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SOUHRN

V ramci teoretické ¢asti byl vypracovan piehled zaméfeny na vlastnosti transportnich
proteini. ABCGS5/8 a moznosti jejich ovlivnéni. Prace se dale zabyva metabolickym
syndromem a potkany s dédi¢nou hypertriglyceridémii, které jsou akceptovanym modelem
metabolického syndromu. Jako podptrna lé¢ba metabolického syndromu by se mohl
pouzit silymarin, tedy pfirodni extrakt z ostropestfce marianského, nebo omega-3
polynenasycené mastné kyseliny. Vime, ze tyto piirodni latky zvySuji expresi proteini
ABCG5/8 v jatrech hypertriglyceridemickych potkani. Cilem této prace bylo potvrdit, zda
silymarin, omega-3 polynenasycené mastné kyseliny a jejich kombinace ovliviiuji expresi
i sttevnich transportéri ABCG5/8 na tGrovni proteinu U potkaniho modelu metabolického

syndromu.

Z vysledk vyplyva, Ze potkani na dieté¢ obohacené o vybrané ptirodni latky neméli
zménénou expresi stfevnich ABCGS5/8 v porovnani s kontrolnimi potkany, ktefi byli
krmeni standardni dietou bez obsahu silymarinu a omega-3 polynenasycenych mastnych
kyselin. Vysledky tedy nepotvrdily efekt v jatrech potkant. Duvodt mize byt nékolik,
napt. mohou zde hrat velkou roli stievni bakterie nebo naopak v jatrech metabolity vzniklé
ze silymarinu a omega-3 polynenasycenych mastnych kyselin. K vysvétleni rozdilnych
ucinkti vybranych prirodnich latek na expresi ABCGS5/8 v jatrech a ve stievech je zapotiebi

provést dalsi experimenty, které jsou v budoucnu v planu.



SUMMARY

The summary focused on qualities of transport proteins ABCG5/8 and possibilites of their
influencing has been elaborated in the theoretical part. Then the study deals with
a metabolic syndrome and rats with hereditary hypertriglyceridemia which are an accepted
model of the metabolic syndrome. Silymarin (natural extract of milk thistle) could be used
as a supporting therapy of the metabolic syndrome or omega-3 polyunsaturated fatty acids.
It is known that these natural substances increase the expression of proteins ABCG5/8 in
the hypertriglyceridemic rats livers. The aim of this work was to confirm if silymarin,
omega-3 polyunsaturated fatty acids and their combinations influence the expression also
at intestinal transporters ABCG5/8 on a protein level at rats model of the metabolic

syndrome.

From the results it arises that the rats which were on a diet enriched by chosen natural
substances did not have different expression intestinal ABCG5/8 in comparison with the
inspecting rats which were on a standard diet without the contents of silymarin and
omega-3 polyunsaturated fatty acids. The results did not confirm any effect in the rats
intestines. There can be several reasons for this fact, e.g. some intestinal bacterias can play
a big role or on the contrary metabolites which have arisen from silymarin in the livers and
omega-3 polyunsaturated fatty acids. Some other experiments (which are planned in the
future) are needed to be done for the explanation of different effects of chosen natural

substances for the expression ABCG5/8 in livers and intestines.
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1 UvVOD

V soucasné dobé se lidstvo ¢im dal vic setkdva s nemocemi, které jsou prevazné
vyvolany $patnym zivotnim stylem, napt. zvysena hladina cholesterolu je toho soucasti.
V téle kazdého znas existuji transportni proteiny ABCG5 a ABCGS8, které maji

schopnost eliminovat hladinu cholesterolu v organismu.

Existuji ptirodni latky, jako jsou polyfenoly v silymarinu (SM), tedy v extraktu
ostropestice marianského, nebo nékteré polynenasycené mastné kyseliny (PUFAS),
které mohou napomoci pti eliminaci cholesterolu z organismu a mohou tak pomoci
vV udrzovani jeho optimalni hladiny. Silymarin i PUFAs, konkrétné PUFAS omega-3
byly testovany u potkana trpici dédi¢nou hypertriglyceridémii (HHTg), ktefi jsou
akceptovani jako model metabolického syndromu (Poruba et al., 2015b). Zjistilo se
(data nepublikovana), ze PUFAs omega-3 samotné i v kombinaci se silymarinem
zpusobuji statisticky vyznamné zvySeni v expresi jaternich proteini ABCG5/8 u HHTg
potkana. Otazkou tedy je, zda vybrané piirodni latky budou mit vliv i na expresi
proteint ABCGS5 1 ABCGS ve stievni tkdni HHTg potkant.



2 CILE PRACE

1) Struény piehled problematiky transportnich proteini ABCG5 a ABCGS, jejich

vliv na lidsky organismus a moznosti jejich ovlivnéni.

2) Stanoveni exprese vybranych transportéri na trovni proteinu Ve stfevni tkani HHTg
potkanti metodou Western blot.
3) Vyhodnoceni vysledki a jejich porovnani mezi jednotlivymi skupinami HHTgQ

potkanti.



3 LITERARNI PREHLED

3.1  Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom, jehoz prvni zminka byla zaznamenana ve 20. letech minulého
stoleti (Federspil et al., 2006), zahrnuje skupinu nékolika abnormalit, které maji vliv na
zdravi organismu (Reaven, 1988), pfedev§im mohou zvysit riziko vyvoje
kardiovaskularniho onemocnéni a diabetu 2. typu (Grundy et al., 2004). Kazda z téchto
abnormalit vede nezévisle na ostatnich ke zhorSeni endotelidlni funkce aorty (Torok et
al., 2002). Metabolické abnormality vyvolané nepfiznivym Zivotnim stylem mohou vést
K hypertriglyceridémii (Ruderman et al., 1998) neboli zvysené hlading triglyceridu
v krvi. Hypertriglyceridémie podminuje vznik dal$ich onemocnéni, jako je inzulinova
rezistence, ateroskler6za, hyperinzulinémie, snizena hladina HDL (high-density
lipoprotein) cholesterolu a intolerance glukézy (Sarafidis et Nilsson, 2006).
Metabolicky syndrom je tedy projevem dyslipidémie, hypertenze, inzulinové rezistence,
gluk6zové intolerance, obezity, aterosklerdzy a endotelialni dysfunkce (Grundy et al.,
2004). Piedpoklada se, Ze inzulinova rezistence a hyperinzulinémie pusobi stimula¢né
na sympaticky nervovy systém, transport Ca®" kationtti areabsorpci Na® kationtd
Vv ledvinach. Nasledkem téchto zmén muze nastat hypertenze (Vrana et Kazdova, 1990).
Ackoliv trygliceridy, cholesterol a glukéza hraji velkou roli v mnoha fyziologickych
funkcich a jsou pro organismus nezbytné, jejich zvySena hladina muze byt rizikem
vzniku fady onemocnéni (Brown et al., 2010). Pacienti, trpici metabolickym
syndromem, maji ¢asto naruseny metabolismus glukozy (bunky nereaguji na zvysSené

hladiny inzulinu) a maji vysoké riziko vzniku diabetu 2. typu (Poruba et al., 2015b).

3.1.1 Kiritéria metabolického syndromu

Organismus, ktery trpi nckolika jiz zminénymi nemocemi, nemusi v konecném
disledku trpét metabolickym syndromem. Pro c¢lovéka byly stanoveny nékteré

parametry, které definuji, zda nemocny trpi metabolickym syndromem:

e obvod pasu (u muzu $ir$i nez 102 cm, u Zen $irsi nez 88 cm)
¢ hladina glukézy na la¢no (u obou pohlavi vyssi nez 6,0 mmol/I)
e hodnota krevniho tlaku (u obou pohlavi vétsi nez 130/80 mm Hg)

e hladina triglyceridii v krvi (u obou pohlavi vyssi nez 1,6 mmol/l)



e plazmaticka hladina HDL cholesterolu (u muzi mensi nez 1,0 mmol/l, u Zen

mensi 1,3 mmol/l)

Pokud nemocny trpi nejméné tiemi z téchto vybranych kritérii, je zfejmé, ze trpi

metabolickym syndromem (Zicha et al., 2006)

3.1.2 Cholesterol

Cholesterol je nezbytnou soucasti bunéénych membran savcich bunék. Hraje dilezitou
roli v embryonalnim vyvoji, bunééné diferenciaci, membranové tekutosti a v syntéze
steroidd. Diky tomu je cholesterol v omezeném mnozstvi potfebny pro zdravi kazdého
Z nas. Nadmérné mnozstvi cholesterolu v nasich bunkach vede k riznym onemocnénim.
Nekontrolovatelné zvySovani cholesterolu v bunééné membrané vede k naruSeni
membrany anasledné apoptdoze buiky. Nartst nadmérného cholesterolu v krvi
zpusobuje hyperlipidémii, kardiovaskuldrni onemocnéni a ptispiva k propuknuti
Alzheimerovy choroby (Wellington, 2004). Optimalni hladina cholesterolu v téle je
regulovana syntézou de novo, absorpci ze stfeva a vyluCovanim zluéi. Biosyntéza
cholesterolu je regulovany proces, do kterého se zapojuje fada enzymatickych reakci
(Robichon et Dugail, 2007). Jeden z enzymi podilejici se na endogenni syntéze
cholesterolu je 3-hydroxy-3-metylglutaryl-koenzym Areduktasa a pifi 1éCbé
hypercholesterolémie se vyuziva inhibice pravé tohoto enzymu (Barter et al., 2007).
Celkova hladina cholesterolu v plazmé¢ je ur¢ena pfedevsim koncentracemi cholesterolu
typu LDL (low-density lipoprotein) a HDL. Typ HDL piedstavuje reverzni transport
adhezi monocytu k endotelu (Barter et al., 2007). Nizka hladina HDL v plazmé je
spojena se zvySenym rizikem kardiovaskularniho onemocnéni (Gordon et al., 1977).
LDL cholesterol je naopak zodpovédny za transport cholesterolu z jater do perifernich
tkani (Barter et al., 2007). Zvysena plazmaticka koncentrace LDL cholesterolu je dobie
zndmym rizikovym faktorem infarktu myokardu a zvySend hladina celkového
cholesterolu ve zluci je rizikovym faktorem vzniku Zlu€ovych kament (Portincasa et

al., 2006).



3.1.3 Lécba metabolického syndromu

V soucasné¢ dobé neexistuje 1€k, ktery by mohl ovlivnit vS§echny abnormality, které
prispivaji k metabolickému syndromu. Hypertriglyceridémie je obvykle lécena fibraty,
které stimuluji specifické receptory, ¢imz ptispivaji ke katabolismu triglyceridi.
Hypercholesterolémie je 1éCena statiny, coz je skupina lékt, které inhibuji de novo
syntézu cholesterolu v jatrech. Diabetes mellitus 2. typu je obvykle lécen latkami, které
stimuluji sekreci inzulinu (derivaty sulfonylmocoviny) a zvySuji jeho citlivost
(metformin), a exogennimi latkami, které jsou jeho analogy (Poruba et al., 2015b).
Neékteré piirodni extrakty, zejména ty, které jsou bohaté na polyfenoly, mohou takeé
zlepsit tyto patologické stavy, navic jsou velmi dilezitymi zdroji novych terapeutickych

moznosti (Valenzuela et Garrido, 1994).

3.1.3.1 Silymarin

Bylinnymi prostiedky pro podptrnou 1é¢bu metabolického syndromu by mohly byt
extrakty z rostlin bohatych na polyfenoly. Mezi tyto lécivé rostliny bohaté na
polyfenolové slouceniny patii ostropestfec mariansky (Silybum marianum). Extrakt ze
semen této byliny se nazyva silymarin. Obsahuje bohatou smés flavonoidu a tradi¢né se
pouziva pii poruSe traveni. Po mnoha staleti se silymarin pouzivd v podplrné lécbé
onemocnéni jater ajeho cytoprotektivni aktivita je zaloZzena na antioxidacnich
vlastnostech (Valenzuela et Garrido, 1994). Tento extrakt Ize také pouzit jako vyzivovy
doplnék diky jeho piiznivému vlivu na rizikové faktory aterosklerézy (Wellington et
Jarvis, 2001). U silymarinu byly také prokazany hypolipidemické ucinky, snizuje
celkovy cholesterol v plazmé a jatrech (Skottova et al., 2003; Skottova et al., 2004).
MozZznym vysvétlenim hypolipidemického ucinku silymarinu je sniZeni absorpce
cholesterolu ve stfevé (Sobolova et al., 2006). Hlavni slozkou silymarinu je silybin,
slou€enina, u niz se predpokladd, Zze je zodpovédna za mnoho pozitivnich vlastnosti
silymarinu. Silybin je tradi¢né pouzivan k 1é¢bé otravy muchomirkou zelenou (Amanita
phalloides) aje dokonce mozné jej pouzit K prevenci komplikaci spojenych
s transplantaci jater (Enjalbert et al., 2002). Silymarin se vyskytuje v nékolika formach.
Jednim znich je standardizovany silymarin, ktery ma velmi nizkou biologickou
dostupnost. Mikronizovany silymarin, dalsi z forem, poskytuje pfiblizn¢ 0 85 % vyssi

biologickou dostupnost nez standardizovany silymarin.



Silymarin ve form¢ fytosoml piedstavuje pak dalsi formu silymarinu s jesté vyssi
biologickou dostupnosti, dosahuje pfiblizn¢ 6-10x vysSich hodnot ve srovnani se

standardizovanym silymarinem (Morazzoni et al., 1992; Morazzoni et al., 1993).

3.1.3.2 Polynenasycené mastné kyseliny

Polynenasycené mastné kyseliny jsou esencialni mastné kyseliny, které cloveék ziskava
z potravy. Délime je na omega-3 a omega-6. Cislo znazorfiuje, na kterém uhliku je prvni
dvojné vazba, pocitano od koncového metylu. Polynenasycené mastné kyseliny
omega-3 se vyskytuji pfevazné v rybach a hlavnimi slozkami PUFAS omega-3 v rybach
je kyselina eikosapentaenova (EPA) a kyselina dokosahexaenova (DHA) (Innes et
Calder, 2018). Polynenasycené mastné kyseliny jsou velmi znamé diky svym
vlastnostem. Maji schopnost snizovat hladinu triglyceriddi a maji tedy pfiznivé G¢inky
na 1écbu aterosklerdzy a dalSich kardiovaskularnich onemocnéni (Frimmel et al., 2016).
Dale snizuji plazmatickou hladinu lipidd, zlepsuji funkci endotelu, pomahaji buiikam
pii1 zdnétu a oxidativnim stresu. Moduluji fyzikaIni struktury bunééné membréany a maji
vliv 1 na transportni mechanismy, napf. u nefronu aktivuji sodnodraselnou pumpu
(Pirillo et Catapano, 2013). Polynenasycené mastné kyseliny mohou mit také vliv na
cévni mezibunééné ,,gap junctions* (Perkins et al., 1998). Jedna se o typ spojeni dvou
sousednich bunék, které je prostiedkovano transmembranovymi kanaly, tzv. konexony.
Ty zajistuji prichod iontli, malych metaboliti a molekul mezi sousednimi buiikami,
které maji funkci cévni stény (Figueroa et Dulin, 2009). Toto mezibuné¢né spojeni je
tvoieno 2 konexony. Kazdy konexon se sklada z 6 proteint, které nazyvame konexiny
(Cx) (Perkins et al., 1998). Exprese téchto proteinii je piedev§im zavisla na typu
a lokalizaci bunék v cévach (van Kempen et Jongsma, 1999). Hlavnim konexinem
konexonu je Cx40 (Brisset et al., 2009).

3.2  Transportni proteiny ABCG5/8

Transmembranové proteiny, které vyuzivaji energii z hydrolyzy adenosintrifosfatu
(ATP) k transportu substratti pies buné¢nou membranu (Dean et al., 2001), se nazyvaji
ABC (ATP-Binding Cassette) transportéry. Genova exprese ABC transportérti probiha
u cClovéka vkazdé buiice. Dosud bylo identifikovano 48 odlisnych lidskych genil
ABC transportéri (Borst et al., 2002). Proteiny téchto transportérii jsou primarné
lokalizovany v cytoplazmatické membranég, kde katalyzuji energeticky zavisly transport

riznych substratd, jako jsou nukleotidy, kovové ionty, tuky, cukry, aminokyseliny,



peptidy, proteiny a mnoho hydrofobnich slou¢enin a jejich konjugovanych metaboliti.
Jejich hlavni vyznam spociva v udrzeni homeostazy mnoha latek (Elferink et al., 2002).
Geny pro transportni proteiny ABCGS a ABCGS8 lezi na chromozému 2p21. Kazdy
z téchto geni ma 13 exonu a 12 introni (Brown et Yu, 2010). Geny pro ABCG5
a ABCG8 jsou orientovany opacné a jsou oddéleny 374 pary bazi (Repa et al., 2002).
Kazdy protein obsahuje 2 domény, transmembranovou doménu a doménu vazajici
nukleotid (NBD). Transmembranova doména zahrnuje 6 sekundarnich struktur,
konkrétn¢ 6 Sroubovicovych tusekd. Cytoplazmatickd doména NBD zahrnuje
2 konzervativni useky Walker A a Walker B a konzervativni specificky usek pro ABC
proteiny (Brown et Yu, 2010), jak je zobrazeno na Obr. 1. Pokud dojde k expresi pouze
jednoho transportéru, stava se z né&j nefunk¢ni tzv. polo-transportér. Aby byly tyto
transportéry funk¢ni, musi se zformovat do heterodimeru. Nékteré studie ukazaly, ze
tyto transportéry vznikaji v endoplazmatickém retikulu a dale se spolecné transportuji
pies Golgiho aparat az na apikalni membranu hepatocytu nebo enterocytu (Graf et al.,
2003; Dikkers et Tietge, 2010). Vyrazna genova exprese téchto proteinti probiha
piedev§im v hepatocytech a enterocytech (Berge et al., 2000), kde pisobi proti
akumulaci steroli v organizmu. Jaterni proteiny ABCG5/8 zprosttedkovavaji exkreci
cholesterolu a fytosteroli do Zluc¢e (Wang et al., 2015) a hraji kli¢ovou roli v udrzovani
optimalni hladiny sterolii u obratlovci. Stievni proteiny ABCGS5/8 zprostfedkovavaji
pienos sterolii z enterocytu zpét do lumenu stieva (Zhang et Mangelsdorf, 2002).
Fytosteroly jsou pro ABCG5/8 vhodnéjSim substratem nez cholesterol samotny, protoze

se od cholesterolu li$i modifikaci postranniho fetézce (Yu et al., 2004).

Pokud dojde k mutaci geni ABC transportéru, mize dojit ke vzniku mnoha lidskych
poruch, jako je cysticka fibroza, retinalni degenerace nebo cholestaza (Elferink et al.,
2002). Mutace v genu Abcg5 nebo Abcg8 by mohla zpusobit tzv. sitosterolémii, diky
které dochazi k akumulaci steroli v organismu. Jednd se o autozomalni recesivni
onemocnéni s poskozenou  funkei ABCGS5/8  proteind, které  zplsobuje
hypercholesterolémii, fytosterolémii a koronarni aterosklerézu (Berge et al., 2000).
Pacienti se sitosterolémii trpi sniZzenou sekreci cholesterolu do Zlu¢e a snizenou

biosyntézou cholesterolu v organismu (Salen et al., 1992).
Yamazaki et al. (2011) zjistili, Ze mysi na dieté s vysokym obsahem sacharidi a tukt
maji zvySenou expresi ABCG5/8 ve zluCovych kandlcich oproti mysim, které byly na

standardni dieté. Bohatym zdrojem polyfenolt, které vyrazné zvySuji hladinu ABCG5/8



v Caco-2 bunkach je naptiklad extrakt (CBE) z aronie ¢erné (Aronia melanocarpa)
(Kim et al., 2013).

Kromé N-glykosylace neni zatim objasnéna zadna dal$i posttranslaéni modifikace
ABCGS5/8. Nekteré analyzy u mySich ABCG5/8 ukazaly mista pro fosforylaci serinu,
threoninu a tyrosinu. Cilem budoucich vyzkumu je objasnéni dalSich modifikaci téchto

transportéra a vysvétleni jejich disledkt na regulaci genové exprese (Yu et al., 2014).

extracelularni prostor

A

intracelularni prostor

=

N konec

B konzervativni oblast
B Walker B

Obrazek 1: Stavba polo-transportérai ABCG5 a ABCG8 (upraveno a pievzato z Yu et
al., 2014).

NBD — nukleotidova vazajici oblast

3.2.1 Regulace genové exprese AbcgS a Abcg8

Genova exprese Abcg5 a Abcg8 je primarné regulovana na Urovni transkripce.
Ligandem aktivovany, jaderny, transkripéni faktor LXRo (Liver X receptor a) je
povazovan za hlavni regulator mRNA Abcg5 a Abcg8 a je ziejmé, ze regulace exprese
genll Abcg5 a Abcg8 je koordinacné fizena nckolika transkripénimi procesy. Bylo
prokazano, Ze sojovy protein (SP) a LXR agonista T0901317 rapidné zvySuji expresi
téchto genl v tenkém stieveé a jatrech u volné zijicich mysi (van der Veen et al., 2007).
Expresi jaternich genli Abcg5 a Abcg8 také zvySuje hormon §titné zlazy trijodthyronin
(T3) (Bonde et al., 2012). Transkripci Abcg5 a Abcg8 v bunkach HepG2 stimuluje
jaterni jaderny faktor 4o (HNF4a) a transkripéni faktor GATA4 (Sumi et al., 2007).
Nedavno byla vyslechténa transgenni mys s genem Fat-1. Jednd se o gen, ktery neni
ptitomen u savci. Koduje n-3 desaturasu u had’atka obecného (Caenorhabditis elegans).

Ulohou n-3desaturasy je preména PUFAs omega-6 na PUFAs omega-3, které aktivuji



HNF4a, a jak uz bylo zminéno, HNF4a reguluje transkripci genii Abcg5 a AbcgS.
Transgenni Fat-1 myS$ ma pak v disledku vétsiho prijmu PUFAs v potravé zvySenou
expresi jaternich mRNA Abcg5 a Abcg8 (Kim et al., 2012). Dale je znamo, Ze exprese
jaternich geni Abcg5 a Abcg8 je zvySovana u potkana trpici hypercholesterolémii
(indukovanou specialni stravou) bobulemi palmy euterpe brazilské (Euterpe oleracea
Martius), v Brazilii je znama jako Acai (de Souza et al., 2012). Expresi genu Abcg5

a Abcg8 u potkana také vyrazn€ zvysuje rybi olej (Takahashi, 2011).

Naopak snizenou expresi mRNA jaternich Abcg5 a Abcg8 zplsobuje
endotoxin (Khovidhunkit et al., 2003), ktery je hlavni slozkou buné¢nych membran
gramnegativnich bakterii a je uvoliovan z bakterie az po rozpadu bunécné stény
(Lodowska et al., 2013). Tento efekt vSak nebyl pozorovan ve stfevni tkani
(Khovidhunkit et al., 2003).

Stejn¢ tak snizeni v expresi mRNA téchto geni muize zplsobit nadmérna exprese
mMiR-200c. Mikro RNA (miRNA) jsou kratké, nekodujici RNA, které se vazou
k cilovym mRNA a zpusobuji inhibici translace nebo iniciaci degradace mRNA (Liu et
al., 2012). Z toho diivodu mohou byt inhibitory miR-200c potencialné vyuzity k 1é¢bé

aterosklerézy, jak je to znazornéno na Obr. 2 (Yu et al., 2014).
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Obrazek 2: Regulace genové exprese AbcgS a Abcg8 (upraveno a pievzato z Yu et al.,
2014).

TH — hormon §titné Zlazy trijodtyronin, SP — sdjovy protein, T0901317 — agonista LXR, PUFA omega-3
polynenasycené mastné kyseliny, CBE — extrakt z aronie ¢erné, LXRo — transkripéni jaterni faktor
Xreceptor a, HNF4a — transkripéni jaterni jaderny faktor 40, GATA4 — transkripcni faktor GATA-
vazajici protein 4, miR-200c — typ kratkych nekddujicich RNA.



3.2.2 Intestinalni absorpce cholesterolu

Transportéry ABCG5/8 jsou lokalizovany na apikalni strané membrany enterocytu,
ktera je vybavena kartaCovym lemem. Jejich ukolem je pienos cholesterolu ze stievnich
bunék zpét do lumenu stfeva. Kromé heterodimeru ABCGS5/8 se ve sttevnich buiikach
také nachazi protein Niemann-Pick-C1-Like 1 (NPCI1L1). Jedna se o transportér, ktery
zajiStuje naopak absorpci cholesterolu z lumenu stieva pres kartdcovy lem membrany
enterocytdl. Tam dochazi k jeho esterifikaci a obaleni do tzv. chylomikronu. Nasledn¢ je
chylomikron uvolnén do lymfy, do obéhového systému a nasledné¢ se dostava i do

hepatocytu (Yu et al., 2014).

Inhibi¢ni efekt na NPC1L1 ma latka ezetimib. Uginek této latky piispiva k inhibici
absorpce cholesterolu, proto se uziva pti 1écbé hypercholesterolémie (Brown et Yu,

2009). Funkce zmin€nych transportért jsou schematicky znazornény na Obr. 3.

Transportni mechanismy v jatrech a ve sti'evé

_  Chylomikrony

Kanalikulérni hepatocyt Lumen  Enterocyt Lymfa

Obrazek 3: Transport sterolii a cholesterolu pomoci transportniho heterodimeru
ABCG5/ABCGS a transportéru NPCI1L1 v jaterni a stfevni tkani (upraveno a pievzato
zYuetal., 2014).

NPC1L1 — Niemann-Pick-C1-Like 1
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3.2.3 Hepatobilidrni sekrece cholesterolu

ABCG5 a ABCG8 podporuji eliminaci cholesterolu a rostlinnych sterolt z téla (Obr. 2).
Védecky tym Yu et al. (2002a) prokazal, Zze pokud dojde k degradaci téchto proteint,
vyrazné¢ se snizi hladina cholesterolu ve zluc¢i, pficemz Kkoncentrace fosfolipida
a zluCovych kyselin nenabyvd zadné zmény. Diky tomu lze usoudit, Ze heterodimer
ABCGS5/8 vykazuje urcitou transportni selektivitu (Yu et al., 2002a). Naopak nadmérna
exprese ABCGS5/8 u mysi zvysSuje hladinu cholesterolu ve Zluc¢i 0 vice nez pétinasobek
(Yu et al., 2002b). Jaterni heterodimer ABCG5/8 je lokalizovan na kanalikularni
membrané hepatocytti a jeho cilem je pienos cholesterolu do lumenu tenkého stfeva
pies hepatocyty a Zlucovod. Ve zluCovodu se pak cholesterol vyskytuje spolu se
zlu€ovymi kyselinami ve formé tzv. micel. V takoveé formé miize byt cholesterol znovu
vstieban enterocyty. Cholesterol tedy podléha tzv. enterohepatalni cirkulaci (Yu et al.,
2002b).

Na kanalikularni strané jaternich bunc¢k se také nachazi NPCILI, ktery zajistuje
transport cholesterolu zpét do hepatocyta (Yu et al.,, 2014), jak je schematicky

znazornéno na Obr. 3.

3.3  Model metabolického syndromu

Laboratorni potkani HHTg (z anglického slova hereditary hypertriglyceridemic) jsou
specialné vySlechténi potkani, ktefi slouzi jako model pro studium metabolického
syndromu (Vrana et Kazdova, 1990). V dusledku zvySené hladiny triglyceridu v Krvi
trpi fadou onemocnéni, zejména hypertenzi (Stolba et al., 1992). Tito potkani byli
vySlechténi z potkani kmene Wistar, ktetfi jsou bézné pouzivani V laboratofich pro

védecké ucely (Vrana et Kazdova, 1990).

3.3.1 Vznik HHTg potkani

V roce 1970 doc. Vrana zkoumal (Klimes et al., 1995), jak pusobi odli$na strava na
potkany kmene Wistar. Zjistil, ze vétsi piijem sacharosy a fruktosy zpusobi u nékterych
potkanti velkou zménu V plazmatické koncentraci triglyceridi. U téchto potkani pak
propukla hypetriglyceridémie, zatimco u ostatnich nikoli. Diky tomuto pokusu bylo

zjisténo, ze hladina triglyceridt v krvi je geneticky determinovana (Klimes et al., 1995).
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Kfizenim hypetriglyceridémickych potkani se zacinala formovat kolonie HHTgQ
potkanti. Nejprve doslo ke kiizeni 3 para hypertriglyceridemickych potkant. Nasledné
byli kiizeni jejich potomci systémem bratranec x sestienice az po 10. generaci. Poté byli
potkani kiizeni systémem bratr x sestra. Nasledkem tohoto kiizeni vznikli potkani
s nékolikanasobné vyssi plazmatickou koncentraci triglycerida (Vrana et al., 1993).
V soucasnosti se pro védecké ucely metabolick¢ého syndromu pouzivaji potkani, kteti

jsou potomky az 30. generace (Klimes et al., 1995).

3.3.2 Charakteristika HHTg potkanu

Bylo opakovateln¢ prokazano, ze télesnd hmotnost HHTg potkant je mensi nez
u potkani kmene Wistar. Diky tomuto faktu nejsou HHTQ potkani obézni (Klimes et
al., 1995). V dusledku piibuzenského kiizeni hypetriglyceridémickych potkani je
invivo lipogeneze v jatrech vyznamné vy$si. Také koncentrace sérového inzulinu
a velikost jater je vétsi. Hladina LDL cholesterolu je stejna ve srovnani s potkany
kmene Wistar (Vrana et Kazdova, 1990). Dosud nebyla v jatrech pozorovana zména
aktivity LDL receptoru (Sebokova et al., 1992), zato byla pozorovana hypertenze
(Stolba et al., 1992). Na =zikladé vyzkumi bylo potvrzeno, ze hypertenze
a hypertriglyciremidémie maji podobny regulacni mechanismus. Hypertenze tuzce
souvisi se zvySenou hladinou triglyceridi v plazmé (Vincent et al., 1984). Zda se, Ze
zvySena hladina triglycerida je dulezitym faktorem mnoha zmén ve struktuie a funkci
bunééné membrany u HHTg potkanti (Devynck et al., 1998). Chronicka intervence vede
ke zvySeni nebo snizeni plazmatické koncentrace triglyceridi. Tim muze byt ovlivnéna
membranova mikroviskozita a metabolismus cyklickych nukleotid v trombocytech
(Pernollet et al., 2001). Proto HHTg potkani piedstavuji uzite¢ny model pro analyzu
poruch metabolismu lipidii jak na urovni celého téla, tak na tirovni buné¢né membrany

(Zicha et al., 2006).

3.4  Western blot

Western blot (WB) je dilezita technika pouzivana v bunétné a molekularni biologii
k separaci a identifikaci proteinii. Na zakladé¢ metody WB lze identifikovat specifické
proteiny z komplexni smési proteinti extrahovanych z bunék. Technika WB vyuziva

3 kroky: rozdéleni proteini podle velikosti, pfenos proteini na pevny nosi¢
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a imunodetekce za pouziti vhodné primarni asekundarni protilatky a pfipadné

chemiluminiscen¢niho ¢inidla (Mahmood et Yang, 2012).

Pired WB obvykle probiha gelova elektroforéza. Diky gelové elektoforéze se
Z proteinové smési oddéli jednotlivé proteiny. Ty jsou poté pieneseny na membranu.
Membrana se potom inkubuje s protilatkami, které jsou specifické pro kazdy protein.
Nenavazana protilatka se odmyje, pfiCemz zlstava pouze navazand protilatka
ke sledovanému proteinu. Vizualizace  jednotlivych  proteini  probiha
chemiluminiscenéné za pouziti vhodného pfistroje nebo fotografického filmu. Pokud
jsou pouzity specifické monoklonalni protilatky, mél by byt viditelny pouze jeden
prouzek nebo jeden pas prouzki pro sledovany protein. Velikost bandt se vyhodnocuje
denzitometricky. Ze ziskanych dat lze ziskat relativni mnoZzstvi sledovaného proteinu

(Mahmood et Yang, 2012).

3.4.1 Priiprava vzorku

Vzorek s obsahem sledovanych proteint se ziskava z tkani nebo bunék. Tento proces by
mél probihat za nizké teploty a Vv pfitomnosti inhibitord protedz, které zabraiuji
denaturaci proteint. Vzhledem k tomu, ze vzorek tkan¢ vykazuje vyssi stupei struktury,
pro izolaci proteini je potiebna homogenizace nebo sonikace vzorku, piipadné
diferencialni centrifugace vzorku. Je dulezité znat koncentraci proteind ve vzorku, aby
byly vzorky srovnavany na rovnocenném zakladé. Koncentrace proteinii se ¢asto méii
s pouzitim ¢inidla a detekce proteinti se provadi pomoci UV-Vis spektrofotometru.
Vzorek se zméfenym obsahem proteini se fedi vzorkovym pufrem, ktery obsahuje
glycerol, takze vzorky snadno klesaji do jamek v elektroforetickém gelu,
a bromfenolovou mod#, aby mohl vyzkumnik vidét pribéh separace proteind. Dale je ve
vzorkovém pufru obsazen dodecylsiran sodny (SDS), ktery zajiStuje negativni naboj
aminokyselin a umoznuje tedy, aby se protein pohyboval v elektrickém poli (aplikované
béhem elektroforézy) ke Kladné elektrodé. Pied samotnou elektroforézou je potieba
vzorek zahiat, aby proteiny ve vzorku byly denaturovany. K denaturaci také pfispiva
pouziti redukénich ¢inidel, jako je merkaptoethanol, ktery Stépi disulfidické mustky

v proteinu (Mahmood et Yang, 2012).
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3.4.2 Gelova elektroforéza SDS-PAGE

Gelova elektroforéza v polyakrylamidovém gelu (PAGE) v pfitomnosti SDS je jeden
z elektroforetickych zpasobii separace proteinti, ktera probihd na zékladé velikosti
molekul proteinu. Vyuziva dva rizné typy gelu: zaostfovaci a separacni. Zaosttovaci gel
je mirné kysely (pH 6,8) s niz§i koncentraci akrylamidu, ¢imz vytvari porovity gel,
ktery hife odd€luje proteiny, ale umoznuje tvorit tenké, ostie definované pasy.
Separacni gel je zasadity (pH 8,8) aobsahuje vétsi koncentraci akrylamidu, diky
kterému se pory v gelu zuzuji. Proteiny, které jsou naneseny na gel, maji zaporny naboj,
diky ptidavku dodecylsiranu sodného (SDS). Do jamek zaostfovaciho gelu se pipetuji
vzorky pfipravené dle odstavce 3.4.1. Kromé vzorki se do jamek gelu také vklada tzv.
molekularni marker, ktery obsahuje fragmenty o definované velikosti. Kvili pfidavku
SDS maji vSechny proteiny ve vzorku zaporny naboj, a tudiz se vSechny proteiny
behem elektroforézy separuji stejnym smérem (ke kladné elektrod¢€). Separace proteint
z4visi jak na molekulové hmotnosti, tak 1 na stupni denaturace sledovaného proteinu

(Kurien et Scofield, 2006).

3.4.3 Prenos

Separované proteiny jsou po elektroforéze pievedeny na membranu. Pienos se provadi
pomoci elektrického pole orientovaného kolmo na povrch gelu a membrany, coz
zpusobuje, ze jsou proteiny prevedeny z gelu na membranu. Membrana je umisténa
mezi gelem akladnou elektrodou v tzv. sendvic¢i, jak je zobrazeno na Obr. 4. Aby
ptenos probihal co nejlépe, je sendvi¢ pfedem vloZeny do tzv. pfenosového pufru. Pro
WB  se pouzivaji rizné typy membran: nejCastéji  nitroceluldzova

a polyvinylidendifluoridova (PVDF) (Kurien et Scofield, 2006).

Katoda

Gel —_
> Filtratsi papir

Membrana

Anoda

Obrazek 4: Skladani blotovaciho sendvice.
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3.4.4 Blokovani a imunodetekce

Blokovani je dilezitym krokem WB. Zabranuje, aby se protilatky nenavazaly do mist,
kde nejsou ptenesené proteiny. Blokovani se ¢asto provadi pomoci hovéziho sérového
albuminu (BSA) nebo nizkotuéného mléka. Mléko je Casto uptednostiiovano kvili jeho

cen¢ a Siroké dostupnosti (Kurien et Scofield, 2006).

Imunodetekce probihd za pouziti primarni protilatky, kterd se béhem inkubace navaze
na sledovany protein, poté sekundarni protilatky, ktera se navaze na primarni protilatku.
Sekundarni protilatka mize byt fluorescenéné znacend, detekce pak probiha
fluorescenéné, nebo je znaCend enzymem kienovou peroxidasou (HRP). V tomto
pfipadé se pouziva jeSt¢ chemiluminiscenéni C¢inidlo a detekce probiha
chemiluminiscen¢né. Ziskané signaly se detekuji vhodnym pfistrojem nebo za pouziti

fotografického filmu (Kurien et Scofield, 2006).

3.45 Kvantifikace

Vysledkem metody WB jsou zény nebo tzv. prouzky, které odpovidaji mnozstvi
sledovanych proteinii. Poloha prouzku umoznuje identifikovat protein, intenzita signalu

pak urcit mnozstvi proteinu (Kurien et Scofield, 2006).
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4 MATERIAL a METODY

4.1 Biologicky material

Pro studii bylo vybrano 23 samct hereditarn¢ hypertriglyceridemického (HHTQ)
potkana (stafi 3 mésice, hmotnost 340-350 g). Zvifata byla chovana za standardnich
podminek s volnym pfistupem ke krmivu i vodé. Potkani byli krmeni (ad libitum)
standardni laboratorni dietou (STD) a v ptipad¢ experimentalnich skupin (celkem ti)
byla STD obohacena o mikronizovany silymarin (SM; 1 % v STD), PUFAs omega-3
(300 mg/kg/den) nebo kombinaci mikronizovaného silymarinu a PUFAs omega-3
(Tab. 1). V kazdé skuping bylo Sest zvitat, v posledni skupiné bylo jen pét zvitat. Po
Ctyfech tydnech byla zvifata dekapitovana, exsanguinovana a tkan¢ tenkého stieva byly

zamrazeny na -70 °C pro dal$i analyzu.

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

Tabulka 1: Cisla potkanii a jejich rozdéleni do skupin na zakladé odliné stravy.

] Cislo . Cislo
Skupina vzorku Skupina vzorku
Kontrola 1 Kontrola 13
Kontrola 2 Kontrola 14
Kontrola 3 Kontrola 15

SM 4 SM 16

SM 5 SM 17

SM 6 SM 18

PUFASs 7 PUFASs 19

PUFASs 8 PUFASs 20

PUFASs 9 PUFASs 21

PUFAs + SM 10 PUFAs + SM 22

PUFAs + SM 11 PUFAs + SM 23
PUFAs + SM 12

Kontrola — kontrolni skupina; SM — skupina s mikronizovanym silymarinem; PUFAs — skupina

s omega-3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami; PUFAs + SM — skupina s kombinovanou dietou.
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4.2

42.1

Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie

1,2-bis(dimetylamino)etan (Sigma-Aldrich, katalogové &islo T9281, Praha, CR)
2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, katalogové &islo M3148, Praha, CR)
Akrylamid LIQUI-GEL™ 37.5:1 (MP Biomedicals LLC, katalogové ¢&islo
800804, Santa Ana, Kalifornie, USA)

Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, katalogové &islo B-8026, Praha, CR)
Dihydridrat sodné soli kyseliny ethylendiamintetraoctové (Penta, katalogové
¢islo 18080-30500, Praha, CR)

Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachner, katalogové Cislo 30145, Neratovice,
CR)

Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, katalogové &islo L3771, Praha, CR)
Fenylmetylsulfonylfluorid (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo 78830, Praha, CR)
Glycin (Sigma-Aldrich, katalogové &islo G8898, Praha, CR)

Chlorid draselny (Lachner, katalogové &islo 30076-CPO, Neratovice, CR)
Inhibitory protedz cOmplete (Roche, katalogové cislo 11836145001, Basile;j,
SuUl)

Isopropanol (Penta, katalogové &islo 17540, Praha, CR)

Kyselina chlorovodikova (Lachner, katalogové ¢islo 10033-A35, Neratovice,
CR)

Metanol (Sigma-Aldrich, katalogové &islo 32213, Praha, CR)

Molekularni marker Dual Xtra Standards (BIO-RAD, katalogové C¢islo
161-0377, Hercules, Kalifornie, USA)

Molekularni marker Kaleidoscope™ (BIO-RAD, katalogové ¢islo 161-0375,
Hercules, Kalifornie, USA)

n-butanol (Sigma-Aldrich, katalogové &islo B7906, Praha, CR)

Omega-3 polynenasycené mastné kyseliny: smés 310 mg kyselina
dokosahexaenové (DHA) a 43 mg kyseliny eikosapentaneové (EPA)
(katalogové cislo 130616, Smart City S.A., Lucemburk, LU)

Peroxodisiran amonny (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo A3678, Praha, CR)
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4.2.2

Primarni protilatka Goat polyclonal antibody Actin (I-19), fedéno 1:500 v TBS
TWEEN MILK (Santa Cruz Biotechnology, katalogové ¢islo sc-1616, Santa
Cruz, Kalifornie, USA)

Primarni protilaitka Mouse monoclonal antibody GAPDH (G9), fedéno 1:500
v TBS TWEEN MILK (Santa Cruz Biotechnology, katalogové ¢islo sc-365062,
Santa Cruz, Kalifornie, USA)

Primarni protildtka Mouse monoclonal antibody B-Tubulin (D3U1W), fedéno
1:500 vTBS TWEEN Milk (Cell Signaling Technology, katalogové Ccislo
86298, Danvers, Massachusetts, USA)

Primarni protilatka Rabbit polyclonal antibody ABCGS, fedéno 1:500 v TBS
TWEEN Milk (Bioss antibodies, katalogové ¢islo bs-5013R, Woburn,
Massachusetts, USA)

Primarni protilatka Rabbit polyclonal antibody ABCGS8 (H-300), fedéno 1:500
v Solution 1 for primary antibodies od Merck millipore, (Santa Cruz
Biotechnology, INC., katalogové ¢islo sc-30111, Santa Cruz, Kalifornie, USA)
Sacharosa (Penta, katalogové &islo 24970-31000, Praha, CR)

Sekundarni protilatka Goat anti rabbit polyclonal antibody IgG, fedéno 1:10 000
v Solution 1 for primary antibodies od Merck millipore, (Sigma-Aldrich,
katalogové &islo A0545, Praha, CR)

Sekundarni protilatka Rabbit anti goat polyclonal antibody IgG, fedéno 1:10 000
v Solution 1 for primary antibodies od Merck millipore, (Sigma-Aldrich,
katalogové &islo A5420, Praha, CR)

Standardizovany extrakt silymarinu, mikronizovany (Favea, Kopiivnice, CR)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, katalogové c¢islo T1503,
Praha, CR)

TWEEN 20 (Sigma-Aldrich, katalogové &islo P1379, Praha, CR)

Ustalovaé (Sigma-Aldrich, katalogové &islo 7167, Praha, CR)

Vyvojka (Sigma-Aldrich, Praha, katalogové ¢islo P7042, CR)

Pouzité soupravy

blotovaci papiry TransBlot® Turbo™ Mini-size Transfer Stacks (BIO-RAD,
Hercules, Kalifornie, USA)
filmy Medical X-Ray Blue (Agfa, Mortsel, B)
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4.2.3

membrany TransBlot® Turbo™ Mini-size PVDF (BIO-RAD, Hercules,
Kalifornie, USA)

Pierce BCA™ Protein Assay Kit (ThermoFisher Scientific, katalogové &islo
23225, Waltham, Massachusets, USA)

Precellys lysing KIT, Hard tissue homogenizing CK 28 15 ml (Bertin
Corporation, katalogové ¢islo P000947-LYSKO-A, Montigny-le-Bretonneux,
FR)

Western Blotting Luminol Reagent kit (Santa Cruz Biotechnology, katalogové
Cislo sc-2048, Texas, Dallas, USA)

Pouzité roztoky

homogenizaéni pufi: 42,7875 g sacharosa; 0,1861 g EDTA; rozpustit do 0,5 1
vody a pted doplnénim po rysku upravit pH na 7,4

odmyvaci roztok: 0,781 ml merkaptoetanol; 2 g SDS; 0,757 Tris; ptidat H,O,
upravit pH pomoci HCl na 6,7 a doplnit H,O do 100 ml

promyvaci pufr: 3,0275 g Tris; 5,5913 g KCI; rozpustit do 0,5 1 vody a pied
dopInénim po rysku upravit pH na 7,4

roztok pro elektroforézu: 1,51 g Tris; 7,25 g glycin, 5 ml 10% SDS; doplnit H,O
do 500 ml

roztok pro separacni gel: 181,65 g Tris; ptidat H,O; upravit pomoci HCI na pH
8,8 a doplnit H,O do 1000 ml

roztok pro zaostfovaci gel: 60,55 g Tris pridat H,O; upravit pomoci HCI na pH
6,8 a doplnit H,O do 1000 ml

separacni gel (10 ml 8%): 4,68 ml H,O; 2,50 ml roztoku pro separacni gel;
100 pl SDS; 2,67 ml akrylamid; 50 pl 10% peroxodisiran amonny; 5 ul TEMED
TBS pufr: 6,055 g Tris; 8,766 NaCl; ptidat H,O, upravit pH pomoci HCI na 7,4
a doplnit H,O do 1000 ml

TBS TWEEN: 50 ml TBS pufru; 125 ul TWEEN 20

TBS TWEEN Milk: 6,25 ml mléka do 100 ml TBS TWEEN

transférovy pufi: 3,0275 g Tris; 14,413 g glycin; 200 ml metanol; doplnit H,O
do 1000 ml

zaostfovaci gel (5 ml 4%): 3,05 ml H20; 1,25 ml zaosttovaci pufr; 50 pl SDS;
650 pl akrylamid; 25 pl peroxodisiran amonny; 5 ul TEMED
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4.3

4.4

44.1

Seznam pouZitych pristroji a zarizeni

analyticka vaha, Xp 205 DELTA RANGE" (Mettler-Toledo, Praha, CR)
centrifuga Hermle Z 323 K (Gosheim, D)

centrifuga mini Spin (Eppendrorf, Hamburk, D)

elektroforéza Power PAC™ HC (BIO-RAD, Hercules, Kalifornie, USA)
falkonky 50 ml VWR® SuperClear™ (katalogové &islo 21008-240, Radnor,
Pensylvanie, USA)

homogenizator Precellys Evolution (Bertin Technologies, Rockville, Maryland,
USA)

inkubator DRY BATH INCUBATOR (Major Science, San Jose, Kalifornie,
USA)

michacka Sunflower mini shaker (P-LAB a.s., Praha, CR)

pH metr (Mettler TOLEDO, Columbus, Ohio, USA) + michacka (Heidolph,
Schwabach, D)

snap i.d.™ (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA)

spektrofotometr INFINITE M200 (TECAN, Mannedorf, SUI)

TRANS-BLOT® TURBO™ (BIO-RAD, Hercules, Kalifornie, USA)

ttepacka Sunflower Mini-Shaker (P-LAB a.s., Praha, CR)

ultracentrifuga Optimal LE-80K (Beckman, Praha, CR)

vaha Adventurer'™ Pro (Ohaus, Columbus, Ohio, USA)

vodni lazen (Memmert, Schwabach, D)

vortex IKA® MS3 Basic (MERCI s.r.0., Ostrava, CR)

vyvéva VacSafe™ Scanvac (Merc Millipore, Burlington, Massachusetts, USA)
zdroj napéti PowerPac™ HC 250 V, 3.0 A, 300 W (BIO-RAD, Hercules,
Kalifornie, USA)

zdroj vakua VacSafe™ (SCANVAC, Lillerod, DK)

PouZzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

Izolace cytosolarni frakce z potkanich stiev

V den ptipravy byly nejprve pripraveny 2 roztoky fenylmethylsulfonylfluoridu (PMSF),

které byly pfipraveny navazenim 17,5 mg PMSF a rozpusténim v 0,5 ml isopropanolu.
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Tyto roztoky byly pouzity do 0,5 1 homogeniza¢niho a 0,5 | promyvaciho pufru. Poté

byly ptidany tabletky s inhibitory proteaz (1 tabletka na 50 ml).

Po celou dobu probihala prace na led¢ a v rukavicich.

1.

o o M~ w

10.

11.

12.

13.

Stievni tkan byla rozstfihana, zbavena exkrementli, fadné¢ osusSena buni¢inou
a zvazena na analytickych vahach.

Tkan byla vlozena do vychlazené kadinky a zalita vychlazenym homogeniza¢nim
pufrem.

Pufr byl slit pfes gazu.

Takto byla tkan promyta jesté 2x.

Do odmérného vélce bylo odlito 10 ml homogenizaéniho pufru s inhibitory proteéz.
Pomoci pinzety byla stfevni tkan pienesena do Precellys zkumavky, byl ptidan
homogenizaéni pufr s inhibitory proteaz a probéhla homogenizace 2x 10 s pfi
7200 ot/min.

Zhomogenizovana tkan byla s pufrem piclita do vymrazené 50ml zkumavky
a pomoci homogeniza¢niho pufru dolita na stejnou vahu jako ostatni zkumavky.
Zkumavka byla centrifugovana pii 6500 ot/nim v rotoru s polomérem 103 mm pii
4 °C po dobu 10 min.

Supernatant byl odlit do ¢isté vychlazené zkumavky.

Probéhla centrifugace pti 11 000 ot/min v rotoru s polomérem 103 mm pii 4 °C po
dobu 25 min.

Po centrifugaci byl supernatant slit do vychlazené ultracentrifugacni zkumavky,
objem byl doplnén po okraj homogeniza¢nim pufrem a zkumavka byla uzaviena
uzavérem tak, aby uvniti zkumavky nebyla Zadna vzduchova bublina.

Probé&hla ultracentrifugace pfi 35 000 ot/min v rotoru s polomérem 91,9 mm a 4 °C
po dobu 60 min.

Po ultracentrifugaci se v supernatantu nachazel cytosol a v sedimentu mikrosomalni

frakce. Cytosol byl zamrazen v 1,5ml mikrozkumavkach na -70 °C.

4.4.2 Meéreni koncentrace proteinii pomoci kyseliny bicinchoninové (BCA)

Cytosolarni frakce byla zfedéna 100 mM roztokem KH,POy4, pH 7,4V poméru 1:9.
Smés byla zvortexovana a uchovana na ledu.

Pro kalibracni kfivku byl pouzit hoveézi sérovy albumin o vychozi koncentraci

2 mg/ml (Tab. 2).
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4. Do plastové vanic¢ky byla smichana BCA s CuSO4 v poméru 50:1, tj. 19 ml:380 pl.

5. Poté bylo napipetovdno na mikrotitracni desticku 25 pl jednotlivych vzorkd,

albuminu a blanku. (Tab. 3). Do kazdé jamky bylo napipetovano 200 pl

smichaného ¢inidla.

6. Smés byla vlozena do inkubatoru po dobu 30 min pti 37 °C.

7. Nakonec byla zmétena absorbance pomoci UV-Vis spektrofotometru pii 562 nm.

Tabulka 2: Redéni hovéziho sérového albuminu (BSA).

Tabulka 3: Schéma pipetovani hovéziho sérového

Pfidany objem Pfidany objem Vysledna
BSA o koncentraci 100 mM KH,PO,, koncentrace
2 mg/ml pH 7,4 V jamce

[m] my [mg/ml]
10 90 0,2
20 80 0,4
30 70 0,6
40 60 0,8

vzorkil do mikrotitracni desticky.

albuminu, blanku

a jednotlivych

S/"}";ﬂic 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A blank 02 02 02 04 04 04 06 06 06 08 08
B 08 1 1 1 2 2 2 3 3 3 4 4
C 4 5 5 5 6 6 6 717 717 71 8 8
D 8 9 9 9 10 10 10 11 11 11 12 12
E 12 13 13 13 14 14 14 15 15 15 16 16
F 16 17 17 17 18 18 18 19 19 19 20 20
G 20 21 21 21 22 22 22 23 23 23 blank blank

0,2-0,8 — koncentrace albuminu [mg/ml] potiebné pro kalibraéni kiivku; 1-23 — &isla jednotlivych

vzorku.
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4.4.3 Priprava vzorkii pro elektroforézu

1.

Ke vzorku o objemu 50 pl bylo do mikrozkumavek napipetovano 45 ul vzorkového
pufru s bromfenolovou modfi.

Nasledné bylo ke vzorkiim napipetovano 5 pl merkaptoetanolu.

Vzorky se nechaly 5 minut vafit a poté byly stoéeny na 5 min v centrifuze pfi

3000 ot/min v rotoru s polomérem 60,3 mm.

4.4.4 SDS-PAGE

Skla na elektroforézu byla odmasténa lihem a skla byla k sobé ptilozena tak, aby
mezi skly vznikl prostor pro nalévani gelu.

Skla byla vlozena do drzaku.

3. Skla byla v drzaku peclivé vyrovnana s podlozkou a poté vlozena do stojanku.

10.

11.
12.
13.

14.

15.

16.
17.

V kadince byl ptipraven délici gel, ktery byl poté Pausterovou pipetou nalit mezi
skla.

Gel byl pievrstven malym mnozstvim n-butanolu.

Gel byl ponechan tuhnout 30 minut.

Jakmile gel ztuhl, n-butanol byl slit, gel byl oplachnut vodou a prostor mezi skly
vysusen filtraénim papirem.

V kadince byl ptipraven zaostiovaci gel, ktery byl poté Pausterovou pipetou nalit
mezi skla.

Ihned byl vlozen mezi skla hiebinek a gel byl nechan tuhnout 20 min.

Skla byla se ztuhlymi gely vynddna ze stojanu 1 drZzdku a pfesunuta do
elektroforetické komory (malé sklo smétovalo to stiedu komirky).

Z gelu byl opatrné vyjmut hiebinek.

Elektroforeticka komora byla napInéna pufrem pro elektroforézu.

Do jamek bylo napipetovany 3 ul markeru (M1, M2) a vzorky (Tab. 4). Vzorky
mély odlisny objem (Tab. 6), aby bylo v jamkach stejné mnozstvi proteinti (20 pug).
Po naneseni vzorkli byla elektroforetickd komora pienesena do elektroforetické
vany.

Elektroforeticka vana byla naplnéna pufrem pro elektroforézu.

Vana byla uzaviena vikem se spravnou orientaci elektrod.

Elektrody byly zapojeny do zdroje s konstantnim napétim 120 V.
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18. Po doputovani vzorkl na rozhrani zaostfovaciho a separacniho gelu byl nastaven
zdroj napétina 180 V.

19. Po 45 minutach byl zdroj napéti vypnut, elektroforetickd komora byla vyndana
zvany a z elektroforetické komory byl vyndan gel, ktery byl ponofen do

transferového pufru.

Tabulka 4: Schéma pipetovani vzorki do jamek zaostfovaciho gelu.

Cislo
jamky 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
/ gel
10 22
1 13 4 16 7 19
1.gel M1l (SM+ (SM+ x
(K) (K) (SM) (SM) (PUFAs) (PUFAs) PUFAs) PUFAS)
11 23
2 14 5 17 8 20
2.gel X (SM+ (SM+ M1
(K) (K) (SM) (SM) (PUFAs) (PUFAs) PUFAs) PUFAS)
12 22
3.gel M2 185 6 18 J 21 (SM+ (SM+ x

(K) (K) (SM) (SM) (PUFAS) (PUFAS) pir) o birag)

M1 — marker 1, M2 — marker 2, K — kontrolni skupina, SM - silymarin, PUFAs — omega-3
polynenasycené mastné kyseliny.

445 Metoda WB

1. Membrana byla zalita na 5 s metanolem a nasledné¢ 3x H,O v intervalu po dobu
5 min.

2. Poté byla membrana zalita na 15 min pifenosovym pufrem.

3. Na anodu byly poloZeny 2 blotovaci papiry navlhéené pienosovym pufrem, na né
byla ptiloZzena membrana a poté gel, ktery byl piikryt dal§imi 2 blotovacimi papiry
navlhéené transferovym pufrem. Sendvi¢ byl prejet valeckem, aby byly odstranény
vzduchové bubliny.

4. Sendvi¢ byl piikryt katodou a trans blot byl zapojen ke zdroji. Byl nastaven proud
na 2,5 A a napéti na 25 V po dobu 7 minut.

4.4.6 Blokovani a imunodetekce

Promyti membran probihalo na tfepacce.

1. Po ukonceni WB byla membréana poloZena na filtra¢ni papir a fadné vysuSena.
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2. Poté byla membrana promyta 2x v TBS v intervalu 5 min, v TBS TWEEN milk po
dobu 60 min a v 1x v TBS po dobu 5 min.

3. Membrana byla nasledn¢ promyta v primarni protilatce pii 8 °C, inkubace
probihala ptes noc.

4. Poté byla membrana promyta 3x v TBS TWEEN v intervalech po dobu 5 min.

5. Poté se nechala membrana 15 min inkubovat se sekundarni protilatkou za pouziti
piistroje Snap i.d.. Inkubace probihala pfi laboratorni teploté.

6. Po 15 min byla sekundarni protilatka odsata pifes membranu piistrojem Snap i.d.
a membrana byla promyta 5x 25 ml TBS TWEEN.

7. Na membranu byla nalita smés chemiluminiscen¢nich ¢inidel o objemu 4 ml.

8. Poté byla membrana polozena mezi 2 folie a prenesena do fotokomory.

9. Ve fotokomote byla membrana exponovana na medicinalni film.

10. Medicinalni film byl vyvolan s pouzitim vyvojky a ustalovace. Vyvolani filmu

probihalo bez viditelného svétla.

Po ukonCeni detekce proteini byly membrany promyty v promyvacim roztoku
avlozeny do inkubatoru na 30 min pii 60 °C. Bod 4.4.6 se opakoval detekci
srovnavacich proteind B-Tubulin, B-Actin a GAPDH.

4.4.7 Vyhodnoceni prouzki (normalizace dat)

Normalizace dat je dualezita K pfesnému porovnani exprese sledovaného proteinu
v riznych vzorcich u analyzy Western blot. Normalizace dat prob¢hla dle Loading
Control Handbook od firmy Novus Biologicals (Littleton, Coloradu, USA). Pro
normalizaci exprese cilového proteinu se intenzita prouzku kazdého vzorku stanovovala
pomoci denzitometrického softwaru. Elfoman (ver. 2.6; Semecky, Praha, CR).
Normalizace hustoty jednotlivych vzork byla stanovena pomérem intenzity prouzku
kontrolniho proteinu (v nasem piipadé B-Tubulinu) prvniho vzorku k intenzité prouzku
kontrolniho proteinu pro dany vzorek. Tento pomér se vynasobil intenzitou prouzku
sledovaného proteinu (ABCG5 nebo ABCGS) pro dany vzorek. Tento vypocet
upravoval expresi sledovaného proteinu do spole¢ného méfitka. Takto ziskana
normaliza¢ni hustota se pouzila pro relativni srovnani mnozstvi proteinu mezi
vzorkami. Relativni vyjadieni jednotlivych vzorki byly vypocitany pomérem

normaliza¢ni hustoty daného vzorku k normaliza¢ni hustoté prvniho vzorku.
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Poté byly zprimérovany hodnoty relativniho vyjadieni pro jednotlivé skupiny potkanti.
Dale byl proveden piepocet priméru relativniho vyjadieni na procenta a vypocitana
smérodatna odchylka. Nakonec byla stanovena stiedni chyba praméru, ktera se
vypocitala jako pomér smérodatné odchylky a odmocniny jednotlivych éetnosti ve

skupinach.

4.4.8 Statisticka analyza

Na zéklad¢ vyhodnoceni prouzkl probchla naslednd statisticka analyza v programu
Statistica (StatSoft, CR). Jako test byl zvolen neparametricky test, konkrétng
Kruskal-Wallistv, diky kterému je mozné porovnavat vysledky vice skupin. Grafické

znazornéni analyzy rozptyll jednotlivych proteinli je zndzornéno v krabicovém grafu

(Obr. 9a12).
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5 VYSLEDKY

V praktické casti byla nejprve provedena izolace cytosolarni frakce z 23 potkanich
sttev. Pomoci roztoku PMSF a dalSich inhibitorti protedz nedochéazelo pii izolaci
k degradaci proteini. Pomoci diferencialni centrifugace doslo k nasledné izolaci

cytosolarni frakce.

Poté bylo potfeba zméfit koncentraci proteinii v jednotlivych vzorcich. Smichanim
chemikalii z kitu pro stanoveni proteinu metodou BCA se vzorky, BSA a blankem byla
v mikrotitracni desticce pomoci spektrofotometru zméfena koncentrace protein pii

562 nm. Kalibra¢ni kiivka byla vytvofena pomoci BSA (Obr. 5).

Tabulka 5: Zméfené absorbance pro hovézi sérovy albumin pomoci UV-Vis

spektrofotometru. Méteno pii 562 nm.

C ramér A po
[mg/mi] A A A p A odecteni
g blanku
blank 0,1692 0,1573 0,1527 0,1597 X
0,2 0,4532 0,4484 0,4109 0,4375 0,2778
0,4 0,7432 0,7203 0,6628 0,7088 0,5490
0,6 1,0219 1,0000 0,9802 1,0007 0,5490
0,8 1,1510 1,2714 1,2011 11,2078 1,0481
A — absorbance
1,2
y =1,3015x + 0,0282
1,0 -
R2=10,9953
20,8 -
c
I
20,6 -
o
3
<04 -
0,2 -
0,0 . . . . .
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0
¢ [mg/ml]

Obrazek 5: Kalibra¢ni kiivka hovéziho sérového albuminu s rovnici linedrni regrese

a hodnotou spolehlivosti R.
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Pomoci kalibra¢ni kiivky byla zjiSténa rovnice linearni regrese, diky které byla
stanovena koncentrace vsech proteinit v jednotlivych vzorcich. Na zakladé zjisténé
koncentrace celkovych proteint ve vzorcich bylo spocitano, jaky objem vzorku pouzit
na elektroforézu, aby obsahoval vzdy 20 pg proteint (Tab. 6).

Vypocéet €. 1: Vypocet pro vzorek 1:

Bude potteba 50 pl vzorku, ktery bude ziedén na 100 pl a je zapotiebi zjistit,
kolik ul vzorku je tfeba pipetovat do elektroforetické jamky, ve kterych bude vzdy

obsazeno 20 pg proteinu.

e vypocet koncentrace celkového proteinu ve vzorku 1 z kalibra¢ni kiivky

y =1,3015x + 0,0282
0,6540 = 1,3015x + 0,0282

x = 0,4808 mg/ml
e zahrnuto Fedéni (10x)

t =0,4808 mg/ml -10 = 4,808 mg/ml

e vypocet mnozstvi celkového proteinu v 50 pl vzorku

v =0,2404 mg

e priepocet mnoZstvi na pg

w =0,2404 mg -1000 = 240,4 ug

e vypocet objemu vzorku obsahujici 20 pg proteinu

Objemy jednotlivych vzorkd, které obsahuji 20 pg proteinti, byly vypocitany u vSech

vzorku a zahrnuty v tab. 6.
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Tabulka 6: Stanoveni objemu 23 vzorkl obsahujici stejné mnozstvi celkovych proteinti (20 pg).

po
A po dosaZeni | -Fedéni mnosstvi tepodet na prepocet
A A A |pramér A | odeéteni do C10) | S ] prep objemu na
blanku rovnice | [mg/ml] uiimg He 20 pg [pl]
[mg/ml]
blank 0,1692 0,1573 0,1527 0,1597 X X X X X X

vzorek 1 | 0,8110 | 0,8477 | 0,7825 0,8137 0,6540 0,4808 4,8083 0,2404 240,4149 8,32
vzorek 2 | 0,7629 0,7023 0,7335 0,7329 0,5732 0,4187 4,1872 0,2094 209,3610 9,55
vzorek 3 | 0,7609 0,7647 0,7027 0,7428 0,5830 0,4263 4,2630 0,2132 213,1515 9,38
vzorek 4 | 0,6370 0,7059 0,6520 0,6650 0,5052 0,3665 3,6653 0,1833 183,2629 10,91
vzorek 5 | 0,4871 0,4736 0,4657 0,4755 0,3157 0,2209 2,2092 0,1105 110,4623 18,11
vzorek 6 | 0,7586 0,7513 0,7480 0,7526 0,5929 0,4339 4,3388 0,2169 216,9420 9,22
vzorek 7 | 0,8176 0,7798 0,6445 0,7473 0,5876 0,4298 4,2979 0,2149 214,8931 9,31
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Tabulka 6: Stanoveni objemu 23 vzorkl obsahujici stejné mnozstvi celkovych proteinti (20 pg).

po

A po dosaZeni | -Fedéni | mnoZstvi v 50 | prepocet na obPerr?]Il)JO;Zt 20

A A A prumér A | odecteni do (-10) mikrolitrech | mikrogramy J o

. mikrogramu

blanku | rovnice | [mg/ml] [mg] [ngl
[u]
[mg/ml]

vzorek 8 | 0,9286 0,8715 0,8936 0,8979 0,7382 0,5455 5,4550 0,2727 272,7494 7,33
vzorek 9 | 0,9437 0,9217 0,9207 0,9287 0,7690 0,5692 5,6916 0,2846 284,5819 7,03
vzorek 10| 1,1085 1,0505 1,0663 1,0751 0,9154 0,6816 6,8165 0,3408 340,8247 5,87
vzorek 11| 0,6476 0,6602 0,6612 0,6563 0,4966 0,3599 3,5989 0,1799 179,9462 11,11
vzorek 12| 0,8008 0,8031 0,6491 0,7510 0,5913 0,4326 4,3263 0,2163 216,3145 9,25
vzorek 13| 0,8768 0,8469 0,8156 0,8464 0,6867 0,5060 5,0595 0,2530 252,9773 7,91
vzorek 14| 0,8232 0,8391 0,8179 0,8267 0,6670 0,4908 4,9082 0,2454 245,4091 8,15
vzorek 15| 0,7330 0,7148 0,8042 0,7507 0,5909 0,4324 4,3237 0,2162 216,1865 9,25
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Tabulka 6: Stanoveni objemu 23 vzorkl obsahujici stejné mnozstvi celkovych proteinti (20 pg).

po oy

A po dosaZeni | -Fedéni | mnoZstviv 50 | prepocet na obperr?l),lorizt 20

A A A prumér A | odecteni do (-10) mikrolitrech | mikrogramy ) o

. mikrogramu

blanku | rovnice | [mg/ml] [mg] [ngl
[u]
[mg/ml]

vzorek 16| 0,8729 0,8858 0,7048 0,8212 0,6614 0,4865 4,8654 0,2433 243,2706 8,22
vzorek 17| 0,6447 0,6793 0,6422 0,6554 0,4957 0,3592 3,5918 0,1796 179,5877 11,14
vzorek 18| 0,8832 0,8738 0,8593 0,8721 0,7124 0,5257 5,2568 0,2628 262,8378 7,61
vzorek 19| 0,6430 0,6363 0,5951 0,6248 0,4651 0,3357 3,3566 0,1678 167,8320 11,92
vzorek 20| 0,8549 0,8848 0,8578 0,8658 0,7061 0,5209 5,2086 0,2604 260,4303 7,68
vzorek 21| 0,6518 0,6275 0,5993 0,6262 0,4665 0,3367 3,3674 0,1684 168,3698 11,88
vzorek 22| 0,6805 0,7395 0,7306 0,7169 0,5571 0,4064 4,0640 0,2032 203,2014 9,84
vzorek 23| 0,6851 0,6553 0,6672 0,6692 0,5095 0,3698 3,6978 0,1849 184,8892 10,82
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Vzorky byly separovany pomoci SDS-PAGE. Po elektroforetické separaci probéhl WB

a nasledna chemiluminiscen¢ni detekce proteinti na fotograficky film (Obr. 6, 7 a 10).

Jako tzv. housekeeping proteiny (kontrolni proteiny ukazujici, jak byly vzorky naneseny
do jamek gelu) byly pouzity tyto: p-Actin (data neuvedena), GAPDH a B-Tubulin. Na
zaklad¢ srovnani téchto kontrolnich proteinti mezi sebou (Obr. 6) byl vybran -Tubulin
jako nejvhodné&jsi kontrolni protein pro zjisténi, zda vSechny nanesené vzorky byly na

gel naneseny stejné (tedy obsahovaly stejné mnozsti celkového proteinu).

3 15 6 18 9 21 12 22

GAPDH 37 kDa

B-Tubulin 55 kDa
Obrazek 6: Reprezentativni Western blot prouzky ,,housekeeping® proteini GAPDH a

B-Tubulinu u vzorkt 3, 15, 6, 18, 9, 21, 12 a 22.

3, 15 — kontrolni skupina; 6, 18 — skupina s mikronizovanym silymarinem (SM); 9, 21 — skupina
s omega-3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami (PUFAS); 12, 22 — skupina s kombinovanou dietou
(SM + PUFAS).
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e Stanoveni exprese ABCGS proteinu u jednotlivych vzorki a porovnani mezi

skupinami potkani

Kontrola SM PUFASs PUFAs + SM

Obrazek 7: Reprezentativni Western blot prouzky pro ABCG5 (75 kDa) protein.

Kontrola — kontrolni skupina; SM — skupina s mikronizovanym silymarinem; PUFAs — skupina

s omega-3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami; PUFAs + SM —skupina s kombinovanou dietou.



Tabulka 7: Stanoveni intenzity prouzkt u jednotlivych vzorkd pro ABCGS5 protein a kontrolni -Tubulin, normalizace dat pro ABCG5 protein a

porovnani mezi skupinami.

normalizace hustoty  Porovnani mezi skupinami

membrana potkan skupina B-Tubulin ABCG5 (ABCGS) r.i)
1 1 kontrola 0,35 0,72 0,72 1,00
1 13 kontrola 0,47 0,97 0,71 0,98
1 4 SM 0,87 1,02 0,40 0,56
1 16 SM 0,39 0,85 0,75 1,03
1 7 PUFAs 0,97 1,05 0,37 0,52
1 19 PUFAs 1,01 1,09 0,37 0,52
1 10 SM + PUFAs 0,54 0,84 0,54 0,74
1 22 SM + PUFAs 0,87 0,93 0,37 0,51
2 2 kontrola 0,47 0,57 0,57 1,00
2 14 kontrola 0,31 0,61 0,93 1,64
2 5 SM 0,42 0,69 0,77 1,36
2 17 SM 0,39 0,81 0,98 1,72
2 8 PUFAs 0,40 0,69 0,82 1,45
2 20 PUFAs 0,30 0,58 0,90 1,59
2 11 SM+ PUFAs 0,25 0,63 1,17 2,06
2 23 SM+ PUFAs 0,70 0,82 0,55 0,96
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Tabulka 7: Stanoveni intenzity prouzka u jednotlivych vzorki pro ABCGS5 protein a kontrolni -Tubulin, normalizace dat pro ABCG5 protein a

porovnani mezi skupinami.

membrana  potkan skupina B-Tubulin ABCG5 normalizace hustoty  Porovnani mezi skupinami

(ABCG5) (r.j.)
3 3 kontrola 0,39 0,60 0,60 1,00
3 15 kontrola 0,50 0,75 0,59 0,98
3 6 SM 0,48 0,72 0,59 0,98
3 18 SM 0,32 0,62 0,75 1,26
3 9 PUFAs 0,49 0,63 0,50 0,84
3 21 PUFAs 0,53 0,69 0,51 0,86
3 12 SM + PUFAs 0,41 0,63 0,60 1,01
3 22 SM + PUFAs 0,60 0,59 0,39 0,65

Kontrola — kontrolni skupina; SM — skupina s mikronizovanym silymarinem; PUFAs — skupina s omega-3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami; PUFAs + SM — skupina
s kombinovanou dietou.
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Tabulka 8: Stanoveni aritmetického priméru u jednotlivych skupin, porovnani mezi
skupinami, vypocet smerodatné odchylky (SD) a standardni chyby (SE) u vzork
ABCGS5 proteinu.

Priimér P‘;‘[("uv"i‘r‘]‘;‘mmiez' SD SD SE  SE

T I A 8 N 5 I (A R O

kontrola 1,10 100 0,26 24 0,11 10
SM 1,15 105 039 36 016 15
PUFAS 0,96 87 046 42 019 17
SM + PUFAs 0,99 90 056 51 023 21

kontrola — kontrolni skupina; SM — skupina s mikronizovanym silymarinem; PUFAS — skupina s omega-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami; SM + PUFAs — skupina s kombinovanou dietou; SD —
smérodatna odchylka; SE — standardni chyba.

140

120 -

100 -

Relativni mnozstvi ABCGS5 [%]
5 3 3

N
o
1

kontrola SM PUFAs SM + PUFAs

Obrazek 8: Relativni mnozstvi ABCGS proteinu u jednotlivych skupin.

Kontrola — kontrolni skupina; SM — skupina s mikronizovanym silymarinem; PUFAs — skupina
s omega 3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami; SM + PUFAs — skupina s kombinovanou dietou.

36



1.6 1

16

141

12+

10} —&—

Relativni mnozstvi proteinu ABCGS

o Median
[125%-75%
Skupiny T Min-Max

Obrazek 9: Krabicovy graf. Grafické znazornéni analyzy rozpylu dle Kruskal-Wallisova
testu u ABCG5 proteinu.

1 — kontrolni skupina; 2 — skupina s mikronizovanym silymarinem; 3 — skupina s omega-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami; 4 — skupina s kombinovanou dietou.

e Stanoveni exprese ABCGS8 proteinu u jednotlivych vzorki a porovnani mezi

skupinami

kontrola PUFAs SM + PUFAs

Obrazek 10: Reprezentativni Western blot prouzky ABCG8 (70 kDa).

Kontrola — kontrolni skupina; SM — skupina s mikronizovanym silymarinem; PUFAs — skupina

s omega-3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami; PUFAs + SM — skupina s kombinovanou dietou.
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Tabulka 9: Stanoveni intenzity prouzkd u jednotlivych vzorkd pro ABCG8 protein a kontrolni B-Tubulin, normalizace dat pro ABCG8 protein

a porovnani mezi skupinami.

membrana potkan skupina B-Tubulin ABCGS8 hugt?)r[;/nz:é%é& ?I?J[())ivr:laem; l(l:eJZ)l
1 22 SM + PUFAs 0,87 0,71 0,71 0,29
1 10 SM + PUFAs 0,54 0,72 1,17 0,47
1 19 PUFAS 1,01 0,82 0,71 0,28
1 7 PUFAS 0,97 0,79 0,72 0,29
1 16 SM 0,39 0,67 1,48 0,60
1 4 SM 0,87 0,72 0,72 0,29
1 13 kontrola 0,47 0,86 1,58 0,63
1 1 kontrola 0,35 0,99 2,49 1,00
2 2 kontrola 0,47 1,09 1,09 1,00
2 14 kontrola 0,31 1,17 1,79 1,65
2 5 SM 0,42 1,09 1,23 1,13
2 17 SM 0,39 1,13 1,36 1,25
2 8 PUFAs 0,40 1,08 1,28 1,18
2 20 PUFAs 0,30 1,13 1,75 1,61
2 11 SM + PUFAs 0,25 1,24 2,32 2,13
2 23 SM + PUFAs 0,70 1,47 0,98 0,90
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Tabulka 9: Stanoveni intenzity prouzkd u jednotlivych vzorkd pro ABCGS8 protein a kontrolni B-Tubulin, normalizace dat pro ABCG8 protein

a porovnani mezi skupinami.

membrana potkan skupina B-Tubulin ABCGS8 hugt?)r[;/nz:é%é& ?I?J[())ivr:laem; l(l:eJZ)l
3 3 kontrola 0,39 1,06 1,06 1,00
3 15 kontrola 0,50 1,07 0,83 0,78
3 6 SM 0,48 1,28 1,04 0,98
3 18 SM 0,32 1,31 1,59 1,50
3 9 PUFAs 0,49 1,54 1,23 1,16
3 21 PUFAs 0,53 1,09 0,81 0,76
3 12 SM + PUFAs 0,41 1,04 0,99 0,94

Kontrola — kontrolni skupina; SM — skupina s mikronizovanym silymarinem; PUFAs — skupina s omega-3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami; PUFAs + SM — skupina

s kombinovanou dietou.
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Tabulka 10: Stanoveni aritmetického priméru u jednotlivych skupin, porovnani mezi
skupinami, vypocet smerodatné odchylky (SD) a standardni chyby (SE) u vzork
ABCGS proteinu.

Porovnani mezi

Prﬁ'.nér skupinami SP SD SI.E SE

[ril [9%] il el Iril (%]

kontrola 1,01 100 0,35 34 0,14 14
SM 0,96 95 0,44 44 0,18 18
PUFAs 0,88 87 0,53 53 0,22 21
SM + PUFAs 0,95 93 0,72 71 0,32 32

kontrola — kontrolni skupina; SM — skupina s mikronizovanym silymarinem; PUFAs — skupina s omega-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami; SM + PUFAs — skupina s kombinovanou dietou; SD —
smérodatna odchylka; SE — standardni chyba.
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Obrazek 11: Relativni mnozstvi ABCGS8 proteinu u jednotlivych skupin.

Kontrola — kontrolni skupina; SM — skupina s mikronizovanym silymarinem; PUFAs — skupina
S omega-3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami; SM + PUFAs — skupina s kombinovanou dietou.
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Obrazek 12: Krabicovy graf. Grafické zndzornéni analyzy rozpylu
Kruskal-Wallisova testu u ABCGS8 proteinu.

1 — kontrolni skupina; 2 — skupina s mikronizovanym silymarinem; 3 — skupina s omega-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami; 4 — skupina s kombinovanou dietou.
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6 DISKUZE

V této bakalarské praci jsem stanovoval expresi transportéri ABCGS a ABCGS8 na
urovni proteini u HHTg potkani za celem zjistit, zda vybrané piirodni latky obsazené
v diet¢ mohou ovlivnit expresi téchto studovanych transportéri. Potkanim HHTg byl
podavan SM nebo PUFAS nebo smés obou. Jako kontrola byla skupina HHTg potkand,
kterym byla podavana STD bez obsahu vybranych prirodnich latek.

Vecera et al., (2011) studovali, zda strava s vysokym obsahem cholesterolu nebo
vysokocholesterolova dieta s obsahem 1% nebo 3% silymarinu mé vliv na expresi
potkanich jaternich genii Abcg5 a Abcg8 na Grovni mRNA. Vysokocholesterolova
strava doplnéna o 1% nebo 3% silymarin vyrazné zvysila hladinu mRNA Abcg5
i Abcg8 ve srovnani se stravou obohacenou o samotny cholesterol. Poruba et al.,
(2015b) studovali Gc€inky tii forem silybinu (tedy hlavni sloZky silymarinu) na hladinu
HDL cholesterolu v krevnim séru u potkani. Byly porovnavany uéinky
standardizovaného silybinu, mikronizovaného silybinu a silybinu ve form¢ fytosomti.
Porovnanim vsSech forem, uc¢inek mikronizovaného silybinu zptisobil u potkani
zvySenou koncentraci HDL cholesterolu v krevnim séru. Poruba etal., (2015a)
studovali efekty taktéz tii forem silymarinu (standardizovaného, mikronizovaného,
fytosomy) na expresi proteini ABCG5 a ABCGS v jatrech u HHTQ potkana. Zjistili, Ze
zvySena exprese proteini ABCGS5 a ABCGS8 byla stanovena u potkant, kteti byli
stravovani SM nebo silymarinem ve formé fytosomii. Divodem je lepsSi biologicka
dostupnost téchto forem (Poruba etal., 2015a). Proto byl vtéto praci pouzit

mikronizovany silymarin.

Diivéjsi studie (data nepublikovana) ukazala, ze PUFAS v kombinaci se silymarinem
zpusobuje statisticky vyznamné zvySeni v expresi ABCGS i ABCGS8, a to o 78 %
(p <0.05) v ptipadé¢ ABCG5 a0 232 % (p <0.001) v pfipadé ABCG8. Samotné PUFAs
ovlivnily jen expresi proteinu ABCGS, a to zvySenim exprese o 151 % (p < 0.01). Tato
studie byla provedena na HHTg potkanech a experimentalni skupiny byly porovnany

s kontrolni skupinou potkant, ktefi nebyly na dieté s vybranymi pfirodnimi latkami.

Cilem této prace bylo potvrdit, zda SM, PUFAs a jejich kombinace ovliviiuji expresi
I sttevnich transportéri ABCGS5/8 na urovni proteinu u potkaniho modelu
metabolického syndromu. Vysledky v této praci ukazuji na mirné zmény v expresi

stievnich proteint ABCG5 a ABCGS8 u potkanti v experimentalnich skupindch, nicméné
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tyto zmény nejsou statisticky signifikantni. Vysledky tedy nepotvrdily efekt v jatrech
potkand. Dlivodii mize byt n€kolik, napt. mohou zde hrat velkou roli rizné typy
stievnich bakterii, které pfirodni latky mohou metabolizovat a vzniklé metabolity jiz
nemusi mit tentyz efekt jako ptivodni latka. Nebo naopak v jatrech vznikaji metabolity
ze SM nebo PUFAs, které maji praveé vliv na expresi proteini ABCG5/8. Vysvétleni
rozdilnych ucinkd vybranych piirodnich latek na expresi ABCGS5/8 v jatrech a ve
sttevech neni jednoduché, proto je zapotiebi provést dal§i experimenty, které jsou

v budoucnu v planu.
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7 ZAVER

Cilem mé bakalaiské prace bylo potvrdit, zda vybrané pfirodni latky maji vliv na
expresi transportéri ABCGS5/8 ve stievni tkani HHTg potkant, jak jiz bylo pozorovano
V jaterni tkéni U stejnych potkanti. Bylo zjisténo, Ze nejvétsi zména exprese ABCGS5/8
probihala u potkand, ktefi byli na diet¢ obohacené 0 SM. Nicméné vysledky nejsou
statisticky vyznamné. Exprese stievnich ABCG5/8 na urovni proteintit Se mMmezi
skupinami zasadné neli$i, a tudiz SM a PUFAs nemaji vliv na expresi sledovanych

proteinil ve stievni tkani HHTg potkanti.

V budoucnu by se dle mého ndzoru méla véda orientovat na vyzkum exprese téchto
proteinti 1 v dalSich ¢astech téla, nebot’ veétsin€ lidi stoupa hladina cholesterolu v celém
organismu Vv dasledku jejich Spatné zivotospravy. ZvySena regulace transportnich
proteint ABCG5 a ABCG8 mitiZe hrat klicovou roli ve sniZeni hladiny cholesterolu

a tim prispét k uzdraveni organismu trpici napt. kardiovaskularnim onemocnénim.
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