholesterolu cholesterolu (Research Diet Inc.,

USA) Dieta byla podavana ad libitum zvifatim od véku 4-6 mésict po dobu 3 mésicu.

25



5.3 HISTOLOGICKE ZPRACOVANI PRO SVETELNOU
MIKROSKOPII

Parafinové fezy

Zvitata byla usmrcena v hluboké ketamin-xylazinové narkédze. Jatra byla
chirurgicky odstranéna a byla imerzn€ dofixovdna ve 4% paraformaldehydu pfi
pokojové teploté. Tkan byla néasledné odvodnéna vzestupnou alkoholovou tadou, dale
projasnéna xylenem a zalita do parafinu. Z parafinovych blockti byly nakrajeny fezy
o tloustce 7 um. Rezy byly lepeny na podlozni sklo pomoci kamencové Zelatiny. Po
odparafinovani a zavodnéni byly fezy standardné obarveny hematoxylinem a eosinem
a zelenym trichromem. Obarvené fezy proSly opét dehydrataci ve vzestupné alkoholové
fadé, byly projasnény xylenem a montovany do montovaciho média (Eukitt, Sigma-

Aldrich, USA).

Barveni

Hematoxylin a eosin (H&E)

Hematoxylin spolu s eosinem slouzi k orienta¢nimu znazornéni histologické

stavby tkané.

Piiprava roztoku:

Gilliv hematoxylin (na 2 | roztoku):

e Hematoxylin 8¢

e Jodi¢nan sodny 0,89

e Siran hlinity 70,4 g

e Destilovana voda 1420 ml
e Ethylen-glykol 500 ml
e Kiyselina octova (ledova) 80 ml
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- rozpustit hematoxylin, jodi¢nan sodny a siran hlinity v destilované vod¢
(rozpustit kazdé zvlast’ a pak teprve smichat)
- pridat ethylen-glykol a promichat

- naposledy ptidat kyselinu octovou

Eosin:
e Zlutavy eosin rozpustny ve vods 10¢g
e Dichroman draselny 5¢
e Destilovana voda 800 ml

- Rozpustit
- Pridat:
e Nasyceny roztok kyseliny pikrové 100 ml
e Absolutni Cisty ethanol 100 ml
(pridavat po kapkach za stalého michani)

Diferenciaéni roztok:

e 70% ethanol 100ml
o Kysely alkohol 100ml

Postup barveni:

Odparafinujeme preparat tiikrat v xylenu po péti minutach, dal§ich pét minut
V 95% ethanolu a pét minut v 70% ethanolu. Nasledné barvime v Gillové hematoxylinu
Ctyfi minuty. Oplachneme v diferenciaéni lazni, propereme pod tekouci vodou (dojde ke
zmodrani jader) a barvime v roztoku eosinu ¢tyfi vtefiny. Dale oplachneme ve vodg¢,

odvodnime, projasnime a montujeme na podlozni sklicko.

Vysledek barveni:

Jadra bunck jsou modré, kolagenni vazivo riZzové a svalovina se zbarvi do

cervena.
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Zeleny trichrom - Goldner

Tento typ barveni se pouziva na vizualizaci kolagenniho vaziva.

Piiprava roztoku dle Goldnera:

Goldner I:

a) Ponceau R 1lg

Koncentrovana kys. octova 1ml

Dest. voda 100 ml
+

b) Oranz G 19

Koncentrovana kys. octova 1mil

Dest. voda 100 ml
+

¢) Fuchsin S 1ml

Koncentrovana kys. octova 1mil

Dest. Voda 100 ml
+

d) Destilovana voda

(Poznamka: Fuchsin S = rubin S)

Goldner II:

1% vodni roztok kys. fosfowolframové

Goldner IlI:

Svétla zelen 1,59

Kys. octové ledova 2ml

Destilovana voda 100 ml
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Postup barveni je nasledujici:

Nejdiive zhotovené preparaty oplachneme destilovanou vodou. Daéle je na Ctyfi
minuty ponofime do smési Hematoxylin Gill + destilovana voda (v poméru 1 : 3).
Vlozime pod tekouci vodu, kterd zplisobi modrani preparatu. Po 1 minuté barvime
smési Goldner I, kterou nechame pusobit 10 minut. Oplachneme destilovanou vodou.
Nasleduje barveni smési Goldner II, také po dobu 10 minut, oplachneme destilovanou
vodou, barvime smési Goldner III pét minut a oplachneme destilovanou vodou spolu
S kyselinou octovou. Po dal§im oplachnuti 96% alkoholem nasleduje tfi minutové
odvodnéni preparati v aceton/xylenu, dale v xylen/acetonu, také po dobu tii minut. Ve
trech nasledujicich krocich preparaty po dvou minutovych intervalech postupné

promyvame v xylenu. V poslednim kroku montujeme sklicka.

Vysledek barveni:

V mikroskopii hotovych preparati se kolagenni vazivo obarvilo zelené, jadra

modre, svalovina cihlové ¢ervené, erytrocyty oranzové a hyalinni vazivo ¢ervené.

5.4 FOTOGRAFOVANI ZHOTOVENYCH PREPARATU

Fotodokumentace a obrazova digitalizace byla zhotovena pouzitim Olympus AX
70 (Olympus, Ceska republika) s digitalni kamerou Pixelink PL-A642 (Vitana
Corporation, Kanada) a softwarem obrazové analyzy NIS-Elements, verse 4.0

(Laboratory Imaging, Ceska republika).
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6 VYSLEDKY

6.1 Standardni laboratorni dieta

Pfi porovnani kontrolnich zvifat s nizkymi hladinami solubilniho endoglinu
a mysi sol-Eng” jsme nezaznamenali zadné rozdily v morfologické stavbé jater, jak je
znazornéno na obr. 5, 6. Barveni zelenym trichromem nam neukazalo zadné fibrotické

zmény u zvifat sol-Eng” v porovnani s kontrolnimi zvifaty (Obr. 7, 8).

Obr. 5: Reprezentativni obrazek jater kontrolni skupiny mysi s nizkymi
hladinami sol-Eng krmenych standardni dietou, barveni H&E.

Obr. 6: Reprezentativni obrdzek jater transgenni skupiny mysi sol-Eng”*
krmenych standardni dietou, barveni H&E.



Obr. 7: Reprezentativni obrazek jater kontrolni skupiny mysi s nizkymi
hladinami sol-Eng krmenych standardni dietou, barveni zeleny trichrom.

Obr. 8: Reprezentativni obrdzek jater transgenni skupiny mysi sol-Eng*
krmenych standardni dietou, barveni zeleny trichrom.
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6.2 Vysokotukova dieta

Podavani vysokotukové diety po dobu 3 mésict vedlo k rozvoji vyrazné steatozy
V jatrech u obou skupin mysi (kontrolni vs sol-Eng®) (obr. 9, 10). Jak miizeme vidét na

obr. 11, 12, ani v tomto piipadé nedoslo k rozvoji fibrozy ve skupiné sol-Eng™.

Obr. 9: Reprezentativni obrdzek jater kontrolni skupiny mysi s nizkymi
hladinami sol-Eng krmenych vysokotukovou dietou, barveni H&E.

Obr. 10: Reprezentativni obrdzek jater kontrolni skupiny mysi sol-Eng*
krmenych vysokotukovou dietou, barveni H&E.
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Obr. 11: Reprezentativni obrazek jater kontrolni skupiny mysi s nizkymi
hladinami sol-Eng krmenych vysokotukovou dietou, barveni zeleny trichrom.

Obr. 12: Reprezentativni obrdzek jater kontrolni skupiny mysi sol-Eng”
krmenych vysokotukovou dietou, barveni zeleny trichrom.
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7 DISKUZE

Solubilni forma endoglinu (Sol-Eng) je Stépnym produktem izoformy L —
endoglinu. Toto zjiSténi bylo prokazano po izolaci a analyze peptidové sekvence Cisté¢ho
cirkulujiciho sol-Eng od pacientt s preeklampsii. Sol-Eng byl detekovan v plazmé¢, séru
a moci preeklamptickych pacienti a u pacientii snadorovym onemocnénim
(Venkatesha et al, 2006).

Jaterni fibroza a cirhéza jsou dusledky mnoha typti jaternich onemocnéni.
Jednou z pficin rozvoje jaterni fibrézy je nadmérna akumulace extracelularni matrix
(ECM), ktera muze vést az k jaternimu selhani (Bataller a Brenner, 2005). U mysich
modelt s jaternim poskozenim in vivo a aktivovanych HSC in vitro byla zaznamenana
vysoka stimulace exprese endoglinu (Meurer et al, 2005). HSC piedstavuji tedy zdroje
kumulace ECM u jaterni fibrozy.

V patogenezi jaterni fibrozy ma TGF-fB roli vyznamného pro-fibrogenniho
cytokinu. Jak jiz vime z piedeslych studii, endoglin je koreceptor TGF—f. K rozvoji
jaterni fibrézy znacné prispiva TGF-f, ktery nejen Ze stimuluje produkci ECM svoji
podpiirnou funkci pro syntézu TIMPs, ale 1 pfimou aktivaci HSC (Brenner, 2009).
Vyznamnym faktem bylo zjisténi, Ze hladina endoglinu vzristd diky aktivaci HSC
(Meurer, 2005). Z téchto faktt vyplyva, ze endoglin hraje roli pfi rozvoji jaterni fibrozy.

Vysoké turovné cirkulujiciho sol-Eng byly pozorovany u pacientt s fibrotickymi
zménami v jatrech. Nejvyssi hladiny sol-Eng byly stanoveny u pacientt, u kterych se
vyskytovala HCV srozsahlou jaterni cirhozou (Rath et al, 2013). To by mohlo
naznacovat, Ze tedy vysoké urovné tohoto proteinu by mohly mit souvislost s jaternim
poskozenim. I pies vSechna zjisténi a poznatky zatim neni znamo, jak pfesné je exprese
sol-Eng vV jaternich bunikach regulovana. Nabizi se vSak otazka, zda vysoky vyskyt
solubilni formy endoglinu je pti¢inou vzniku téchto jaternich zmén nebo zda jsou tyto
vysoké hladiny naopak diisledkem.

V nasi praci jsme zjistili, Ze u mysi, které pfijimaly standardni laboratorni dietu
(chow) nebo vysokotukovou dietu a exprimovaly vysoké hladiny sol-Eng”, &i nizké
hladiny sol-Eng, se fibréza v zadném =z pfipadii nerozvinula, coz nekoresponduje
S dosavadnimi studiemi, kde u pacientd s cystickou fibrézou zaznamenali pomoci

proteomické analyzy zvySenou expresi endoglinu (Rath et al, 2013). Rovnéz byly
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vysoké hladiny solubilniho endoglinu popsany u chronickych onemocnéni zlucového
systému (Preativatanyou et al, 2010).

Nicméné, pro potvrzeni naSich zavéri bude potifeba dalSiho hodnoceni jak
pomoci dalSich histologickych metod (napf. imunohistochemickych metod), tak na

hlubsi, molekularni urovni (exprese proteinti, mRNA).
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8 ZAVER

Cilem této prace bylo zjistit vztah vysokych hladin sol-Eng” samostatné nebo
v kombinaci s vysokotukovou dietou, k rozvoji jaterni fibrézy u experimentalnich mysi.
Po porovnani vysledkii mikroskopickych obrazka jater skupiny mys$i s vysokymi
hladinami sol-Eng” v kombinaci s vysokotukovou dietou a skupiny mysi s vysokymi
hladinami sol-Eng” v kombinaci s normélni (chow) stravou (mysi s nizkymi hladinami
sol-Eng byly pouzity jako kontroly), jsme zjistili, Ze fibroza se ani v jednom z piipadt
nerozvinula.
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9 SEZNAM ZKRATEK

CF cysticka fibroza

CFLD cysticka fibroza spojend s jaternim onemocnénim
CFTR transmembranovy regulator vodivosti u cystické fibrozy
ECM extracelularni matrix

Eng endoglin

eNOS endotelova syntdza oxidu dusnatého

H&E hematoxylin a eosin

HCV hepatitida typu C

HFD vysokotukova dieta

HHT -1 hereditarni (dédicnd) hemoragicka telangiektazie typu 1
HSC jaterni hvézdicovité bunky

L - Eng L — endoglin (long - dlouhy)

MFB myofibroblasty

MMP matrix metaloproteinaza

S—Eng S —endoglin (short — kratky)

sol-Eng solubilni endoglin

sol-Eng” vysoké hladiny solubilniho endoglinu

TGF-p transformujici ristovy faktor B (transforming growth factor)
TIMP -4 tkanovy inhibitor metaloproteazy

TPRII receptor rustového faktoru B typ 11
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10 SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1: Portalni (portobiliarni) prostor.
Obr. 2: Tramce jaternich bunék a bunky ve sténach sinusoid (schéma).
Obr. 3: Teritorialni uspotradani jaternich laliickt, jaternich acinii a portalnich laltck.

Obr. 4: Vznik solubilniho endoglinu proteolytickym procesem z membranové vazaného
endoglinu.

Obr. 5: Reprezentativni obrazek jater kontrolni skupiny mysi s nizkymi hladinami sol-
Eng krmenych standardni dietou, barveni H&E.

Obr. 6: Reprezentativni obrazek jater transgenni skupiny mysi s vysokymi hladinami
sol-Eng” krmenych standardni dietou, barveni H&E.

Obr. 7: Reprezentativni obrazek jater kontrolni skupiny mysi s nizkymi hladinami sol-
Eng krmenych standardni dietou, barveni zeleny trichrom.

Obr. 8: Reprezentativni obrazek jater transgenni skupiny mysi s vysokymi hladinami
sol-Eng” krmenych standardni dietou, barveni zeleny trichrom.

Obr. 9: Reprezentativni obrazek jater kontrolni skupiny mysi s nizkymi hladinami sol-
Eng krmenych vysokotukovou dietou, barveni H&E.

Obr. 10: Reprezentativni obrazek jater kontrolni skupiny mysi s vysokymi hladinami
sol-Eng” krmenych vysokotukovou dietou, barveni H&E.

Obr. 11: Reprezentativni obrazek jater kontrolni skupiny mysi s nizkymi hladinami sol-
Eng krmenych vysokotukovou dietou, barveni zeleny trichrom.

Obr. 12: Reprezentativni obrazek jater kontrolni skupiny mysi s vysokymi hladinami
sol-Eng” krmenych vysokotukovou dietou, barveni zeleny trichrom.
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