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SOUHRN

Bakalatska prace se vénuje genovou expresi stievnich transportérit ABCG5 a ABCG8
na urovni mRNA u hereditarn¢ hypertriglyceridemickych potkand, ktefi byli na dieté
obohacené o silymarin nebo n-3 polynenasycené mastné kyseliny nebo na kombinované

dieté obsahujici ob¢ latky.

V literarnim piehledu je popsana problematika metabolického syndromu, ktery je
charakterizovan souborem rizikovych faktorti zptisobujici kardiovaskularni onemocnéni
¢i diabetes mellitus druhého typu. Jednim =z faktord metabolického syndromu
je hypercholesterolemie, tedy zvySena plazmaticka koncentrace cholesterolu. Pro
homeostazu cholesterolu je dilezitd spravna funkce transportnich proteinit ABCGS
a ABCGS8, které se podili na eliminaci cholesterolu z téla. Bylo zjiSténo, Ze n-3
polynenasycené mastné kyseliny samotné, ale i v kombinaci se silymarinem, tedy
extraktem z ostropestfce marianského (Silypbum marianum), zvysuji expresi mRNA
jaternich transportért ABCGS a ABCGS8. Ovsem otazkou je, zda ke stejnému efektu
dochazi i v tenkém stiev¢. Studie byla provedena na experimentalnim zvifecim modelu
metabolického syndromu — hereditarn¢ hypertriglyceridemickych potkanech. Tato
zvifata maji zvySenou plazmatickou koncentraci triglyceridl a jejich popisu se vénuje
i dalsi ¢ast literarniho piehledu V zavéru prvni ¢asti prace jsou uvedeny metody studia

exprese mRNA, piedevs§im princip metody real-time PCR.

Experimentalni ¢ast se vénuje stanoveni exprese mMRNA gentt Abcg5 a Abcg8 ve stievni
tkani potkana. Cilem prace bylo zjistit, jaka vliv ma silymarin a n-3 polynenasycené
mastné Kkyseliny na expresi MRNA stfevnich Abcg5 a Abcg8 a porovnat tento efekt
s efektem pozorovanym u jaternich transportéri. Vysledky ukazuji, ze silymarin a n-3
polynenasycené mastné kyseliny nemaji signifikantni vliv na expresi mRNA stievnich

transportéri ABCGS5/8. Mechanizmus ptisobeni vybranych latek je tedy pravdépodobné
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SUMMARY

This bachelor’s thesis deals with the mMRNA expression of intestinal transporters
ABCG5 and ABCGS in hereditary hypertriglyceridemic rats that were fed on a diet
supplemented by silymarin or n-3 polyunsaturated fatty acids or diet containing both

substances.

The issue of a metabolic syndrome is described in the literate review. It is characterized
by many risk factors that can cause cardiovascular diseases or diabetes mellitus type II.
One of those risk factors is hypercholesterolemia, the increased plasma concentration of
cholesterol. The correct function of transporters ABCG5 and ABCGS8 is important for
cholesterol homeostasis. They help to get rid of cholesterol out of the body. It was
recently observed that n-3 polyunsaturated fatty acids by themselves or combined with
silymarin, an extract from Milk thistle (Silypbum marianum), increase the mRNA
expression of hepatic ABCG5 and ABCGS8 transporters. But the question is, if the effect
on intestinal transporters will be the same. The study was carried out on the animal
experimental model of metabolic syndrome — hereditary hypertriglyceridemic rats. They
have an increased plasma concentration of triglycerides. One part of the literate review
is focused on the characteristic of these animals. Methods used for the determination of
MRNA expression, particularly the basic principles of the real-time PCR, are described

at the end of the theoretical part.

Experimental part is focused on determination of the mRNA expression of Abcg5 and
Abcg8 genes in intestinal tissue of rats. The aim of the study was to determine the effect
of silymarin and n-3 polyunsaturated acids on the mMRNA expresion of intestinal Abcg5
and Abcg8 and compare this effect with the effect observed on the transporters in the rat
liver. Results show that silymarin and n-3 polyunsaturated fatty acids have no
significant effect on the mMRNA expression of ABCG5/8 transporters in the rat intestine.

The mechanism of action of selected compounds is probably more complicated.
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SEZNAM SYMBOLU a ZKRATEK

ABC ATP vazajici protein (Adenosin triphospate-binding casette)
CCH Celkovy cholesterol

Cq Hodnota C; (treshold cycle)

DHA Dokosahexaenova kyselina

EPA Eikosapentaneova kyselina

HDL Lipoproteiny s vysokou hustotou

HHTg Hereditarné hypertriglyceridemicti potkani

HPRT Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferaza

LDL Lipoproteiny s nizkou hustotou

NBD Doména vazajici nukleotid

NCP1L1 Niemann-Pick C1-like 1 protein

PUFA Polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)
RT Reverzni transkripce

STD Standardni laboratorni dieta

TG Triglyceridy

TMD Transmembranovéa doména

vii



SEZNAM OBRAZKU

Obr. 1: Ostropestiec mariansky (Silybum marianum) ..........cccoccvvveiiieiicicciecce e 4

Obr. 2: Schématické znazornéni biologické funkce transportnich proteini ABCGS5/8

T AN O SRR 8
Obr. 3: Schematické zndzornéni transportnich proteint ABCG5 a ABCGS................... 9
Obr. 4. Hladina TG vkrevni plazmé u  normotriglyceridemické

a hypertriglyceridemické linie potkani na vysokosachar6zové diet¢ v odliSnych

ENETACICH .. 12

Obr. 5: Modelova amplifika¢ni kiivka ilustrujici bézné uZivanou nomenklaturu béhem

FEAI-TIME PCR ..ttt 15
Obr. 6: Schéma pipetovani cDNA na 384jamkovou mikrotitracni desticku. ................. 22

Obr. 7: Schéma pipetovani PCR smési s pfislusnymi chemikaliemi ze souprav TagMan

gene expression assay na 384jamkovou mikrotitraéni destiCku. ..........ccceviveiiiiiiennn, 22
Obr. 8: Schéma pipetovani cDNA na 1536jamkovou mikrotitracni desticku. ............... 25

Obr. 9: Schéma pipetovani PCR smési s pfislusnymi chemikaliemi ze souprav Tagman

Gene expression assay na 1536jamkovou mikrotitracni desticku. .........cccevvvverieieennnn. 26

Obr. 10: Hodnoty 24°! sledovanych gend transportnich proteini ABCG5 a ABCG8
Vv tenkém stfevé HHTg potkanil po ¢tyfech tydnech podavané diety. ..........ccoovvrvinnne 33

viii



SEZNAM TABULEK

Tab. 1: Slozeni SmEsi teMPIAt-PIIMEL. ....ccvveiiiieieee e 20
Tab. 2: Slozeni PCR smési s reverzni transkriptasou. .........cccovveiiniiiiiiiiniiiicninees 21
Tab. 3: Vypocet objemu pipetovaného do zdrojové desticky pro cDNA. ..........ccceeneees 23
Tab. 4: Vypocet objemu pipetovaného do zdrojové desticky pro PCR smés................. 24
Tab. 5: Objem jedné jamky na 1536jamkoveé destiCCe. ......ovvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiee i 27
Tab. 6: Podminky real-time PCR amplifikace.............cccoovriiiiiiiiiieee 27

Tab. 7: Koncentrace amira Cistoty izolované mRNA stanovené pomoci
spektrofotometru NanoPhotometr® NBO. ..........cccoevviieiieiicie e 30

Tab. 8: Normalizace vzorkl zpracovanych metodou 224% ke kontrolni hodnoté 1....... 32

Tab. 9: Priimér a smérodatné odchylky normalizovanych vzorkl zpracovanych metodou



1 UVOD

Metabolicky syndrom je soubor onemocnéni zpusobeny nékolika rizikovymi faktory,
které mohou vést ke vzniku diabetu druhého typu nebo kardiovaskularniho onemocnéni.
Jednim z mnoha faktori je i zvySena hladina cholesterolu. Vzhledem Kk riznym
faktoriim neexistuje jeden 1€k, ktery by vylécil metabolicky syndrom. Jsou ale latky,
které mohou ovlivnit nékteré ztéchto faktord. Mezi latky sjiz ovéfenym
hypolipidemickym u¢inkem lze zafadit silymarin, tedy extrakt z ostropestice
marianského (Mesheimish et al., 2007), ¢i n-3 polynenasycené mastné kyseliny
(Fukunaga et al., 2016).

Objev transportéri ABCGS a ABCGS, které jsou zodpoveédné za eliminaci cholesterolu
a rostlinnych sterolti z organizmu, umoznil studovat latky, které mohou ovlivnit jejich
expresi na riznych urovnich. Latky zvySujici expresi transportéri ABCGS5/8 na urovni
mRNA i na urovni proteinu by mohly pomoci v 1é€bé metabolického syndromu. Pro
studium metabolického syndromu byl vysSlechtén zvifeci experimentalni model — tzv.
HHTg potkan, ktery ma zvySenou plazmatickou koncentraci triglyceridt (TG). Tento
model byl wvyuzit pii studiu (data nepublikovana) vlivu silymarinu, n-3
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) a jejich kombinace na expresi mRNA
Abcg5 a Abcg8 vjaterni tkani HHTg potkana. Zjistilo se, Ze samotné PUFA
zpusobuji zvySeni v expresi mRNA jaternich gent Abcg5 i Abcg8. Studie navic
ukazala, ze kombinace PUFA se silymarinem jesté podporuje zvyseni v expresi mMRNA
obou jaternich genii. Cilem této prace je tedy zjistit, zda PUFA a silymarin maji stejny
efekt na expresi mRNA gent Abcg5 a Abcg8 ve stievni tkani u stejnych laboratornich

zvirat.



CILE PRACE

Vypracovani reSerSe zaméfené na vlastnosti transportnich proteinit ABCGS
a ABCG8 a moznosti jejich ovlivnéni.

Stanoveni exprese stfevnich transportéri ABCG5 a ABCG8 na urovni mRNA
u HHTg potkanti pomoci real-time PCR.

Porovnani vysledkli mezi jednotlivymi skupinami potkant, liSicimi se podavanou

stravou. Statistické vyhodnoceni vysledki.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom je oznaceni pro soubor metabolickych rizikovych faktort, které
zpusobuji vznik kardiovaskularnich onemocnéni a diabetes druhého typu (Mottillo et
al., 2010). Kritéria pro diagnostiku metabolického syndromu byla stanovena
Mezinarodni diabetologickou federaci (International Diabetes Federation). Je zde
zarazeno pét kritérii, z nichz musi pacient spliiovat minimaln¢ tfi, aby se mohlo mluvit
0 metabolickém syndromu. Kritéria zahrnuji $ir§i obvod pasu, zvySené hladiny TG,
snizené hladiny lipoproteini s vysokou hustotou (HDL), hypertenze azvySena

koncentrace krevni glukézy.

Cim dél &ast&ji se dava vétsi diraz na viscerdlni obezitu, kterd je hlavnim znakem
tohoto syndromu. Visceralni obezita je méfena obvodem pasu aje ukazdé etnické
populace jina (Alberti et al., 2005). V evropské populaci je zvySené riziko vyskytu
metabolického syndromu pifi obvodu pasu vy$$im nez 90 cm u muzi a vySSim nez
80 cm u zen. Pokud je obvod pasu u muzi vyssi nez 102 cm a U Zen vyssi nez 88 cm,

riziko se podstatné zvysuje (Alberti et al., 2009).

Nejbéznéjsim  symptomem metabolického syndromu je dyslipidemie, porucha
metabolizmu tukti. Dyslipidemie je charakterizovana zvySenou hladinou TG, celkového
cholesterolu (CCH), lipoproteinti s nizkou hustotou (LDL) a snizenou hladinou HDL
v krevni plazmé (Poruba et al., 2015a). Celkova plazmaticka hladina cholesterolu je
dana koncentraci obou HDL a LDL lipoproteinii. Castice LDL transportuji cholesterol
z jater do perifernich tkani a maji vysokou aterosklerotickou aktivitu, zatimco HDL
Castice maji antiaterosklerotickou aktivitu amaji dilezitou roli pfi transportu

cholesterolu z okolnich tkani zpét do jater (Poruba et al., 2015b).

Mezi dal$i faktory patfi inzulinova rezistence, kdy i pfes produkci inzulinu beta
bunkami slinivky bfisni nedochazi v téle ke snizovani krevni glukozy. U téchto pacienti

se muze ¢asem rozvinout diabetes druhého typu.
Vyse zminéné faktory jsou nejbéznéjsimi riziky vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni
jako je ateroskler6za, ucpavani tepen, infarkt myokardu, mrtvice nebo periferni cévni

onemocnéni (Weber et Noels, 2011).



3.2 Alternativni 1é¢ba

Vzhledem Kk rozmanitym faktorim, které mohou vzajemné zpusobit vznik
metabolického syndromu, neexistuje jeden 1€k, ktery by vSechny pozitivn€ ovlivnil.
Presto lze pouzit extrakty z rostlin s vysokym obsahem polyfenoli jako podptrnou
1é¢bu metabolického syndromu. Pro tyto ucely je vyuzivan ostropestiec mariansky

(Silybum marianum) z ¢eledi hvézdnicovité (Asteraceae).

Obr. 1: Ostropestiec mariansky (Silybum marianum) (pievzato z publikace Qavami et.
al, 2013).

Dalsimi latkami, které pozitivné ovliviiuji n€které z faktori metabolického syndromu,
jsou polynenasycené mastné kyseliny (PUFA). Jiz v roce 1930 bylo zjisténo, ze n-6
PUFA jsou esencidlni v lidské potravé. Pozdéji byly spojeny s prevenci aterosklerozy

a s jejich schopnosti snizovat hladinu cholesterolu v krevni plazmé (Dyerberg, 1986).

3.2.1 Silymarin

Silymarin je standardizovany extrakt ziskany ze semen ostropestice marianského
(Silybum marianum). Ostropestiec mariansky je jednoleta nebo dvouleta bylina z Celedi
hvézdnicovité (Asteraceae), ktera roste ve sttedomoiském pasmu, ale 1V suchych

oblastech stfedni Evropy, Severni a Jizni Ameriky, stfedni a vychodni ¢asti Asie a jizni
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Australie (Radjabian a Huseini, 2010). Jiz po staleti se uzivaly extrakty z téchto semen
na potize se zazivacim traktem a jatry, ato vSe diky jeho antioxida¢nim vlastnostem
(Valenzuela et Garrido, 1994). Dnes dostupny standardizovany extrakt ze suSenych
plodl (semen) ostropestice obsahuje pfiblizné 60 % silymarinu. Silymarin se pak dale
sklada ptredevsim ze 4 strukturalnich flavolignanovych izomerd: silybin (50-60 %),
isosilybin (ptiblizné 5 %), silikristin (ptiblizné 20 %) a silydianin (pfiblizn¢ 10 %), ale
i dalsich slozek jako taxifolin (5 %). Hlavni u¢innou slozkou silymarinu je silybin
a predpoklada se, ze je zodpovédny za mnoho pozitivnich vlastnosti silymarinu (Saller
et al., 2007).

Pfi vazné dyslipidemii by se mohl pouzit silymarin jako dopln¢k 1éEby, protoze sniZuje
mnozstvi TG a CCH a zvySuje HDL cholesterol v krevni plazmé. ZvySeni plazmatické
koncentrace HDL cholesterolu je také povazovano za prevenci kardiovaskularnich
chorob, nebot’ HDL cholesterol se podili na zpétném transportu cholesterolu do jater.
Na eliminaci cholesterolu z organizmu se podili tzv. ABC transportéry (ABCGS
a ABCGS), které jsou také pozitivné ovlivnény pravidelnou davkou silymarinu ve
stravé (Poruba et al., 2015a). Silymarin ma pozitivni vliv i na metabolizmus glukézy.
Huseini et al. (2006) prokazali, ze silymarin znatelné¢ snizuje hladinu TG a zlepsuje

toleranci glukozy u pacienti trpicich diabetem druhého typu.

Nevyhodou standardizovaného extraktu silymarinu je jeho nizk4 biologicka dostupnost
(ptiblizné 2 % z davky), ktera je zptisobena jeho $patnou rozpustnosti ve vodé. Nizka
biologicka dostupnost silymarinu tak limituje jeho terapeutické vyuziti. Pro tyto Gcely
byla vytvofena jina forma tohoto extraktu, kterda ma vyssi biologickou dostupnost.
Jednou z moznosti, jak zvysit biologickou dostupnost latky, je jeji mikronizace, ktera
zlepSuje vstiebatelnost doplikd stravy i1é¢iv. Druhou variantou je vyvoj 1éCiva ve
form¢ fytozomt, tedy ve formé&€ komplexu léciva ¢i pfirodnich aktivnich latek
s fosfolipidy. Mikronizovana forma silymarinu zvySuje biologickou dostupnost az
085 % Vv porovnani se standardnim extraktem. Silymarin ve form¢ fytozomt ma pak

biologickou dostupnost az Sestkrat vyssi (Poruba et al., 2015b).

3.2.2 Polynenasycené mastné Kkyseliny

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) patii do rodiny piirozené se vyskytujicich
kyselin. Jsou jednoduse ziskavany z kazdodenni potravy. Hlavnimi zdroji n-6 PUFA

jsou rostlinné oleje ze slunec¢nice, kukutice nebo fepky. Hlavni slozkou téchto olejil je



kyselina linolova s funkénim vzorcem C;7H3;COOH. Jejich nazev n-6 je odvozen od
polohy prvni dvojné vazby na uhlikatém fetézci pocitajici od konce, zde je tedy prvni
dvojna vazba na C6 od konce. Od kyseliny linolové jsou pak odvozeny n-3
polynenasycené mastné kyseliny, dokosahexaenova (DHA) a eikosapentaenova (EPA),
které tvoti hlavni ¢ast PUFA v moiskych rybich olejich. Poloha prvni dvojné vazby je
tedy u téchto kyselin na C3 od konce (Calder, 2004). Polynenasycené mastné kyseliny
jsou esencialni mastné kyseliny se schopnosti snizovat cholesterol v krevni plazmé.
Pivodné nebyly n-3 polynenasycené mastné kyseliny povazovany za esencidlni. Zlom
vSak nastal v 50. a 60. letech, kdy bylo zjisténo, Ze rybi oleje snizuji cholesterol jeste
vice nez ty rostlinné. V roce 1972 byl pak jejich pozitivni ucinek potvrzen pii 1é¢bé
srdeéni aterosklerozy, kdy byla pouzita strava bohata na motské plody (Dyerberg,
1986).

3.2.2.1 N-3 polynenasycené mastné kyseliny DHA a EPA

Hlavnimi slozkami rybich oleji jsou piedevsim kyseliny DHA a EPA. Konzumace
téchto dlouhych fetézci n-3 PUFA slouzi k ochrané proti patologickym procestim, které
vedou ke kardiovaskularnim onemocnénim (aterosklerdza), a procestim, které mohou
zpasobit smrt (infarkt myokardu, mrtvice). Retézce n-3 PUFA také snizuji hladinu TG
procesy ve sténach cév. Pisobenim na vSechny tyto faktory mize vést ke sniZeni rizika
vzniku aterosklerozy. Na zaklad¢é prospésnych vlastnosti n-3 PUFA mohou tyto latky
preventivné uzivat pacienti, kteti jiz prodélali infarkt myokardu (Calder, 2004).

Polynenasycené mastné kyseliny odvadi mastné kyseliny z TG k oxidaci a zaroven
pozitivné reguluji expresi gent kodujici proteiny, které se podili na oxidaci mastnych
kyselin. Soubézné negativné reguluji geny kodujici proteiny podilejici se na syntéze
lipidt. Dokonce zpusobuji ukladani glukézy ve formé glykogenu, ¢imz ovliviji hned
nékolik faktord zpusobujicich metabolicky syndrom asnizuji riziko vzniku

kardiovaskularnich onemocnéni (Clarke, 2001).
3.3 ABC proteiny

Proteiny s oznacenim ABC (Adenosin triphosphate-binding cassette proteins) patii do
jedné z nejvétsich superrodin proteind. Jsou pfitomny ve vSech zivych druzich od

Archaea az po Homo sapiens sapiens. Jsou rozeznavany podle dlouhé oblasti, ktera na



sebe vaze adenosintrifosfat (ATP). Tato oblast je slozena piiblizn¢ ze 100 aminokyselin.
Proteiny ABC katalyzuji Siroké spektrum fyziologickych funkci, ale vétSina z nich se

podili na transportu, proto se jim také fika transportéry.

Transportéry ABC obsahuji jednu nebo dvé domény vazajici ATP neboli domény
vazajici nukleotid (NBD), ajednu nebo dvé transmembranové domény (TMD).
Transmembranové domény obvykle tvoti Sest a-helixii prochazejicich pfes membranu.
Asociace jedné TMD s jednou NBD dava vznik polovi¢nimu ABC transportéru, tudiz
ABC transportéry pracuji jako homodimery nebo heterodimery. Rodiny ABC
transportérti prenasi rtizné substraty proti jejich koncentratnimu gradientu pomoci
energie ziskané z hydrolyzy ATP. Prokaryotické ABC transportéry délime na exportéry
1 importéry, zatimco u eukaryotickych transportért jsou zatim znamy jen exportéry. 45
lidskych a mysich ABC proteinll, zahrnujici exportéry a netransportni proteiny, bylo
rozdéleno do sedmi podrodin oznafeny pismeny A az G. Zvlastni vlastnosti ABC
proteinti je jejich spojeni s vyskytem riznych onemocnéni (Goffeau et De Hertogh,
2013).

3.3.1 Transportni proteiny ABCG5 a ABCGS8

Cholesterol je esencialni slozkou savéich bunéénych membran a hraje zasadni roli
Vv embryonickém vyvoji, diferenciaci bunck, vedeni nervovych impulzt, fluidité
membrany a syntéze steroidii. Proto je normalni hladina cholesterolu pro lidské zdravi
velmi dilezitd. Na druhou stranu pfili§ mnoho cholesterolu vede k patologickym
nasledkim. Nekontrolovana tvorba cholesterolu v bunikach vede k poruse membran
aurychluje apoptéozu. Akumulace cholesterolu v krvi zplsobuje hyperlipidemii
a aterosklerotické kardiovaskularni onemocnéni, které je jedno z nejcastéjSich pficin
smrti na celém svété a miize vést k predasnému propuknuti Alzheimerovy choroby

(Barton, 2013).

Cholesterolova homeostaza je v téle udrZzovana piedevsim de novo syntézou, intestinalni
absorpci, Zlucovou a fekalni exkreci. Ke snizeni plazmatické hladiny cholesterolu je
zapotiebi snizit absorpci cholesterolu nebo zvysit jeho eliminaci. Klicovou roli
Vv absorpci cholesterolu ma specificky transportni protein Niemann-Pick Cl1-Like 1
(NPC1L1). Tento protein zprostfedkovava absorpci cholesterolu ve stfevé a resorpci
cholesterolu ze zluce. Inhibitorem transportniho proteinu NPCIL1 je klinicky uzivany

ezetimib, jehoZ pusobenim dochéazi ke sniZeni absorpce cholesterolu v tenkém stfeve



a zaroven blokaci jeho resorpce ze zluce zpét do hepatocyti (Krysiak et al., 2014).
Pravym opakem NPCI1LI1 jsou heterodimery ABC transportnich proteint podrodiny G,
zastupci 5 (ABCG5) a8 (ABCGS). Tyto transportni proteiny jsou lokalizovany na
apikalni membrané enterocytd s klky a na kanalikularni membrané hepatocyti. Staraji
se 0 zpétnou exkreci absorbovaného cholesterolu a rostlinnych steroltit z bunky (tedy
enterocytu nebo hepatocytu). Pusobi jako effluxni pumpy, které ve vysledku snizuji
absorpci cholesterolu z lumen stieva, zatimco v jatrech zvysuji jeho sekreci do Zluce.
Snizuji tedy obsah cholesterolu v plazmé, coZz opét prispiva ke snizeni rizika vyskytu

ateroskler6zy. (Stender et al., 2014).

Ateroskleroéza
Sténa cévy

~

ABCG5/8 ABCG5/8

Enterocyt Hepatocyt

Krev

= Cholesterol

Obr. 2: Schématické znazornéni biologické funkce transportnich proteini ABCGS5/8
a NPC1L1 (schéma sestaveno na zaklad¢ publikace Stender et al., 2014).

3.3.1.1 Struktura ABCG5 a ABCGS8

Geny transportnich proteinit ABCG5 a ABCGS8 se nachdzi na chromozomu 2p21.
Kazdy gen je sloZen ze 13 exont a 12 intrond. Oba geny koduji dva odliSné proteiny
ABCGS5 (sterolin-1) a ABCGS8 (sterolin-2). Kazdy protein ma pobliz N konce vazebné
misto pro ATP, TMD tvotfenou 6 helixy a NBD. Doména vazajici nukleotid obsahuje
dva konzervativni peptidové motivy (Walker A a B) a konzervativni oblast, specificka

pro ABC proteiny, jako je znazornéno na Obr. 3 (Yu et al.,, 2014). Pokud jsou
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transportéry exprimovany samostatné, nejsou funkéni. Aby ziskaly transportni funkci

pro steroly, musi tvofit heterodimery.

TMD s 6 a-helixy

Extracelularni prostor
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vv\inhvqubv
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v-vVSv\vv\vbiuVr\vthvaVer

Intracelularni prostor
(‘

NBD B Walker A

B Konzervativni oblast
e Walker B

Obr. 3: Schematické znazornéni transportnich proteini ABCGS a ABCG8 (pievzato

aupraveno z Yu et al., 2014).

NBD: doména vazajici nukleotid, N: N-terminus, C: C-terminus, TMD: transmembranova

doména

3.3.1.2 Regulace a ovlivnéni genové exprese Abcg5 a Abcg8

Exprese mRNA gent Abcg5 a Abcg8 je primarné regulovana na urovni transkripce. Za
hlavni regulator exprese MRNA Abcg5 a Abcg8 je povazovan jaterni X receptor a
(LXRa). Jedna se o ligandem aktivovany jaderny transkripéni faktor, ktery se podili na
kontrole metabolizmu lipida (Yu et al., 2014). Dalsim jadernym transkripénim faktorem
je transkrip¢ni faktor 4a v hepatocytech (HNF4a) a GATA-vazajici protein 4 (GATA4)
(Sumi et al., 2007).

Kim et al. (2012) dokazali u transgennich mysi exprimovat gen Fat-1 ziskany z had’atka
obecného (Caenorbabditis elegans), ktery koduje enzym desaturasu, uplatiujici se
v metabolizmu PUFA. Tento enzym, ktery se nenachazi u savcd, je schopen pfeménit n-
6 PUFA na n-3 PUFA. U Fat-1 transgennich mysi byla zvySena exprese jaterni mRNA
genll Abcg5 a Abcg8 po podani diety s vysokym obsahem tuku. Vysvétlenim pro tuto
zvySenou expresi je aktivace HNF4a, kterd byla v této studii detekovana. Dle této studie

jsou n-3 PUFA povazovany za pozitivni regulatory exprese MRNA Abcg5 a Abcg8



(Kim et al., 2012). Metabolizmus cholesterolu je také ovlivnén hormonem §titné zlazy,

trijodthyroninem, ktery zvysuje genovou expresi jaternich Abcg5 a Abcg8.

Dalsi pozitivni vliv na expresi transportnich proteini ABCGS5 a ABCGS v jatrech maji
plody palmy euterpe brazilské (Euterpe oleracea), diky nimz se zvysila exprese mRNA
Abcg5 a Abcg8 u potkantl, kteti méli potravou indukovanou hypercholesterolémii, tedy
zvysenou hladinu cholesterolu (de Souza et al., 2012). Také rybi tuk, ktery je bohaty na
n-3 PUFA, vyznamn¢ indukuje expresi mMRNA Abcg5 a Abcg8 u potkant (Takahashi,
2011).

Vecera et al. (2011) testovali potkany, kterym byla podavana potrava obohacena
o cholesterol asilymarin. Tato studie téz prokazala zvySeni exprese transportnich
proteini ABCGS5, ABCG8 i ABCAL v jatrech u studovanych potkant. Transportér
ABCAL1 se podili na transportu cholesterolu k HDL ¢asticim. Studie prokazala, ze
silymarin reguluje metabolizmus lipidd nejen diky své schopnosti regulovat absorpci
cholesterolu z tenkého stfeva (Sobolova et al., 2006), ale také pravdépodobné

ovlivnénim exprese mMRNA téchto tii transportnich proteini (Veceta et al., 2011).

Bakterialni endotoxin ma také vliv na expresi transportétt ABCGS5/8. Endotoxin je
lipopolysacharid, ktery pfispiva k zanétlivym procesim. Je hlavni slozkou vné&jsi
membrany gramnegativnich bakterii a je uvolnén az po bunééném de¢leni bakterialnich
bunék nebo pii jejich lyze. U mysi, kterym byly podavany malé davky
lipopolysacharidu, dochazelo ke sniZeni eliminace cholesterolu do Zluce, stejné tak i ke

snizeni exprese jaternich transportéri ABCG5 a ABCG8 (Khovidhunkit et al., 2003).
3.3.1.3 Sitosterolémie a role v ateroskleroze

Piipadnd mutace genli na chromozomu 2p21, které¢ koduji transportéry ABCGS
a ABCGS8, a nasledny nedostatek jejich exprese ma za nasledek autozomalné recesivni
onemocnéni zvané sitosterolémie. Pacienti stimto onemocnénim vykazuji vyrazné
zvySené hladiny fytosteroli a jen lehce zvysené hladiny cholesterolu v plazmé. To je
dano hyperabsorpci prirodnich steroli a cholesterolu ztenkého stieva a jejich
redukovanou exkreci do zluce. Mezi nejcastéjsi fytosteroly patii sitosterol, stigmasterol

a kampesterol.

Pacienti stimto onemocnénim jsou predevsim ohrozeni pfedCasnym rozvojem
ateroskler6zy a zvysenym rizikem vzniku kardiovaskularniho onemocnéni (Salen et al.,

2002). Ale ne vzdy hrozi toto riziko, napt. fepkovy olej obsahujici fytosteroly piispiva
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naopak k ochrané proti aterosklerogenezi. V fepkovém oleji jsou kromé fytosterolt také
obsazeny latky s vysokou biologickou aktivitou, napt. polyfenoly, tokoferoly (znamé
jako vitamin E) ¢i koenzym Q (Xu et al., 2011). Bylo prokazano, Ze hladina rostlinnych
sterolti tedy nekoreluje stvorbou ateroskler6z, proto neni jejich aterogenni ucinek

presn¢ znam (Brown et Yu, 2009).

Sitosterolémii Ize 1&Cit ezetimibem, ktery funguje jako inhibitor NPC1L1 transportéru.
Jeho hypolipidemicky ucinek se vyuziva pii dysfunkci transportérai ABCG5 a ABCGS8.
Sitosterolémie je vSak velmi vzacné onemocnéni a na celém svété je prokazano asi 100

ptipadt (Matuskova et al., 2014).

Inhibice zpétného transportu cholesterolu z bunék muze piispivat k ukladani
cholesterolu v tepnach, zvlasté u pacienti trpicich obezitou, diabetem 2. typu nebo

metabolickym syndromem (McGillicuddy et al., 2009).
3.4 HHTg potkani

Hypertriglyceridémie je rizikovym faktorem onemocnéni tepen aucastni se vzniku
aterosklerozy ahypertenze. Jeji pfitomnost souvisi i s dal§imi metabolickymi
poruchami, jako je inzulinova rezistence nebo snizeny HDL-cholesterol. VSechny tyto
poruchy se fadi mezi symptomy metabolického syndromu a patii mezi nejvyznamnéjsi
rizika kardiovaskularnich chorob. Z tohoto divodu byl vyslechtén potkan, ktery ma
zvySené plazmatické koncentrace TG. Tento potkan se oznacuje jako HHTg
(hereditarn¢ hypertriglyceridemicky) a slouzi ke studiu poruch metabolického
syndromu (Zicha et al., 2006).

3.4.1 Vznik modelu

Model HHTg potkana byl vyslechtén v Praze v Institutu klinické a experimentalni
mediciny (IKEM) a byl vysSlechtén jako geneticky model lidské hypertriglyceridémie
z potkanti kmene Wistar. Doc. Antonin Vrana et. al (1990) pozorovali béhem svého
experimentu, ze vysokosachar6zova dieta vede u potkanti k riznym metabolickym
a dalSim patologickym zménam. Nejvetsi zména byla v plazmatické hladiné TG. Jelikoz
koncentrace TG byla piiliS vysoka, zkftizil tii pary potkant s nejvyssi plazmatickou
hladinou TG atii pary naopak snejniz§i hladinou. Timto kfiZzenim vznikla
,hormotriglyceridemicka™ a ,hypertriglyceridemicka™ linie. Jejich potomci byly do

desaté generace kiiZeni ve vztahu bratranec x sestienice, apoté kiiZeni ve vztahu
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bratr x sestra (Klimes et al., 1995). Protoze je normotriglyceridemicka linie méné
fertilni @ pomalu vymira, zacali se tito Wistar potkani pouzivat jako kontroly (Vrana et.
al, 1993). Na Obr. 4 je patrny velky rozdil v hladiné triglycerid mezi patnactou

generaci HHTg potkant a normotriglyceridemickou kontrolou.

:I Normotriglyceridemici

6 . Hypertriglyceridemici I
0 HI HI ]

Rodice 5. generace 15. generace

=N
|

-2

Hladina triglyceridd v plazmé {mmol/|

Obr. 4. Hladina TG vkrevni plazmé u  normotriglyceridemické
a hypertriglyceridemické linie potkanli na vysokosachar6zové diet¢ v odlisSnych

generacich (pfevzato a upraveno z Vrana et Kazdova, 1990).

3.4.2 Charakteristika HHTg modelu

Hereditarné hypertriglyceridemicti potkani byly vytvofeni jako novy geneticky model
pro studium metabolickych  abnormalit. Tito HHTg potkani  vykazuji
hypertriglyceridémii, poruchy tolerance glukodzy, hyperinzulinémii a inzulinovou
rezistenci, aniz by tyto pfiznaky byly zpusobeny pfijimanou potravou. Pfijem
vysokosacharozové diety vSak mize tyto ptiznaky prohloubit a zhorsit jejich ucinek.
Maji vSak normalni hladiny plazmatického CCH. Na rozdil od lidi, u kterych doslo
k témto symptomiim, nevykazuji tito potkani sklony k obezité (Klimes et al., 1995).

Dale byly u téchto potkanti zjistény vyssi hodnoty systolického, diastolického
a stfedniho tlaku, které koreluji s hladinou TG v krevni plazmé a se zvySenym obsahem
sodiku v erytrocytech. Systolicky tlak je u HHTg potkanti piiblizné 165 mm Hg,
zatimco u kontrolnich Wistar potkanti 120 mm Hg. Diastolicky tlak je u HHTg potkant
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okolo 115 mm Hg, u Wistar potkant je pfiblizn¢ 90 mm Hg (Stolba et al., 1992).
Krevni tlak byva vyssi u samcti nez u samic HHTg potkanti, tudiz je hypertenze
studovana spiSe na samcich (Kunes$ et al., 2002). Tento rozdil je zptisoben piedevsim

odliSnym fenotypem pohlavi, kdy vzrGstem vétSi samci maji vice TG Vv plazmé

(Kadlecova et al., 2008).

Endogenni hypertriglyceridémie je u HHTg potkant pfitomna na lacno i postprandialné.
V jatrech je =zvySena lipogeneze. ZvySend sekrece TG zjater anezménéna
postheparinova plazmaticka aktivita lipazy poukazuji na hyperprodukéni typ

hypertriglyceridémie u HHTQ potkant (Klimes et al., 1995).

Test na toleranci glukézy po 60 a 120 min po podani 1 g glukézy na kg vahy prokéazal
zvySeni glykémie se zvySenou koncentraci inzulinu v krevni plazmé. Timto byla
prokazana porucha v aktivité inzulinu (Stolba et al., 1992). SniZeni schopnosti inzulinu
muze byt vysledkem redukce Schopnosti inzulinu piijimat glukézu do cilovych tkani,
nebo snizeni poétu glukoézovych transportéru (pifedevsim GLUT4) (Sebokova et al.,
1995).

3.5 Metody studia exprese mRNA

3.5.1 lzolace mMRNA

Aktivita genu je charakterizovana jeho transkripci do mRNA, kterd je prvnim krokem
vedoucim k syntéze specifického proteinu. Existuje mnoho zplsobl izolace mRNA,
Z nichz jedna je s pouzitim RNA lyza¢niho pufru, ktery obsahuje guanidiumthiokyanat.
Tento pufr slouzi k ziskani velmi kvalitnich RNA vzorkd. Diky jeho chaotropnim
nukleovych kyselin byl objev silica filtri, které obsahuji sklenéna mikrovldkna. Ta jsou
umisténa na dné malé plastové kolony, ktera je vlozena do 1,5 ml mikrocentrifugaéni
zkumavky. Na membranu jsou poté navazany molekuly mRNA a zbytky molekul DNA
jsou denaturovany piidanim enzymi deoxyribonukleas (Farrell, 2010). Mensi molekuly

RNA s méné nez 200 nukleotidy jsou eliminovany.

3.5.2 Syntéza cDNA

Izolovana mRNA nemize byt pouzita jako templat pro PCR amplifikaci, a proto musi
byt pfepsana do komplementarni jednovlaknové molekuly DNA (cDNA). Molekula
cDNA je stabilnéjsi nez molekula RNA. cDNA je produkt reverzni transkripce, ktera je
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katalyzovana enzymem reverzni transkriptasa (Bustin, 2000). Pro tuto reakci obvykle
sta¢i méné nez 1 pug RNA. Poté je cDNA amplifikovana pomoci real-time PCR.

3.5.3 Real-time PCR

Klasicka polymerazova tetézova reakce neboli PCR slouzi k amplifikaci produktu
(amplikonu), ktery je po skonceni detekovan elektroforeticky. Oproti klasické PCR,
kvantitativni real-time PCR zajistuje spolehlivou detekci a méfeni generovanych
produktii v kazdém cyklu PCR reakce béhem exponencialni faze. Odtud pochézi nazev
real-time PCR neboli polymerazova fetézova reakce v realném case. Kvantifikace
mnozstvi molekul nukleovych kyselin je dilezitd pfi detailnim studiu genové exprese

nebo diagnostice nékterych patogend.

K detekci amplifikovanych produkti v pribéhu PCR se vyuzivaji interkalaéni barviva
schopné se véazat na DNA, fluorescencné¢ znacené sondy vazajici se na stiedni cast
amplifikovaného produktu, nebo fluorescenéné znaéené primery (Smarda et al., 2005).
Mezi bézn€ pouzivanad fluorescenéni barviva patii SYBRGreen nebo hydrolyzacni
sonda Tagman. Tagman sondy maji na 5°-konci fluorofor a na 3‘-konci zhase¢. Pokud
je cilova sekvence pfitomna, sonda na ni nasedne a pak je hydrolyzovana diky 5°-3°
exonukleasové aktivité Taq polymerasy béhem exponencialni faze. Odpojeni zhasece
od fluoroforu zvySuje fluorescenci. Tento proces se opakuje v kazdém cyklu a vede
K narGstu fluorescence, jehoz intenzita koreluje s mnozstvim amplikond. Narust
fluorescence béhem reakce PCR je detekovan pomoci modifikovaného piistroje —
termocykleru. Software, ktery je soucasti pfistroje, pak diky ziskanym emisim
fluorescence béhem PCR amplifikace vytvaii amplifikaéni kiivku, ktera umozinuje
porovnat pribéh reakce u analyzovanych vzorkll a na zéklad€ jejiho pribéhu stanovit

tzv. hodnotu C; (Arya et al., 2014).

Podle fluorescencni aktivity 1ze amplifika¢ni kiivku real-time PCR rozdélit do tii fazi

(Obr. 5):

1. Faze pozadi (baseline): Koncentrace amplifikovaného produktu je velmi nizka,
tudiz je detekovan slaby fluorescencni signal.

2. Exponencialni faze: Dochazi k exponencidlnimu rastu PCR produkti atim
i fluorescence.

3. ,,Plato” faze: Systém je nasycen. Amplifikace se snizuje az nedochazi k tvotreni

dalsich amplikont.
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Obr. 5: Modelova amplifikacni kfivka ilustrujici bézné uzivanou nomenklaturu béhem

real-time PCR (upraveno a pievzato z Arya et al., 2014).

ARn: fluorescence produktu v dany bod — fluorescence pozadi, Ci: cyklus, kdy fluorescence

ptekroc¢i prahovou hodnotu detekce (treshold cycle).

V prvnich cyklech PCR je detekovan pouze slaby fluorescencni signal. Nejdilezitéjsi je
cyklus C; (treshold cycle), kdy fluorescence piekroc¢i tzv. prahovou hodnotu detekce.
Zvyseni fluorescence nad hodnotu C; znaci pocatek detekce hromadiciho se produktu
(Dudova et Hajek, 2008). Cim vice templatu se nachazi na zacatku reakce, tim méné
cykll je potieba k dosazeni bodu, kdy fluorescence doséhne detekovatelnych hodnot.
Hodnota C; je fazena vzdy do prvnich cykli exponencialni faze amplifikace. Na konci
exponencialni faze je mnozstvi reaktanti limitovano, rychlost amplifikace se snizuje,
dokud PCR reakce negeneruje nové PCR produkty. To je hlavnim diivodem, pro¢ se
pracuje s hodnotou C; Méfeni pocate¢niho poctu kopii je spolehlivéjsi nez méfeni
koncového mnoZstvi nahromadéného produktu. Béhem exponencidlni faze neni Zadna

z reakénich slozek limitovana, a proto jsou C; hodnoty dobie reprodukovatelné pro

opakované pokusy se stejnym pocatecnim mnozstvim (Arya et al., 2014).

Existuji dva typy kvantifika¢ni strategie — absolutni a relativni. Absolutni kvantifikace
slouzi ke stanoveni ptesného poctu kopii templatu ve vzorku, zatimco relativni
stanoveni slouzi ke sledovani zmén mnozstvi templatu mezi vzorky vzhledem k interni

kontrole. Jako interni kontrola se vyuziva tzv. housekeeping gen, ktery ma podobnou

15



hladinu exprese Vv jednotlivych testovanych vzorcich. Nejéastéji se pouzivaji geny pro
albumin, B-aktin, B-globin nebo Hprt (Dudova et Hajek, 2008). Pro relativni stanoveni
genoveé exprese se nejvice vyuziva komparativni C; metoda znaméjsi jako metoda 27AACt
Tato metoda vyuziva nékolik predpokladd, vcetné toho, Ze se ucinnost PCR blizi
hodnoté 1 a ze ucinnost PCR cilového genu je podobna té interniho genu (Schmittgen et
al., 2008).
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4 MATERIAL a METODY
4.1 Biologicky material

Jako biologicky material byla pouzita cast tenkého stfeva ziskana z 23 samcu
hereditarné hypertriglyceridimického (HHTQ) potkana (stafi 3 mésice, hmotnost 340-
350 ). Zvitata byla chovana za standardnich laboratornich podminek s volnym
pristupem ke krmivu a vodé. Laboratorni zvifata byla rozd€lena do ¢tyf skupin, pii¢emz
ve tfech skupinach bylo Sest jedinci a v posledni pét. Potkani byli krmeni standardni
laboratorni dietou (STD; kontrolni skupina) a v pfipad¢ tfi experimentalnich skupin byla
STD obohacena o mikronizovany silymarin (1 % v STD), 0 smés n-3 polynenasycenych
mastnych kyselin EPA a DHA (300 mgkgden™), nebo kombinaci mikronizovaného
silymarinu asmési EPA a DHA. Po &tyfech tydnech byla zvifata dekapitovana,
exsanguinovana a ¢asti odebranych organt byly ihned vlozeny do stabiliza¢niho pufru

a poté zamrazeny na -70 °C pro pozdé&jsi pouziti k analyze.

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

4.2 Pouzité soupravy a chemikalie

Pouzité chemikalie

o ABCG5 TagMan® Gene Expression Assays (Kat. ¢. Rn01499073_ml, Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornie, USA)

o ABCG8 TagMan® Gene Expression Assays (Kat. ¢. Rn00590367_m1, Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornie, USA)

o HPRT TagMan® Gene Expression Assays (Kat. ¢. Rn01527840_m1l, Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornie, USA)

o n-3 polynenasycené mastné kyseliny: smés 310 mg kyselina dokosahexaenové
(DHA) a 43 mg kyseliny eikosapentaneové (EPA) (Kat. ¢. 130616, Smart City
S.A., Lucemburk, LU)

o Silymarin mikronizovany (Favea, Kopiivnice, CR)
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o 99,8% ethanol pro UV spektroskopii (kat. ¢. 71380-11000; Penta, Praha, CR)
Pouzité soupravy

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

o LightCycler® 1536 DNA Probes Master Kit (Kat. ¢. 05502381001, Roche —
Diagnostické divize, Praha, CR)

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

o Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Kat. ¢. 05081963001, Roche —
Diagnosticka divize, Praha, CR)

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

o Centrifuga Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Hamburk, D)

o Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf, Hamburk, D)

o Centrifuga Multi-spin (Biosan, Riga, LV)

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

o Homogenizator tkani Precellys Evolution (Bertin Industries, Rockville, Maryland,
USA)

o Kapalinovy manipulator Echo 550 (Labcyte, San José, Kalifornie, USA)

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 Praha, CR)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 lzolace mRNA

Z 23 odebranych tenkych sttev HHTg potkani byla izolovana mRNA pomoci RNeasy®
Plus Mini Kitu dle postupu RNeasy® Micro handbook 1/2011 (Qiagen, Hilden, D).
Rozdéleni potkant v jednotlivych skupinach je popsano jiz v kapitole 4.1.

Tésné¢ pred izolaci byla pfipravena smés RTL pufru, ktery je soucasti kitu, a 2-
merkaptoethanolu, kdy na 1 ml RTL pufru bylo pfidano 10 pl 2-merkaptoethanolu.

600 pl této smesi bylo napipetovano do homogenizacnich zkumavek ak nim bylo
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ptidano pfiblizné¢ 20 mg stievni tkan¢. Tkan byla homogenizovana v pristroji Precellys
s programem 4x 10 s pii 7500 otmin™. Poté byla tkaf jesté jednou zhomogenizovéana

pFi 6500 otmin™ 3x 20 s. Zkumavky s homogenatem byly stoSeny 1 min pii 11400 g.

Lyzat byl pftelit na QIAshredder spin kolonku umisténou ve 2ml mikrozkumavce.
Mikrozkumavka byla centrifugovana 75 s pii 11400 g. Supernatant byl pfemistén do
Cist¢ mikrozkumavky snovou kolonkou. Zkumavka byla centrifugovana 30 s pfi
7000 g. Kolonka byla vyhozena a k supernatantu bylo ptidano 600 ul 70% ethanolu. Po
promiseni byl roztok napipetovan na RNeasy MinElute spin kolonku umisténou ve 2ml
zkumavce. Mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana pii 7000 g 15 s, poté byla
odstranéna kapalina, kterda prosla kolonkou. Na kolonu byl ptidan zbytek
z mikrozkumavky s 70% ethanolem a proces byl zopakovan, aby doslo k navazani RNA
na membranu. Na kolonku s izolovanou RNA bylo napipetovano 700 ul RW1 pufru,
ktery je opét soucasti kitu, poté byla mikrozkumavka s kolonkou centrifugovana pii
7000 g 15 s. Prosla kapalina byla odstranéna ana kolonu bylo ptidano 500 pl
promyvaciho pufru (80% ethanol). Opét byla mikrozkumavka s kolonkou
centrifugovana pii 7000 g 15 s. Prosla kapalina byla odstranéna ana kolonku bylo
napipetovano 700 pl RPE pufru, ktery je také soucasti kitu. Mikrozkumavka s kolonkou
byla centrifugovana pii 7000 g 15 s. Prosla kapalina byla odstranéna a na kolonu bylo
pfidano 500 pl promyvaciho pufru (80% ethanol). Mikrozkumavka s kolonkou byla
centrifugovdna pii 7000 g 180 s. Kolonka byla piemisténa do Ccist¢é 2ml
mikrozkumavky. Mikrozkumavka s kolonkou byla centrifugovana p#i 14000 g 60 s, aby
doslo k odstranéni zbytkového ethanolu na membrané. Na stied kolony bylo
napipetovano 25 pl vody zbavené RNaz (soucasti kitu) a mikrozkumavka byla
centrifugovana pti 8000 g 60 s. Mira Cistoty a koncentrace izolované mRNA byla
stanovena spektrofotometricky pomoci NanoPhotometru® N60. M&fil se pomér

vinovych délek 260/280 nm a 260/230 nm. Tento postup byl opakovan u vSech vzorkd.

Vzorky byly uchovavany pti -70 °C.

4.4.2 Syntéza cDNA

Syntéza cDNA z izolované mRNA byla provedena pomoci Transcriptor High Fidelity
cDNA Synthesis Kitu dle postupu protokolu z ptiru¢ky vytvorené 11/2008 (Roche —
Diagnostické divize, Praha, CR).
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Izolovand mMRNA byla pfepsana do cDNA pomoci RT adale byla takto vytvofena
cDNA amplifikovana pomoci PCR. Nejprve byla pfipravena smés templatu a primeru
dle Tab.1. pro jednu reakci o celkovém objemu 20 upl. Pfipravena smés byla

rozpipetovana do 0,2ml PCR mikrozkumavek po 11,4 ul.

Tab. 1: Slozeni smési templat-primer.

, v Pipetovany
Chemikalie Koncentrace pracovniho Konec¢na . objemnal
roztoku koncentrace/mnoZstvi test
RNA rizna 1pug rizny
Oligo(dT)ys ) g1
orimer 50 pmolul 0,75 ulmoll 0,3 ul
Random
hexamer 600 pmolul™ 51 plmol ™ 1,7 ul
primer
PCR voda doplnit tak, aby byl celkovy objem 11,4 ul
Celkem 11,4 ul
Celkovy objem 20 ul

Smés templat-primer v mikrozkumavkach byla denaturovana zahiatim na 65 °C po
dobu 10 min v Termocykler Epgradient S a poté byly mikrozkumavky ochlazeny na
ledu. Do mikrozkumavky se smési templat-primer byla pfidana PCR smés obsahujici

reverzni transkriptazu viz Tab. 2.
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Tab. 2: Slozeni PCR smési S reverzni transkriptasou.

Chemikalie Koncentrace Konecéna Pipetovany
pracovniho roztoku koncentrace objem na 1 test
Transcriptor High
Fidelity reverzni
transkriptasa reakéni ox 1x 4.0 ul
pufr
Protektor — inhibitor o
Rnas 40 Ul 20U 0,5 ul
Deoxynukleotidova 10 mmol 1™ 1 mmol.I* 2,0 ul
SmeSs
DTT 100 mmol 1™ 5 mmol.I"* 1,0 ul
Transcriptor High
Fidelity reverzni Ut 10U 1,1 pl
transkriptasa
PCR voda 0,6 ul
Celkem 8,6 ul
Celkovy objem 20 pl

Smichané smési byly inkubovany v termocykleru Epgradient S 10 min pii 45 °C. Poté

byla reverzni transkriptasa inaktivovana zahiatim na 85 °C po dobu 5 min. Nasledné

byly mikrozkumavky s chemikaliemi dany na led, aby se reakce zastavila. Takto

vytvofena cDNA byla pouzita pro dalsi amplifikaci.

4.4.3 Real-time PCR

Real-time PCR s vytvofenymi ¢cDNA vzorky byla provedena pomoci LightCycler®
1536 DNA Probes Master Kitu dle protokolu verze ¢. 4 01/2013 (Roche).

Do dvou 384jamkovych mikrotitra¢nich desticek byla napipetovana cDNA dle Obr. 6

a PCR smés dle Obr. 7.
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Obr. 6: Schéma pipetovani CONA na 384jamkovou mikrotitra¢ni desticku.

N: negativni kontrola, 1-23: vzorek 1-23.
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Obr. 7: Schéma pipetovani PCR smési s ptislusnymi chemikaliemi ze souprav TagMan

gene expression assay na 384jamkovou mikrotitraéni destic¢ku.

g5: Abcgb, g8: Abcg8, Ac: Actb, Hp: Hprt geny.
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Tyto 384jamkové desticky slouzily jako zdrojové desticky. Z rozlozeni 1536jamkové
mikrotitracni desticky (Obr. 8) byl vypocitan objem pipetovany do 384jamkovych
desticek dle Tab. 3 a 4.

Tab. 3: Vypocet objemu pipetovaného do zdrojové desticky pro cDNA.

Objem cDNA [ul] 0,5
Pocet radkt 4
Pocet sloupct 14
Pocet jamek celkem 56
Objem cDNA celkem [ul] 28
Mrtvy objem [pl] 15
Rezerva [ul] 5
Objem na 1 jamku [ul] 48
cDNA [ul] 4,8

PCR Voda [ul] 38,4
Setup control 20x [ul] 4,8

Do jamky oznacené pismenem N byla misto cDNA napipetovdna PCR voda, tudiz byl
obsah této jamky 43,2 ul vody a4,8 ul setup control, ktera slouzi pro kontrolu

pipetovani dalsich slozek v kombinaci s PCR smési.
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Tab. 4: Vypocet objemu pipetovaného do zdrojové desticky pro PCR smés.

Objem PCR smési [ul] 0,5
Pocet radkt 32
Pocet sloupct 6
Pocet jamek celkem 192
Objem PCR smési celkem 96
[ml]
Mrtvy objem [ul] 15
Rezerva [ul] 5
Objem na 3 jamky [ul] 116
Objem na 1 jamku [pl] 52
PCR smés [ul] 20,8

Ptislusné Tagman Gene
: 52
expression assay 20x [ul]

PCR voda [u]] 26

Urceny objem ¢cDNA a chemikalii bylo do jedné navrzené LightCycler® 1536jamkové
mikrotitra¢ni desticky rozpipetovano automatickym kapalinovym manipulatorem Echo

550 dle nastaveného programu (Obr. 8 a 9). Celkovy objem V jedné jamce je zobrazen
v Tab. 5.
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Obr. 8: Schéma pipetovani cDNA na 1536jamkovou mikrotitrani desticku.

Barevna ¢isla 1-23: vzorky 1-23, NTC: negativni kontrola.
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Obr. 9: Schéma pipetovani PCR smési s ptislusnymi chemikaliemi ze souprav Tagman Gene expression assay na 1536jamkovou mikrotitra¢ni

desticku.
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Tab. 5: Objem jedné jamky na 1536jamkové desticce.

Objem
Chemikalie V jedné
jamce [pl]
PCR smés 5x 0,20
Ptislusné Tagman Gene
: 0,05
expression assay 20X

cDNA 0,05
PCR voda 0,65
Setup Control 20x 0,05

Poté, co byla deska napipetovana kapalinovym manipuldtorem, byla desticka pielepena
folii. Deska byla centrifugovana 2 min pii 1500 g. Po centrifugaci byla deska vlozena

do LightCycleru 1536 Instrument, na kterém byl zapnut piislusny program viz Tab. 6.

Tab. 6: Podminky real-time PCR amplifikace

Proces Teplota [°C] Cas [9] Pocet cykla
Pre-denaturace 95 60 1
Denaturace 95 5
Hybridizace 60 30 45
Elongace 60
Ochlazeni 40 10 1

4.4.4 Analyza exprese mRNA pomoci AACt metody

Pro relativni stanoveni genové exprese byla pouzita komparativni AAC; metoda. Tato
metoda byla pocitana podle zptisobu, ktery zavedli Livak et Schmittgen (2001). Metoda
slouzi k normalizaci dat, které jsou ziskany z rizného mnozstvi mRNA. V této metod¢

se porovnava exprese cilového genu a exprese referencniho neboli housekeeping genu,

kde: AACt = (Ct cilovy gen Ct, referecni gen)éas x (Ct cilovy gen ~ Ct, referencni gen)éas 0-

27



Cas x probiha b&hem testovacich podminek, zatimco ¢as 0 znaéi normalni podminky.
Pro referen¢ni gen je AAC; rovna nule a 2° je jedna, proto jsou zmdny v relativni expresi

gend k referenénim gentim po&itany jako 2 ' (Livak et Schmittgen, 2001).

4,45 Statistické hodnoceni vysledki

U viech dat ziskanych komparativni metodou 24" bylo provedeno statistické
hodnoceni s vyuzitim programu Statistica 12 (StatSoft, Praha CR). Pro statistické
hodnoceni byl pouzit neparametricky Kruskal-Wallisiv test, ktery porovnava vSechny
skupiny mezi sebou, a Mann-Whitneyho U test, ktery porovnava jen 2 vybrané skupiny.

Testovani vyznamnosti bylo provedeno na hladiné vyznamnosti 0,05.
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5 VYSLEDKY

5.1 lzolace mRNA

Byla izolovana mRNA z 23 tkani tenkého stteva HHTg potkanti, kterym byla po dobu
Ctyf tydnti podavana obohacena strava s nebo bez vybranych ptirodnich latek. Potkani
byly rozdéleni do tii experimentalnich skupin a jedné kontrolni skupiny. mRNA byla
izolovana pomoci RNeasy® Plus Mini Kitu. Koncentrace byla poté zméfena pomoci

spektrofotometru NanoPhotometr® N60 (viz Tab 7).

Pomér absorbanci 260/280 nm udavéd miru cistoty nukleovych kyselin. U RNA je
optimalni 2,0. Pomér absorbanci 260/230 nm udavé miru Cistoty, kterd by méla byt
vV rozmezi 2,0-2,2. NiZz8i hodnoty znaci pfitomnost sacharidii, zbytkového fenolu, nebo

jinych rozpoustédel.
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Tab. 7: Koncentrace amira Cistoty izolované mRNA stanovené pomoci
spektrofotometru NanoPhotometr® N60.
Skupina Cislo vzorku A260/280 A260/230 Konc?nt.rlace

[(ngul]

o 1 2,18 2,02 298,30

% 2 2,20 2,17 2825,00

N 3 2,17 2,20 2088,70

= 4 2,02 2,16 1693,90

£ 5 2,16 2,08 2142,80

n 6 2,15 2,24 2064,20

< 7 2,19 1,95 1720,60

% 8 2,18 2,33 4654,50

- 9 2,12 2,23 3020,30

+ S 10 2,15 2,31 3570,30
% g 11 2,15 2,34 4482,50
&5 12 2,07 2,32 1784,20
© 13 2,21 2,21 702,10

% 14 2,17 2,14 488,30

N 15 2,08 2,06 399,70

£ 16 2,16 2,30 546,00

g 17 2,05 2,34 1260,40

n 18 2,15 2,26 3201,60

< 19 2,17 2,25 5577,80

% 20 2,06 2,46 1662,30

- 21 2,07 2,45 1996,50

é % 22 2,16 2,31 4437,60
z 2 23 2,08 2,40 2810,80

PUFA: polynenasycené mastné kyseliny.
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5.2 Syntéza cDNA

Izolovana mRNA byla piepsana do cDNA pomoci Transcriptor High Fidelity cDNA
Synthesis Kitu za pouziti reverzni transkriptasy, random hexamer primert a oligo(dT)1s
primert. U kazdého vzorku byl dopocitan objem ptidané mRNA tak, aby bylo
v kone¢ném roztoku vzorku 1 ug mRNA. Poté byl dopocitan objem vody do celkového
objemu reakce 11,4 ul (viz Vypocet 1). Vyizolovana ¢cDNA byla pouzita pro dalsi

amplifikaci.

Vypocet 1: Vypocet objemu mRNA vzorku 1 tak, aby v koneéném roztoku byl 1 pg
mRNA. Koncentrace mRNA stanovena pomoci spektrofotometru NanoPhotometr®
N60 ve vzorku 1 byla 298,30 ng'ul™.

298,30 ng...1pul

X = 3,35 ul mRNA vzorku 1

Poté byl dopocitan objem vody tak, aby byl celkovy objem reakce 11,4 ul. Celkovy

objem primert na reakci byl 2 ul.
11,4-(3,35+2) =6,05ul vody

Takto byly dopocitany objemy pro vSech 23 vzorkd.
5.3 Real-time PCR

Real-time PCR byla provedena s vytvofenymi cDNA vzorky pomoci LightCycler®
1536 DNA Probes Master Kitu dle protokolu verze ¢. 4 01/2013 (Roche — Diagnosticka
divize, Praha, CR). Jako sondy a primery byly pouzity Abcg5 a Abcg8 Tagman Gene
Expression Assay, které obsahuji jak specifické primery, tak sondy. Nejprve byly
napipetovany dvé 384jamkové mikrotitracni desti¢ky, které slouzily jako zdrojové
desticky pro kapalinovy manipulator Echo 550. Na jednu desticku byla napipetovana
smes obsahujici cDNA pro kazdy vzorek a jedna jamka obsahovala misto cDNA vodu
(negativni kontrola). Do druhé desticky byla napipetovana PCR smés s piislusnymi
Tagman sondami. Nasledné byla smés rozpipetovana ze zdrojovych desticek na jednu
1538jamkovou desticku kapalinovym manipulatorem dle schématu uvedeném na Obr. 8

a9. Vtermocykleru LightCycler® 1536 Instrument probéhla amplifikace daného
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segmentu cDNA a zaroven byl méfen nartst fluorescence. Namétené hodnoty C; byly

zaznamenavany piistrojem LightCycler® 1536 ptimo do souboru Excel.
5.4 Analyza exprese mRNA pomoci AACt metody

Vysledky byly zpracovany komparativni metodou AACt, poéitany metodou 24" dle
autor Livak et Schmittgen(2001). Vysledky byly normalizovany a vztazeny
k referenénimu genu Hprt (viz Tab. 8). VSechny vysledky jsou uvedeny v Tab. 9 jako
prumér + smérodatné odchylky (SD) a tyto hodnoty vyneseny do grafu (Obr. 10).

Tab. 8: Normalizace vzorki zpracovanych metodou 2**“'ke kontrolni hodnotg 1.

Vzorek Abcgb Abcg8 Hprt

1 1,02 0,99 1,00

. 2 0,83 1,10 1,00

= 3 0,72 0,84 1,00

é 13 1,06 1,07 1,00

14 1,21 1,03 1,00

15 1,16 0,98 1,00

4 1,11 1,34 1,00

- 5 0,99 1,08 1,00

é 6 1,14 1,07 1,00

> 16 1,32 1,03 1,00

@ 17 1,30 1,32 1,00

18 0,99 1,03 1,00

7 1,32 1,39 1,00

8 1,04 0,99 1,00

< 9 0,97 0,83 1,00

2 19 1,07 0,92 1,00

20 1,34 1,42 1,00

21 1,17 1,21 1,00

10 0,99 0,36 1,00

+ £ 11 1,00 0,38 1,00
% 3 12 1,20 1,18 1,00
oG 22 1,08 0,91 1,00
23 1,12 1,04 1,00

PUFA: polynenasycené mastné kyseliny.
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Tab. 9: Primér a smérodatné odchylky normalizovanych vzorki zpracovanych metodou
o-AACt

Abcgb Abcg8 Hprt

Prumér SD Prumér SD Prumér SD

Kontrola 1,00 0,19 1,00 0,09 1,00 0,00
Silymarin 1,14 0,14 1,14 0,14 1,00 0,00
PUFA 1,15 0,15 1,12 0,25 1,00 0,00
PUFA + silymarin 1,08 0,09 0,97 0,14 1,00 0,00

PUFA: polynenasycené mastné kyseliny; SD: smérodatné odhylky.
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Obr. 10: Hodnoty 24°! sledovanych gend transportnich proteini ABCG5 a ABCG8
Vv tenkém stfevé HHTg potkanil po ¢tyfech tydnech podavané diety.

Kontrola: standardni laboratorni dieta (STD), Silymarin: STD + mikronizovany silymarin,
PUFA: STD + n-3 polynenasycené mastné kyseliny, PUFA + silymarin: STD + silymarin + n-3

polynenasycené mastné kyseliny.

Na Obr. 10 lze vidét, ze doslo k mirnym zménam v expresi genu Abcg5 a Abcg8
uHHTg potkant, ktefi byli krmeni STD obohacenou o piirodni latky (silymarin,
PUFA) v porovnani s kontrolou. Mirné zvySeni v expresi Abcg5 a Abcg8 zpusobila
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dieta s obsahem silymarinu nebo PUFA. U genu Abcg5 doslo i kK nepatrnému zvyseni
exprese U skupiny krmené silymarinem + PUFA V porovnani s kontrolni skupinou.
VSechny tyto zmény v expresi mMRNA Abcg5 a Abcg8 jsou vsak tak malé, Ze je nelze
povazovat za vyznamné. Kraskal-Wallistiv test i Mann-Whitneyiiv U test prokéazali na
hladiné vyznamnosti 0,05, Ze rozdily v expresi gentit Abcg5 a Abcg8 na tirovni mRNA

nejsou mezi skupinami statisticky vyznamné.
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6 DISKUZE

Metabolicky syndrom je souborem mnoha metabolickych faktort, kvali kterym miize
dochazet ke vzniku diabetu II. typu ¢i kardiovaskuldrnim onemocnénim. Jednim
z rizikovych faktorti je i vysoky obsah cholesterolu, a to pfedevsim LDL-cholesterolu,
ktery zpuasobuje aterosklerozu neboli ucpavani tepen. Mnoho let se uZivaji
hypolipidemika ke snizeni LDL cholesterolu, apfesto jsou kardiovaskularni
onemocnéni jedny z nejbeznéjsich po celém svété. Studium proteint regulujici transport
cholesterolu by mohl sméfovat v budoucnu k tvorbé novych 1é¢iv (Brown et Yu, 2009).
Mezi zajimavé proteiny v této oblasti patii heterodimery transportnich proteini ABCGS
a ABCG8, které se podileji na zpétném transportu cholesterolu a napomahaji jeho

eliminaci z téla.

V ramci této prace byla stanovena exprese mRNA transportnich proteini ABCGS5
aABCG8 u ctyt skupin HHTg potkanid, ktefi jsou akceptovani jako model
metabolického syndromu. Tyto ¢tyfi testované skupiny HHTg potkant byly krmeny ad
libitum po dobu ¢étyf tydni experimentalni dietou. Prvni skupina byla krmena pouze
STD, druha skupina byla krmena STD s 1% silymarinem, tieti skupina byla krmena
STD se smési PUFA (EPA a DHA; 300 mgkgden™) a&tvrta skupina byla krmena
kombinaci silymarinu a PUFA v STD. Z tenkého stieva byla izolovana mRNA, ta byla
poté piepsana do cDNA a nakonec byla provedena amplifikace pomoci real-time PCR.
Z mych vysledki lze vidét, ze exprese MRNA obou genli se mirn€ zvysila u skupiny
jedinci krmenych dietou obohacenou o silymarin au skupiny krmené dietou s n-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami. Toto zvySeni vSak neni statisticky vyznamné.
Mohu tedy fici, Ze silymarin, PUFA i kombinovana dieta nezptsobily zménu v expresi

genll Abcg5 a Abcg8 na urovni mRNA ve stievni tkdni HHTg potkana.

Jiz dtive byly prokazany pozitivni G¢inky silymarinu u potkani kmene Wistar, kteii byli
krmeni vysokocholesterolovou dietou a silymarinem. U téchto potkanii byla zjisténo, ze
silymarin znateln€ zvysil mRNA expresi obou jaternich transportérit ABCG5 a ABCGS8.
Vysledky této studie poukazuji, ze silymarin pozitivné ovlivituje hladinu lipoproteini

Vv krevni plazmé regulaci téchto ABC transportéra (Vecefa et al., 2011).

Poruba et al. (2015a) popsali pozitivni ucinek tii forem silymarinu u HHTg potkant,
u kterych doslo ke zvySeni exprese proteini ABCGS a ABCGS8 v jatrech. VSechny
formy silymarinu vykazovaly hypotriglyceridemicky a hypocholesterolemicky efekt
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a zvysily HDL cholesterol v krevni plazmé (Poruba et al., 2015a). Pfesny mechanizmus
hypolipidemické aktivity silymarinu vSak neni zndm. ZvySujici se exprese jaternich
ABCG5 a ABCGS naznacuje, ze silymarin maze byt ligandem pro jaterni X receptor
(LXR), ktery je jednim z hlavnich transkrip¢nich faktord pro tyto transportéry (Ji et al.,
2008).

Co se tyce kyselin PUFA, nedavno bylo zjisténo (data nepublikovana), ze PUFA
samotné zpusobuji 5nasobné zvySeni v expresi mRNA genu Abcg5 (p<0.01)
a Tnasobné zvySeni v expresi mRNA genu Abcg8 (p <0.01) v jaterni tkani potkana.
Studie navic ukézala, Ze kombinace PUFA se silymarinem prohlubuje toto zvySeni
v expresi mRNA jaternich gent Abcg5 a Abcg8, 9nasobné (p < 0.01), resp. 13nasobné
zvySeni (p <0.01) v porovnani s kontrolni skupinou (skupina potkani na dieté bez
obsahu studovanych ptirodnich latek). Tento efekt vSak nebyl prokazan ve stfevni tkani,
jak popisuji vysledky této prace. Pro¢ tento efekt nebyl prokazan, neni zcela jasné,
aproto je tfeba provést dalsi méfeni, které¢ by vysvétlilo rozdilné efekty vybranych

ptirodnich latek v riznych orgdnech HHTg potkana.

Soucasny vyzkum, ktery se zamétuje na snizovani cholesterolu v organizmu, zkouma,
jaké latky zvysuji expresi téchto ABCG5 a ABCGS8 transportéri a jaka je moznost jejich
vyuziti v terapii. Jedna se o prevenci aterosklerézy nebo ovlivnéni metabolickych
nemoci, napf. jaterni steatozu, diabetes druhého typu, ¢i obezitu. Diky studiu té€chto
transportérii je objasnéna zna¢na Cast enterohepatalni cirkulace cholesterolu. Budouci
vyzkum miZze objasnit dalSi spojitosti mezi metabolizmem cholesterolu a dalsimi

metabolickymi nemocemi (Brown et Yu, 2009).
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7 ZAVER

V teoretické casti této prace byla vypracovana reSerSe zaméfend na metabolicky
syndrom, ABCG5 a ABCGS transportéry a piirodni latky, které mohou ovlivnit jejich
expresi. Byl zde popsan experimentdlni zvifeci model metabolického syndromu —

HHTg potkani, a také metody slouzici ke stanoveni exprese mMRNA.

V praktické ¢asti byla studovana mRNA geni Abcg5 a Abcg8 v tkani tenkého stieva
HHTg potkant, ktefi byli po dobu ¢tyf tydni krmeni dietou S nebo bez obsahu

vybranych pfirodnich latek (n-3 polynenasycenych mastnych kyselin a silymarinu).

Zvysledktt  vyplyvd, ze nebyl potvrzen pozitivni Ucinek silymarinu an-3
polynenasycenych mastnych kyselin na expresi mRNA transportnich proteini ABCG5
a ABCG8 v tkani tenkého stieva HHTg potkani. Mechanizmus plisobeni vybranych

vvvvvv

a k vysvétleni tohoto rozdilného efektu je treba dalsi méfeni.
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