UNIVERZITA KARLOVA'V PRAZE

P¥irodovédecka fakulta

Katedra fyziologie

Bc. Katefina Rybakova

PATOGENEZE HYPERCHOLESTEROLEMIE
U PRAZSKEHO HEREDITARN E
HYPERCHOLESTEROLEMICKEHO (PHHC) POTKANA

Pathogenesis of hypercholesterolemia

in Prague hereditary hypercholesterolemic (PHHC) ra

Diplomova prace

Praha 2013

Vedouci prace: Ing. MiluSe Vlachova



Cestné prohlaseni
ProhlaSuji, Ze jsem zérecnou praci vypracovala samostata Zze jsem uvedla
vSechny pouzité inforntai zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podsi@tast nebyla

piedloZena k ziskani jiného nebo stejného akadenctitetu.

VPrazedne ............oooennn. PodpiS ..o,

Katefina Rybakova



Podékovani

Na tomto mist bych chéla viele podkovat své Skolitelce Ing. MiluSi Vlachové
za odborné vedeni a #lvost projevenou  zpracovavani mé diplomové prace.
Rovrez bych chéla podtkovat RNDr. Janu Kowavi, CSc. za nesmirnou laskavost,
kterou prokazoval ip konzultacich, dale za odborné rady a podanou poow ruku,
bylo-li tteba. Mé po&kovani nalezi také zafstnandm Lipidové laboratte IKEM,
Izotopového servisniho istdiska IKEM a pracovnikm zwfince IKEM. Dkuji také
RNDr. Veére Lanske, CSc. za pomoc se statistickym hodnocenjistedki, Mgr.
Katefing Zemankové, Bc. MarkétJiratové a pani Danusi Kérberové za technickou
pomoc i provadni pokusu.

Na zaé¥r dekuji své rodig za podporu nejen ve studiu, aléegevsSim za
laskyplnou péi, kterou n& zahrnuji cely zZivot, a mému manzelovi za pochopeni

a ohromnou trgivost, kterou mnohokrat prokazati gepisovani této prace.



ABSTRAKT

Hypercholesterolémie fpdstavuje vyznamny rizikovy faktor pro vznik
kardiovaskularnich chorob. Pro studium patogendeeapie hypercholesterolémie se
vyuziva celéfady experimentélnich modelV této diplomové praci se za&huji na
charakterizaci jednoho z nich.

Prazsky hereditagn hypercholesterolemicky (PHHC) potkan je vhodnym
modelem pro studium hypercholesterolémig¢esfoze na standardni dietétSinu
plazmatického cholesterolu transportuje v lipoprageh o vysoké hustgt na
cholesterolové diét se u®j rozviji hypercholesterolémie srovnatelna
s hypercholesterolémii dlovéka. Vyhodou tohoto modelu je, Ze pro zvySeni
cholesterolové hladiny neni nutné do dietigl@vat Zlikové kyselinyci jiné latky, které
jsou pro jatra svymidinky ¢asto toxické.

Hypercholesterolémie je u PHHC potkampisobena akumulaci lipoprotéin
o velmi nizké husteét (VLDL), které jsou zn&né¢ obohacovany cholesterolem jiip
sveém vzniku v jatrech. Tytdastice jsou pomaleji katabolizovanystavaji proto déle
v cirkulaci.

Zjistili jsme, Ze po podani 1% cholesterolové didtychdzi u PHHC potkana
k akumulaci cholesteryleste(CE) v jatrech a Ze vyrazrstoupa i jejich koncentrace ve
VLDL. Na zvySené inkorporaci CE do VLDL se v jatnecmohou podilet
acylkoenzymA:cholesterolacyltransfera (ACAT) a rogomalni protein ignasejici
triacylglyceroly (MTP). Zjistili jsme, Ze aktivitACAT ani MTP v jatrech se neliSi mezi
PHHC potkany a kontrolnimi potkany Wistar a zatoveeni ovliviena podanim
dietniho cholesterolu. Rozdily nebyly nalezeny aréxpresi getn kodujicich tyto
proteiny Mttp, Soatl, Soa)2

Zvysené inkorporaci CE do VLDL v jatrech PHHC patkaneodpovidaji tedy
zmeény ani v expresi ani v aktihdtACAT ¢i MTP.

Kli ¢ova slova
Cholesterol, hypercholesterolémie, potkan, VLDL,ANG MTP.



ABSTRACT

Hypercholesterolemia represents a major risk faofocardiovascular disease.
A number of experimental models is used for study hypercholesterolemia
pathogenesis and therapy. This thesis concentoateharacterization of one of these
models.

Prague hereditary hypercholesterolemic (PHHC)ga&tich a suitable model for
study of hypercholesterolemia. Although the mayjoriif plasma cholesterol is
transported by high density lipoprotein in PHHC fed standard diet, PHHC rat fed
cholesterol diet develops hypercholesterolemia @raige to that of humans. The
advantage of this model is that hypercholester@dedavelops without the need for
addition of bile acids or other hepatotoxic subststo the diet.

The hypercholesterolemia of PHHC rat is causeddwyexd down catabolism of
cholesterol-rich very low density lipoprotein (VLIPLThese cholesterol-rich particles
are synthesized in the liver.

We found out that PHHC rat fed 1% cholesterol dietumulates cholesteryl
esters (CE) in the liver and also in the VLDL. AGbA:cholesterol acyltransferase
(ACAT) and microsomal triglyceride transfer protgTP) may participate in the
increased incorporation CE into VLDL. We found owetdifference in ACAT and MTP
activities in the liver between PHHC rats and colnémimals. Neither ACAT activity
nor MTP activity is influenced by cholesterol dikio difference in expression of genes
encoding these proteinBiftp, Soatl, Soaj2vas detected.

In conclusion, the increased incorporation of Cié MLDL in PHHC rat liver is

not related to changes in gene expression or aesvof ACAT and MTP.

Keywords
Cholesterol, hypercholesterolemia, rat, VLDL, ACAMTP.
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1. UvOD

Cholesterol je zakladni sloZzkou kignych membran Ziwacha. Udrzuje jejich
fluiditu a je sodasti tzv. lipidovych raft. Podili se na signalizaci a zardéveraje
duleZitou roli v metabolismu, neboje sowasré prekurzorem steroidnich hormign
vitaminu D, zl@¢ovych kyselin a oxysterol

Cholesterol fjimame spoléné s potravou nebo si jej iweme sami
syntetizovat. Syntézy je schopna kazda jadernékdu Odstraovani ebytku
cholesterolu zda je vSak omezené. Vyznamnou ulohu zde hraji,j&texa cholesterol
pienmenuji na Zlkové kyseliny. V &le je cholesterol transportovancasticich zvanych
lipoproteiny.

ZvySenou hladinu cholesterolu ozongeme jako hypercholesterolémii.
V sowasnosti pedstavuje hypercholesterolémie vazny zdravotni lprop jelikoz
zvysuje riziko vzniku kardiovaskularnich choroberé se \Ceské republice podili na
celkové mortali zhruba z poloviny. Vroce 2008 zésio vCeské republice na
kardiovaskularni choroby 45 % mua 51 % Zen (Cifkovét al, 2010).

Hypercholesterolémie vznika visledku nezdravého Zivotniho styluiigadre
na zaklad genetickych predispozic. ZvySena hladina cholekielje zpisobena
nerovnovahou v jeho metabolismu.ckbdli zname hypercholesterolémie i®pbené
poruchou v jednom genu, mnohamastjSi jsou onemoami polygenniho charakteru.
Doposud ale nebyly identifikovany vSechny geny, r&tejsou za rozvoj
hypercholesterolémie odp&iné.

Pro studium patogeneze i terapie hypercholesterelé&sa vyuziva cel&ady

experimentalnich modél Tato diplomova prace se zéimje na charakterizaci jednoho
Z nich.



2. LITERARNI P REHLED

2.1 Transport lipidi v cirkulaci

Mezi tkdrémi jsou lipidy transportovangasticemi zvanymi lipoproteiny. Jsou to
sférické partikule, které roztlijeme podle hustoty do 5 zakladnich skupin (Tab. 1

Souasti lipoproteii jsou lipidy a proteiny zvané apolipoproteiny (ap@dvrch
lipoproteini je tvaren fosfolipidy, volnym cholesterolem (FC) a apofipateiny.
Hydrofobni  jddro lipoproteiln je potom tvéeno triacylglyceroly (TG)
a cholesterylestery (CE).

Tab. 1: Klasifikace lipoproteinu ¢lovéka (upraveno podle Gotto, 2003).

L | velikost | Relativni | % Podil | % podil| VN1 Hlavni | Pohyblivost
ipoproteiny L T lipidova .
[nm] hustota | lipidd | proteiri N apoprotein  na gelu
slozka
Chylomikron{ 90-1000] < 0,95 98-99 1-2 TG BC4§ start
viDL | 3000 | 9% | 9093 | 710 TG | B-100,G¢  pi-
1,006- cholesterol, i
IDL 25-30 1.019 89 11 TG B-100 prep
LDL 20-25 1,019- 79 21 cholesterol B-100 B
1,063
1,063-
HDL 7,5-20 1.210 43-67 33-57 | cholesterd A,C,H o

Jednotlivé ttidy lipoproteii se liSi nejen velikosti a asociovanymi
apolipoproteiny, ale figdevsim jejich lipidovym sloZzenim, mistem vznikpi&odem
lipidu.

Lipidy z potravy (hlavi TG) jsou transportovany neéé&imi a zarove nejment
denznimic¢asticemi zvanymi chylomikrony. Tato cesta transp@etroviéZz ozng&ovana
jako exogenni transport.

Endogenni draha transportu lipidatina v jatrech produkci lipoproteiro velmi
nizké hustat (VLDL). VLDL transportuji gedevSim TG k mimojaternim tkanim.
V cirkulaci jsou c¢astice VLDL postupéi metabolizovany. ZmensSuji se ajsou
ozna&ovany jako lipoproteiny o#dni hustat (IDL), z nichz dalSim fisobenim
enzymi vznikaji lipoproteiny o nizké husto{LDL). V ¢asticich LDL jiZ nepevazuji
svym obsahem TG, ale CE.dbveéka transportuji LDL az dvtretiny plazmatického
cholesterolu.



Posledni itidou ¢astic jsou lipoproteiny o vysoké hustot(HDL), které
zprostedkovavaji tzv. reverzni transport — transporthplesterol z tk&ni do jater, kde
dochazi k jeho ifgmen¢ na Zlkové kyseliny. \étSina savé transportuje v HDL téwt
vSechen plazmaticky cholesterol. Vyjimkou je hajovek, ktery v HDL transportuje
zhruba jedndtvrtinu plazmatického cholesterolu.

Zatimco vysoka hladina HDL v plaznm@ protektivni charakter, vysoka hladina
LDL aVLDL je spojena se vznikem aterosklerozy, edyt ise vznikem
kardiovaskularnich chorob.

Nasledujici podkapitoly setmuji syntéze a metabolismu VLDL a LDL, jelikoz
praw porozunéni metabolismu VLDL a LDL je nutné pro obja&sm mechanistrin

vzniku onemocéni spjatych s hypercholesterolémii.
2.1.1 Metabolismus VLDL

2.1.1.1 SynTEZA VLDL

Castice VLDL jsou syntetizované v jatrech. Uwnitydrofobniho jadra maji
neutralni lipidy (pevazr® TG). Na hydrofilnim povrchu asociuji vzdy jen dij@u
molekulou apo B, ktery se u sdiveyskytuje ve dvou hlavnich formach — delSi apo B-
100 a kratSi apo B-48 (Elovsaet al, 1988; Kaneet al, 1980). V jatrechtloveéka je
syntetizovan pouze apo B-100, zatimco v jatrechkg@ jsou syntetizovany &b
varianty apolipoproteinu (Glickmaat al, 1986; Wu and Windmueller, 1981).

Syntéza VLDL z&in4 v drsném endoplazmatickém retikuia jehoZz membrén
je translatovan apo B. Apo B je kotranslai posttranslané lipidovan mikrosomalnim
proteinem penasejicim TG (MTP). Vznikaji¢iastice bd’ opousti bitku sekretorickou
drahou jako VLDL, anebo mzZe fuzovat s tukovou kapénkou — vznikaji taksv
¢astice VLDL (Obr. 1), (Adielset al, 2008).
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Obr. 1: Syntéza VLDL (Adielst al, 2008).

Na membra# endoplazmatického retikula je syntetizovan apt)Bktery je sodasre lipidovan
MTP (2). Pokud v bice chybi TG, apo B neni dostaté lipidovan (3) aje s@rovan

k degradaci do proteazomu (4). Vznikajéstice pre-VLDL jsou uvabvany do cytoplazmy,
odkud jsou sekretorickou drahou dopravovany k pdimké membréh ajako VLDL
secernovany ven ziky (5 — 9). Alternativé pre-VLDL fazuji s tukovou kapénkou a do
cirkulace vstupuji jako tzv. VLRI(10 — 11). Metabolické/preny tukovych kapének (12 — 14).
Vyswétlivky: ER — endoplazmatické retikulum, ERGIC —annedialni kompartment mezi ER
a Golgiho aparatem, FA — mastna kyselina.

Regulace syntézy VLDL

Syntéza VLDL zavisi na diéta dostupnosti lipidl (mastnych kyselin, TG,
cholesterolu, fosfolipid).

Pro syntézu novych VLDL je nezbytna syntéza apihadré jeho snizena
degradace (Dixoet al, 1991), potvadz exprese genu, ktery ho kdduje, je konstitiitivn
(Pullingeret al, 1989). Zarove s apo B je nutnaifiomnost MTP — jeho deficit vede

k tzv. abetalipoproteinémii (Zamet al, 2008).
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Jak jiz bylo zmigno, VLDL slouZi k transportuipdevsim TG. Produkce VLDL
je vzasad urtovana nabidkou TG, které jsou v jatrech ierty de novo nebo
syntetizovany z mastnych kyselin dietnih@gvpdu ¢i uvolnénych z tukové tkan
(Wiggins and Gibbons, 1992). Pokud je TG malo,ge B degradovano. Pokud je TG
nadbytek, vznikaji vedle VLDLi velké¢astice VLDL (Borenet al, 2013).

Pro syntézu VLDL je row¥ dilezity cholesterol — FC je soéasti povrchu
lipoproteini, a je tedy nutny pro jeho formovani. Zardvje podstatny esterifikovany
cholesterol — vzniklé CE t¥d zaklad lipidového jadra lipoprotdin Pokud je totiz
syntéza cholesterolu inhibovana, hladina CE v ¢htridesa a naopak koncentrace TG
roste — nevznikaji nové VLDL (Khaet al, 1989). Cholesterolffmany v diet zvySuje
koncentraci FC a CE v jatrech a zambvstimuluje syntézu VLDL, &etrg syntéezy
asociovanych protein(apo B), (Fungwet al, 1992).

Syntéza VLDL je také regulovdna hormori@l(Gibbons, 1990; Keyes and
jidle uvohovan z Langerhansovych astku slinivky biisni, zvySuje degradaci apo B,
zvySuje retenci TG v hice a inhibuje MTP (Auet al, 2003; Brown and Gibbons,
2001; Gibbonst al, 2002; Malmstronet al, 1998).

2.1.1.2 MEeTABOLISMUS VLDL

V cirkulaci ¢astice VLDL ziskavaji od HDL apo C aapo E. Na Io&hnim
povrchu cévniho endotelu interaguji s lipoprotemovtipasou (LPL), ktera hydrolyzuje
TG z jadra lipoproteinu na monoacylglycerol a méaskyseliny. Uvahované mastné
kyseliny jsou vychytany okolnimi tk&mi. Postupt se partikule zmenSuji, uvalji
nabyté apo C a apo E av poddbL se vraceji do jater. Jatra vychytaji zhruba& dv
tietiny kolujicich IDL. Zbylé ¢astice jsou metabolizovany jaterni lipasou (HTGL)
a vznikaji takcastice LDL (Obr. 2), (Bermaet al, 1978; Olivecrona and Olivecrona,
1995).
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Obr. 2: Metabolismus VLDL.

Vysweétlivky: FA — mastna kyselina.

2.1.2 Metabolismus LDL

Na rozdil od VLDL a IDL lipoproteiny o nizké hustotransportuji ve svém
hydrofobnim ja#e predevSim CE. LDL vznikaji v cirkulaci postupnym odibé@vanim
VLDL. Cast LDL je zgtnéd vychytana jatry.Céastice, které nejsou jatry odstéany,
cirkuluji v krevnim fteciSti do té doby, nez jsou eliminovany pi@sinictvim
specifickych receptdr ¢i jinych nespecifickych mechanismLDL piindsi cholesterol

mimojaternim tkanim.

2.2 Hypercholesterolémie

ZvysSena hladina cholesterolu neboli hypercholetter® vznika pi
nadbyténém gFijmu cholesterolu a nasycenych tugotravou, nedostatku pohybu, ale
také v zavislosti nagku, pohlavi a genetickych predispozici€tegkaet al, 2005).

Vzestup koncentrace cholesterolu souvisi s hré@miad lipoproteirii v krevnim
ob¢hu, které vede k metabolickym onem&sim zvanym hyperlipoproteinémie.
Hyperlipoproteinémii  rozélujeme dle Fredricksona na zaksadpohyblivosti

lipoproteini v elektrickém poli do 6rtd (Tab. 2).
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Tab. 2: Fredricksonova klasifikace dyslipidéndiegkaet al, 2005).
Vysweétlivky: TC — celkovy cholesterol.

Fenotyp| ZvySeny lipoprotein TCvséru | TGvséru | Aterogenida | Prevalence
| Chylomikrony Norma 4 MM Nepozorovana Vzacné
lla LDL ™" Norma +++ BZné
b LDL a VLDL M 1 +++ Bszné

11 IDL a remnanty " ™1 +++ Stedni
v VLDL Norma -1 " + BeZzné

Vv VLDL a chylomikrony | Norma 4 "M + Vzacné

Hypercholesterolémie &loveéka je podmitna gedevSim akumulagiastic LDL
(hyperlipoproteinémie typu lla) fpadré v kombinaci se zvySenou koncentraci VLDL
(typ llb). Ménre ¢asto je zpsobena zvySenou koncentraci IDL a remnantiéstic (typ
), které velikostd odpovidaji VLDL, ale na rozdil od nich jsou obobag
o cholesterol. Potm obsahu cholesterolu k obsahu TG ve VLDL — VLDIMCDL-TG
— u zdravych jedincje 0,45, zatimco pacienti s hyperlipoproteinérypiut 11l maji tento
pomer okolo jedné.

PrestoZze jsou v s@asné dob znamé monogenni poruchy v metabolismu
cholesterolu, velkdcast onemoctni spojenych s hypercholesterolémii je dana
polygentg.

Mezi nefasgjSi monogen&é podmirgné choroby pdt dominantni familiarni
hypercholesterolémie, ktera je podsria bul’ defektem v receptoru pro LDL (LDLR)
nebo jeho defakt ligandem apo B-100,

a recesivni familidrni dysbetalipoproteinémie, &t¢e spojena s isoformou apo E-2
(CeSkaet al, 2005).

Cela tada gen,

u familiarni  hypercholesterolémie,

jejichz varianty
cholesterolémie APOB', LDLR, CETP, PCSKJ ad.) jiz byla identifikovana, festo

vSak vSechny geny prasoodobr jeS€ nezname.

jsou ulidi odpédné za vzestup

DuleZitou ulohu ve studiu patogeneze hypercholester@ hraji zwvieci

experimentalni modely.

! APOB- lidsky gen pro apolipoprotein B
2 LDLR - lidsky gen pro receptor pro lipoproteiny o nitiéstot
3 CETP- lidsky gen pro proteinipnasejici cholesterylestery
4 PCSK9- lidsky gen pro proprotein konvertasu subtilisexia typ 9
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2.3 Experimentalni modely hypercholesterolémie

Transport cholesterolu z jater dihat je zprostedkovancasticemi VLDL a LDL.
Na rozdil od¢lovéka je u ¥tSiny sav@ polotas LDL extréma kratky a LDL u nich
v cirkulaci v podstat chybi. \EtSinu cholesterolu pak tito zZigmhové transportuji
v HDL a ozn&ujeme je jako tzv. ,HDL savce“. Do této skupiny fhar biZnych
laboratornich zwat nag. potkan amys. ,HDL savci® jsou odolniudi vzniku
cholesterolu v LDL. Majoritni cesta transportu asierolu se vsSak ime |liSit
i U jedinal stejného druhu, ale jiného kmene, pohlavist&i. Dalezitou roli hraje
i Zivotni styl, resp. typ potravy (rostlinného /vdtiSného fivodu) a u hibernait
dokonce i sezéna (Chapman, 1986).

Historicky prvnim experimentalnim modelem hyperestérolémie se stal na
pocatku minulého stoleti kralik. Postupbyly vyuzivany dalSi zvéci druhy (potkan,
myS, prase, pes, opice). Modely hypercholester@éijsbu ziskdvany metodami
molekulérni biologie, krmenim cholesterolovou digtpripadreé Slech&énim.

Nalézt vhodny experimentalni model pro studium hgpelesterolémie
a aterosklerozy neni jednoduché&khti Zivocichové téndt neodpovidaji na podavani
cholesterolov&i vysokotukové diety. Proto se u nich hypercholesémie vyvolava
podavanim nefyziologického mnozstvi dietniho cheledu, Zlkovych kyselin,
piipadre l1éka ovliviwyjicich Stithou Zlazu. Anebo u nich hypercholesésmie ntuize byt
zpiusobena odstr&nim zmirgné zlazy. Na druhou stranu tkierych Ziv&isnych druli
Ize snadno vyvolat hypercholesterolémii podanimndi® cholesterolu. i@stoze tito
Zivocichové rozvinoudzkou hypercholesterolémii, nevyvijeji se u nichr@g&lerotické

léze - jako model pro vyzkum aterosklerdzy jsouzutevhodni.

2.3.1 Geneticky modifikované modely hypercholesterolémie
V dnesni dob jsou nefasgji pouzivanymi modely organismy, které byly
upraveny metodami molekularni biologie (knock-dutransgeneze). Tyto modely jsou
vhodné pro studium géns gredpokladanou uUlohou v patogenezi. AvSak u polygenni
hypercholesterolémie je znama pouze ndakt gei, které se na jejim vzniku podileji.
NejrozstensjSimi geneticky modifikovanymi modely jsou mysi.I&iou deleci
genuApoe jehoz produkt — apo E — je ligandem receptorthytévajiciho lipoproteiny
s apo B-48 (proteinifbuzny LDLR) z cirkulace, u nich vznikd hyperchd&slémie
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a nasledé iateroskler6za (Smithies and Maeda, 1995). DalSimodelem
hypercholesterolémie jsou mysi deficitni v LDLRA(r”"), (Ishibashiet al, 1993).
U téchto my3i nedochazi k odsimvani LDL z olghu. Castice se hromadi v krvi
avznikd  hypercholesteroléemie  analogickda  familiarnhypercholesterolémii.
Ateroskleréza se u nich rozviji az na vysokotukdwd (Knowles and Maeda, 2000).
Prikladem transgenniho modelu hypercholesteroléntie jaysi apoe*3leiden,
které produkuji mutovanou variantu lidskeA®OE3 (van den Maagdenberg et al.,
1993) Mutovana alela Zisobuje dominantni formu dysbetalipoproteinémie. iNgSu
hyperlipidemické a na cholesterolové dieyvijeji aterosklerotické 1éze (van Vlijmen
et al, 1994).

2.3.2 Hypercholesterolémie indukovana dietou

Hypercholesterolémii Zeme u pokusnych modelyvolat podavanim diety
obohacené nasycenymi tuky a cholesterolem, neboimaxgjSich druti kombinaci
vysoké koncentrace tuku a sacharosy.

Citlivost k dietam tohoto typu se mezi zérchy liSi. Nag. kralici, ptaci
a rekteri primati jsou k cholesterolové déetvnimawjsi, zatimco u prasat aipge
zapotebi dieta vysoce obohacena o nasyceneé tuky.

U druhi s nizkou sensitivitou k cholesterolové digprase, pes, potkan) je
hypercholesterolémie vyvolavana dalSimi metodamko janag. chirurgickym
odstragnim S§titné Zlazy, jejim farmakologickym ovl&mm nebo podavanim diety
bohaté na soli Zltovych kyselin (kyseliny choloveé).iPtéto metod se mohou projevit

nezadouci vedlejSi hepatotoxick&nky (Poledne and Vrana, 1989).

2.3.3 Modely se spontanni hypercholesterolémii

Zvitata se spontanni hypercholesterolémii byla vy3teehtgibuzenskym
kiizenim jedinéd s vysokou koncentraci cholesterolu. Tyto modelyi ma standardni
diet zvySenou hladinu cholesterolu a jsou cetkosensitivigjSi vaci dietam se
zvySenym obsahem tuku a cholesterolu (Poledne a@ay 1989).

Vyznamnymi modely se spontanni hypercholesterolémiiu Watanabeho
hereditarg hyperlipemicky (WHHL) kralik a Prazsky hereditérrhypercholeste-
rolemicky (PHHC) potkan.
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2.3.3.1 WATANABEHO HEREDITARN E HYPERLIPEMICKY (WHHL) KRALIK

WHHL krélika vyslechtil v 70. letech minulého stbl®/atanabe rozmnozenim
mutantniho hyperlipidemického samce (Watanabe, 1980HHL kralik hromadi
v cirkulaci ¢astice LDL a neni schopen je&idné odbouravat — je deficitni v LDLR
(Attie et al, 1981; Kitaet al, 1981; Tanzawat al, 1980). Popsany fenotyp odpovida
fenotypu pacierit s familiarni hypercholesterolémii. WHHL kralik jghodnym
modelem pro studium metabolismu lipoproteihypercholesterolémie a aterosklerézy
(Shiomi and Ito, 2009).

2.3.3.2 PRAZSKY HEREDITARN E HYPERCHOLESTEROLEMICKY (PHHC) POTKAN

Potkan neni {iliS vhodnym modelem pro vyzkum hypercholestero&mi
a aterosklerozy. Piatmezi Ziva&ichy transportujici &Sinu svého cholesterolu v HDL
a jejich sérova hladina cholesterolu je obvykle&hizez 2 mmol/l (Chapman, 1986).

Potkani nejsou sensitivni k cholesterolové ani wékdiet, pokud jim nejsou
podany Zldové kyselinyi latky ovlivaujici Stitnou Zlazu (Colet al, 1984; DeLamatre
and Roheim, 1981; Mahley and Holcombe, 1977). Degdivni znény se u nich
objevuji az pi extrémnich podminkach.

V minulosti se |& poddilo vySlechtit rekolik kmeni citlivych k cholesterolové
diett (Mashimoet al, 2007). Na druhou stranu pokusy vySlechtit linggkani s vySSi
bazalni hladinou cholesterolu bylasto neusfEné — zvysSena hladina cholesterolu
odpovidala zvySenému transportu cholesterolu v H&lebo u nich v dité generaci
doSlo ke ztré&t plodnosti (Ouguerramet al, 1996; Poledne and Vrana, 1989).
Zlomovym bodem v hledani vhodného modelu pro stadiypercholesterolémie bylo

vySlech&éni PHHC potkana.

PHHC potkan byl vysSlechh v Institutu klinické a experimentalni mediciny
(IKEM) v Praze (Poledne, 1986). Novy kmen labonmaiioo potkana vznikl Zenim
potkani kmene Wistar, kié na cholesterolové dievyvinuli hypercholesterolémii, aniz
by jim v die€ byly podavany Zltové solici latky inhibujici Stitnou Zlazu. Opakovanym
kiizenim byla ziskana zwta, ktera na standardni laboratornidmetla mirné zvySeny
cholesterol vkrvi ana cholesterolové dietvyvijela mnohonasokin zvySenou
cholesterolémii proti potkd@m kmene Wistar.

Pri zpétném Kizeni PHHC potkain s kontrolnimi zuiaty bylo zjiS€no, Ze

hypercholesterolémie je uPHHC potkanpolygenniho charakteru (Reysserova
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and Poledne, unpublished datajedtoze hladina cholesterolu je u PHHC potkaa
cholesterolové diét  srovnatelnd s hladinou cholesterolu u padient
s hypercholesterolémii, nevyviji se uPHHC potkapo 6 ngsicich na 2%

cholesterolové diétateroskleréza (Kowveéet al, 2009).

2.3.3.2.1 Lipoproteinovy profil PHHC potkana

Na standardni diéte wtSina plazmatického cholesterolu transportovandt H
jak u potkafi kmene Wistar, tak i PHHC. Na cholesterolové @it u potkai Wistar
zvySuje podil transportovaného cholesterolu ve VLDIPHHC potkaf navic i v IDL
alLDL (Obr. 3). Zatimco u potkén Wistar Zistavda dominantnim ipnaséem
cholesterolu HDL i na cholesterolové diett PHHC potkaf prebira tuto roli VLDL.
Castice VLDL jsou u obou linii na cholesterolovétdiebohacené cholesterolem, ale
u PHHC potkafn je poner VLDL-C/VLDL-TG vyrazné vyssi. Ritom koncentrace

cholesterolu v jatrech se mezisofa liniemi potkana neliSi (Vlacho al, 2013).

S8l
VLDL-C
1 IDL-C
— 2.0
,EE 7 E LDL-C
t=h 7 mm HDL-C
o 1.5
g 7
= 7
§ 1.0 7
= %
(@]
0.5 ,//,
e
0.0- —m el %1—15 7
W_ctrl W_chol P_ctrl P_chol

Obr. 3: Lipoproteinovy profil PHHC potkana a potkaWistar na kontrolni a 1% cholesterolové
diet (Vlachovéet al, 2013).

Vyswetlivky: HDL-/IDL-/LDL-C - cholesterol véasticich HDL/IDL/LDL, P_chol — potkani
kmene PHHC na cholesterolové dieP_ctrl — potkani kmene PHHC na kontrolni &jet
W_chol — potkani kmene Wistar na cholesterolovéedi@/_ctrl — potkani kmene Wistar na

kontrolni dieg.
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Dvé hodiny po intraven6znim podéani tyloxapolu (infobit LPL) nebyly mezi
kmeny zjiSény rozdily v koncentraci VLDL-TG. Koncentrace VLDE- u PHHC
potkana je vSak na cholesterolové &i@krat vyssi. Pokr VLDL-C/VLDL-TG je
u PHHC potkafi na cholesterolové dietroven giblizn¢ jedné, zatimco u potkan
Wistar na téZe digtje roven cca 0,45 (Obr. 4), (Vlachoefal, 2013). Podil FC a CE
ve VLDL (VLDL-FC a VLDL-CE) nebyl zatim jegtcharakterizovan.
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Obr. 4: Koncentrace cholesterolu a TG ve VLDL izaloych zplazmy 2 hodiny po

intravendzni aplikaci tyloxapolu (Vlachoe al, 2013).

Lipoproteinovy profil PHHC potkai na cholesterolové dietodpovida profilu
pacienti s familiarni dysbetalipoproteinémii, u nichz jépeproteiny bohatymi na TG
asociovana isoforma apo E-2. Apo E-2 mé niZSi tafikireceptoru pro tyto partikule,
a dochazi tak k jejich hromaai v cirkulaci Ceskaet al, 2005).

Pri sekvenovani genu koédujiciho apo E u PHHC paikiayla v prvnim exonu
objevena jednonukleotidova zéna (G>C v pozici +24 od #Zatku transkripce). Prvni
exon tohoto genu sice nertfiegladan do proteinu, ale mohl by mit vliv na jelxpresi.
Role apo E v hypercholesterolémii PHHC potkéyla vSak vylodena poté, co nebyly
mezi liniemi nalezeny rozdily v koncentraci zkour@aa proteinu (Heczkova, 2010).

V puvodni praci z 80. let nebyl pozorovan mezi PHHCkpoy a kontrolnimi
zvitaty rozdil v rychlosti vychytavani LDL z cirkulace,proto byl u PHHC potkdn
vylouéen defekt v LDLR (Obr. 5). Mezi liniemi nebyly ro¥h zjiS€ny rozdily
v rychlosti vstebavani dietniho cholesterolu (Poledne, 1986), zasadni rozdily
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v aktivité lecithin:cholesterolacyltransferasy (LCAT), (Kdyd991),¢i aktiviteé LPL
a HTGL (Bdinka, 1995).

1000+

3 ﬁ 2b 24 hrs

Obr. 5: Clearanc&J-LDL z cirkulace (Poledne, 1986).
LDL potkan: Wistar byly izolovany, ozdany radioaktivnim jodem?1-LDL) a intravendze
aplikovany potkafim PHHC a Wistar. Pokles radioaktiviif v plazn# se u obou kmein

nelisil.

Mezi liniemi byl nicmér pozorovan rozdil v clearance VLDL (Obr. 6). VLDL
potkari PHHC a Wistar na cholesterolové dietbyly izolovany, ozn&ny
radioaktivnim jédem *¢-VLDL) a aplikovany do Zily potkalm Wistar. Z tohoto
pokusu vyplyva, Zze VLDL obohacené cholesterolemHiE potkar pretrvavaji
vcirkulaci déle nez VLDL potkan Wistar (Vlachova et al, 2013).
Hypercholesterolémie je u PHHC potkana dana zpamalekatabolismem VLDL
jakozto gevladajiciho penasee cholesterolu po jeho dietnim podani. Mechanismus,
ktery je odpo¥dny za zpomalenou clearance VLDL PHHC potkaratim neni znamy.
Vzhledem k vysokému obsahu cholesterolu nemohou prgvdEpodobre castice

normalré metabolizovany.
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Obr. 6: Clearanc3-VLDL z cirkulace (Vlachovéet al, 2013).

Na cholesterolové dietstoupa u PHHC potkana koncentrace cholesterolu ve
VLDL. Podil obou forem cholesterolu — VLDL-FC a VLBCE — na vzestupu VLDL-C
ale zatim nezname. PHHC potkani odstija tyto obohacené&astice z cirkulace
podstaté pomaleji — jsou i&jm¢ metabolicky defektni.

Z pokusu s tyloxapolem vyplyva, Ze uPHHC potkanachézi k zvySené
inkorporaci cholesterolu do VLDL fpmo v hepatocytu. Ptose u PHHC potkan
piesouva vice cholesterolu do VLDL nez u potkaWistar, i kdyZ je koncentrace
cholesterolu v jatrech u obou linii srovnateln@)estfistava neobjasmo. To by mohla
vyswtlit zvySena aktivita acylkoenzymA:cholesterolacgfisferasy (ACAT), nebo
MTP.

ACAT je mikrosomalni protein, vyskytuje se ve dv@oformach ACAT1
a ACAT2, které jsou kodovany gengoatl aSoat2 Hlavni isoformou hepatoayt
a enterocyt u mysi i lidi je ACAT2 (Casest al, 1998; Oelkerst al, 1998; Pariniet
al., 2004). Maji-li isoformy mezi sebou raf#dnou funkci, je stéle diskutovano.
V tkanich, jako jsou varlatai nadledviny, pevazuje u mysSi isoforma ACAT1
a cholesterol je zde ukladaredevsim v podabCE v tukovych kapénkach. Na druhou
stranu v jatrech aigw muze byt @gimo transportovan do név vznikajicich

lipoproteini s apo B na svém povrchu (Ru@elal, 2001).
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Pti syntéze VLDL hraje vyznamnou roli MTP, ktery j@dovan genenMttp.
MTP je souwasti mikrosomi a transportuje lipidy (CE, TG a fosfatidylcholima
vznikajicicastice VLDL (Jamilet al, 1998; Wetterau and Zilversmit, 1984).

2.3.3.2.2 Analyza transkriptomu v jatrech u PHHC potkana

Analyza transkriptomu v jatrech u potkekmene PHHC a Wistar na kontrolni
i cholesterolové digétukazala, Zze zvySenyiem cholesterolu potéaje u obou kmein
expresi gefi nezbytnych pro jeho syntézu a transport (ObrT&hto pokles exprese byl
v souladu s &ekavanim, ale figkvapiw nebyly mezi obma liniemi nalezeny rozdily.
Naproti tomu bylo identifikovanodkolik geni, jejichz exprese se bez ohledu na dietu
mezi kmeny zasadnliSila (Obr. 8). Funkce éthto geri u potkana neni dosud
objasréna, a proto by se jim #&a v dalSim vyzkumu &novat pozornost (Vlachovéat
al., 2013).

Wistar Gene PHHC
Fold Symbol Fold
cholesterol biosynthesis
-2.9 I Acat? I 25
-2.2 B Hmgest - .5
-3.7 . /dif I -5
-2.6 B Fon . 27
-6 I soc - 1 2.6
-3.8 I Cyo57 I 3
-3.0 B TS I -7
-5.0 I  scsmol I -5.c
lipoprotein metabolism
-4.6 I  /sig . 3.0
-2.8 N Faos1 N -0
2.1 B  Pcsk9 B 25

Obr. 7: Vliv cholesterolové diety na expresi gi@iastnicich se biosyntézy cholesterolu nebo
metabolismu lipoproteihu potkari PHHC a Wistar (Vlachovét al, 2013).

V grafu jsou uvedeny pouze geny, jejichZz exprelselbyviat na cholesterolové digalespadi
2krat nizsi nez u zkdt na die¢ kontrolni (p < 0,05).

Geny kéduji tyto proteinyAcat2 — acetylCoA:acetyltransferasa Bmgcsl— 3-hydroxy-3-
methylglutaryl:CoA-synthasa 1,Idil - isopentyl-difosfaA-isomerasa 1, Fdftl -
farnesyldifosfatfarnesyltransferasaSgle— skvalenepoxidas&yp51— sterol-14-demethylasa,
Tm7sf2— Al4-sterolreduktas&gc4mol- protein podobny sterol-C4-methyloxidaBesigl— gen
indukovany insulinem Iradsl- desaturasa mastnych kyselirPtsk9— proproteinkonvertasa

subtilisin/kexin typ 9.
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Obr. 8: Rozdily v expresi gémmezi potkany kmene PHHC a Wistar (Vlach@tal, 2013).

V grafu jsou uvedeny pouze geny, jejichZz expreseezé kmeny potkdma stejné diet liSila
alespa: dvakrat (p < 0,05).

Geny koduji tyto proteiny:Ugt2b — podjednotka UTP-glukuronosyltransferasyghl7 —
kadherin 17,Ltc4s — leukotrien-C4-synthas&lc6a6— taurinovy transportén,OC362855—
predikovany protein P5%yp2d5— protein z rodiny cytochroimP450,Apof— apolipoprotein F,
Yc2- podjednotka glutathion-S-transferadjdhla7— aldehyddehydrogenasa l1a7.

Zajimavy rozdil v expresi mezi kmeny byl pozorovargenu pro apo F.
U PHHC potkan byla exprese proti potkdm Wistar zvySena na obou typech pokusné
diety. Lidsky analog apo F inhibuje proteirfepasejici CE (CETP), ktery mezi
lipoproteiny vynénuje CE, TG a v menSi i@ i fosfolipidy (Morton and Zilversmit,
1981; Tall, 1993). U potkanale CETP zcela chybi (Guyard-Dangrementl, 1998).
Funkce apo F je u potkhmeznama.

Pri dalSi analyze genu byla sekvenaci objevena le@éptiova inzerce ve
druhém exonu, ktera vede ke vzniktegiasného STOP koddénu. PHHC potkani jsou
v této mutaci homozygotni. S relat&ymizkou frekvenci se tato inzerce vyskytuje
I u potkari Wistar. Redtasné ukoteni gepisu genu pravgodobré zpisobuje tvorbu
nefunkniho proteinu, coz by mohlo byt iebdninim pro zvySenou exprestiplusného

genu (Heczkova, 2010).
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3. CILE DIPLOMOVE PRACE

Podil volného a esterifikovaného cholesterolu pdgod dietniho cholesterolu
nebyl zatim charakterizovan ani v jatrech ani védD¥/IPHHC potkana.

Zvysena produkce VLDL obohacenych cholesteroleratne¢ch PHHC potkana
by mohla byt zpisobena zrmami v aktivie proteini, které se v jatrech podili na jeho
syntéze. Mezi tyto proteiny patacylkoenzymA:cholesterolacyltransferasa (ACAT)
a protein penasSejici triacylglyceroly (MTP).

Cilem mé diplomové prace bylo zjistit u PHHC potkankontrolnich potkainWistar:

o Jak se mni koncentrace FC a CE v jatrech po podani dietaffedesterolu.
o Jak podani dietniho cholesterolu ovlivni koncentFé&ea CE ve VLDL.

o Jak podéani dietniho cholesterolu ovlivni expresiigépof, Cyp7al, Mttp, Soatl
aSoat2

o Jak podani dietniho cholesterolu ovlivni aktiviteod proteirii (ACAT a MTP)
s predpokladanou ulohou v regulaci syntézy a sekredal\VVL
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4. EXPERIMENTALNI CAST

4.1 Schéma pokusu

MODELOVY ORGANISMUS A PODMINKY CHOVU

V pokusu bylo pouzito po 12 samcich potkdPHHC a Wistar. Byla vybrana
zdrava zviata o hmotnosti 360 — 460 g.

Potkani kmene PHHC byli odchovani v kongefm zwiinci malych
laboratornich zwat IKEM za standardnich &elnych podminek (12 h &tlo : 12 h
tma) @i teplog 22 °C. Potkani kmene Wistar byli dodani sgolesti AnLab s.r.o.
(Ceska republika) arpd zahajenim pokusu byli 3 tydny aklimatizovanipwaminky
konveréniho chovu IKEM.

K potraw a vod méli potkani po celou dobuifstupad libitum

EXPERIMENTALNI DIETY

» Kontrolni dieta

Standardni laboratorni dieta M2 (SEMEDesk& republika) sifanym 5%
palmitojaddrovym olejem.
* Cholesterolova dieta

Standardni laboratorni dieta M2 (SEMEDeska republika) sifdanym 1%

cholesterolem rozpuStym v 5% palmitojadrovém oleji.

USPQRADANI EXPERIMENTU A ODBER TKANI

Zvitata byla rozélena do 4 pokusnych skupin podle podavané dietgnene
(viz Tab. 3). Po 3 tydnech byla #afa pod etherovou narkbézou usmrcena dekapitaci.

Zvitata byla vykrvena do zkumavek a byl provedenrcoahorka jater.

Tab. 3: Pokusné skupiny.

Zkratka Prisludnost Experimentalni Pocet zvirat
Kmen_dieta ke kmeni dieta ve skuping
P_chol PHHC cholesterolova 6
P_ctrl PHHC kontrolni 6
W_chol Wistar cholesterolova 6
W_ctrl Wistar kontrolni 6




lhned po usmrceni byly ze stejného jaterniho lalokebrany dva kusy jater
o hmotnosti cca 50 mg. Vzorky, a&@né pro izolaci RNA, byly vhozeny dagadem
pripravenych zkumavek s 1 ml TRIz8lua do dalsiho zpracovani byly ponechany
v ledové lazni.

Nasledr byla vyjmuta cela jatra. Ta byla oplachnuta fyagitkym roztokem,
zvazena a roztkna na piblizné stejré velké dily (~ 1 g). Zvazené vzorky jater byly

okamzit zamrazeny v tekutém dusiku a poté uskiagrv -80 °C.

Centrifugaci krve (3 000 g, 15 min, 4 °C) bylo Zsk sérum, ve kterém je&st
téhoz dne mezinarodrcertifikované Lipidova laboratolKEM (LL IKEM) stanovila
koncentraci celkového cholesterolu (TC) a TG. Ativ séra (300ul) kazdého
pokusného zvéte byly uloZzeny do -80 °C prodieni koncentrace TC a FC koner
soupravou spotmosti BioVision (USA). Ze zbyvajiciho séra byly iaeany VLDL
ultracentrifugaci. LL IKEM byla stanovena koncewofa VLDL-C aVLDL-TG
a pozdji soupravou firmy BioVision (USA) koncentrace VLBC a VLDL-FC.

Dvé minuty ged homogenizaci byly z ledu &gty vzorky s 50 mg jaterni tkén
Ty byly homogenizovany pomoci elektrického homogétoru, ktery byl vzdy mezi
jednotlivymi vzorky @istén (2x vodou z kohoutku, ethanolem, 2x destilovanodou).
Homogenaty byly ponechany 10 mifi faboratorni teplat a poté byly centrifugovany
(12 000 g, 10 min, 4 °C). Odebrany supernatantlmien do -80 °C.
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4.2 Pouzité chemikalie, material aistroje

4.2.1 Chemikalie

Agarosa, SERVA Electrophoresis GmbHmMecko.

Diethylether, MERCK, Nmecko.

EDTA, AppliChem, Nmecko.

Ethanol, PENTACeska republika.

Ethidium bromid, Sigma-Aldrich, &necko.

Fyziologicky roztokB. Braun, Nmecko.

Hexan, MERCK, Nmecko.

Hovézi sérovy albumin (BSA; bez mastnych kyselin), Plaboratories GmbH,
Rakousko.

Hydroxypropyl$-cyklodextran, Sigma-Aldrictina.

Chloroform, PENTACeska republika.

Cholesterol, Sigma-Aldrich, USA.

Cholesteryloleat{ 98%cistota pro HPLC), Sigma-Aldrich, USA.
Isopropanol, HPLC, PENTACeska republika.

Kyselina borita, AppliChem, &mnecko.

Kyselina octova, PENTACeska republika.

Krystalicky jod, PENTACeské republika.

Leupeptin 95% (HPLC), Sigma-Aldrich, USA.

Methanol, J. T. Baker, Nizozemsko.

MTP, lidsky,cast&né purifikovany, Roar Biomedical, Inc., USA.

N, technicky, stlaeny, SIAD,Ceska republika.

NP-40 10%, BioVision, USA.

14C-OleoylCoA @-z&ic), specificka aktivita 2,22 GBg/mmol, PerkinElfier
USA.

Palmitojadrovy olej - dar doc. Ing. Brata, CSc.jlewer, Ceské republika.
PMSF (Phenylmethanesulfonyl fluoride), Sigma-Altridiémecko.
Sacharosa, PENTAeska republika.

Scintilaéni tekutinaRotiszint ecco plus, Carl Roth GmbH + Co. KGnhecka

Souprava QIAquick pro purifikaci produki PCR, QIAGEN’, Némecko:
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o Kolonky.
o Promyvaci pufr.
o Vazebny pufr.
Souprava pro stanoveni aktivity MTP, Roar Biomellier., USA:
o Donorovécastice, 260 nmol/ml.
o0 Akceptorovétastice.
o Pufr (10x koncentrovany).
Souprava pro reverzni transkripci, Fermentas, TheBgientific, Litva:
Inhibitor RNas, 2 u/pl.
Reakni pufr (5x koncentrovany).
10mM Mix dNTP.
Nahodné hexamerni primery.
Oligo dT primery.
Reverzni transkriptasa, 200 u/ul.

O O O O o o o

RNasa H, Fermentas, 5 u/pl.
Souprava pro stanoveni expreseigekpplied Biosystems', USA:
o Smss primef a fluorescetnich sond, TagMah MGB probes, FAM'
dye-labeled.
=  Apof (Rn01756260_g1).
» Cyp7al (Rn00564065 m1).
=  Mttp (Rn01522961_m1).
=  Soatl (Rn00579605_m1l).
= Soat2 (Rn00596636_m1).
= Vars2l (Rn01531995 m1l).
o Reakni pufr TagMaff Gene Expression Master mix.
Souprava pro stanoveni cholesterolu/cholesterylgdBéoVision, USA:
0 Pufr.
o Cholesterolova sonda v DMSO.
0 Mix lyofilizovanych enzynd.
o Lyofilizovana cholesterolesterasa.
o Standardni roztok cholesterolupg/ul.
Souprava pro stanoveni cholesterolu (CholesteroS Sl Cobas), Roche,

Némecko.
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e Souprava pro stanoveni proteinu, Pierce BioteclgypldSA:
o Reagencie A (obsahuje p&0O;, NaHCQ, N&CsH4Os v 0,1M NaOH,
kys. bicinchoninovou).
o Reagencie B (obsahuje 4% Cu$O
o Ampule s albuminovym standardem, 2 mg/ml.
e Souprava pro stanoveni triacylglyceérolGPO-PAP Sys 917 Cobas, Roche,
Némecko.
* Supetista voda, Sigma-Aldrich, &necko.
 Tris(hydroxymethyl)aminomethan, PENT@eska republika.
« TRIzol®, Invitrogen, Novy Zéland.
» DalSi zné chemikdlie: HCI (Gprava pH),,HPO,, KCI, KOH (Gprava pH),
NaCl, NaOH (uprava pH).

4.2.2 Material a dalSi nastroje

« Chirurgické nastroje (pinzetyfiaky, skalpel), MEDIN, Ceska republika.
« Chromatografické desky Silica on TLC Alu foils, k&f Analytical, Sigma-
Aldrich, Némecko.
» Chromatografické vany.
e Sklereny homogenizator.
o Ultracentrifug&ni zkumavky:
0 Ultra-Clear, 13 x 64 mm, Beckman Coulter, USA.
0 Zkumavky, 13 x 60 mm, Hitachi Koki Co., Ltd., Jag&n.
« DalSi zny spotebni material: Spky, zkumavky, vialky, 96jamkoveé desity
s plochym dnem (jihledné i nepthledné), Pasteurovy pipety ad.

4.2.3 Pristroje

* Analytické vahy, BOECO, Bmecko.

» Autoanalyzator Hitachi 902, Roche¢idecko.

« Beta Counter TRI-CARB 2900TR, PerkinElfietSA.

+ Biologicky termostat BT120, Laboratorniigtroje,Ceskoslovensko.
» Centrifuga 5415R, Eppendorfghhecko.

e Centrifuga Allegra X-12R, Beckman Coulter, USA.

* Centrifuga Combi-Spin FVL-2400N, BioSan, LotySsko.

29



Centrifuga chlazena MR22i, Jouan, Francie.

Centrifuga miniSpinPlus, Eppendorfg¢iecko.

Centrifuga MPW-250e, P-LAB a.s., Polsko.

Centrifuga Z300K, HERMLE Labortechnik,éshecko.

Elektroforetické z&izeni HU10 Mini-Plus, Scie-Plas Ltd., Velka Britani
Homogenizator T10 basic ULTRA-TURRAX, IKA, dhecko.
Homogenizator noZzovy TissueRuptor, QIAGEN Hilde®gmcko.
Kombinovany destkovy reader Synergy 2, BioTekstruments, Inc., USA
(Gens™).

Kontamina&ni monitor LB 124, BERTHOLD TechnologiesgiMecko.
Laboratorni vahy HF-200G-EC, AND Instruments Lithponsko.
Laminarni box s UV lampou, BioSan, LotySsko.

LightCyclef® 96, Roche Diagnostics GmbHgidecko.

Magneticka michadla ESP, VEERcientifica, Italie.

Mikroultracentrifuga Himac CS 120GX, Hitachi Medi&ystems, USA.
Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer, Thermo ScientifSA.

Sterilizator HS 62A, LABO-MS(eské republika.

pH-metr CyberScan516, EUTECH Instruments, Thermo Scientific, USA.
Termocykler Alph&" Unit Block Assembly for DNA Engirfe Systems, BIO-
RAD, USA.

Tiepatka s vodni lazni 1083, GEL Némecko.

Ultracentrifuga LE 80-K, Beckman Coulter, USA.

Vortex MS3, IKA, Nemecko.

Zdroj elektrického proudu, BIO-RAD, USA.
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4.3 Pouzité metody

4.3.1 Ultracentrifugace

PRINCIP METODY.

Metoda izolace lipoproteinze séra ultracentrifugaci vyuziva rozdilnych husto
jednotlivych tid (Havel et al, 1955). Lipoproteiny o nizSi hustotnez je hustota
roztoku, flotuji na povrch aje mozné je separo¢iistice VLDL jsou izolovany i
hustot 1,006 g/ml, ktera odpovida hustdyziologického roztoku.

PRACOVNI POSTUP

Na zaklad vysledki stanoveni koncentrace TC a TG v séru v LL IKEMybyl
v ramci jedné pokusné skupiny smichany definovanénoy (1,3 — 4 ml) dvou vzotk
séra o piblizné stejné koncentraci TC a TG. Poté byl definovanjewbvzniklé snisi
(2,3 — 5 ml) penesen do ultracentrifuggich zkumavek a dopin fyziologickym
roztokem o hustét 1,006 g/ml na celkovy objem 6,5 ml. Zkumavky bylgaweny
a ultracentrifugovany v rotoru 50.4 Ti (39 000 rpd8 h, 8 °C). Zkumavky byly
prefiznuty @iblizné 20 mm pod jejich hornim okrajem. Horni faze (O&Bsahujici
¢astice VLDL ifaze spodni (06B) byly kvantitat&preneseny do novych zkumavek.
Z horni ispodni frakce bylo odebrano 2@0 ke stanoveni TC a TG Lipidovou
laboratdi IKEM. 1zolované VLDL byly ged dalSi analyzou usklagimy v -80 °C.

Vypaiet koncentrace VLDL-C a VLDL-TG

a Voet
CvLpL-c = CoeT-c X v

a VoeT
CVLDL-TG = Co6T-TG X v

Vyswetlivky: Coer.c — koncentrace cholesterolu v horni ultracentrifugdéazi [mmol/l], cost.16—
koncentrace TG v horni ultracentrifugé fazi [mmol/l], cyoL.c — koncentrace cholesterolu ve
VLDL [mmol/l], cwpLte — koncentrace TG ve VLDL [mmol/l]Veer — objem horni

ultracentrifugéni faze [ml],V — celkovy objem vzork{ml].
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4.3.2 Stanoveni koncentrace celkového cholesterolu, volm@ cholesterolu,

cholesterylesteii a triacylglyceroli

LL IKEM stanovila koncentraci TC v séru, ultracefutgacnich frakcich (06T
a 06B) a jatrech pomoci kondei sady Cholesterol SYS 1 Cobas (Roché&mbsicko).
Stanoveni TG v séru a ultracentrifdgéch frakcich (06T a 06B) provedla LL IKEM
pomoci komami soupravy GPO-PAP Sys 917 Cobas (Roclkemétko). Stanoveni TC
i TG bylo provedeno na autoanalyzatoru Hitachi B®&che, Nmecko).

Koncentrace TC v séru, VLDL ajatrech byla §e&tanovovana spale¢
s koncentraci FC koma&ri soupravou spodeosti BioVision (USA).

Obé metody stanoveni TC byly mezi sebou porovnany.

PRINCIP METODY STANOVENI TC AFC SOUPRAVOU SPOLENOSTI BIOVISION (USA):

Komerni souprava spodaosti BioVision (USA) umoituje kvantifikovat TC
(FC + CE), pipadre FC v séru, bustnémci tkanovém substratu.

Béhem inkubace vzoik sreakni sn€si oxiduje cholesteroloxidasa FC.
Vznikajici peroxid vodiku reaguje s cholesterolovaondou. Tato vazba je
detekovatelna kolorimetrickyhgax = 570 nm), nebo fluorometricky (excitace/emise ~
535/587 nm). Koncentrace TC je stanovena, je-li wkeorku navic pdana
cholesterolesterasa, kterg@tCE na cholesterol a mastné kyseliny. Koncent@i€ge

vypaoétena jako rozdil hodnot TC a FC.

PRACOVNI POSTUP

Pufr asonda byly vytemperovany na laboratorni otepl Lyofilizovana

cholesterolesterasa a mix enZybyly dle pokyri vyrobce rozpughy v 220ul pufru.

Priprava standard

Pridanim 20ul standardniho roztoku cholesterolu k 1gDpufru byl ziskan
roztok o koncentraci 0,2pg/ul. Ten byl v dubletu pipetovan na 96jamkovou dsti
po 0, 4, 8, 12, 16 a 2@. Posloupn&ada standaido koncentraci 0 az bg na jamku

byla ziskana doptimim pufru do celkového objemu 50

32



Priprava vzork

Sérum a‘astice VLDL
Vzorky sér a VLDL byly rozmrazeny v lazni voda-lddle byly uchovavany po

celou dobu manipulaceréiedénim (Tab. 4) byly vSechny vzorky vortexovany.

Tab. 4: Stanoveni celkového a volného cholestergiiiprava vzork.

CELKOVY CHOLESTEROL VOLNY CHOLESTEROL

Vzorky | Redéni| Objem vzorku [ul] Objem pufru [ul] Objem vzorku [pl] Objem pufru [ul]
SERUM

P_chol 10x 10 40 50 0
P_ctrl 5x 10 40 50 0
W_chol 5x 10 40 50 0
W_ctrl 5x 10 40 50 0
VLDL

P_chol 5X 10 40 50 0
P_ctrl - 20 30 40 10
W_chol| 2,5x 10 40 40 10
W_ctrl - 20 30 40 10
JATRA

P_chol - 10 40 30 20
P_ctrl - 30 20 30 20
W_chol - 10 40 30 20
W_ctrl - 30 20 30 20

Extrakce lipid: z jater
Ze zmrazeného vzorku jater bylo odebrano cca 5qmax. 70 mg) tka# ke

které bylo pidano [20 x hmotnost jaterniho vzorku] pl&inchloroform : isopropanol :
NP-40 (7 : 11 : 0,1). Jatra byla homogenizovanatet&kym homogenizatorem (mezi
jednotlivymi vzorky byl homogenizatotistén 2x v kohoutkové vaf] 1x v ethanolu
a 2x v destilované vajl a poté centrifugovana (15 000 g, 10 min). Ze kSerorki

bylo preneseno 800 ul organické faze do skfgich zkumavek, které byly nasledn
vlozeny do vodni laznh (50 °C). Pod dusikem zde byla odpzana organicka
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rozpoustdla (30 az 50 min), dokud nebyly zkumavky zcelahgudExtrahované lipidy
byly za vortexovani rozpuSty v 800 ul pufru.
Pipetované objemy vzoilkextrahovanych lipill z jater jsou v tabulce 4. LL

IKEM ve vzorcich stanovila koncentraci TC. Zbyly teaal byl ulozen do -20 °C.

Priprava reakni snesi

Reakni smés byla giipravena dle tabulky 5.

Tab. 5: Stanoveni TC a FC #rava reakni snesi.

CELKOVY VOLNY
CHOLESTEROL CHOLESTEROL

Slozka Objem [ulJ/jamka Objem [ul]/jamka
Pufr 44 46
Cholesterolova 2 5
sonda
Mix enzymi 2 2
Cholesterolesterasa 2 0

Méreni absorbance
Kazda jamka obsahovala hOvzorku, nebo standardu a hDreakini snesi. Po
60min inkubaci destky vtemnu pi 37 °C byla na kombinovaném degvém
readeru Synergy 2 (BioTek Instruments, Inc., GEn®SA) detekovana absorbandé p
vinové délce 570 nm. Koncentrace cholesterolu bgkitena ze standardnfiiky.
Koncentrace TC, FC v séru a VLDL-C byla stanovovasangletu, koncentrace

FC ve VLDL a jatrech byla stanovovana v dubletu.

4.3.3 Méreni exprese gef

K méfeni exprese génbyla pouZzita dvoukrokova kvantitativni polymeraaov
fettzova reakce.

V prvnim kroku byla pomoci reverzni transkriptaggyedena izolovana RNA
na kodujici DNA (cDNA). V kroku druhém pak byly pori specifickych primer

amplifikovany sekvence cilovych g&n
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PRINCIP METODY.

Amplifikace cilové sekvence DNA je dosazeno pomogpthlého stidani
inkubainich teplot (95 °C a50 — 60 °C; 25 — 40 éyklFxi 95 °C je rozplétana
dvourettzcova DNA, s kterou interaguji na zakéakbmplementarity primery (50 — 60
°C). Vlakno je poté prodluzovano DNA-polymerasoui Bmplifikaci je zarove
uvoliovana fluorescemi sonda zngena barvou FAM (excitace/emise ~ 494/518 nm).
V kazdém cyklu je toto vyzané s¥tlo detekovano a jeho mnoZstvi odpovida expresi

daného genu.

PRACOVNI POSTUP

Izolace RNA z jater

RNA byla izolovana z jiz homogenizovanych 50mg hojater odebranych ze
stejného jaterniho laloku ihned po usmrcentetei (viz Schéma pokusu).

Homogenaty byly rozmraZeny v lazni voda-led a demn TRIzolenf na
priblizng stejny objem. Do kazdého vzorku bylsidéano 0,2 ml chloroformu (%/s
objemu TRIzol{). Vzorky byly cca 15 sikladn® michany pevracenim v ruce. Poté
byly ponechany 5 minippokojové teplat a nasleda byly centrifugovany (12 000 g,
15 min, 4 °C). Horni vodna faze (cca 600 ul) bylpatore prenesena do nové
zkumavky, kam bylo fidano 0,5 ml isopropanolu. Vznikly roztok bdré promichan,
nechan 10 minip pokojové teplat a nasled#é centrifugovan (12 000 g, 10 min, 4 °C).
Supernatant byl odsan a k pelélyl piidan 1 ml 75% ethanolu. Intenzivnim michanim
zkumavek byla od jeji &hy uvolrena peleta. Vzorky byly af centrifugovany (8 000 g,
5 min, 4 °C), supernatant byl odsan a k geletl znovu pidan 1 ml 75% ethanolu.
Promyvéani ethanolem bylo 2krat opakovano.

Po poslednim odsani ethanolu byly vzorky zhrubadirtu suseny v laminarnim
boxu v otevené zkumavce, zakryté pouze htmou. Poté byla peleta rozpasa
v 50 pl supsfisté vody. Spektrofotometricky byla Zbena koncentrace @stota RNA.
Vzhledem k vysoké koncentraci byly vzorkgdiny (piidanim 200 — 600 ul) na
koncentraci v rozmezi 500 — 1 000 ng/ul.

Uspsdnost izolace a stabilita RNA byla po zii griblizné 1 pg RNA na teplotu
70 °C po dobu 2 min zkontrolovana na 1,5% agarasogélu (120 mV, 20 min). Na
gelu byly uvSech vzoik pozorovatelné 2 ribosomalni podjednotky. Zkumavky

s izolovanou RNA byly ulozeny do -20 °C.
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Reverzni transkripce

Tab. 6: Reverzni transkripce Tab. 7: Reverzni transkripce
— péiprava vzork. — priprava reaéni snesi.
Slozka MnozZstvi Slozka Ol_)jem
[pl)/jamku

RNA 39 5x Koncentrovany 4

_ _ _ realéni pufr
Nahodné hexamerni | —
primery 1 n Inh|b|t0ry RNas 1
Oligo dT primery Il 10 mM mix dNTP 2
Celkovy objem - ..
doplnén vodou 12l Celkovy objem 7

Vzorky byly pripraveny dle rozpisu v Tab. 6 ainkubovany 5 minh 0 °C.
Nasled’ byla snés chlazena na ledu (vice jak 1 minghBm inkubace bylaipravena
reakéni snes (Tab. 7).

Po gidani reakni snesi byly vzorky promichdny a nechany 2 az 5 mth p
pokojové teplat. Ke kazdému vzorku bylofgldno 0,8 pl reverzni transkriptasy.
Promichané vzorky byly inkubovany nejprve 10 minlgboratorni teplat, poté 60 min
pii 42 °C a 15 min $ 70 °C. Vzati byly vzorky chlazeny na ledu (déle jak 2 ming K
kazdému vzorku bylo pipetovano 0,8 pul RNasy H. Zkuky byly inkubovany nejprve
20 min @i 37 °C a poté 10 minip65 °C.

Vznikla smés byla petisténa pomoci soupravy pro purifikaci prodakPCR
(QIAGEN®, Némecko). Vzorky byly peneseny do kolonek s membréanou. Ke kazdému
vzorku bylo pipetovano [5 x mnozZstvi vzorku] vazebného pufru. Vzorky byly
centrifugovany (14 000 g, 1 min). Do kolonky s neasdou cDNA bylo pipetovano 750
ul promyvaciho pufru a poté za sebou pidlp dvé centrifugace (9 000 g, 1 min
a 14 000 g, 2 min). Kolonka byldgnesena doisté zkumavky a promyvana nejprve 20
ul (centrifugace 14 000 g, 1 min) apoté @&Dvody. Na z&er byly vzorky ot
centrifugovany (14 000 g, 2 min).

® PCR - polymerazovietszova reakce
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Kvantifikace exprese gempof, Cyp7al, Mttp, Soatl a Soat2

Vzorky byly gipraveny dle rozpisu v Tab. 8. Desta se vzorky bylaiglepena
folii, lehce promichana a kratce &wmoa v centrifuze Z300K (1000 g, 1 min).
U kazdého vzorku jater (2x 50 mg od 1iet€) byla v duplikatech &ena exprese gén
Apof, Cyp7al, Mttp, Soatl Soat2

Tab. 8: Mefeni exprese gén- riprava vzork.

Slozka MnozZstvi
cDNA 20 ng
Reakni smés 10ul
Smes primeii a fluoresceéni sondy lul
Celkovy objem — doplrén vodou 20ul

Cilena amplifikace templétcDNA byla provedena na stroji LightCycfe®6.
Vzorky byly inkubovany nejprve 10 miniip95 °C, poté se 40krat vyadal cyklus
inkubace 15 sip95 °C a 1 min fi 60 °C. Na za¥r byla destika se vzorky ochlazena
na 37 °C.

Pro stanoveni exprese gehyla pouzita relativni kvantifikace, jako refetan
gen byl zvolenvars2| ktery vySel v pedchozich r&enich jako nejménhodlisny jak
v ramci diet, tak mezi aima kmeny potkai (Vlachovaet al, 2013). Jako kontrola,
mezi jednotlivymi mdfenymi destikami, slouzil vzdy stejny vzorek cDNA
s fluorescedni sondou pro geNars2l Slepé vzorky (1 — 5) obsahovaly 9 ul vody, 10
ul reakni snesi a1l pl smisi primei s fluoresceéni sondou pro kazdy gen zwas
U¢innost amplifikace pro kazdy gen byla vytena ze standardnifikky postupné
fedicitady se 100, 10, 1, 0,1 a 0,01 ng cDNA (Tab. 9).

Tab. 9: Mefeni exprese gén- innost amplifikace.

Slozka Objem [ul]
Reakni snes 10
cDNA (0,01 — 100 ng) 2
Smes primei a fluoresceéni sondy 1
Voda 7
Celkovy objem 20

37



Exprese geinbyla vypa@itdna dle Pfaffla (Pfaffl, 2001).

Vypaiet rinnosti amplifikace (E):

E = (10 1) 1
B k
Vyswétlivky: E — innost amplifikacek — sngrnice gimky.
Vypaiet exprese genu s korekeinnosti podle Pfaffla:

Cttg (kontrola-vzorek)
9
Ctnﬁg (kontrola-vzorek)
rfg

genovaexprese =

Vyswétlivky: Eg — tcinnost amplifikace ciloveho genhyy — (Einnost amplifikace referéniho
genu,Ctg — pocet cykia, ktery byl nutny k dosazeni prahu intenzity flusrence pro cilovy gen,
Cty — paet cykli, ktery byl nutny k dosazeni prahu intenzity fllemence pro referéni gen.
4.3.4 Stanoveni proteinu

Stanoveni proteinu bylo provedeno ve vzorcickenych pro mteni aktivity
ACAT a MTP.

PRINCIP METODY.

Komerni souprava pro stanoveni celkového proteinu odlesposti Pierce
Biotechnology (USA) je vysoce sensitivni (20 — DQ@/ml) kolorimetricka metoda
detekujici mdd’né ionty (Cu™), které vznikaji redukci iofit méd’natych reaguijicich
v alkalickém prosedi s peptidovymi vazbami. Elionty vaZou d¢ molekuly kyseliny
bicinchoninové (BCA) a vznikéa tak fialové zbarvenénto komplex vykazuje vysokou
absorbanci  vinové délce 562 nm a linearmdpovida na rostouci mnozstvi proteinu

v roztoku. Koncentrace proteinu je ¢tena ze standardnfikky.

PRACOVNI POSTUP

Priprava standard a reakeni snesi

Ze standardniho roztoku albuminu (2 mg/ml) bylippaveny standardy STO —
ST8 o koncentraci 0, 25, 125, 250, 500, 750, 1 @@NO, a 2 000 pg/ml.

Reakni smés byla glipravena smichanim reagencii A a B v gomb0:1.
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Stanoveni proteinu

Do 96jamkové destky bylo pipetovano 25 ul standdirchebo 10 pl vzorks 15
ul pufru (pro vypdet byl poté pouzit faktoredéni: f = 2,5). Do kazdé jamky bylo
piidano 200 ul reakni snesi. Desttka byla promichana a ve énmkubovana 30 minut
pii 37 °C. Absorbance byla &ena i vinové délce 562 nm na kombinovaném

desttkovém readeru Synergy 2 (BioTek Instruments, iBen5™, USA).

4.3.5 Stanoveni aktivity ACAT

PRINCIP METODY.

Enzym ACAT genaSi zbytky mastnych kyselin na cholesterol zaikwzn
cholesterylestér Béhem inkubace mikrosomalni frakce, ktera obsahupgepr ACAT,
s radioaktivé  znatenym '“C-OleoylCoA avolnym cholesterolem  vznika
cholesteryloleat. Ten je od ostatnich lipioddilen tenkovrstvou chromatografii (TLC)
a poté je stanovena jeho radioaktivita (Teetedl, 2003; Temekt al, 2007).

PRACOVNI POSTUP

Priprava reagencii

* Homogenizani pufr, pH 7,4

0,1M KoHPO, 8,71¢
0,25M sacharosa 42,78 g
1mM EDTA 0,19¢g

Rozpustit v 400 ml destilované vody, pomoci 6M H@&lp. 30% KOH upravit

pH na 7,4 a doplnit destilovanou vodou do 500 ml.

* Reakni pufr, pH 7,4
0,1M KoHPO, 17,42 g
Rozpustit v 800 ml destilované vody, pomoci 6M HLB0% KOH upravit pH

na 7,4 a doplnit destilovanou vodou do 1 I.

* Nasyceny roztok cholesterolu v hydroxypropytyklodextranu, 45% w/v
Hydroxypropyl$-cyklodextran 2,250 ¢
Cholesterol 0,008 g
Do 10ml kadinky bylo navazeno 2,25 g hydroxypropydyklodextranu. Po
kapkach byly pdavany 3 ml vody a sés byla opatréy promichavana tynkou.
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JesSt neZz se cyklodextran umnrozpustil, bylo k gmu pfidano magnetické
michadlo. Objem roztoku byl dogn vodou na 5 ml.

Smes nesmi byt hem michani zatvana!

Na analytickych vahach bylo do skéer@ zkumavky se Sroubovacim uzéam

navazeno 8 mg cholesterolu vytemperovaného nadadvoi teplotu.

K cholesterolu byl idan gipraveny roztok hydroxypropyg-cyklodextranu.
Roztok byl vortexovan a umét do vodni lazé (60 °C), gicemz kazdych
30 min byla smis vortexovana, dokud se cholesterol zcela neroitfgosa 20 h

— pres noc nechano viepace).

Rozpu&ny cholesterol byl ochlazen na laboratorni teplatpomoci 10ml
stiikacky prefiltrovan ges 0,2um filtr.

Vysledna koncentrace cholesterolu byla stanoven&KHM.

5% BSA (50 pg/ul)
BSA 259
Rozpustit v 50 ml destilované vody.

0,88% KClI
KCI 449
Rozpustit v 500 ml destilované vody.

Nezna&eny cholesteryloleat v chloroformu, 0,5 mg/mli
Cholesteryloleat 0,025¢

Rozpustit v 50 ml chloroformu.

Mobilni faze pro tenkovrstvou chromatografii
Hexan 70 ml
Diethylether 30 ml
Ledow studena kyselina octova 1ml

Izolace mikrosouh

Vzorek jater (~ 1 g) byl zvazen na analytickych &eth rozsihan nejprve

nizkami a poté homogenizovan ve skie@m nebo nozovém homogenizatoru ve 2 ml

ledow studeného homogenigd@ho pufru. Homogenéat byligveden do zkumavky

s 2 ml homogenizmiho pufru a centrifugovan (12 000 g, 15 min, 4.°Slpernatant
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byl centrifugovan ve zkumavkachdéenych pro mikroultracentrifugaci (100 000 g, 60
min, 4 °C). Mikrosomalni peletka byla rozpé$ nejprve v malém mnozstvi (0,5 ml)
reakéniho pufru a poté dopdna na celkovy objem 3 ml. Ve vzorcich byl stanoven
protein pomoci komeéni soupravy (Pierce Biotechnology, USA).

Izolované mikrosomy byly zmraZeny v tekutém dusiayoté uskladimy
v -80 °C.

Jatra ivSechny vznikajici produkty byly po dobu nipalace, vetns

homogenizace, drzeny na ledu.

Stanoveni aktivity ACAT
Standardni test je prové&av kon€&ném objemu 300 ul a obsahuije:
100 pg proteinu (mikrosomalni frakce),
50 nmol cholesterolu v hydroxypropfteyklodextranu,
1 mg howziho sérového albuminu,
30 nmol**C-OleoylCoA.

Tab. 10: Stanoveni aktivity ACAT ~iprava reakni snesi.

SloZzka MnozZstvi/jamka
5% BSA 20 pl
Cholesterol v hydroxypropyf-cyklodextranu (4,41 mmol/l 11 pl
Mikrosomalni frakce 100 pg proteinu
Celkovy objem - doplrén reakénim pufrem 280 ul

Reakni snts byla pipetovana dle rozpisu (Tab. 10) do zkumawek
Sroubovacim uzavem. Zkumavky bylyadre vortexovany a preinkubovany 30 miti p
37 °C v tepaci vodni lazni.

Béhem preinkubace bylaripravena smés chloroform : methanol v pairu 2:1
a slepy vzorek A s 300 pl reakho pufru (bez**C-OleoylCoAl). Ripraveny slepy
vzorek B neobsahoval protein, af€-OleoylCoA ano.

Po ukoreni 30min preinkubace byla zahajena reakiidapim 20 pl*‘C-
OleoylCoA. Sn¢s byla vortexovana a umésia z@t do vodni lazi. Kazdy vzorek byl

inkubovan 20 min.
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Reakce byla zastavengiganim 6 ml smisi chloroform : methanol. Zkumavky
byly uzaweny a okamz# vortexovany. Vzorky byly ponechéany 1,5 - 2inlpboratorni
teplot.

Do kazdé zkumavky bylo pipetovano 1,2 ml 0,88% K®&tes byla vortexovana
a potom ponechana v klidu, dokud se faze od selmldidy. Zkumavky byly
centrifugovany ve vykyvném rotoru (1 697 g, 10 ni#B, °C). Na zkumavce se slepym
vzorkem A bylo ozn&eno misto rozhrani a byl zaznamenan objem dolei faz

Druhy den byla ¢erstw piipravena mobilni faze pro TLC nalita do
chromatografické vany, kde byla ponechana stapate60 min, aby doSlo k nasyceni
prostoru vany jejimi parami. Zarowebyla @ipravena druhd chromatograficka vana
s krystaly j6du. Chromatografické desky byly aktigay zaliatim v peci na 100 °C po
dobu 60 min.

Po odstraéni horni vodné faze byly ze spodni organické faemeseny fesré
3 ml do sklesné zkumavky bez uzéxu. Chloroform byl poté odgan pod dusikem na
vodni lazni (60 °C). Shy zkumavky byly dvakrat oplachnuty cca 500 ul cbformu,
aby byl veSkery cholesteryloleat skirieé na dré zkumavky. Chloroform byl znovu
odpden do sucha.

Ke kazdému vzorku bylo pakfigano 100 pl chloroformu s nezteym
cholesteryloleatem. Zkumavkami bylo jetnnzamichano, aby se zZieny

cholesterylester d@b rozpustil.

Chromatografie na tenké vrgta detekceg zaeni

Vzorky rozpudtné v chloroformu byly naneseny na start chromafogk&
desky, nechany uschnout a vioZzeny do chromatoggafiany s mobilni fazi na TLC.
Mobilni faze pro TLC vzlinala cca do 80 % chromatdigké desky. UsusSené
chromatografické desky pak bylykolik minut vystaveny param jodu. Na deskéach
byly tuzkou ozn&eny vizualizované pruhy s cholesteryloleatem. Clatmgrafické
desky byly pes noc ponechany v digest@aby mohl pebyte&ny jéd sublimovat.

DalSi den byly opatghvystizeny ohraniené oblasti obsahujici cholesteryloleéat
avlozeny do fislusnych scintilanich vialek radioaktivnim materidlem nahoru.
K vzorkim bylo opatrg ptidano 8 ml scintilani tekutiny.

Vzorky stély ges noc pi laboratorni teplat v radre uzavwenych vialkach. DalSi
den bylo na beta counteru (PerkinElfjeméieno p z&eni po dobu 5 min. Na z&v
prace bylo zkontrolovano pracovidtontamingnim monitorem.
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Vypaiet aktivity enzymu:

[dpm]
60

1 V.
X — X —
AV

[/mg/min] = ><1>< !
[nmol/mg/min] = el

Vyswetlivky: As— specificka aktivita [Bg/nmol]m — mnoZstvi proteinu ve vzorku [0,1 mg}:-
¢as inkubace [min]V. — celkovy objem spodni faze slepého vzorku A [r¥l]- odpdiovany

objem spodni faze [ml].

4.3.6 Stanoveni aktivity MTP

PRINCIP METODY.

Komerni souprava spotaosti Roar Biomedical, Inc. (USA) umide
sledovani aktivity MTP ¥ase. Aktivita MTP odpovidarfristku intenzity fluorescence
(excitace/emise ~ 465/535 nm), ktery je spojenres@sem substratu zZtemého
fluorescekini sondou z donorovyctastic nacastice akceptorové. (Na donoroséstici

je fluorescence substratu zhasena.)

PRACOVNI POSTUP

Priprava standard

Do 5 zkumavek (TO — T4) bylo pipetovano po 1 mpisgpanolu o stupriistoty
HPLC. Do zkumavky T5 byly pipetovany 2 ml isopropAntézecistoty a zarove do
ni bylo pgidano 5 ul donorovéastice. Srés byla dikladre vortexovana dedicifadou
byly pripraveny standardy o koncentraci 0,04, 0,08, 04825 a 0,65 nmol/ml,
piicemz TO obsahovala pouzé&sty isopropanol. Na 96jamkovou de&ti byly
pipetovany standardy v objemu 200 pl.

Priprava reagencii

* Homogenizani pufr, pH 7,4

150mM NacCl 4,359
10mM Tris 0,60 g
1mM EDTA 0,19 g
0,5mM PMSF 0,04 g
2g/ml leupeptin 0,001 g

Rozpustit v 400 ml destilované vody, pomoci 6M H&I10M NaOH upravit
pH na 7,4 a doplnit destilovanou vodou do 500 ml.
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* Reakni pufr, pH 7,4

150mM NacCl 0,889
10mM Tris 0,12 g
2mM EDTA 0,079

Rozpustit v 80 ml destilované vody, pomoci 6M H&I10M NaOH upravit pH

na 7,4 a doplnit destilovanou vodou do 100 ml.

Priprava vzork

Vzorky jater o hmotnosti cca 1 g byly nejprve rotsginy rmizkami a poté
homogenizovany pomoci skk@meho homogenizatoru ve 2 ml ledowstudeného
homogenizaniho pufru. Homogenat byl ipveden do zkumavky s 8 ml ledov
studeného homogenigaiho pufru a centrifugovan (700 g, 10 min, 4 °Q)p&natant
byl prenesen do novych zkumavek a bylaémnzmgtena koncentrace proteinu pomoci
komekni sady (Pierce Biotechnology, USA).

Po celou dobu manipulaceietre homogenizace, byly vzorky drzeny na ledu.

Vzorky byly pipraveny v zateminé mistnosti smichanim 4 pl donorové
castice, 4 pl akceptorovéastice a supernatantu obsahujiciho 100 pg proteéiau.
celkovy objem 200 ul byly vzorky doginy reaknim pufrem. Slepy vzorek obsahoval
4 ul donoroveastice, 4 pl akceptorov@stice a pufr v celkovém objemu 200 pl.

Caste&ng purifikovany lidsky MTP byl pouzit jako pozitivikontrola.
Mereni fluorescence

Fluorescence byla fibézn¢ zaznamenavanadasech 0, 15, 30, 60, 90, 120, 180,
240, 300 a 360 min. Mezi jednotlivymidgienimi byla destka inkubovana v temnurip
37 °C. Fluorescence byla detekovana v triplikateeh kombinovaném deg&kiovém
readeru Synergy 2 (BioTek Instruments, Inc., GEnB®SA) pi nastaveni sensitivity na
50 a optické pozice Top510nm a za pouzititfilex 460/40 a Em 540/25.

Vyhodnoceni

Aktivita MTP byla vypd@tena z poateni rychlosti grenosu neutralniho lipidu
mezi donorovou a akceptorovotastici, kterd byla dena na zéklad grafické
extrapolace rozdil intenzity fluorescence k nulovémgasu (Macholan, 1979).
Z kalibraini kiivky nezhaseného fluoresgaw znaeného substratu pro MTP bylo

zjisteno, Zze 100 pmol substratu odpovida intenzita flsceace 16 400.
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4.4 Statistické zpracovani dat

Statistické hodnoceni stanoveni lipigenové exprese a aktivity ACAT

Rozdily mezi jednotlivymi skupinami byly hodnocemppmoci pd@itacového
programu GraphPad InStat 3. U norrdahozctlenych dat byla pouZzita jednogma
analyza rozptylu (ANOVA). Byly-li mezi skupinamiigjeny vyznamné rozdily, pak
byla tato vyznamnost hodnocena pomuast-hoct-testu s Bonferroniho korekci. Pokud
data nespiovala podminku normalniho roddni, byla provedena analyza pomoci
Kruskal-Wallisova testu (tj. neparametricky analdgNOVA testu) s naslednymi

neparametrickympost-hoctesty s Dunnovou korekci.

Statistické hodnoceni stanoveni aktivity MTP

Rozdily v aktivie MTP byly hodnoceny dima zmisoby. Statistickou analyzu
rozdili v pribéhu aktivity MTP véase provedla RNDr. &a Lanska, CSc. pomoci
dvoufaktorové analyzy rozptylu s opakovanyrétemim v programu JMP® 10.0.0 SAS
Institute Inc. Rozdily mezi skupinami v akt&itMTP vyjadené mnozstvim
pienesenych pmol fluoresca® znaeného substratu byly hodnoceny jedn&srou
analyzou rozptylu (GraphPad InStat 3).

Vysledky jsou prezentovany v podopraméru skupiny + smrodatna odchylka.

Rozdily mezi daty jsou statisticky vyznamné, pokud 0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1 Stanoveni koncentrace celkového cholesterolu, vbmé

cholesterolu, cholesterylestem triacylglyceroii

5.1.1 Koncentrace lipida v séru

Potkani kmene PHHC &h proti potkarim Wistar 1,4krat vySSi koncentraci TC
v séru na kontrolni digt(p < 0,05) a dvakrat vySSi na dietholesterolové (p < 0,001),
(Obr. 9). Po podani 1% cholesterolové diety vzeosil potkad kmene PHHC

cholesterolémie 0 65 % (p < 0,001), zatimco u putkemene Wistar se vyznarén

neznenila.
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*p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

Obr. 9: Koncentrace TC v séru.

Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny pomoci ANI®StA s pisluSnym post-hoc testem.

46



Za rozdily v koncentraci cholesterolu meziéota kmeny jsou odp@&dné
rozdily v koncentraci FC i CE (Obr. 10). Vzestuplasterolémie u PHHC potkama

cholesterolové diétje rovréz zpisoben narstem koncentrace FC i CE.
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CE
*p <005, ¥ p< 0,01, ¥=*p< 0,001
Obr. 10: Koncentrace FC (A) a CE (B) v séru.

A, B — Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny porAbDVA testu sislusSnym post-hoc

testem.
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Mezi pokusnymi skupinami se sérova koncentrace Tddisticky vyznami

nelisila (Obr. 11).

Koncentrace [mM]

TG

Obr. 11: Koncentrace TG v séru.

Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny Kruskal-@@lym testem.

Hl P chol
=5 P etrl
3 W chol
W ctrl

48



5.1.2 Koncentrace lipidi ve VLDL

Mezi pokusnymi skupinami byly zji&y signifikantni rozdily v koncentraci
VLDL-C (p = 0,0151), (Obr. 12), VLDL-FC (p = 0,02%& VLDL-CE (p = 0,0151),
(Obr. 13). Vzhledem k nizkému §a vzorki ale nebylo mozné provésbst-hocesty.

U obou kmefi doch&zi na cholesterolové diet vzestupu podilu VLDL na
transportu cholesterolu v cirkulaci — PHHC potk&tansportuji ve VLDL piblizn¢ 41
% celkového cholesterolu, zatimco potkani kmenet&/id7 % TC (Obr. 9, 12).

P chol
P ctrl
W_chol
W_ctrl

Ao

Koncentrace [mM]

Obr. 12: Koncentrace cholesterolu ve VLDL.

Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny Kruskal-@@lym testem. Vzhledem k nizkémitupo
vzorki (v kazdé skupin3 smichané vzorky) nebyly rozdily v lipidovémesio¥/LDL hodnoceny
post-hoc testy.
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Obr. 13: Koncentrace FC (A) a CE (B) ve VLDL.

A, B — Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny Kivdkalisovym testem. Vzhledem k nizkému
poctu vzork: (v kazdé skupin3 smichané vzorky) nebyly rozdily v lipidovém esiod/LDL
hodnoceny post-hoc testy.

Zobrazku 9 al3 je patrné, Ze za usérkoncentrace VLDL-C ziét na
cholesterolové diét odpovida vzestup koncentrace VLDL-CE. U PHHC poikae
koncentrace VLDL-CE na cholesterolové dietvySila 11,7krat, zatimco u potkian
Wistar jen 5,2krat. Tomu odpovida i gna pon¢ru VLDL-CE/VLDL-FC (Obr. 15B).
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Koncentrace TG ve VLDL se mezi skupinami neliSdb(. 14).

P chol
P ctrl
W_chol
W_ctrl

a0 0

Koncentrace [mM]

VLDL-TG

Obr. 14: Koncentrace TG ve VLDL.

Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny Kruskal-8@tym testem. Vzhledem k nizkémitiupo
vzorki (v kazdé skupih3 smichané vzorky) nebyly rozdily v lipidovémesio¥LDL hodnoceny
post-hoc testy.
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Poner VLDL-C/VLDL-TG byl u obou linii potkana na konthoi diet vyrazre
nizsi nez wlovéka (cca 0,2 vs. 0,45). Na cholesterolové diento pondr vzrostl
u potkari Wistar na 0,3 a u PHHC dokonce na 1,1 (Obr.15A).
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Obr. 15: Portr VLDL-C/VLDL-TG (A) a VLDL-CE/VLDL-FC (B).
A, B — Rozdily mezi skupinami byly hodnoceny Kivdkalisovym testem. Vzhledem k nizkému
poctu vzork: (v kazdé skupin3 smichané vzorky) nebyly rozdily v lipidovém esio2/LDL

hodnoceny post-hoc testy.
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5.1.3 Koncentrace lipidia v jatrech

Koncentrace TC v jatrech se v zavislosti nagliabi kmeni vyznamhinenenila
(Obr. 16).

15+
— B P chol
%D =3 Poctrd
§_ 1 3 W chol
P W_ctrl
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S

Obr. 16: Koncentrace TC v jatrech.
Rozdily mezi skupinami byly zp¥any pomoci ANOVA testu.
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Koncentrace FC se mezi skupinami &meliSila (Obr. 17A). U obou kmén
vSak po podani cholesterolu vyznamwuzrostla koncentrace CE. U kmene PHHC
vzrostla 3,4krat (p < 0,05) a u kmene Wistar 3,7ipé< 0,01), (Obr. 17B).
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Obr. 17: Koncentrace FC (A) a CE (B) v jatrech.

A, B — Rozdily v lipidovém sloZeni jater bylyspj@ny pomoci ANOVA testu AgduSnym post-

hoc testem.
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5.1.4 Porovnani dvou metod stanoveni cholesterolu

Byla provedena korelace dvou metod stanoveni ctestda — kometni
soupravy spokosti BioVision (USA) a soupravy spdleosti Roche (Rmecko),
kterou pro stanoveni TC vyuziva LL IKEM. Vysledkyyly vysoce vyznam&

korelovany a nevykazovaly vyznamné rozdily (Obi). 18
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Obr. 18: Korelace teststanoveni koncentrace VLDL-C komiaf soupravou spod@osti

BioVision (USA) a Lipidovou laboratd IKEM (kometni souprava firmy Roche,dhecko).
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5.2 Vliv diety a kmene na expresi vybranych gem aktivitu proteini

podilejicich se na syntéze VLDL

5.2.1 Vliv diety a kmene na expresi vybranych get

Mezi obéma kmeny na kontrolni di€nhebyly v expresi vybranych gémjisteny
Zzadné statisticky vyznamné rozdily. Na cholestem®ldiet je u PHHC potkai ve
srovnani s potkany Wistar vyznatnysSSi exprese genApof a nizSi exprese genu
Soat1(Obr. 19).

Podavani cholesterolu vedlo u potkawistar k 3nasobnému zvyseni exprese
Cyp7al.Dvojnasobny vzestup expreseyp7al u PHHC potkafi na cholesterolové
diett nedosahl statistické vyznamnosti. Exprese ostatgérii se na diet statisticky
vyznamm neliSila(Obr. 20).

Vzhledem k tomu, Ze ger§oatla Soat2kdduji enzymy se stejnou katalytickou
funkci, byla porovnana jejich relativni exprese. pkese Soat2 v jatrech je
n¢kolikanasob® vysSi u obou kmaen (cca 4-5krat vice u PHHC potkana, 3krat

u potkana Wistar), (Obr. 21). Statisticky vyznamaydil je pouze u PHHC potkan
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Obr. 19: Vliv kmene na expresi
vybranych get.

Exprese geh potkan: kmene
PHHC vztaZzena k expresi gen

potkani kmene Wistar.

A, B — Of¢ linie na cholesterolové
diet¢ (tzn. exprese génu W_chol

rovna 1).

C, D — Ol linie na kontrolni
diet¢ (tzn. exprese g@énW._ctrl

rovna 1).

Rozdily v expresi
Cyp7al, Mitp

hodnoceny  Kruskal-Wallisovym

gén Apof,
a Soatl byly
testem

sfslusnym  post-hoc

testem.
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Obr. 20: Vliv diety na expresi
vybranych get.

Exprese gehh potkam na
cholesterolové diet vztaZena
k expresi gefa potkam: na

kontrolni diet.

A, B — PHHC potkan (tzn. exprese
geni u P_ctrl rovna 1).
C, D — Potkan Wistar (tzn. exprese

geni W_ctrl rovna 1).

Rozdily v expresi gén Apof,
Cyp7al, Mttp aSoatl byly
hodnoceny  Kruskal-Wallisovym
testem sfslusnym  post-hoc

testem.
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Obr. 21: Srovnani exprese gefoatla Soat2v jatrech
Exprese genu Soatl v grafu vztaZzena k expresi §eatl (tzn. exprese genu Soat2 rovna 1). Rozaikpresi hodnoceny Kruskal-Wallisovym testem

s prislusnym post-hoc testem.
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5.2.2 Stanoveni aktivity ACAT
Mezi pokusnymi skupinami nebyly zj&ty v aktivitt enzymu ACAT statisticky
vyznamne rozdily (Obr. 22).
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Obr. 22: Aktivita ACAT.
Rozdily v aktivit enzymu ACAT hodnoceny ANOVA testem.
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Mezi aktivitou enzymu a expresi obou ¢efsoatlaSoatl, které ho koduii,

nebyla nalezena Zadna statisticky vyznamna koré@boe 23).
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Obr. 23: Vyneseni aktivity enzymu ACAT proti exgrgeni Soat1(A) a Soat2(B).
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5.2.3 Stanoveni aktivity MTP

Pfi hodnoceni pibéhu zneEn intenzity fluorescence bylo pomoci
dvoufaktorového ANOVA testu s opakovanyméienimi zjiSéno, Ze aktivita MTP se
liSi mezi olgma kmeny — je nizSi u PHHC potkasr a neni vyznaniovlivnéna dietou
(Obr. 25). V kontrolnim pokusu byly sledovany &m fluorescence viftomnosti

castene purifikovaného lidského MTP (Obr. 24).
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Obr. 24: Pabeh aktivity casteéné purifikovaného lidského MTP.

Aktivita MTP vyjaddend intenzitou fluorescence.

62



25 0004
A
20 000+ N
" l 1
Q
5
2 15 000+ 1 I
2
o I
=
=
s
T 10 0001 J
=
&
K=
2004 4 P chol
4 W chol
0 T T T T T T
r 60 120 180 240 300 360
Cas [min]
B
25 000 l
o
20 000+ 1
D | 1
2
o}
Z 150001 1
I
: I
=
=
8
T 100004 J: I
=
2
=
5 0004 I
e P ctrl
o W _ctrl
0 T T T T T T
r 60 120 180 240 300 360
Cas [min]

Obr. 25: Pibeh aktivity MTP véase na cholesterolové (A) a kontrolni (B) éiet

A, B — Aktivita MTP vyjagkna intenzitou fluorescence.
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Statistickou analyzou aktivity proteinu vyfiené z poateini rychlosti genosu
nebyly mezi skupinami zji§hy signifikantni rozdily (Obr. 26).

Mezi aktivitou MTP a expresi genhittp nebyla nalezena zadna vyznamna
korelace (Obr. 27).
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Obr. 26: Aktivita MTP.
Rozdily v aktivid MTP hodnoceny ANOVA testem.
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Obr. 27: Vyneseni aktivity MTP v 30. min proti ergr genuMttp.
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6. DISKUSE

6.1 Vliv podani dietniho cholesterolu na koncentraci Imeho

cholesterolu a cholesterylester

6.1.1 Vliv podani dietniho cholesterolu na koncentraci FGa CE v jatrech

Na cholesterolové digtstoupla koncentrace CE v jatrech u obou kimerejich
podil se zvysil z 8 % na 25 % celkového cholestevgitrech u PHHC potkana a z 8 %
na 27 % u potkana Wistar. Vzhledem k tomu, Ze adatéast cholesterolu (~ 75 %)
v jatrech neni esterifikovana a koncentrace FC seppdani dietniho cholesterolu
vyznamié neznénila, koncentrace celkového cholesterolu v jatrecbbyla ani
u jednoho kmene dietou vyznaimrovlivnéna. Tato skut@nost je v souladu se
sowasnymi poznatky offsné regulaci obsahu volného cholesterolu wbuych
membranach, jejichz fyzik&rchemické vlastnosti svou fippmnosti ovliviuje.
ZvySeny obsah FC ve fogmzv. aktivniho cholesterolu v plazmatické memgrélouZzi

jako signal pro inhibici vlastni syntézy (Steck drahge, 2010).

6.1.2 Vliv podani dietniho cholesterolu na koncentraci FGa CE ve VLDL

Podavani dietniho cholesterolu je u obou kingmojeno s vyraznym vzestupem
poneru VLDL-CE/VLDL-FC (vzestup z0,6 na 3 uPHHC potlkkaaz 0,6 na 2
u potkana Wistar). Vlivem 1% cholesterolové diefyazre vice stoupa koncentrace CE
u PHHC potkaft (11,7krat) neZz u potkan Wistar (5,2krat). Spolu se zmou
koncentrace CE se zasadneni i celkova koncentrace cholesterolu ve VLDL.

VLDL obou linii na kontrolni diet a potkah Wistar na cholesterolove déet
maji pongr VLDL-C/VLDL-TG nizSi nez VLDL zdravéhcilovéka (~ 0,45). Btom
u VLDL PHHC potkana na cholesterolové diegnto pondr dosahuje hodnoty&tsi nez
jedna, a je tak blizky po¥ru VLDL-C/VLDL-TG lidskych remnantnich lipoprotein

U potkani jsou CE inkorporovany do VLDL jiz v jatrech. Nazdil od¢lovéka
totiz potkani nemaji CETP (Hogartt al, 2003), ktery miZe tyto¢astice obohacovat
o CE v cirkulaci vyrgnou za TG meazi lipoproteiny.

Zatimco inkorporace FC do VLDL je v stasné dob relativré dolre popsana —
povrchova vrstva (fosfolipidy a FCfastic VLDL se vytvéi zc¢asti membrany

endoplazmatického retikula hepatacyto inkorporaci CE je znamo velice malo
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(Olofssonet al, 2009). Neni jasné, zda mohou podbako TG fedstavovat substrat
pro MTP nebo zda se do&astic dostavaji ifp jejich fuzi s tukovymi kapénkami
obsahujicimu vedle TG i CE. NaSe vysledky namjiaze ke zvySené inkorporaci CE
do VLDL dochazi, stoupne-li jejich obsah v jatrebleni vSak vibec jasné, pkoPHHC
potkan inkorporuje do VLDL vyraznvice CE neZ kontrolni potkan Wistaii pomtéz

obsahu CE v jatrech.
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6.2 Vliv diety a kmene na expresi vybranych gem aktivitu proteini

podilejicich se na syntéze VLDL

6.2.1 Vliv podéani dietniho cholesterolu na expresi vybragjch geni

Pri studiu genové exprese jsme se sl na expresi gan— Soatla Soat2—
kodujicich proteiny, které v jatrech katalyzuji iiCE. Mezi olgma kmeny nebyly
pozorovany zasadni rozdily v jejich expresi. Poume cholesterolové digtbyla
u PHHC potka niZSi expres&oatlnez u potkat Wistar. NaSe vysledky ukazaly, Ze
podobré jako u mySi (Casest al, 1998) je v jatrech potkana vice exprimovan gen pr
ACAT2 (Soat3. CE, které jsou syntetizovany pga®CAT2, mohou byt na rozdil od
CE syntetizovanych ACAT1 nejen usklady v tukovych kapénkach, ale navitirpo
zabudovéavany do vznikajicich VLDL (Rudet al, 2001).

Déle byla studovana exprese geavittp, jehoz produkt transportuje TG uuhnit
hepatocytu do vznikajicich VLDL (Jamét al, 1995). Ani vtomto fipad nebyly
v expresi mezi liniemi nagiieny vyznamné rozdily. Expreséttp nebyla ovlivigna ani
podanim 1% cholesterolové diety.

Zaroveh byla studovana expres@yp7al — genu koédujiciho cholesterod-7
hydroxylasu, kter4 katalyzuje kbivy regul&ni krok pgeemeény cholesterolu na Zsové
kyseliny (Schwarzet al, 1996). Tato femena je Zejm¢ zakladnim mechanismem,
kterak z¢la odstranit nadbytey cholesterol. BRktefi autdi tvrdi, Ze
hypercholesterolémie s@asto vyviji tehdy, neni-li organismus schopen avgBbdukci
Zlucovych kyselin. Hub&k a kol. (Hub&ek et al, 2008) ngfili expresi Cyp7al
u potkari PHHC a Wistar na 2% cholesterolové &iatkonstatovali, Ze na rozdil od
potkari kmene Wistar, u kterych byla exprese genu zvySemdi kontrolni died
priblizné 20krat, nejsou PHHC potkani schopni zvysSit exprelsoto genu.

V naSem experimentu, ve kterém iatéd dostavala pouze 1% cholesterolovou
dietu, dosSlo u potkan Wistar pouze k 3nasobnému vzestupu exprese a \CPHH
potkarmi k 2nasobnému vzestupu, ktery ale nedosahl stkigstryznamnosti. Rozdily
v expresiCyp7almezi kmeny nebyly pozorovany na cholesterolovékanirolni die&.
Tyto vysledky potvrzuji #HvejSi nédlezy naSeho pracowist kdy podavani 1%
cholesterolové diety rowi nevedlo k statisticky vyznamnému vzestupu expraiseto
genu uobou kmen potkana (Vlachovaet al, 2013). Rozpor mezi nasSimi

a Hub&kovymi nalezy Ize vysitlit tim, Ze gijem cholesterolu spojeny s podavanim
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1% cholesterolové diety neni dostatg pro indukci expres€yp7al Protoze vime, Ze
na 1% cholesterolové déetje &inné inhibovana exprese génodpowdnych za
biosyntézu cholesterolu (Vlachowdt al, 2013), je mozZné, Ze na zvySenyijgm
cholesterolu odpovidaji hepatocyty nejprve snizeeimdogenni syntézy cholesterolu
a teprve v druhéad zvySenim produkce Ztovych kyselin, nebidty mohou paradoxn
prispivat k &inngjSi absorpci cholesterolu zeiesta, nebo mohou byt potencidln
toxické (Woolbright and Jaeschke, 2012).

Studovana byla rowz exprese genu pro apo F, nébhogpredchozi praci naSeho
pracovisé (Vlachovaet al, 2013) byla zji&tna zvySena exprese tohoto genu u PHHC
potkami na obou typech pokusné dietyi BalSi analyze genu byla sekvenaci objevena
17nukleotidova inzerce, ktera vede ke vznikedsasného STOP kodonu (Heczkova,
2010). To prav&podobré zpisobuje tvorbu nefurthiho proteinu, coz by mohl byt
davod pro zvySenou expresiiplusného genu (Vlachovét al, 2013). Kvantifikace
exprese genu byla v nasich experimenteck3mgrreprodukovana.

Uloha tohoto proteinu je u potkana oviem zcelasmgaGen byl identifikovan
u celérady druti a je exprimovan igdevsSim v jatrech (Izem and Morton, 2009; Lagor
et al, 2012). Jeho funkce byla jednozZn& charakterizovana &lovéka — apo F je
fyziologickym inhibitorem CETP (Wanget al, 1999) v cirkulaci a ovlituje tak
rychlost vyneény nepolarnich lipil (TG a CE) mezi jednotlivymi lipoproteiny
v cirkulaci. Potkan ale CETP nema (Hogadhal, 2003). Apo F by tedy mohl mit
i intracelularni funkci a mohl by fungovat jako ibtior transferu CE do naev
syntetizovanych VLDL, podokn jako inhibuje jejich vymnu mezi lipoproteiny
v cirkulaci ucloveéka. Ztrata této funkce u PHHC potkana by potom addkzvySené
inkorporaci CE do VLDL. Uloze tohoto proteinu v rkblismu lipoproteii by msla

byt v budoucnu &novana pozornost.

6.2.2 Vliv dietniho cholesterolu na aktivitu ACAT a MTP

Stanoveni genové exprese neposkytuje Uplnou infdrma moznych
kotransl&nich, gipadreé posttranslénich Upravach navvznikajiciho proteinu, které by
mohly ovliviiovat jeho aktivitu. Proto byla stanovena aktivitatpini, které by mohly
prispivat k obohaceni VLDL cholesterylestery — ACAMaP.

V aktivit¢ ACAT nebyly nalezeny Zadné rozdily mezicota kmeny a aktivita

enzymu nebyla ovliwna ani pijmem dietniho cholesterolu. To se zda byt gkl
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piekvapujici, neb zvySena aktivita enzymu byva spojovana i se zwydegorodukci
VLDL.

Nas nélez ovSem neire vyswtlit, proc u PHHC potkana dochazitip
srovnatelné koncentraci CE v jatrech k jejich zwSmkorporaci do VLDL.

Ani aktivita MTP se mezi jednotlivymi skupinami wyamreé neliSila, i kdyz
analyzy ptibéhu znen fluorescence naztity, Ze aktivita tohoto proteinu je pskud
nizsi u PHHC potkan Ani tento nalez ovSem néibe vyswtlit zvySenou inkorporaci
CE do VLDL u PHHC potkana.

Pfi analyze vztahu aktivity proteinu a exprese gemlbyte nalezena Zadna
vyznamnost ani u ACAT, ani u MTP nejspi$ proto,séejednalo o velice homogenni

soubory.

Ani ACAT, ani MTP nehraji Ulohu ve zvySené inkoraor CE do VLDL
u PHHC potkana. Vysitleni je proto nutné hledat jinde — je otazkou, bglav tomto
procesu mohl hrat roli apo F.

PHHC potkani jsou vhodnym modelem pro studium hgpelesterolémie,
jelikoz na cholesterolové dietbez pgidanych Zlgovych kyselin ¢i jinych latek
toxickych pro jatra wvytvii hypercholesterolémii kvantitati¢n srovnatelnou
s hypercholesterolémii u paciénts familiarni dysbetalipoproteinémii. Po podani
dietniho cholesteroluipndsi PHHC potkani cholester@sticemi VLDL, IDL a LDL,

a gitom nedochazi k vzestupu koncentrace cholester¢fibL, ¢imz se tento model
podoba hypercholesterolémii¢lovéka (Vlachovaet al, 2013). V sotasné dob by
tento model mohl najit nové uplém — v souvislosti s n@stem pdtu paciend

s diabetem 2. typu je stale vice pozornogtiovano patogenezi jaterni nealkoholické
steatdzy, ktera je w@¢hto pacient velice ¢astd (Mavrogiannaki and Migdalis, 2013).
Steat6zu Ize u potkana relatévrsnadno indukovat podavanim cholesterolové diety
(nikoli pouze zvySenym ifjimem tuku). Castji se v3ak navozuje podanim diety
s nefyziologickym mnozstvim kyseliny cholove (Kitam et al, 2012). Protoze
u PHHC potkana Ize indukovat steat6zu cholestemlalietou bez idavku ZlEovych
kyselin (Poledne, 1986; Vlachow al, 2013), pedstavuje PHHC perspektivni model
pro studium této poruchy, aje tudiZilekité podroba porozunt vSem aspekim

metabolismu lipid v jatrech tohoto potkana.
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7. ZAVER

0 Vsouladu s &ekavanim jsem zjistila, Ze koncentrace FC v jatreehmezi
obéma kmeny neliSi na kontrolni ani na cholesteroldie¥. Koncentrace CE
v jatrech po podani dietniho cholesterolu vyznamstoupla u obou linii, ale

mezi kmeny na stejné déebebyly zjiS€ny vyznamné rozdily.

o Podanim dietniho cholesterolu vzrostla koncentf€e CE ve VLDL u obou
kmeni. V obou gipadech byl vzestup cholesterolu mnohonasobgssi
u PHHC potkana. Prokazala jsem, Ze k hypercholdéteii PHHC potkan
zasada prispiva zvySeny obsah VLDL-CE.

o Potvrdila jsem, Ze exprese gefpof, Mttp, Soath Soat2se nemini po podani
dietniho cholesterolu. Dale jsemé&ia, Ze fFijem cholesterolu zvySuje expresi
genu Cyp7alu potkari Wistar, zatimco u PHHC potkanvzestup nedosahl
statistické vyznamnosti. Potvrdila jsem, Zze PHHGkaoi maji proti potkaiim
Wistar zvySenou expregipof na cholesterolové dietNavic jsem zjistila, Ze

oba kmeny v jatrech exprimuji viGoat2neZli Soatl

o Zavedla jsem metody pro stanoveni aktivit prateCAT a MTP. V aktivig
ACAT jsem mezi pokusnymi skupinami nezjistila zadmzdily. Vzhledem
k tomu, Ze potkani v jatrech exprimuji viS®at2,za aktivitu ACAT v jatrech
pravdpodobré odpovida jeho isoforma ACAT?2.
V aktivitt MTP hodnocené jakoifpistek fluorescence §ase byly nareny
rozdily mezi obma kmeny zvat (vySSi u kontrolnich potkéh Fxi analyze
rozdili v aktivitt MTP vSak nebyl nalezen Zadny statisticky vyznamhy

diety ¢i kmene na aktivitu tohoto proteinu.

Vzhledem ktomu, Ze jsem mezi kmeny nenalezla hpzdiexpresi get —
Soatl, Soat2, Mtipani v aktivie jejich produki, zda se nepra¥godobné, Ze by se
ACAT ¢i MTP podilely na patogenezi hypercholesterolémiRrHHC potkana.
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