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SOUHRN

V teoretické c¢asti byl vypracovan piehled se zaméfenim na cholesterol, jeho
metabolizmus a regulaci. Homeostaza cholesterolu je udrzovana jeho biosyntézou,
vstiebavanim z potravy a vyluCovanim do zluce, které jsou zprosttedkovavany
transportéry, enzymy a proteiny. Poruseni homeostazy cholesterolu mize vést
k dyslipidemii, coz je rizikovy faktor pro vyvoj metabolického syndromu. Posledni

teoreticka cast se soustiedi na zakladni principy metody real-time PCR.

Experimentalni ¢ast se vénuje stanoveni exprese mRNA geni ovliviiujici homeostazu
cholesterolu ve stfevni tkani potkant. Studie byla provedena na potkanich modelech
metabolického syndromu — hereditarné hypertriglyceridemickém potkanovi a spontanné
hypertenznim potkanovi s transgenné exprimovanym genem C-reaktivniho proteinu.
Témto potkantiim byla podavana strava obohacena 0 pfirodni extrakt Silymarin, ktery
pozitivné ovlivituje plazmatickou koncentraci triglyceridit a celkového cholesterolu,
alécivo atorvastatin, ktery je kompetitivnim inhibitorem 3-hydroxy-3-methylglutaryl

koenzym A reduktasy, coz je klicovy enzym pro syntézu cholesterolu.



Vysledky potvrzuji mechanismus pasobeni pouzitych latek. Atorvastatin sice inhibuje
protein HMGCR, ovSem tato inhibice neméla vyrazny vliv na expresi jeho genu.
Naopak silymarin vyrazn¢ inhiboval gen Hmgcr u hereditarné hypertriglyceridemickych
potkanli ziejm¢ pies inhibici translokace SREBP. Kombinovana dieta obsahujici
atorvastatin i silymarin zvysila expresi Ldlr, ktery koduje receptor LDL zajistujici

snizeni plazmatické koncentrace ¢astic LDL, IDL a VLDL.

Souc¢asné podavani atorvastatinu a silymarinu se jevi jako vhodna kombinace pii 1é¢bé

dyslipidémie, coz je jeden z faktor rozvoje metabolického syndromu.
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SUMMARY

The theoretical part is focused on cholesterol, its metabolism and regulation.
Cholesterol homeostasis is maintained by its biosynthesis, absoption from food and its
excretion into bile. These processes are mediated by transporters, enzymes and other
proteins. Disruption of cholesterol homeostasis can lead to dyslipidemia that is a risk
factor for development of metabolic syndrome. The last theoretical part summarises

basic principles of real-time PCR method.

Experimental part is focused on the determination of mMRNA expression of genes
regulating homeostasis of cholesterol in the intestinal tissue of rats. Study was carried
out on experimental rat models of metabolic syndrome - hereditary
hypertriglyceridemic rat and spontaneously hypertensive rat with transgenically
expressed human C-reactive protein gene. These rats were fed on a diet supplemented
with natural extract silymarin which has a positive effect on plasma concentration of
triglycerides and total cholesterol, and with drug atorvastatin that is a competitive
inhibitor of 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reductase — a key enzyme in cholesterol
synthesis.



Results confirm the mechanism of action of compounds used in this study. Although
atorvastatin inhibits HMGCR protein, this inhibition did not affect Hmgcr gene
expression. On the contrary, silymarin strongly inhibited Hmgcr gene in hereditary
hypertriglyceridemic rats probably through inhibition of SREBP translocation.
Combined diet containing atorvastatin and silymarin increased an expression of Ldlr
that codes LDL receptor and provides a reduction in the plasma concentration of LDL,
IDL, and VLDL particles.

The application of atorvastatin and silymarin together appears to be a suitable
combination in the treatment of dyslipidemia as one of factors for development of

metabolic syndrome.
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1 UVOD

Homeostaza cholesterolu je vorganizmu udrzovana jeho endogenni syntézou,
vstfebavanim z potravy a jeho vyluCovanim do zluce. Tyto déje jsou regulovany
transportéry, transkripénimi faktory, receptory, enzymy a dalSimi proteiny (Andrade et
al., 2019). Pokud je tato rovnovaha naruSena, dochazi k dyslipidemii. Dyslipidemie je
jednim z rizikovych faktord metabolického syndromu, mezi néz patii i glukoézova
intolerance, viscerdlni obezita a hypertenze. Metabolicky syndrom tak vede k vyvoji
kardiovaskularnich onemocnéni a diabetu 2. typu (Galassi et al., 2006). Jelikoz
neexistuje 1é¢ivo, které by ovlivnilo vSechny tyto faktory najednou, 1écba se zamétuje

na jednotlivé symptomy.

K 1é¢bé vysoké koncentrace cholesterolu v krvi se vyuzivaji napf. statiny, které
kompetitivné inhibuji 3-hydroxy-3-methylglutaryl-koenzym A reduktasu. Tento enzym
je klicovy pro syntézu cholesterolu. Silymarin, extrakt ze semen ostropestice
marianského, ktery je po staleti znam pro své hepatoprotektivni G€inky, se taktéz mize
uzit jako hypolipidemikum. Tento pfirodni extrakt ma v kombinaci sn-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami prokdzany vliv na expresi transportérii

ABCGS5/8, které eliminuji cholesterol z organizmu (Poruba et al., 2019).

Pro studium metabolického syndromu jsou vyuzivany experimentalni zvifeci modely.
Jednim ztéchto modelli je hereditarné hypertriglyceridemicky potkan, ktery ma
zvySenou hladinu triglyceridi. Druhym modelem je spontanné hypertenzni potkan

S exprimovanym transgennim lidskym C-reaktivnim proteinem.

Cilem této prace je zjistit, jak 1éCivo atorvastatin a pfirodni extrakt silymarin nebo jejich
kombinace ovliviiuji expresi mRNA genll regulujicich homeostazu cholesterolu
v tenkém stfevé U zminénych zvifecich modelt metabolického syndromu a zda tato

kombinovana dieta miize byt vhodna v 1é¢bé metabolického syndromu.



CILE PRACE

Vypracovani piehledu problematiky receptorti, enzymii a transportnich proteina
fidici homeostazu cholesterolu v organizmu, jejich vlivu na lidsky organizmus
a moznosti jejich ovlivnéni.

Stanoveni exprese mRNA vybranych gent ve stfevnich tkanich HHTg a SHR-CRP
potkant.

Porovnani vysledkli mezi jednotlivymi skupinami potkanti, liSicimi se podavanou

stravou, statistické vyhodnoceni a diskuze vysledkd s literaturou.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Cholesterol

Cholesterol neboli cholest-5-en-3B-0l je nejvyznamnéj$im zivo¢isnym isoprenoidem.
Cholesterol je fazen mezi steroidy, jelikoz je jeho uhlikovy skelet tvofen uhlovodikem
steranem (Obr. 1). Cholesterol a jeho metabolity jsou nezbytnou strukturni slozkou
bunéénych membran a maji zasadni roli pro embryonalni vyvoj, diferenciaci bunék a je
prekurzorem biosyntézy steroidnich hormont, vitamini a Zluovych kyselin.
V membranach snizuje jejich fluiditu, ¢imZ jsou membrany méné propustné pro mensi
molekuly. V plazm¢ je cholesterol obsazen ve formé lipoproteint, a to jak volny, tak ve

formé estert s vy$8imi mastnymi kyselinami (Kodicek et al., 2015).

HO

Obrazek 1: Strukturni vzorec cholesterolu

Do organizmu se cholesterol dostava zvenéi, kdy je vsttebavan ze zazivaciho traktu —
exogenni cholesterol, nebo je syntetizovan de novo z acetylkoenzymu A — endogenni
cholesterol. Estery cholesterolu a tuky jsou obecné v organizmu transportovany v obalu
lipoproteinovych ¢astic. Lipoproteiny jsou tvofeny tuky a bilkovinnou slozkou, tzv.
apolipoproteiny. Dle preparativni ultracentrifugace jsou rozliSovany lipoproteinoveé
ttidy:

e CH — chylomikrony

e VLDL - lipoproteiny o velmi nizké hustoté

e LDL - lipoproteiny o nizké hustoté

e |IDL — lipoproteiny o stfedni hustoté

e HDL — lipoproteiny o vysoké hustoté



Piijjem cholesterolu je pro lidské zdravi velmi dilezity, ale jeho nadbytek vede
k patologickym zménam. Nekontrolované ukladani cholesterolu v buikach muze
rozru$it bunééné membrany a vést k indukci apoptozy. Akumulace cholesterolu v Krvi
zpusobuje hyperlipidemii a aterosklerotickd kardiovaskularni onemocnéni, ktera patii
mezi nejcastéjsi priciny umrti na celém svété. Dle Svétové zdravotnické organizace
(WHO, ©2020) se odhaduje, Ze v roce 2016 zemielo na kardiovaskularni onemocnéni
17,9 miliont lidi, coz je 31 % ze vSech celosvétovych umrti. I kdyZ je endogenniho
cholesterolu v organizmu vice nez piijimaného exogenniho, velky vliv ma typ LDL
castic, ve kterych se cholesterol nachazi. Typ LDL c¢astic mize mit totiz zasadni
vyznam v rozvoji aterosklerozy (Ceska, 2012). Lipoproteinové &astice se lisi svou
velikosti a hustotou. RozliSujeme tii typy LDL ¢astic: malé denzni ¢astice (LDL-III),
které jsou mensi nez 25 nm a maji hustotu 1,04-1,06 kg%, intermediarni ¢astice (LDL-
I1) o velikosti 25-26 nm a hustoté 1,03—1,04 kgl a velké ¢astice (LDL-I) s velikosti
26-27,5 nm a hustoté 1,02-1,03 kg1 (Krauss et Burke, 1982; Griffin, 1997). Nejmensi
Castice maji nejvySs$i aterogenni potencial. Za rizikovou je povaZovana izvySena
koncentrace malych denznich HDL c¢astic, které nemaji obvyklé protektivni vlastnosti
(Danyi, 2009). Malé denzni LDL ¢astice mohou jednoduse proniknout mezi endotelové
bunky a ziskat ptistup k vnitini stén¢ cév, kde mohou vést k tvorbé aterosklerotickych
plakd, zatimco ¢astice o vyssi velikosti mezi endotelové buriky neproniknou (Anber et

al., 1996; Ivanova et al., 2017).

3.1.1 Biosyntéza cholesterolu v organizmu

Biosyntézy cholesterolu se ucastni témét vSechny buiiky. Hlavnim orgdnem syntézy
jsou predev§im jatra. Biosyntéza cholesterolu zac¢ind kondenzaci dvou molekul
acetylkoenzym A, z nichz vznika acetoacetylkoenzym A. Acetoacetylkoenzym A je
kondenzovan s dalsi molekulou acetylkoenzymu A a vznika 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-koenzym A (HMG-CoA). Tento krok je katalyzovan 3-hydroxy-3-methyl-
glutaryl-koenzym A syntasou (HMGCS). 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A je
redukovan  3-hydroxy-3-methyl-glutaryl-koenzym A reduktasou (HMGCR) na
mevalonat. Tento enzym je pro syntézu klicovy. Tato draha je oznaCovana jako
mevalonatova, schematicky zobrazeno na Obrazku 2. Mezi produkty mevalonatové
drahy patii predevsim isoprenoidy, mezi které lze zaradit steroly, hem A nebo
ubichinon. Mevalonat je poté preménén na izopentenyldifosfat. Dalsi fazi syntézy

cholesterolu je syntéza skvalenu ajako posledni dochazi k cyklizaci skvalenu
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a odstépeni tifi methylovych skupin. Takto vznikly cholesterol muize byt dale
metabolizovan na steroidni hormony, vitamin D ¢i zluCové kyseliny (Goldstein et

Brown, 1990).

Acetyl CoA + Acetoacetyl CoA

e > [ |
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Obrazek 2: Homeostaza cholesterolu zprostiedkovana jeho endogenni syntézou
aprfijmem exogenniho cholesterolu receptorem zprostfedkovanou endocytdzou

(ptevzato z Goldstein et Brown, 1990)

3.1.2 Transport cholesterolu v organizmu

Transport cholesterolu je velmi komplexni. Zahrnuje mnoho transportért, regulacni
a katalyzujici enzymy, lipoproteiny, receptory a mnoho dal$ich (Andrade et al., 2019).
Homeostaza cholesterolu je v téle udrzovana piedev§im de novo syntézou, intestinalni

absorpci a exkreci do zlu¢i a stolice.

Zisk exogenniho cholesterolu zacina Stépenim potravy a jeho vstiebavanim ze stteva do
organizmu. Cholesterol a triglyceridy davaji vznik chylomikroniim, které mohou
pronikat lymfatickymi cévami a krevnim fecistém do jater. V jatrech je cholesterol

inkorporovan do VLDL nebo je odvadén zluci.



Castice VLDL jsou secernovany jatry do mimojaternich tkani, kde jsou déle
metabolizovany nebo jsou uchovany ve formé zasob. Na VLDL castice pusobi
lipoproteinova lipasa, ktera je §tépi za vzniku LDL. Castice LDL transportuji az 70 %
cholesterolu. (Ceska, 2005).

Castice HDL jsou uvoliiovany jatry do krve ve formé ,nascentnich® &astic. Tyto
prekurzory vznikaji $tépenim chylomikronli lipoproteinovou lipasou a maji tvar
diskoidni castice obsahujici estery cholesterolu, fosfolipidy a apolipoproteiny A-1.
Castice HDL maji zasadni roli pii reverznim transportu cholesterolu, protoze na po&atku
své existence obsahuji malo cholesterolu a jsou téméf prazdné. Tento transport slouzi
k ptenosu cholesterolu z perifernich tkani zpét do jater, kde muze byt odbouran
(Kodicek et al., 2015).

3.1.3 Vylucovani cholesterolu z organizmu

Lidé nemaji enzym, ktery by pfimo degradoval sterolové jadro cholesterolu. Cholesterol
a jeho metabolity jsou vylucovany zlu¢i nebo odchazi stolici. Cholesterol se ve stievé
ucastni resorpce lipidd, jeho Cast je pak zpétné vstiebana enterohepatalnim ob&hem,

zbytek je vyloucen stolici (Kostit, 1974).

3.1.4 Regulace homeostazy cholesterolu

U vyssich zivoCichi musi dochazet kregulaci mevalonatové drahy, protoze se
cholesterol syntetizuje uvniti bunky a zaroven je pfivadén do bunky ve formé¢ LDL-
cholesterolu z plazmy endocytézou zprostiedkovanou receptorem (Goldstein et Brown,
1990). Aby nedochéazelo k nadmérnému hromadéni cholesterolu v bunce, musi kazda
bunka regulovat vnitini 1 vnéjsi zdroje cholesterolu. Této rovnovéahy je dosaZeno diky
feedback regulaci dvou sekvencnich enzymu Vv ramci mevalonatové drahy, jedna se
0 HMGCS a HMGCR. Taktéz LDL receptor hraje svou roli vregulaci homeostazy
cholesterolu. Pokud neni pfitomen LDL-cholesterol v plazmé, dochazi k syntéze
cholesterolu mevalonatovou drahou. V opa¢ném piipad¢ je aktivita HMGCS a HMGCR
snizena az 0 90 % a bunky pak produkuji pouze malé mnozstvi mevalonatu potfebného
pro kone¢né produkty nesterolového ptivodu (Brown et Goldstein, 1980). Tento zpusob
regulace je velmi Casto vyuzivan u 1éCiv ovliviiujici dyslipidemii, zejména ke snizeni

hladiny LDL-cholesterolu (Svihovec et al., 2018).



Homeostaza cholesterolu je regulovana transkripénimi faktory SREBP. Tyto
transkrip¢ni faktory reguluji transkripci klicovych enzymi jako je HMGCR nebo LDL

receptor, ktery zprostiedkovava piijem LDL-cholesterolu do jater.
3.1.4.1 SREBP transkripéni faktory

Jak jiz bylo vySe zminéno, u zivo¢ichti maji lipidy mnoho funkci. BioSyntéza mastnych
kyselin a cholesterolu tak musi byt kontrolovana. Jejich kontrolu zprostfedkovava
rodina transkripénich faktorti, které jsou oznaCovany jako SREBP (sterol regulatory
element binding protein). Tyto transkripéni faktory aktivuji kaskadu enzymu
potiebnych pro endogenni syntézu cholesterolu, mastnych kyselin, triglyceridi

a fosfolipidu (Eberle et al., 2004).

Existuji celkem tfi izoformy téchto transkripénich faktort. Prvni dva, SREBP-1a a -1c,
jsou kodovany jednim genem Srebf-1. Tento gen se nachdzi na lidském chromozomu
17p11.2. Transkripty téchto gent jsou tvofeny z alternativnich transkripcnich pocatkt
a lisi se jejich prvnim exonem. Tteti izoforma SREBP-2 je kdédovana genem Srebf-2,
ktery se nachazi na lidském chromozomu 22q13 (Hua et al., 1995b). Proteiny SREBP-1
a SREBP-2 jsou ze 47 % homologni. Forma SREBP-1c¢ je dominantni, exprimovana
predevs§im v jatrech, bilé tukové tkéani, kosternim svalstvu a mozku. Naopak forma
SREBP-1a je spiSe exprimovana ve slezin¢ a tenkém stievé (Shimomura et al., 1997).
Bylo prokazano, Ze mysi postradajici funkci proteinu SREBP-1¢ (SREBP-1c”) nebo
SREBP-1a (SREBP-1a”) mély zvysenou expresi mRNA Srebf-2. Protein SREBP-2 tak
kompenzoval nepfitomnost SREBP-1, coZz vedlo k nadmémé zvySené syntéze
cholesterolu. Naopak vyfazeni funkce SREBP-2 (mysi SREBP-27) mélo na zvife
smrtelny Uc¢inek, protoze SREBP-1 nebyl schopen kompenzovat nefunkénost SREBP-2,
pravdépodobné diky jinému zpisobu regulace (Shimano et al., 1997b).

Proteiny SREBP jsou v neaktivni form& navdzany na membranu endoplazmatického
retikula (ER). Tyto proteiny maji zaroven hydrofobni ¢ast, diky niz mohou tvofit homo-
nebo heterodimery (Murre et al., 1994). Kazdy prekurzor SREBP obsahuje tii domény:
NH2-terminalni doménu (obsahuje transaktivaéni doménu, oblast bohatou na serin
a prolin, a dale oblast basic-helix-loop-helix-leucine zipper, zkr. bHLH-LZ, umoznujici
vazbu na DNA a dimerizaci), dva hydrofobni transmembranové segmenty (jsou
preruSeny asi 30 aminokyselinovou smyckou uvniti ER) a COOH-terminalni regulacni

doménu, jak je uvedeno na Obrazku 3. Ob¢ terminalni NHz- a COOH- domény smétuji



smérem do cytosolu. V ER je neaktivni transkripcni faktor upevnén jako soucast
komplexu se SREBP aktiva¢nimi proteiny (SCAP) a s proteinem Insig (insulin induced
gene), ktery je v membrané ER (Eberlé et al., 2004). Proteiny Insig interaguji se SCAP
proteiny a podili se na udrzovani neaktivniho prekurzoru v ER (Yabe et al., 2002).
Proteiny SCAP obsahuji doménu senzitivni na steroly. Pokud je v bufice pfitomen
cholesterol, vaze se na tuto doménu a méni konformaci komplexu SREBP-SCAP, ¢imz
brani proteolytickému $tépeni prekurzoru SREBP (Brown et al., 2002). Naopak, pokud
dojde ke snizeni obsahu cholesterolu v buiice, komplex SREBP-SCAP se ptesune do
Golgiho aparatu (GA), kde se nasledné uvolni NH»-terminalni doména prekurzoru
SREBP. Tim se SREBP stane zralou formou a ten je transportovan do jadra bunky
vazbou na importiny (Nagoshi, 1999; Lee et al., 2003). Po translokaci SREBP do jadra
dochazi ke zvySeni exprese mnoha genil, podilejicich se na syntéze cholesterolu
a lipidu.

Srebf-1 gen Srebf-2 gen
17p11.2 22913

fl"ill"lI’!I’.’_I'_T
“/\ !

SREBP-1a SREBP-1c SREBP-2
lumen ER

Obrazek 3: Struktura transkrip¢nich faktort SREBP (pievzato z Eberlé et al., 2004)

Prestoze transkripéni faktory SREBP mohou transaktivovat stejné cilové geny,
v né¢kolika studiich bylo prokazano, ze jednotlivé izoformy maji svou specifickou
funkci. Overexprese SREBP-la v mysSich jatrech vedla ke zvySeni exprese genu
zprostfedkovavajici syntézu cholesterolu, napt. HMGCR aHMGCS, a syntézu

mastnych kyselin, napt. acetylkoenzymu A Kkarboxylasy. To vedlo kakumulaci



cholesterolu a triglyceridi (Shimano et al., 1996). U mysi, u kterych byl exprimovan
predevs§im SREBP-1c, dochazelo k indukci lipogennich gent, zatimco exprese genti
podilejicich se na syntéze cholesterolu zistala beze zmén (Shimano et al., 1997a).
Forma SREBP-I1c indukuje také glukokinasu, ktera je nezbytna pro utilizaci glukozy
V jatrech a na transkripéni urovni je regulovana inzulinem (Foretz et al., 1999). Jaterni
overexprese SREBP-2 umysi vedla kindukci genli podilejicich se na syntéze
cholesterolu a k pouze minimalni aktivaci genu podilejicich se na syntéze mastnych

kyselin (Horton et al., 2003).

Transkripéni faktory SREBP jsou regulovany na tfech trovnich: na arovni transkripce,

proteolytického §tépeni SREBP prekurzorii a posttranslaéni modifikace nNSREBP.

Na transkrip¢ni Grovni je nejvice regulovan SREBP-1c. Transkripci zvySuje pfitomnost
glukozy, inzulinu a jaterniho X receptoru o, oznacovany jako LXRa (Eberlé et al.,
2004). Indukci inzulinem dochazi ke zvySeni exprese jak v membrané vazaného
prekurzoru SREBP v ER, tak ijaderné formy tohoto transkripéniho faktoru (Azzout-
Marniche et al., 2000). Opa¢ny efekt ma glukagon diky zvySené hlading cyklického
adenosinmonofosfatu (Foretz et al., 1999). Transkripce mMRNA SREBP-1¢c miuze byt
také podpofena vazbou receptoru LXRa na retinoidni X receptor (RXR) za vzniku
heterodimeru LXR/RXR. Tim se zvysi koncentrace aktivni jaderné formy proteinu
SREBP-I1c¢ a zvysi se syntéza mastnych kyselin (Repa et al., 2000).

Na trovni proteolytického Stépeni prekurzorii jsou predev§im regulovany SREBP-la
a SREBP-2. Tato regulace je ovlivnéna celkovym obsahem sterold v buiice. Pokud je
v buiice vysokd koncentrace sterolti, komplex SREBP/SCAP zistiva uchycen
v membrané¢ ER. Dochazi tak ke snizeni syntézy HMGCR a LDL receptoru. Pokud
dojde ke sniZeni koncentrace sterolli, komplex SREBP/SCAP se ptesune do GA. V GA
dochazi k proteolytickému Sté€peni, pfi némZ je uvolnéna NHz doména (zrala forma
SREBP), ktera mize vstoupit do jadra (Brown et Goldstein, 1991). V jadre se aktivni
SREBP vaze do promotoru LDL receptoru, kde aktivuje jeho transkripci. ZvySena
exprese receptoru LDL urychluje vstfebavani LDL-cholesterolu endocytozou
zprostiedkovanou receptory (Obrazek 4). Transkripéni faktory SREBP interaguji
i s genem pro HMGCR, to znamena, ze zvySuji expresi tohoto enzymu, a dochazi tedy

I ke zvyseni biosyntézy cholesterolu (Arnold et Kwiterovich, 2003).
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Obrazek 4: Vliv hladiny intracelularniho cholesterolu na proteolytickou aktivaci

SREBP transkrip¢nich faktorti (pfevzato a upraveno dle Arnold et Kwiterovich, 2003)

Proteiny SREBP jsou posttranskripéné modifikovany riznymi mechanismy zahrnujici
fosforylaci, ubikvitinaci, sumoylaci a acetylaci. Naptiklad lysinové zbytky nSREBP
jsou degradovany ubikvitinaci v 26S proteasomu. Tuto degradaci Ize blokovat acetylaci
téchto zbytka (Park et al., 2008).

Transkripéni faktory SREBP jsou spojeny s vyvojem lidskych metabolickych poruch,
jako jsou praveé obezita, diabetes druhého typu, dyslipidemie a atheroskler6za. Eberlé et
al. (2004) dokonce objevili jednonukleotidovy polymorfismus (SNP) v genu Srebf-1,

ktery je asociovan s obezitou a diabetem druhého typu.

3.1.4.2 ABC transportéry

Transportéry ABC, jejichz zkratka pochazi z anglického ATP-binding cassette, jsou
transmembranové proteiny, které ziskavaji energii z adenosintrifosfatu (ATP) a mohou

tak transportovat substraty pres bunéénou membranu (Dean et al., 2001). Transportéry
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ABC se skladaji z domény vazajici ATP neboli domény vézajici nukleotid (NBD),
a dvou transmembranovych domén (TMD). Doména vazajici nukleotid obsahuje tfi
konzervativni oblasti, které jsou oznacovany jako motivy ,,Walker A a B, a oblast C,
ktera odliSuje ABC transportéry od jinych proteini vazajicich se na ATP (Hyde et al.,
1990).

Geny ABC transportéra jsou rozprostieny po celém genomu a jsou organizovany bud’
jako uplné transportéry obsahujici dvé TMD a dvé NBD, anebo jako neuplné
transportéry, které maji tyto domény pouze v jedné kopii (Hyde et al., 1990). Aby
mohly byt tyto transportéry plné funk¢ni, musi fungovat jako homodimery nebo
heterodimery. Fylogenetickd analyza rozdélila ABC geny do 7 podrodin, které jsou

oznacovany pismenem A-G (Dean et al., 2001).
3.1.42.1 ABCAl

Transportér ABCA1 je zakladajici ¢len nadrodiny transportéri ABC podrodiny A. Na
rozdil od ostatnich ABC transportéri maji proteiny ABCA regula¢ni doménu.
Regula¢ni doména se nachazi uprostied Sroubovicovych transmembranovych domén
a obsahuje hydrofobni segment. Piedpokladd se, Ze tento segment piimo interaguje
s cytoplazmatickou membranou (Walker et al., 1982). Transportér ABCA1 je asociovan
s reverznim transportem cholesterolu, je esencialni pro tvorbu HDL castic a prevenci

akumulace cholesterolu v perifernich tkanich (Oram et Lawn, 2001).

Transportéry ABCAT1 se nachazi jak na povrchu bunék, tak na membrané GA. Proteiny
ABCAl jsou vyrazné¢ exprimovany v makrofazich. Makrofagy mohou diky
vychytavacim receptorim akumulovat velké mnozstvi modifikovanych lipoproteint
aslouzi jako donory cholesterolu a fosfolipidd, kde akceptorem jsou extracelularni
HDL c¢astice (Schmitz et al., 2000). Apolipoprotein Al, coz je hlavni bilkovinna slozka
HDL c¢astic, interaguje s transportérem ABCA1 na povrchu buiky bohaté na
cholesterol. Transportér ABCA1 muze slouzZit jako ,hydrofobni vysavac“, ktery
prilakava lipidy uvniti buiiky a pienasi je na apolipoprotein Al, nebo funguje jako
flipasa. Tento transport pak zprostiedkovava dalsi prenos triglyceridli a vznikéd velka
sféricka  HDL &astice (Schmitz et Langmann, 2001). Castice HDL maji
antiateroskleroticky ucinek ptfedevSim v odstraniovani cholesterolu ze stén cév, ¢imz

zabranuji vzniku kardiovaskularnich onemocnéni (Oram et Yokoyama, 1996).
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Existuje vice regula¢nich mechanismt exprese genu Abcal. Posttranslac¢ni regulace je
zajisténa fosforylaci regula¢ni domény diky proteinkinasi A S naslednou stimulaci
cyklického adenosinmonofosfatu (Becq et al., 1997). Na transkripéni Grovni je
transportér ABCAT1 regulovan cholesterol-senzitivnimi transkripénimi faktory — LXR,

RXR.

Mutace v genu kodujici tento transportér vede k tzv. Tangierové chorob¢. Lidé trpici
touto chorobou anebo jinymi HDL deficiencemi maji téméf nulovou plazmatickou
koncentraci HDL, nizkou sérovou koncentraci celkového cholesterolu a snizeny eflux

cholesterolu i fosfolipidi z bunék (Schmitz et Langmann, 2001).
3.14.22 ABCB1

Protein ABCBI1 je intracelularni tkanové specificky transportér, ktery patii do
nadrodiny ABC transportéri podrodiny B (Christians et al., 2005). Tento protein je
oznacovan také jako P-glykoprotein, P-gp, nebo MDR1. Gen Abcbl byl objeven
U proteinu, jehoz exprese byla velmi zvySena v nékterych nadorovych bunkach
rezistentnich na chemoterapeutické latky. Diky tomu byly zjistény dva geny
mnohocetné 1ékové rezistence Mdrl a Mdr3, ptficemz gen Mdrl koduje pravé P-gp

(Dean et al., 2001).

U lidi je tento protein kédovan pouze jednim genem, Abcbl, zatimco u hlodavcu je
tento gen duplikovan. Geny hlodavcu, Abcbla a Abcblb, se nachazeji blizko u sebe
a koduji izoformy ABCB1A a ABCBIB tohoto proteinu (Ambudkar et al., 2003).
Substratova specifita se u téchto dvou izoforem piekryva a svou distribuci a funkci jsou

podobné lidskému ABCBI transportéru (Devault et Gros, 1990).

P-glykoprotein je efluxni protein nachazejici se v gastrointestinalnim traktu, placenté,
ledvinach, mozku a v jatrech (Obr. 5). Transportér P-gp zprostiedkovava odvod 1é¢iv

z bunék téchto tkani, ¢imz chrani télo pted cizimi latkami (Dean et al., 2001).

Transportni protein ABCBI1 je regulovan pfedevSim na transkripéni Urovni, a to
nékolika jadernymi receptory, jako je jaterni X receptor (LXR), pregnanovy X receptor
(PXR) ¢i receptory aktivované proliferatory peroxizomt (PPAR) (Borst et Elferink,
2002).
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Obrazek 5: Mechanizmus exkrece pomoci P-gp v tenkém stievé (A), v jatrech (B)
a Vv ledvinach (C) (pfevzato a upraveno dle Wessler et al., 2013)
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Inhibice nebo indukce P-gp miZze ovlivnit pohyb jeho substrati. Existuje Siroké
spektrum 1€¢iv, jako jsou napt. protinddorové l1éky, steroidy i 1éky na kardiovaskularni
systém, které jsou znamé jako substraty a/nebo inhibitory P-gp (Wessler et al., 2013).
Mezi jeho substraty patii i nékteré statiny, jako je atorvastatin, ktery je i jeho silnym

inhibitorem na molekularni Grovni (Holtzman et al., 2006).
3.1.4.2.3 ABCG5aABCGS8

Heterodimery ABC transportéra G5 a G8 jsou efluxni pumpy zprostredkovavajici
eliminaci cholesterolu a rostlinnych steroli. Geny Abcg5 a Abcg8 se nachazi na
chromozomu 2 a kéduji dva rizné proteiny, ABCGS (sterolin-1) a ABCG8 (sterolin-2).
Samostatn¢ jsou proteiny nefukéni, jelikoz musi vytvofit heterodimery, aby ziskaly
transportni aktivitu (Brown et Yu, 2010). Tyto heterodimery slouzi jako obrana pied
akumulaci cholesterolu z potravy. Nachazi se na ,kartaCovém® lemu enterocytd,
kanalikularni membrané hepatocytl a apikdlni membrané epitelovych bunck zluéniku
(Klett et al., 2004). Pusobenim téchto transportéri dochazi tedy k eliminaci sterolt zpét

do lumen stiev a Vv jatrech jsou steroly transportovany do zlu¢e (Brown et Yu, 2009).

Exprese téchto transportérli je regulovdna primarné na Urovni transkripce. Jaterni
Xreceptor o, ligandem aktivovany transkripni faktor, je hlavni regulator mRNA
exprese gent Abcg5/8. Jelikoz heterodimer ABCG5/8 hraje klicovou roli v eliminaci
cholesterolu z téla, predpoklada se, Ze jeho overexprese bude inhibovat aterosklerozu

(Yuetal., 2014).

Pokud dojde k mutaci gent kodujici tyto transportéry, dochazi k vyraznému zvyseni
plazmatické koncentrace rostlinnych steroli a malému zvySeni koncentrace
cholesterolu. To je zptisobeno nadmérnou absorpci fytosteroli z tenkého stfeva a jejich
sniZzenou exkreci do zluce. Toto vzacné autozomalné recesivni onemocnéni se nazyva

sitosterolémie (Berge et al., 2000).
3.1.4.3 NPCI1L1

Protikladem transportéri ABCG5/8 je transportér Niemann-Pick C1-like 1 (NPC1L1).
Jeho funkci je absorpce cholesterolu ze stiev a reabsorpce cholesterolu ze zluce. Tento
transportér se nachazi na apikalnim ,kartaovém® lemu enterocyti a kanalikularni
membrané hepatocyti, a timto zpiisobem brani ztratim cholesterolu t€émito cestami, jak

je znazornéno na Obrazku 6 (Yu, 2008).
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Obrazek 6: Transport cholesterolu transportéry NPCIL1 a ABCGS5/8 (ptevzato
z publikace Stender et al., 2014)

Tento protein se sklada znékolika transmembranovych domén ajedna znich je
I doména citliva na steroly, stejné tak jako u SCAP proteintt nebo HMGCR (jak jiz bylo
zminéno vyse). Pokud se cholesterol navaze na NPCLL1, dojde k endocytoze
cholesterolu, tedy k absorpci cholesterolu do buriky. V buiice, konkrétné v ER, dochazi
k esterifikaci cholesterolu pomoci acylkoenzymu A cholesterol acyltransferasy 2.
Transportni protein NPC1L1 se poté dostava zpét na membranu enterocytt, kde
vyckava na dalsi molekulu cholesterolu a dalsi substraty (Ge et al., 2008). Tuto cestu
intestinalni absorpce lze inhibovat ezetimibem, coz je 1éCivo, které snizuje absorpci
cholesterolu, snizuje plazmatickou koncentraci celkového cholesterolu a LDL-
cholesterolu (Davis et Veltri, 2007).

Tang et al. (2006) zjistili, ze pokud myS$im neni podan cholesterol, maji zvySenou
jaterni i intestinalni expresi NPC1L1. Naopak u mysi, které mély dietu obohacenou
0 cholesterol, bylo zjisténo, Ze maji snizenou expresi NPC1L1 (Davis et al., 2004). Tuto
skuteénost taktéz prokazali Alrefai et al. (2007), kteti také objevili, ze exprese mRNA
NPC1L1 je regulovana pies SREBP-2.
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3.2 Metabolicky syndrom

Metabolicky  syndrom je souhrn rizikovych faktord  zptsobujici  vyvoj
kardiovaskularnich onemocnéni a diabetes druhého typu. Tento syndrom je asociovan
s dyslipidémii, hypertenzi, visceralni obezitou a endotelni dysfunkci (Alberti et al.,
2005). Prvni pfedstavy o metabolickém syndromu formuloval Raven v roce 1998, ktery

tento syndrom nazval jako syndrom X.

V soucasnosti je metabolicky syndrom diagnostikovan u lidi, u nichZ jsou zaznamenany

tfi nebo vice z téchto péti komponent (Ceska, 2005):

e Centralni obezita (obvod pasu > 102 cm (muzi); > 88 cm (Zeny)

e Zvysena koncentrace TG (> 1,7 mmol 1)

e SniZena koncentrace HDL-cholesterolu (< 1,04 (muzi); < 1,29 (zeny) mmol'l?)
e Arterialni hypertenze (TK > 135/85 mm Hg)

e Zvysena plazmaticka koncentrace glukdzy nala¢no (> 6,1 mmoll™?)

U této definice se musi zohledniovat odlisné antropometrické rozdily v rznych ¢astech
svéta. Proto je centrdlni obezita méfend obvodem pasu odlisnd u lidi pochazejicich
z Evropy ¢i Asie. Celosvétové je prevalence metabolick¢ého syndromu 10-84 %
Vv zavislosti na regionu, environmentalnich podminek, pohlavi, véku a etnicité. Vyssi
socioekonomicky status, sedavé zaméstnani a vy$§i BMI jsou asociovany

s metabolickym syndromem (Kaur, 2014).

Jednim z nejéastéjsich rizikovych faktori metabolického syndromu je dyslipidemie,
kterda je charakterizovana zvySenou plazmatickou koncentraci TG, celkového

cholesterolu, LDL ¢astic a snizenou koncentraci HDL (Poruba et al., 2015a).

3.2.1 Lécba metabolického syndromu

Metabolicky syndrom je chronicky a patologicky stav zptisobujici patologické zmény.
Pacienti s metabolickym syndromem by piedev§im méli zménit sviij Zivotni styl, snizit
svoji hmotnost, zménit stravu a zacit s pravidelnym pohybem. Momentalné neni zadna
metoda ¢i 1€k, ktery by ovlivnil metabolicky syndrom jako celek, ale pouze jeho dil¢i
¢asti — léky na snizeni krevniho tlaku, krevni gluk6zy nebo cholesterolu (Kaur, 2014).
Mezi nejcastéji uzivané 1éky na snizeni koncentrace cholesterolu jsou statiny, kam patfi

i atorvastatin.
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Dals8i moznosti terapeutického vyuziti jsou ptirodni latky bohaté na polyfenolické latky.
Jednou ztakovych latek je silymarin, ktery je ziskavan ze semen ostropestice

marianského, Silybum marianum (Valenzuela et Garrido, 1994).
3.2.1.1 Atorvastatin

Atorvastatin je hypolipidemikum ze skupiny statinli. V soucasné dob¢ jsou statiny
nejvyznamnéj§imi hypolipidemiky snizujici pifedevsim koncentraci LDL-cholesterolu.
V roce 2018 bylo v Ceské republice prodano 3,38 mil. baleni atorvastatinu, coZ je 58 %
ze vsech statint (AISLP, ©2020). Statiny jsou kompetitivni inhibitory HMGCR, ¢imz
zabranuji redukci HMG-CoA na mevalonat, ze kterého by dale vznikal cholesterol
(Mangravite et al., 2010). Inhibici této syntézy dochazi ke zvySeni exprese receptoru
LDL, nasledné je LDL-cholesterol vychytavan z plazmy, a tim dochazi ke snizeni
plazmatické koncentrace LDL c¢astic a LDL-cholesterolu (Malthora et Goa, 2001).
Pokles cholesterolu a LDL ¢astic v plazmé vede také ke snizeni tvorby ¢astic VLDL
bohatych na triglyceridy. Pozitivni efekt statinii neni pouze v ovlivnéni dyslipidemie,
ale i vesnizeni vyskytu kardiovaskularnich chorob a aterotrombotickych piihod

(Svihovec et al., 2018).

Chemicky nazev atorvastatinu je (3R,5R)-7-[3-fenyl-4-(fenylkarbamoyl)-2-(4-
fluorofenyl)-5-isopropylpyrrol-1-yl]-3,5-dihydroxyheptanova  kyselina  (Obr. 7).
Atorvastatin je kompetitivni inhibitor HMGCR. Inhibice HMGCR nema vliv na
regulaci hladiny triglyceridi. Pravdépodobnou pfi¢inou snizeni jejich koncentrace je
nedostatek cholesterolu v plazmé, ktery je vyuZzivan pro syntézu lipoproteinti bohatych
na triglyceridy (Bakker-Arkema et al., 1996).

Obrazek 7: Chemicky strukturni vzorec atorvastatinu
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Atorvastatin ma oproti star§im statiniim vys$i hypolipidemickou uc¢innost, kterd je
nejspi§ zpiisobena del§im inhibi¢nim plisobenim viaci HMGCR. Mezi dalsi ucinky
atorvastatinu patfi snizeni tvorby volnych kyslikovych radikala, jelikoz aktivni
metabolity sniZzuji oxidovatelnost LDL lipoproteinti (Ceska et Urbanek, 2004) a sniZuji
plazmatickou koncentraci C-reaktivniho proteinu (CRP) (Malthora et Goa, 2001).

3.2.1.2 Silymarin

Silymarin je extrakt ziskany ze semen ostropestice marianského (Silybum marianum)
a uziva se na potize S tradvenim a na 1écbu jaternich onemocnéni. Jeho hepatoprotektivni
aktivita je zpasobena jeho antioxida¢nimi vlastnostmi (Valenzuela et Garrido, 1994).
V soucasnosti je vyuzivan standardizovany extrakt z ostropestice marianského, ktery

obsahuje cca 60 % silymarinu.

Silymarin patii mezi flavonoidy. Sklada se ze 4 strukturnich izomert: silibininu (50—
60%), isosilibininu (5 %), silikristinu (20 %) a silidianinu (10 %). Dale obsahuje i jiné
slozky jako napft. taxifolin (pfiblizné 5 %). Hlavni aktivni slozkou silymarinu je
silibinin (Saller et al., 2007). Nevyhodou silymarinu je jeho nizka biologicka dostupnost
(jen 2 % z ptvodni davky). ReSenim tohoto problému je pouziti mikronizovaného
silymarinu, jehoz biologicka dostupnost je asi o 85 % vys§i nez v pripadé
nemikronizované formy. Mikronizace latek zvySuje jejich vstiebatelnost (Poruba et al.,
2015b). Poruba et al. (2019) prokazali zajimavy efekt kombinované diety obsahujici
silymarin a n-3 polynenasycené mastné kyseliny na transportéry ABCGS5/8. Tato
kombinovana dieta zpusobila u potkanti s metabolickym syndromem zvySeni exprese
ABCGS5/8, ¢imz se vyloucilo vice cholesterolu do zluce a lumen stiev. Vlivem toho se
snizila celkova koncentrace TG a cholesterolu a zvysilo se mnozstvi antiaterogennich

HDL castic.

3.2.2 Zvireci modely metabolického syndromu

Hypertenze je jeden z faktori metabolického syndromu, proto lze ke studiu
metabolického syndromu pouZit zvifeci model s hypertenzi. Nejcastéji uZivanym
modelem hypertenze je kmen spontanné hypertenznich potkant (SHR), ktery byl
vyslechtén v Japonsku (Okamoto et Aoki, 1963). Dalsim modelem kombinujici

hypertenzi, insulinovou rezistenci a hypertriglyceridemii je kmen hereditatné
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hypertriglyceridemickych (HHTQ) potkant, ktery byl vyslechtén v Praze autory Vrana
et al. (1990) v Centru experimentalni mediciny IKEM.

3.2.2.1 HHTg potkan

Potkani kmene HHTg byly vyslechténi v roce 1990 v Praze z potkanti kmene Wistar,
kterym byla podavéna dieta s vysokym obsahem sachar6zy. Tato dieta zplsobovala
velky nartst TG a zmény v utilizaci glukozy. Jelikoz byla koncentrace TG u Wistar
potkanti ptili§ vysoka, pouzili ke kiiZeni tfi pary s nejnizsi plazmatickou koncentraci TG
a tfi pary s nejvyssi koncentraci TG. Diky tomuto kiizeni vznikla
»hormotriglyceridemickd™ a ,hypertriglyceridemicka* linie (Vrana et Kazdova, 1990).
Plazmaticka koncentrace TG je téméf 4x vys$i u 15. generace HHTg potkant
V porovnani s normotriglycerideckymi kontrolami. Kontrolni linie nebyla pfili§ fertilni
a postupné dochézelo k jejimu vymirani, a proto se jako kontrolni potkani pouzivaji

potkani kmene Wistar (Vrana et al., 1993).

Krom¢ hypertrigyceridemie ma kmen HHTg potkant poruchu tolerance glukozy,
inzulinovou rezistenci, které nejsou zpusobeny pfijimanou potravou. Koncentrace
cholesterolu se u HHTg potkani nijak nelisi od jeho plazmatické koncentrace
a lipoproteinové frakce u kontrolnich kmend. Pfes vSechny tyto symptomy je télesna
hmotnost téchto potkanti niz$i nez u kontrolnich Wistar potkanti, tudiz HHTg potkani
nejsou obézni (Klimes et al., 1993). Tito potkani maji také zvySeny systolicky,
diastolicky a stfedni tlak, ktery je a o 2030 mm Hg vys$si nez u kontrolniho kmene
Wistar (Stolba et al., 1992).

3.2.2.2 SHR-CRP potkan

Nejcastéji uzivanym zvifecim modelem lidské hypertenze je kmen spontdnné
hypertenznich potkanti. Tento model vznikl v Japonsku, kde autoii Okamoto et Oaki
(1963) zkiizili potkany kmene Wistar vykazujici hypertenzi. Ke zvySeni krevniho tlaku
dochazi kolem 5. — 6. tydne od narozeni a systolicky tlak dosahuje az 180—-200 mm Hg.
U kmene SHR dochazi k hypertrofii srde¢niho svalu, jeho selhani a renalni dysfunkeci
(Pinto et al., 1998).

C-reaktivni protein pravdépodobné zpisobuje jednotlivé symptomy metabolického
syndromu nebo je pouze sekundarni odpoveédi na zanétlivé procesy, které jsou
zpusobeny témito symptomy. Zvysené koncentrace CRP koreluji s vysokym rizikem

vyvoje kardiovaskularnich onemocnéni, diabetu a mnoha symptomii metabolického
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syndromu, jako je obezita, inzulinova rezistence, dyslipidemie a vysoky krevni tlak
(Lavie et al., 2009). Ztéchto duvodt autofi Pravenec et al. (2011) transgenné
exprimovali lidsky CRP v kmenu potkani SHR. Transgenni SHR kmen byl vyvinut za
pomoci mikroinjekci genového konstruktu s cDNA lidského CRP do zygot SHR
potkant. Je prokazano, ze transgenni SHR kmeny maji jest¢ vyssi krevni tlak nez
pivodni SHR kmen. Exprese lidského CRP v kmenu potkani SHR ovliviiuje dalsi
symptomy metabolického syndromu — inzulinovou rezistenci a hypertriglyceridémii.
Protein CRP zvysSuje oxidac¢ni stres ve tkanich zpusobujicich vyvoj kardiovaskularnich
onemocnéni a diabetu druhého typu. Oxidaéni stres v ledvinach muze zptsobovat

hypertenzi a mize poskozovat jeji tkan, stejné tak i v jatrech (Pravenec et al., 2011).
3.3 Metoda real-time PCR

Variantou polymerazové fetézové reakce (PCR) umoziujici ptimé sledovani nartstu
PCR produktti mezi jednotlivymi cykly je kvantitativni real-time PCR. Jelikoz je narast
PCR produktii ptimo imérny mnoZstvi templatové DNA, real-time PCR je vyuZzivana
ke sledovani exprese mRNA, vypoctu kopii genomické nebo virové DNA a mnoha

dal$im uceltim (Kariyazono et al., 2001).

Narast PCR produkti je vizualizovdn narUstajici intenzitou fluorescence, ktera je
zaznamenavana specialnim real-time termocyklerem. Pro detekci produktu v prubéhu
reakce se vyuZivaji tfi obecné postupy znaceni: interkalacni barviva vazajici se na
DNA; fluorescen¢né znacené sondy vazici se na stfedni ¢ast amplikonu a fluorescen¢né
znagené primery (Smarda et al., 2005). Jednim z b&Zné pouZivajicich fluorescen¢nich
barviv je SYBRGreen, které po vazbé na mensi zlabek dsDNA fluoreskuje. Naopak
hydrolyzaéni sonda Tagman vyuziva 5°-exonukledazové aktivity Taq polymerasy. Tyto
oligonukleotidové sondy maji na konci 5¢ reportérové fluorescen¢ni barvivo a na konci
3¢ zhase¢. Pokud je cilova sekcence pfitomna a sonda se navaze, Taq polymerasa ji
béhem amplifikace hydrolyzuje. Hydrolyzaci dojde k odd€leni zhaseCe od reportéru
a pristroj detekuje fluorescenci (Obr. 8) (Heid et al., 1996).
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Obrazek 8: Schéma hydrolyzac¢ni sondy TagMan (pfevzato a upraveno dle Arya et al.,
2005)

Pocitacovy software sestavi z emitujici fluorescence amplifikacni kiivku, kterda je
rozdélena do tii fazi. Faze pozadi (baseline) oznacuje prvni cykly PCR, béhem nichz je
detekovan fluorescencni signal, ale jeho intenzita neni natolik velika, aby ji pfistroj
detekoval. V exponencialni fazi dochazi k exponencialnimu riastu PCR produkti, tudiz
i fluorescence. V této fazi je méfena zakladni hodnota real-time PCR, kterou je tzv. Ct
(treshold cycle). Jedna se o cyklus, ve kterém signal fluorescence piekro¢i prahovou
hodnotu. Tato hodnota je naméfena béhem cykld, kdy systém jesté neni nasycen,
aproto jsou Ci hodnoty pro dalsi pokusy reprodukovatelné¢ (Higuchi et al., 1993).
Pfitomnost vétsiho mnoZstvi templatu na pocatku reakce vede k rychlejsi akumulaci
PCR produkti, kterd zplsobi, Ze fluorescence piekro¢i prahovou hodnotu za mensi
pocet cykld. Postupné je systém nasycen a nastava tieti faze — ,,plato* faze. Rychlost
amplifikace se snizuje a postupné se piestavaji tvotit nové PCR produkty (Arya et al.,
2005).

Co se tyce vyhodnoceni, existuji dvé metody kvantifikace vysledkli — absolutni
arelativni. Absolutni kvantifikace slouzi ke stanoveni poctu kopii templatu v reakci.
Pro tyto ucely je potieba vytvofit kalibracni fadu o znamém mnozstvi kopii, do které

jsou dosazovany ziskané Ct hodnoty neznamého vzorku.

21



Naopak relativni kvantifikace nevyzaduje tvorbu kalibracni kiivky. Nejcastéji je
vyuzivana komparativni metoda 2", Tato metoda slouzi k relativnimu stanoveni
zmény exprese sledovaného genu viaci endogennimu housekeeping genu (Livak et
Schmittgen, 2001). Nejcastéji pouzivané houskeeping geny pro normalizaci vysledki
jsou B-aktin, albumin, Hprt. Tyto geny jsou teoreticky exprimované konstantné v celém
organizmu, Vv riznych vyvojovych stadiich a jejich hladina exprese by se neméla ménit

béhem riznych experimentalnich podminek (Gilliland et al., 1990).
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4 MATERIAL a METODY
4.1 Biologicky material

K tomuto experimentu byly pouzity tkané tenkého stieva samci potkana kmene HHT(g
a SHR-CRP. V experimentu s HHTg potkany bylo zatazeno 32 zvifat, které byly
rozdéleny do ¢tyt skupin (N = 8). Potkani byli chovani za standardnich laboratornich
podminek s volnym pfistupem ke krmivu a vod¢€. Prvni kontrolni skupina byla krmena
standardni laboratorni stravou (STD) azbylé tfi skupiny méli dietu obohacenou
o atorvastatin (5 mgkg-den™), mikronizovany silymarin (1 % v STD) nebo kombinaci

obou, jak atorvastatinu, tak i silymarinu.

V experimentu s SHR-CRP potkany bylo zatazeno 27 zvifat. V Kontrolni skupiné bylo
7 jedinct, ktefi byli krmeni STD. Experimentalni skupiny (N < 7) mély stravu
obohacenou o atorvastatin (5 mg'kg-den), mikronizovany silymarin (1 % v STD) nebo

kombinaci atorvastatinu a silymarinu.

Po &tyfech tydnech byla zvifata dekapitovana, exsanguinovana a ¢asti odebranych
organt byly ihned vloZeny do stabiliza¢niho pufru. Poté byly zamrazeny na -70 °C pro

dalsi experimenty.

Vsechny procedury byly provedeny v souladu s etickymi standardy zdkona Ceské
republiky ¢ 359/2012 Sb. o ochrané zvifat a byla schvilena etickou komisi MSMT,
Ceskd republika.

4.2 Pouzité soupravy a chemikalie
Pouzité chemikalie
o ABCAl TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn01557865_m1)
o ABCBI1A TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, Kkat. ¢. Rn01565540_m1)

o ABCBI1B TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn00568840_m1)
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ABCGS5 TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn01499073_m1)

ABCG8 TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn00590367_m1)

HMGCR TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn00565598_m1)

HPRT TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn01527840_m1)

LDLR TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn01425340_m1)

NPC1L1 TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn01443503_m1)

Silymarin mikronizovany (Favea, Kopfivnice, CR)

SREBF-1 TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn00252680_m1)

SREBF-2 TagMan® Gene Expression Assays (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA, kat. ¢. Rn01529840_m1)

Pouzité soupravy

o

EvoScript Universal cDNA Master kit (Roche — Diagnosticka divize, Praha, CR,
kat. ¢. 07912455001)

Homogeniza¢ni zkumavky Precellys Evolution (Bertin Industries, Rockville, MD,
USA)

LightCycler® 1536 DNA Probes Master Kit (Roche — Diagnosticka divize, Praha,
CR, kat. &. 05502381001)

RNeasy® Plus Mini Kit (Qiagen, Hilden, D, kat. ¢. 74134 a 74136)

4.3 Seznam pouZzitych pristroji a zarizeni

Centrifuga 5804 R (Eppendorf, Hamburk, D)

Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf, Hamburk, D)

Centrifuga Multi-spin (Biosan, Riga, LV)

DNA/RNA UV-cleaner box, UVC/T-AR (Biosan, Riga, LV)

Homogenizator tkani Precellys Evolution (Bertin Industries, Rockville, MD, USA)

Kapalinovy manipulator Echo 550 (Labcyte, San José, CA, USA)
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o Laminarni box biohazard (Merci, Brno, CR)

o Mikropipety research 200; 100; 20; 10; 2,5 ul (Eppendorf, Hamburk, D)

o Spektrofotometr NanoPhotometr® N60 (Implen, Mnichov, D)

o Termocykler Epgradient S (Eppendorf, Hamburk, D)

o Termocykler LightCycler 1536 Instrument (Roche — Diagnosticka divize, Praha,
CR)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

44.1 lzolace RNA

Z tkani tenkého stieva HHTg a SHR-CRP potkant byla izolovana mRNA pomoci
RNeasy® Plus Mini Kitu dle navodu dodavatele.

1. Kratce pred izolaci byla ptipravena smés RLT pufru (komeréni pufr z Kitu) a 2-
merkaptoethanolu, na 1 ml RLT pufru je 10 ul 2-merkaptoethanolu (100:1).

2. 600 ul pripravené smési bylo napipetovano do homogeniza¢nich zkumavek,
poté bylo pfidano asi 20 mg stfevni tkdné.

3. Tkan byla homogenizovana v pfistroji Precellys pti 6500 otmin™ 3 x 20 s.

4. Zkumavky s homogenatem byly centrifugovany 1 min pti 11400 g.

5. Lyzat Dbyl ptenesen na QIAshredder spin kolonku umisténou ve 2ml
mikrozkumavce. Mikrozkumavka se spin kolonkou byla centrifugovana 75 s pti
11400 g.

6. Puvodni kolonka byla vyhozena a k filtratu bylo ptidano 600 pl 70% ethanolu.
Po promiseni bylo odebrano 600 ul roztoku, ktery byl napipetovan na RNeasy
MinElute spin kolonku umisténou v nové 2ml zkumavce.

7. Mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 7000 g 15 s, filtrat byl
odstranén a na kolonku byl nanesen zbytek ptipraveného roztoku se 70%
ethanolem, ten byl opét centrifugovan a filtrat byl opét odstranén.

8. Na kolonku s izolovanou RNA bylo napipetovano 600 ul RW1 pufru (komer¢ni
pufr z RNeasy® Plus Mini Kkitu), mikrozkumavka s kolonkou byla
centrifugovana pti 7000 g 15 s. Filtrat byl odstranén.

9. Na kolonku bylo ptidano 500 pl RPE pufru (komeréni pufr z Kitu),

mikrozkumavka byla centrifugovana pii 7000 g 15 s. Filtrat byl odstranén.
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11.
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15.

4472

Opét bylo pfidano 500 ul RPE pufru a mikrozkumavka s kolonkou byla
centrifugovana pii 7000 g 2 min. Mikrozkumavka s filtratem byla odstranéna
a kolonka byla vloZena do ¢isté mikrozkumavky.

Mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 14000 g 60 s, aby doslo
Kk odstranéni zbytkového ethanolu na membrang.

Mikrozkumavka byla odstranéna a kolonka byla vlozena do cCisté popsané
mikrozkumavky. Na kolonku bylo pfidano 25 ul vody zbavené RNaz (soucast
Kitu).

Mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 8000 g 60 s.

Kolonka byla vyhozena a v ziskaném filtratu byla zméfena koncentrace
izolované RNA.

Vzorky byly uchovany pti -70 °C.

Reverzni transkripce

Syntéza cDNA z izolované mRNA byla provedena pomoci EvoScript Universal cDNA

Master kitu dle postupu dodavatele. Celkovy objem smési byl 20 ul a bylo pouzito 1 pg
mRNA.

1.

Rozpusténé a zcentrifugované reagencie byly rozpipetovany do 0,2ml PCR
zkumavek dle Tabulky 1.

Tabulka 1: Slozeni smési pro reverzni transkripci

Reagencie Objem [ul]
Voda, PCR mix (v kitu oznacené ¢. 1) 14 - x
Reakéni pufr, 5x koncentrovany (€. 2) 4
Templatova RNA X
Celkovy objem 18

Smés byla zcentrifugovana a nechala se 5 min inkubovat na ledu.

Byly piidany 2 ul mixu s enzymem, v kitu oznaceno ¢. 1.

Smés se nechala inkubovat v Termocykleru Epgradient S dle protokolu inkubace
(Tabulka 2).
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Tabulka 2: Protokol inkubace syntézy cDNA

Teplota [° C] Cas [min]
42 15
85 5
65 15
4 2

5. cDNA byla uchovana pfi teplotach -15 az -25 ° C.

4.4.3 Real-time PCR

Se vzorky cDNA byla provedena real-time PCR pomoci LightCycler® 1536 DNA
Probes Master Kitu dle protokolu dodavatele. Predtim nez byla provedena real-time
PCR v 1536jamkové desticce, byla pfipravena 384jamkova deska, ktera slouzila jako
zdroj pro kapalinovy manipulator Echo 550. Ten pak rozpipetoval potiebné 0,5ul
objemy do 1536jamkové desky. Vzdy byly pfipraveny dvé 384jamkové desky, jedna

pro cDNA a druhd pro smés primeru.

1. Byl vypocitan objem cDNA na jednu jamku zdrojové desky (Tabulka 3 a 4)
a stejné tak objem smési primert (Tabulka 5 a 6) pro vzorky izolované ze stfev
HHTg potkanii (31 jedincti + NTC: negativni kontrola). Stejnym zpisobem byly

ptipraveny zdrojové desky pro vzorky izolované ze sttev SHR-CRP potkant.
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Tabulka 3: Vypocet objemu cDNA vV jedné jamce 384jamkové desky pro vzorky

izolované z tenkého stieva HHTg potkana

Objem cDNA [nl] 0,5
Pocet radki 1

Pocet sloupci 48
Pocet jamek celkem 48
Objem cDNA [ul] celkem 24
Mrtvy objem [ul] 15
Rezerva [ul] 4
Objem na 1 jamku [ul] 43

Tabulka 4: Piiprava cDNA na jednu jamku zdrojové desky

Reagencie Objem [ul]
cDNA 4,3
voda 34,4
Setup Control 20x 43
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Tabulka 5: Vypocet objemu PCR smési V jedné jamce 384jamkové desky pro vzorky

izolované z tenkého stfteva HHTg potkana

Objem PCR smési [ul] 0,5
Pocet radki 32
Pocet sloupci 6
Pocet jamek celkem 192
Objem PCR smési [ul] celkem 96
Mrtvy objem [ul] 15
Rezerva [ul] 5
Objem na 3 jamky [ul] 116
Objem na 1 jamku [ul] 52

Tabulka 6: Piiprava PCR smési na jednu jamku zdrojové desky

Reagencie Objem [ul]

Master mix 20,8
Tagman gene expression assay 20X 52

PCR voda 26,0

2. Do jamky pro NTC byla napipetovana voda misto cDNA.

3. Dle vypocétu byla rozpipetovana cDNA a PCR smés do desticek.

4. Pomoci automatického kapalinového manipulatoru byl pfenesen obsah do
1536jamkové desky.

5. 1536jamkova deska byla zalaminovana, aby se zabranilo odpafovani a byla
centrifugovana 2 min pii 1500 g.

6. Poté byla deska vlozena do pristroje LightCycler 1536, kde byl spusten
ptislusny program (Tabulka 7).
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Tabulka 7: Podminky real-time PCR

Teplota [° C] Cas [s] Pocet cykli
Pre-denaturace 95 60 1
Denaturace 95 5
Hybridizace 60 45
30
Elongace 60
Ochlazeni 40 10 1

4.4.4 Vyhodnoceni dat a statisticka analyza

Ze zmétenych dat byla stanovena relativni genova exprese komparativni metodou AAC:.

Data byla normalizovana k expresi referen¢niho Hprt genu pomoci vypoctu

AAC,= (C -C

t, cilovy gen

t, refere¢ni gen )éas x

t, cilovy gen ~

t, referencni gen )éas 0

kde ¢as x je jakykoliv ¢asovy bod béhem testovacich podminek a ¢as 0 je pocate¢ni

doba genové exprese. Pro referenéni gen je AAC: rovna nule a 2° je jedna, proto jsou

zmény v relativni expresi genli k referenénim geniim pocitany jako 2 24Ct (Livak et

Schmittgen, 2001). Kazdy vzorek byl proméien v Sesti paralelkach, proto se pro kazdy

vzorek spocital primér z Sesti paralelek. Tato zpriimérovana data z jednotlivych skupin

byla mezi sebou relativné porovndna. Ziskand data byla analyzovana pomoci

statistického programu Statistica 12 (TIBCO software, Palo Alto, CA, USA). Pro

porovnani dat z jednotlivych skupin byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallistv test,

ktery porovnava vSechny skupiny mezi sebou. Statistiska analyza byla provedena na

hladiné vyznamnosti 0,05.

30



5 VYSLEDKY

5.1 lzolace mRNA

MRNA byla izolovéna ztkani tenkého stfeva HHTg a SHR-CRP potkanii pomoci

RNeasy® Plus Mini Kitu a jeji koncentrace byla zmétfena pomoci spektrofotometru

NanoPhotometr® N60 (Tabulka 8 a 9).
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Tabulka 8: Koncentrace a mira Cistoty izolované mRNA z tenkého stieva potkant

HHTg stanovené pomoci spektrofotometru NanoPhotometr® N60

Skupina Cislo vzorku Az601280 Az60/230 Ko[:(;eﬂltg? e
1 2,18 2,18 1268,80
2 2,17 2,13 462,28
3 2,18 2,23 514,84
4 2,20 2,24 859,16
Kontrola
17 2,19 2,31 789,08
18 2,16 2,17 452,96
19 2,13 2,26 496,72
20 2,08 2,30 1837,90
5 2,24 2,27 1083,40
6 2,17 2,30 771,10
7 2,26 2,05 1119,00
8 2,19 2,24 847,56
Atorvastatin
21 2,17 2,26 695,76
22 2,13 2,28 1181,80
23 2,20 2,33 907,24
24 2,19 2,11 738,92
9 2,17 2,08 747,08
10 2,18 2,30 840,52
11 2,23 2,39 1125,80
12 2,18 2,05 535,80
Silymarin 25 2,24 2,33 958,60
26 2,22 2,23 1017,00
27 2,16 2,30 778,36
28 2,21 1,94 762,48
13 2,16 2,26 283,08
14 2,22 2,35 953,44
15 2,10 2,36 1098,20
Atorvastatin + 16 2,15 2,29 484,32
Silymarin 29 2,17 1,87 491,28
30 2,10 2,37 1362,30
31 2,06 2,38 1250,30
32 2,08 2,18 1097,10
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Tabulka 9: Koncentrace a mira Cistoty izolované mRNA z tenkého stieva potkant

SHR-CRP stanovené pomoci spektrofotometru NanoPhotometr® N60

Skupina Cislo vzorku Assor280 A260/230 Ko[r;l(;::lt-llr? *
1 2,15 2,08 224,40
2 2,18 1,90 743,60
3 2,18 1,94 340,04
Kontrola 15 1,98 2,22 1205,60
16 2,10 2,35 1472,10
17 2,19 2,26 564,24
18 2,19 2,16 503,36
4 2,17 2,32 610,96
5 2,12 1,95 475,96
6 2,13 2,35 1422,00
Silymarin 7 2,13 2,19 583,36
19 2,19 1,96 827,80
20 2,08 2,31 1450,90
21 2,07 2,43 1411,70
8 2,11 2,36 1320,00
9 2,17 2,17 619,00
10 2,30 2,28 1045,00
Atorvastatin 22 2,12 2,24 559,04
23 2,23 2,23 1050,70
24 2,22 2,34 1036,80
25 2,14 2,24 1133,10
11 2,04 2,31 1618,50
12 2,16 2,31 689,76
Atorvastatin + 13 2,11 1,88 367,28
Silymarin 14 2,17 2,19 660,32
26 2,13 2,29 470,92
27 2,19 2,00 824,00
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Piepis mRNA do cDNA byl proveden pomoci EvoScript Universal cDNA Master kitu.
Ziskané hodnoty byly pfepocitany tak, aby byl pouzit 1 pg mRNA. Nasyntetizované
vzorky ¢cDNA byly amplifikovany pomoci LightCycler® 1536 DNA Probes Master
Kitu. Pfistroj zmé&fil zmény v nartstu fluorescence a naméfené hodnoty Ct zaznamenal

do souboru Excel.
5.2 Zmény relativni exprese mRNA

Ziskana data byla zpracovana komparativni metodou AACt a spoéitana metodou 244t
dle autort Livak et Schmittgen (2001). Vysledky byly normalizovany a vztazeny

k referen¢nimu genu Hprt.

5.2.1 Zmény exprese mMRNA u HHTg potkana

Vysledky zmén exprese vybranych gend jsou vyjadfeny relativné a jsou uvedeny

v grafech jako prumér + standardni chyba praméra (SE), zobrazeno na Obrazku 9 a 10.
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Obrazek 9: Vliv diety na expresi stfevnich genti Abcal, Abcbla, Abcblb, Srebf-1
a Srebf-2 u potkana HHTg. Data jsou vyjadiena jako pramér + SE; N = 8, **statisticky

vyznamné rozdily vs. Kontrolni skupina na hladiné vyznamnosti p < 0,01.

Na Obrazku 9 je vidét mirny trend ndrlstu genové exprese u geni Abcal, Abcbla
a Abcblb. Exprese genu Abcal se zvysila pfedev§im u skupiny, ktera byla krmena STD
obohacenou o silymarin i atorvastatin. Exprese homolognich geni Abcbla a Abcblb
postupné vzrista a nejvétsi zména je také u kombinace atorvastatinu se silymarinem.
Tyto zmény vSak nejsou statisticky vyznamné. Naopak u genu Srebf-1 doslo
mirnému poklesu exprese u skupin krmené atorvastatinem nebo silymarinem,
u kombinované diety tyto zmény zaznamenany nebyly. Tyto zmény nebyly statisticky
vyznamné. Statisticky vyznamné zmény dle neparametrického Kruskal-Wallisova testu
byly pozorovany u exprese genu Srebf-2, kde byl vyrazny pokles exprese tohoto genu
(0 48 a 47 %) pozorovan u skupiny krmené atorvastatinem (p < 0,01) a skupiny krmené
silymarinem (p < 0,01) v porovnani s kontrolni skupinou. SniZeni v expresi mMRNA
Srebf-2 byl také zjistén u posledni skupiny, nicméné toto snizeni nebylo statisticky

vyznamne.
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Obrazek 10: VIliv diety na expresi stfevnich geni Hmgcr, Ldlr, Abcg5, Abcg8
a Npclll u potkana HHTg. Data jsou vyjadiena jako prumér £ SE; N = 8. Statisticky

vyznamné rozdily na hladiné vyznamnosti: *p < 0,05; **p < 0,01.

Exprese genu Hmgcr se snizila (0 75 %) po podani atorvastatinu, k vyraznéjsimu
snizeni doslo po podani silymarinu (snizeni vice nez o polovinu, p < 0,01). Naopak
u genu Ldlr doslo k vyraznému zvyseni exprese MRNA (0 117 %) u skupin krmenych
atorvastatinem i silymarinem, tedy jejich kombinaci, v porovnani s kontrolni skupinou
(p< 0,01). Toto zvySeni v expresi mMRNA bylo také statisky odlisné od skupin
krmenych atorvastatinem (p < 0,05) nebo silymarinem (p < 0,05). Zbylé tii sledované
geny (Abcg5, Abcg8 a Npclll) vykazovaly spole¢ny trend zmény exprese. U skupiny
krmené STD obsahujici atorvastatin doslo k mirnému sniZzeni exprese genli Abcg5,
Abcg8 i Npclll. Toto snizeni bylo vyrazngjsi u skupiny krmené STD se silymarinem.
Naopak u skupiny krmené kombinaci obou latek doslo ke zvySeni exprese vSech téchto
tii gend oproti dieté obsahujici atorvastatin nebo silymarin, exprese byla témét

srovnatelna s expresi gent kontrolnich skupin.
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5.2.2 Zmény exprese MRNA u SHR-CRP potkana

Vysledky jsou uvedeny jako primér + standardni chyba priméra (SE) a vyneseny do
grafi (Obrazek 11 a 12).
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Obrazek 11: Vliv diety na expresi stievnich genu Abcal, Abcbla, Abcblb, Srebf-1
a Srebf-2 u potkana SHR-CRP. Data jsou vyjadfena jako pramér + SE; N < 7,

*statisticky vyznamné rozdily vs. kontrolni skupina na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.

Dieta obohacena o atorvastatin nebo silymarin neméla u potkana SHR-CRP vyrazny
vliv na zmény exprese gent Abcal, Abcbla, Abchblb a Srebf-1, Ize pozorovat pouze
statisticky nevyznamné trendy téchto zmén. Naopak u exprese genu Srebf-2 doslo ke
statisticky vyraznému poklesu (0 42 %) u skupiny, kterd byla krmena samotnym
atorvastatinem (p < 0,05) v porovnani s kontrolnimi potkany. U zbylych dvou skupin
krmenych silymarinem nebo kombinaci silymarinu a atorvastatinu byl pozorovan mirny

pokles v expresi mMRNA Srebf-2.
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Obrazek 12: Vliv diety na expresi stfevnich gentt Hmger, Ldlr, Abcg5, Abcg8
aNpclll u potkana SHR-CRP. Data jsou vyjadiena jako primér + SE; N < 7,

*statisticky vyznamné rozdily vs. kontrolni skupina na hladin€ vyznamnosti p < 0,05.

Exprese genu Hmgcr se vyrazné nezménila mezi jednotlivymi skupinami potkand.
Naopak, u genu Ldlr doslo u vSech experimentalnich skupin k velkému nartistu exprese
(0 67-108 %) v porovnani s kontrolni skupinou. Vzhledem k velké interindividualni
variabilité zvifat nebyly tyto zmény statisticky vyznamné. Exprese genti AbcgS, Abcg8
a Npclll opét vykazovaly trend poklesu exprese u skupin, kterym byla podavana strava
obohacena o silymarin nebo atorvastatin v porovnani s kontrolni skupinou. Kombinace
obou latek naopak expresi genti Abcg5, Abcg8 a Npclll mirné zvysila oproti skupinam
krmenych dietou obohacenou o jednu slozku. Vyrazny pokles exprese genu Abcg8
(0 64 %) byl pozorovan u skupiny krmené stravou obohacenou o atorvastatin (p < 0,05)

ve srovnani s kontrolni skupinou.
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6 DISKUZE

Tato prace se zabyva G¢inky dvou soucasné podanych hypolipidemickych latek a zda
tato kombinace mize mit pfiznivy vliv na 1é¢bu metabolického syndromu. Atorvastatin
je 1é¢ivo, jehoz mechanizmus G¢inku spociva v inhibici HMGCR, tedy jeho vazbou do
aktivniho mista proteinu HMGCR (Niar et Wang, 2013). OvSem to neznamena, Ze tento
jev musi zpusobit snizenou expresi genu pro tento enzym. Jak vysledky ukazuji, dieta
obsahujici atorvastatin neméla vyrazny vliv na expresi mRNA tohoto enzymu u obou
zvitecich modeli metabolického syndromu. Inhibice HMGCR vede ke sniZeni
koncentrace intracelularniho cholesterolu, ¢imz dochazi k uvolnéni SREBP z ER do
bunécéného jadra, kde poté nastdva zvySena genova exprese pro LDL receptor. Tento
efekt byl pozorovan po podani kombinované diety obsahujici atorvastatin a silymarin
u HHTg potkanti, v jejichz stfevnich tkdnich byla zmétfena vyrazné zvySenad exprese
Ldlr v porovnani skontrolni dietou (p<0,01) is dietou obsahujici atorvastatin
(p <0,05) nebo silymarin (p < 0,05). Zda se, Ze kombinace silymarinu a atorvastatinu
ma piiznivy vliv v 1écbé dyslipidemie, protoze zvyseni exprese genu pro LDL receptor
vede ke snizeni plazmatické koncentrace ¢astic LDL, IDL a VLDL (Niar et Wang,
2013). Tremblay et al. (2011) sledovali také narast exprese Ldlr u hyperlipidemickych
pacienti, a to az o 50 %. U potkani SHR-CRP nebyl tento efekt tak vyrazny ziejmeé
proto, ze U potkanu tohoto kmene je pfitomno vice faktori podporujici metabolicky
syndrom (jako zanét a hypertenze), které mohou hrat roli v regulaci homeostazy
cholesterolu. Zaroven nemaji zvysenou koncentraci TG v plazmé jako je tomu u HHTg

potkand.

Zajimavé je, Ze k vyraznému sniZeni exprese Hmgcr genu doslo po podani samotnym
silymarinem u HHTg potkanii ve srovnani s kontrolni dietou (p <0,01), nikoliv vSak
u potkant SHR-CRP. Tato inhibice by mohla byt zplisobend inhibici translokace
proteinu SREBP do bunééného jadra. Nambiar et al. (2014) totiz zjistili, Ze silibinin
(tedy hlavni slozka silymarinu) spousti proteinovou kinasu aktivovanou 5°
adenosinmonofosfatem (AMPK). Tato aktivace zvySuje fosforylaci SREBP-1, ¢imZz
dochazi k inhibici jeho translokace. Snizi se tak jaderna koncentrace SREBP-1, coz
vede K inhibici exprese genu Hmgcr. Tento uc¢inek budou mit ziejme i jiné ptirodni
latky flavonoidni struktury, jako je luteolin. Wong et al. (2015) zjistili, ze luteolin také
moduluje transkripci Hmgcr pfes inhibici exprese a jaderné translokace proteinu
SREBP-2.
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proteiny SREBP. Exprese genu Srebf-1 nebyla vyrazné ovlivnéna u obou zvitecich
modelt metabolického syndromu po podéani experimentalni diety obsahujici atorvastatin
nebo silymarin ve srovnani s kontrolni dietou. Na druhou stranu bylo pozorovano
snizeni v expresi u genu Srebf-2. Tento efekt byl zjistén po podani jak samotného
atorvastatinu u potkani SHR-CRP (p<0,05) i HHTg (p <0,01), tak i samotného
silymarinu u HHTg potkant (p < 0,01). Gen Srebf-2 reguluje mimo jiné expresi genu
Npclll (Alrefai et al.,, 2007). Navzdory sniZzené expresi genu Srebf-2 po podani
silymarinu nebo atorvastatinu u zvifecich modelii metabolického syndromu, statisticky
vyznamné snizeni exprese Npclll nebylo ve srovnani s kontrolni skupinou pozorovano.
Obé& podavané latky tedy nemaji vliv na transport cholesterolu zprostiedkovany
NPCI1L1. Ptedeslé studie jiz prokazaly pozitivni Ginky silymarinu na plazmaticky
profil lipoproteint, nejen redukci absorpce cholesterolu ze stiev, ale také jeho moznou
up-regulaci ABC transportért, které ovliviiuji metabolizmus lipidd (Sobolova et al.,
2006). Vliv silymarinu na ABC transportéry, konkrétné ABCGS5/8, byl studovan u
HHTg potkant jiz v bakalafské praci (Dohnalova, 2018), kde bylo zjisténo, zZe
podavanim silymarinu an-3 polynenasycenych mastnych kyselin doslo k mirnému
zvySeni exprese mRNA téchto transportérii ve stievni tkani. OvSem Poruba et al. (2019)
prokazali vyrazné zvySeni exprese mRNA téchto transportéra v jatrech po podani této
kombinované diety, a to az 9nasobné (p <0,01). Vysledky této prace ukazuji, ze
samotny silymarin nema vyrazny vliv na expresi stfevnich genti Abcg5/8 u obou
zvifecich modelti metabolického syndromu. Naopak je tomu u atorvastatinu, ktery
zpusobil statisticky vyznamné sniZeni exprese Abcg8 ve srovnani s kontrolni dietou
(p <0,05). Tremblay et al. (2011) zjistili, Ze atorvastatin snizuje expresi tohoto genu
U hyperlidemickych pacienti az o 14 %. OvSem tento efekt nebyl pozorovan
u kombinované diety obsahujici atorvastatin i silymarin. SniZeni syntézy cholesterolu
statiny vede ke snizeni tvorby isoprenoidd, které reguluji aktivaci receptoru LXR.
Dochazi také ke snizeni exprese LXR, které vede k down-regulaci ABC transportéri.
Vétsina ABC transportéri je regulovana pravé LXR (Dean et al., 2001), a zfejmé proto
byla pozorovana snizena exprese Abcg8 po podani atorvastatinu. Bézné predepisované
statiny mohou down-regulovat expresi dalsich cilovych gent pro LXR, jako je Abcal
(Wong et al., 2004). Vysledkem snizené exprese téchto geni je snizeny efflux
cholesterolu z bunky. Vysledky této prace ukazuji, Ze dieta obsahujici silymarin nebo

atorvastatin nebo jejich kombinace nemaji zdsadni vliv na expresi genti Abcal i Abcbl
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u obou zvifecich modeli metabolického syndromu. Mirné zvysSeni v expresi genu
Abcal pozorovali Vecera et al. (2011) po podani silymarinu v kombinaci
s vysokocholesterolovou dietou u potkani kmene Wistar. NaSe vysledky ukazuji, Ze
pouze kombinovand dieta obsahujici silymarin a atorvastatin zplsobila mirné zvyseni
v expresi genu Abcal vporovnani skontrolou u HHTg potkant. Ovsem diky
interindividudlni variabilit¢ u pouzitych laboratornich zvifat je tato zména statisticky
nevyznamna. Gen Abcal koduje protein ABCAI, ktery je soucasti reverzniho
transportu cholesterolu. Zprostfedkovava transport volného cholesterolu a fosfolipida
ptes plazmatickou membranu do HDL c¢astic (Wang et Smith, 2014). Jak vysledky
ukazuji, experimentalni strava nemd zdsadni vliv na transport cholesterolu
zprostredkovany Abcal. Stejny efekt byl pozorovan u Abcbl, ktery koduje efluxni
transportér P-gp a je asociovan s eliminaci lipidu a 1é¢iv (Klein et al., 1999). Je sice
znamo, ze atorvastatin je silnym inhibitorem P-gp, a proto muze dochazet ke zvySené
biologické dostupnosti souc¢asné podanych 1é¢iv (Wessler et al., 2013), ale jak ukazuji

vysledky této prace, tato inhibice neni na urovni exprese genu Abcbl.

PrestoZze silymarin a atorvastatin maji prokdzané hypolipidemické ucinky, kazda
z téchto latek ovliviiuje jiné geny a pusobi tedy jinym mechanizmem. Silymarin
I atorvastatin vykazuji hypolipidemicky, hypocholesterolemicky efekt a zplsobuji
zvySenou koncentraci HDL cholesterolu v krevni plazmé (Ceéka et Urbanek, 2004;
Poruba et al., 2015a, 2019; Vecefa et al., 2011). Silymarin inhibuje translokaci SREBP,
ktery vede ke snizeni exprese Hmgcr, zatimco atorvastatin pfimo inhibuje HMGCR.
V této praci jsou zaznamendny velké rozdily v expresich u jednotlivych zvifat v ramci
skupiny. Je to déno velkou interindividuédlni variabilitou zvifat. Abychom dosahli
zajimavéjSich statisticky vyznamnych vysledki, bylo by zapotiebi pouzit vice zvifat ve
skupinach. Nicméng, dle zakonu Ceské republiky &. 359/2012 Sb. se snazime dodrzovat
tzv. koncenpci 3R (Replacement, Reduction, Refinement), kde R znamenaji pouziti
zvifat v pokusu pouze tehdy, neexistuje-li zadna jina alternativa, dale snaha 0 pouziti CO
nejniz§iho poctu zvifat v pokusu a zamezeni zbyte¢nému opakovani pokusti, a také

zjemnéni experimentu pomoci neinvazivnich technik, anestezie a analgezie.
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7 ZAVER

Cilem prace bylo zjistit, zda atorvastatin a silymarin ovliviiuji expresi mRNA gent
fidici homeostazu cholesterolu u potkanich modeli metabolického syndromu — potkan
kmene HHTqg a potkan kmene SHR-CRP. Strava obohacena o tyto latky méla podobny
efekt na expresi vybranych genli u obou zvifecich modeli. Rozdil byl jen u exprese
Hmgcr a Ldlr, které byly zaznamenany po podani experimentalni diety jen HHTg
potkanti. Diivodem muze byt, ze HHTg potkani na rozdil od potkani SHR-CRP trpi

zvySenou plazmatickou koncentraci TG.

Tato prace potvrdila G€inky samotnych latek na expresi Hmgcr. Atorvastatin sice
inhibuje protein HMGCR, ovSem tato inhibice neméla vyrazny vliv na expresi jeho
genu. Naopak silymarin vyrazné inhibuje gen Hmgcr zifejmé pies inhibici translokace
SREBP. Kombinace obou latek, atorvastatinu a extraktu silymarinu, zptisobila u HHTg
potkanti vyrazné zvySeni exprese Ldlr, ktery koduje LDL receptor zajistujici pfenos
extracelularnich ¢astic LDL, IDL a VLDL do bunék. Tato kombinované dieta by tedy

mohla pomoci v 1é¢bé dyslipidémie, ktera je jednim z faktorti metabolického syndromu.
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