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Abstrakt

Metabolicky syndrom (MetS) je komplexni onemocnéni, na jehoZ patogenezi se podili
fada interagujicich gend, faktory epigenetické a komponenta prostfedi. Z analyzy genetickych
aspektti MetS u experimentalnich modelt vyplynulo, Ze fada definujicich parametri MetS je
ve vazbé s oblastmi chromozomu 4 laboratorniho potkana. Pro ovéfeni téchto lokusi
kvantitativnich znakti (QTL) byl vytvoren dvojité kongenni kmen, u kterého jsou casti
chromozomu 4 spontanné hypertenzniho kmene potkana (SHR, inbredni model MetS)
vneseny na genomické pozadi kongenniho kmene Brown Norway (BN-Lx). Cilem diplomové
prace je detailné geneticky zmapovat diferencialni segment tohoto dvojité kongenniho kmene
BN-Lx.SHR4, porovnat jeho metabolicky profil za podminek diet o riizném obsahu sacharidi
a tukd a identifikovat pomoci komparace sekvenci a genové exprese kandidatni geny ci

polymorfismy pro aspekty MetS, resp. potencialni nutrigenetické interakce.
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Abstract

Metabolic syndrome (MetS) is a complex condition with a number of interacting genes,
epigenetic and environmental factors underlying its pathogenesis. The analysis of genetic
component of MetS showed that number of defining parameters of the syndrome is linked to
regions of rat chromosome 4. In order to verify these quantitative trait loci (QTL), a double
congenic strain was derived with parts of chromosome 4 of spontaneously hypertensive rat
(SHR, an inbred MetS model) origin introgressed onto genomic background of congenic
Brown Norway strain (BN-Lx). The aim of the proposed thesis is comprise detail genetic
mapping of differential segments of the above mentioned double congenic strain BN-
Lx.SHR4 and comparison of its metabolic profile under different dietary conditions with
varying carbohydrate and fat content. Utilizing DNA sequence and gene expression
comparisons, candidate genes or polymorphisms for the MetS aspects and potential

nutrigenetic interactions will be identified.
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1 Uvod

Soucasna doba s sebou pfinesla zménu Zivotospravy u vétSinové populace vyspélych
stati. Vlivem sedavého Zivotniho stylu a stravy, kterd je bohatd na tuky a jednoduché
sacharidy, dochazi k rozvoji mnoha civiliza¢nich onemocnéni. Jednou z téchto chorob, které v
poslednich letech komplikuji Zivot lidem po celém svété, je i metabolicky syndrom (MetS)
(Saklayen 2018).

Metabolicky syndrom, dfive nazyvany také jako syndrom X, je charakterizovan
inzulinovou rezistenci, obezitou, hypertenzi a zvySenym rizikem vzniku kardiovaskularnich
chorob (Karimi et al. 2020). Mezi jeho casté projevy se fadi i zvySena hladina glukoézy v krvi
a dyslipidémie. Vyjimkou neni ani vyskyt trombozy, zvySené zanétlivosti a nealkoholové
ztucnéni jater (Kassi et al. 2011). VySe zminéné rizikové stavy, které jsou spjaté s MetS
dokazuji, jak komplexni a zdvaZné toto onemocnéni je.

Mezi rizikové faktory MetS patii sniZend fyzickd aktivita, vysSi vék, hormondlni
nerovnovaha a také geneticka predispozice. NejvyznamnéjSim rizikovym faktorem pro
manifestaci tohoto syndromu je ovSem obezita (Grundy 2006). Na rozvoji obezity se podili
predevsim omezena fyzicka aktivita a vysokotucna a vysokosacharidova dieta, které interaguji
s rizikovymi alelami genetického pozadi jedince.

Vlivem pFijmu Zivin dochazi ke zménam v genové expresi a ovlivnéni metabolickych
drah, které se uplatiiuji i v patogenezi metabolického syndromu. Nedilnou soucasti této
diplomové prace je proto nutrigeneticky pristup, ktery integruje vzajemné pulisobeni
genetickych a exogennich vlivi.

Jednim z modelovych organismii pro studium MetS je spontanné hypertenzni kmen
potkana (SHR), jehoZ geneticka predispozice k MetS je polygenni, jako vyznamna se jevi
mimojiné mutace translokazy mastnych kyselin Cd36/Fat (Pravenec et al. 2014).

Pro ucely této diplomové prace byl jako modelovy organismus zvolen dvojité kongenni
kmen potkana, ktery vzniknul kiizenim kmene SHR a jiZ kongenniho kmene Brown Norway
(BN-Lx). Takto vytvoreny dvojité kongenni kmen BN-Lx.SHR4 ma na genetické pozadi BN-
Lx vnesenu cast genomu SHR. Tento diferencidlni segment se nachdzi na ctvrtém
chromozomu (Sedova et al. 2012).

Cilem této prace je definovat genetické pozadi potkaniho kmene BN-Lx.SHR4 a
nasledné pomoci metod integrativni genomiky prozkoumat vliv interakce diety a genii na

metabolické drahy, které se uplatiiuji pfi rozvoji metabolického syndromu.
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2 Prehled literatury

2.1  Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom je komplexni multifaktorialni onemocnéni s celosvétové vysokou
prevalenci. Podil na etiologii tohoto onemocnéni maji dédi¢né predispozice a vyznamné jsou
zapojeny také vnéjsi faktory, jako je vybér diety a Zivotniho stylu. Prevalence se liSi v
zavislosti na regionu a individualni kompozici jedince (napriklad vék, pohlavi, rasa) (Kaur
2014). Dle studie na stfednim vychodé byl vyskyt MetS vyssi v urbannich oblastech a u Zen.
Rizikovym je také vyssi vék. (Delavari et al. 2009).

ZvySeny prijem energie, Casto v podobé potravin s vysokym obsahem sacharidi a tuki,
a snizeny vydej energie zptsobeny vlivem sedavého Zivotniho stylu Casto vede k obezité,
ktera se poji k manifestaci MetS a dalSim komplikacim spojenym s timto syndromem. Mezi
tyto komplikace se Fadi dyslipidémie, tedy zvySena koncentrace triacylglyceroli (TG),
snizena hladina lipoproteini o vysoké hustoté (HDL) a taktéZ zvySena koncentrace glukézy v
krvi nalacno. Tato kombinace pak vede k inzulinové rezistenci, hypertenzi, kardiovaskularnim
chorobam, ztucnéni jater a dalSim patologiim (Kassi et al. 2011; Karimi et al. 2020; Saklayen

2018).

2.1.1 Diagnosticka kritéria

Prvni kritéria pro diagn6zu MetS byla vydana v roce 1998 Svétovou zdravotnickou
organizaci (WHO), podobna diagnosticka kritéria definovaly i dalSi odborné organizace
zabyvajici se inzulinovou rezistenci a diabetem (napriklad EGIR, AACE, ATPIII a IDF).
Nicméné byla snaha o zavedeni jednotnych vyhodnocovacich kritérii, a proto byla v roce

2009 publikovana nova sjednocujici kritéria pro MetS (viz Tabulka 1).

Klinické kritérium Hranicni hodnota
ZvétSeny obvod pasu populacné specifické kritérium
Zvysena hladina triacylglyceroli * > 150 mg/dL
SniZena hladina HDL cholesterolu * <40 mg/dL (muZi); < 50 mg/dL (Zeny)
ZvySeny krevni tlak * systolicky < 130 a/nebo diastolicky < 85 mm Hg
Zvysena hladina krevni glukozy * >100 mg/dL

* nebo probihajici 1é¢ba tohoto stavu

Tabulka 1: Kritéria pro klinickou diagnézu MetS (Alberti et al. 2009)
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2.1.2 Metabolicky syndrom a jeho komorbidity

2.1.2.1 Obezita

Dle WHO je obezita jednim z nejvice zfejmych a zaroven zanedbavanych problémii, s
kterymi se v soucasnosti potyka celosvétova populace. Obezita s sebou prinasi radu
zdravotnich problémt a omezeni, kterd snizuji kvalitu a délku Zivota. Mnoho komorbidit
vazanych k obezité se sdruzuje pravé v metabolickém syndromu (Haslam 2005).
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Obrdzek 1: Souvislost obezity a metabolického syndromu (Grundy 2006)

S narustajicim objemem tukové tkdné dochdzi k zvysené produkci adipocytokinii, které se
podileji na rozvoji MetS. Lipolyzou TG dochdzi k uvolfiovdni neesterifikovanych mastnych kyselin
(NEFA), které se ektopicky uklddaji ve svalech, jatrech a pankreatickych 3 burikdch. Ndsledkem toho
vznikd aterogenni dyslipidémie, inzulinovd rezistence a zdroven se zvySuje hladina inzulinu v krvi a

dochdazi k hyperinzulinémii.

14



S mnoZstvim tukové tkdané negativné koreluje hladina adiponektinu - hormonu, ktery mimojiné
zvysuje citlivost tkdni k inzulinu. Jeho nedostatek se tedy projevuje opét prohloubenim inzulinové
rezistence.

Ddle dochdzi ke zvySené produkci zdnétlivych cytokinii (TNFa, IL-6, atd.) a inhibitoru
plasminogenového aktivdatoru 1 (PAI-1). Ndsledkem toho byvd protromboticky a prozdnétlivy stav.
Nadprodukce adipocytokinii a sniZend produkce adiponektinu prispivd k mnoha patologickych staviim,

jako je napfiklad vaskuldrni dysfunkce, hypertenze, ateroskleréza a dalsi (Grundy 2006).

2.1.2.2 Inzulinova rezistence

Visceralni tukova tkan, ktera je dileZitym endokrinnim organem a vyznamné se podili
na mnoha metabolickych drahach, hraje jednu z hlavnich roli v rozvoji inzulinové rezistence,
ktera je asociovana s obezitou. To je charakterizovano sniZenou citlivosti tkani na inzulin.
Diky tomu dochazi ke sniZenému vstupu gluk6zy do bunék a nasleduje stav hyperglykémie.
inzulin ale nehraje klicovou roli pouze v metabolismu glukézy, uplatiiuje se také pri
metabolismu tuk( a proteinti, ptisobi na buné¢nou diferenciaci a rist a také na endotelidlni
funkce. Inzulinova rezistence se tedy pak projevuje fadou metabolickych poruch (Duvnjak

and Duvnjak 2009).

2.1.2.3 Hormonalni dysbalance

Adipocyty jsou zakladni stavebni jednotkou tukové tkané. NeslouZi ale jen jako
zasobarna energie, produkuji i mnoho hormont, které ovliviiuji pocit hladu, sytosti a
energeticky metabolismus. Mezi nejvyznamné;jsi z téchto latek patfi adiponektin a leptin.

Leptin suprimuje chut k jidlu a jeho genetickd absence vede k masivni obezité.
Koncentrace tohoto hormonu je pfimo imérna k mnoZstvi tukové tkané a pri obezité vznika
leptinova rezistence. Jeho antagonistou je adiponektin, ten negativné koreluje s procentem
tuku v organismu. Zesilena exprese adiponektinu je spojovana s inzulinovou senzitivizaci a
ma také pozitivni Uucinky na tukovou tkan. ZmnoZuje pocet mitochondrii v adipocytech,
zmensSuje jejich velikost a aktivuje transkripéni faktory, které se podili na esterifikaci volnych
mastnych kyselin. Adiponektin ma tak protektivni ucinky na celkovy metabolismus.
Dysbalance v plazmatickych hladinach téchto hormonti ma pak za nasledek dyslipidémii,
syndrom polycystickych ovarii a diabetes mellitus 2. typu (Benrick et al. 2017; Saklayen
2018; Sanz-Fernandez et al. 2020)
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2.1.2.4 Dyslipidémie

Dyslipidémie je charakterizovana vyssimi koncentracemi lipidii v plazmé. Inzulin za
normalnich okolnosti inhibuje lipolyzu v tukové tkani. Pfi inzulinové rezistenci je lipolyza
aktivnéjsi a uvoliiuje se vétSi mnoZstvi neesterifikovanych mastnych kyselin. Jatra vstfebavaji
tyto uvolnéné lipidy a nésledné produkuji zvySené mnoZstvi lipoproteinti o velmi nizké
hustoté (VLDL). Tyto lipoproteinové Castice jsou pak v krevni plazmé za pomoci cholesterol-
ester transferového proteinu (CETP) pfemény na HDL. Hromadénim VLDL v plazmé je pak
CETP o to aktivnéjsi a sniZuje se tim koncetrace HDL, které jsou potfeba k vychytavani
cholesterolu a jeho transferu zpét do jater. Inzulin také hraje roli pfi sekreci apolipoproteinu
B, ktery je hlavni proteinovou komponentou VLDL castic. Inzulinova rezistence pak opét
zvysuje koncentraci téchto partikuli (Salhanick et al. 1991; Duvnjak and Duvnjak 2009).

Triacylglyceroly uvolnéné z LDL jsou hydrolyzovany jaterni lipdzou a vznikd malo
densni LDL cholesterol, ktery ma vysoky aterogenni potencial (Ivanova et al. 2017).

Inzulinova rezistence tedy vede k neobvyklé koncentraci a rozloZeni lipidi, zméné
jejich metabolismu a zvySuje riziko vzniku kardiovaskularnich chorob (Descamps et al.

2019).
2.1.2.5 Hypertenze

Zvyseny krevni tlak je asociovan s jiZ vySe zminénymi metabolickymi poruchami, jako
je napriklad obezita, dyslipidémie a inzulinova rezistence. Hyperinzulinémie zplisobena
inzulinovou rezistenci indukuje hypertenzi ptres aktivaci sympatického nervového a renin-
angiotensin-aldosteronového systému. To vede k zadrZovani sodiku a endotelialni a renalni
dysfunkci. V neposledni radé dochazi k inhibici vazodilatace a sniZenému vstfebavani
glukozy, nebot’ exprimovany angiotensin II blokuje schopnost inzulinu aktivovat PI3K

(Fosfatidylinositol-3-kindza) (Ferrannini and Natali 1991; Low Wang et al. 2004).
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2.1.3 Genetické predispozice

Metabolicky syndrom je komplexni onemocnéni podminéné environmentalnimi i
dédicnymi faktory, které navzajem interaguji. Kazdy rizikovy faktor podilejici se na rozvoji
MetS podléha své vlastni genetické kontrole a ma tak jinou odpovéd na riizné exogenni vlivy
(Kaur 2014). Cetné vyzkumy genetickych predispozic MetS odhaluji $irokou skalu DNA
polymorfismii v kandidatnich genech a mnozstvi genovych variant, které jsou asociovany s
timto onemocnénim, priCemzZ vétSina z nich souvisi s metabolismem lipidt. Uplatiiuje se zde

také nespocet epigenetickych mechanismi (Fathi Dizaji 2018).

2.1.3.1 Geneticka analyza metabolického syndromu

Ackoliv je analyza genetické determinace MetS velmi obtiZzna, vzhledem k Siroké Skale
faktorti podilejich se na rozvoji tohoto onemocnéni, v predeslych letech se podafilo
identifikovat mnozstvi kadidatnich genii souvisejicich s fenotypem MetS.

K popsani genetického pozadi MetS bylo provedeno mnozstvi studii kandidatnich genf,
uplatiiujicich se predevSim pii energetickém metabolismu. TaktéZ byly provedeny
celogenomové asociacni studie napfic¢ riznymi populacemi. Z vysledkii velkého mnozZstvi dat
vyplyva, Ze genetické varianty asociované s MetS nejCastéji hraji roli pri regulaci
metabolismu lipidi. Pfikladem jsou pak geny jako APOA (Apolipoprotein A1), CETP, LPL
(Lipoprotein Lipase), GCKR (Glucokinase Regulatory Protein) a dal$i (Stancdkova and
Laakso 2014).

MetS nicméné zahrnuje celou fadu komponent — jako je napriklad obezita, inzulinova
rezistence a dyslipidémie — a kazdd podléha vlastni genetické kontrole. Cetné mnoZstvi
kandidatnich genti pro konkrétni komponenty MetS byly také identifikovany a jejich

vzajemna asociace hraje roli pti rozvoji MetS.

2.1.3.2 Geneticka komponenta obezity

Geneticka architektura obezity je opét komplexni a jeji detailni popis presahuje ramec
této diplomové prace. Obecné se daji vysledovat tfi zakladni genetické zptisoby determinace
obezity. Prvnim typem je monogenni obezita, kterd je diisledkem mutace jednoho genu,
priemZ se nejCastéji jedna o geny zapojené v leptinové ¢i melanokortinové draze. DalSim
typem je syndromicka obezita, tedy obezita jako soucast geneticky determinovanych

syndromt zahrnujicich vice patologickych stavii, jako je napf. syndrom Bardet-Biedel.
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Nejcastéjsi je ovSem polygenni obezita vznikajici v disledku souhry desitek azZ stovek
rizikovych a protektivnich alel v interakci s faktory prostfedi. MnoZstvi asociacnich a dalSich
studii identifikovalo velké mnoZstvi genti, které se na jednotlivych typech obezity podileji

(Pigeyre et al. 2016)
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Obrdzek 2: Diagram gent determinujicich rozvoj obezity (Pigeyre et al. 2016)

S obezitou jsou dale spojovany napriklad geny pro vySe zminéné adipocytokiny (viz.
2.1.2.3). Byl potvrzen vztah mezi hypometylaci imprintovaného IGF2 a hypermetylaci genu
pro leptin a TNF a nasledny rozvoj obezity (Heijmans et al. 2008). DalSim rizikovym
dédicnym faktorem je polymorfismus G2548A v genu LEP (leptin), ktery byl prokazan ve
studii na mongolské populaci. Tento polymorfismus je asociovan nejen s vy$sim BMI, ale
také s vySsi hladinou glukézy v krvi a v kone¢ném disledku i s MetS (Dagdan et al. 2018).
Visceralni obezita je také asociovana s variantami v genu ADIPOQ, ktery kéduje adiponektin
(Zhou et al. 2016). Také mutace GNB3 kodujici podjednotku G proteinu souvisi s rozvojem
hypertenze a obezity (Siffert et al. 1999).

2.1.3.3 Geneticka komponenta inzulinové rezistence

Také genetické pozadi inzulinové rezistence je sloZité a bylo identifikovano mnoho
gend souvisejicich s timto fenotypem. Jsou to nejcastéji geny ucastnici se metabolismu lipidi

a glukozy, jako naptiklad FTO, ADIPOQ, SREBF1, TCF7L2 a dalSi. Do soucasnosti bylo
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identifikovano vice nezZ 60 SNP asociovanych s diabetem mellitem 2. typu. (Mambiya et al.
2019).

DalsSim prikladem genti, které se uplatiuji v inzulinové signalizacni kaskadé, a jejichZ
genetické varianty jsou asociovany s inzulinovou rezistenci, jsou geny pro regulaci
inzulinovych receptorti. Jednim z nich je PC-1, ktery kéduje transmembranovy glykoprotein.
Jeho polymorfni varianta Q121 je rizikova pro rozvoj inzulinové rezistence, a to nezavisle na
BMI (Frittitta et al. 2001). DalSim slibnym kandidatem je IRS, ktery je hlavnim substratem
pro inzulinovy receptor a reguluje tak inzulinovou signalizaci ve svalech a tukové tkani.
Varianta v jeho genu IRS-1 ovliviiuje inzulinovou senzitivitu a také hladinu lipidd v krvi
(Baroni et al. 2001; White 2002).

V neposledni fadé je inzulinovd odpovéd podminéna nukledarnim receptory PPAR
(Receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory). PredevSim pak polymorfismy
izoformy y byly jiZ dfive asociovany s celou Skalou metabolickych poruch (Pap et al. 2016).
Za povsimnuti stoji polymorfismus Pro12Ala, tato variantni alela je spojovana se zmirnénim
inzulinové resistence. Tento benefit je navic u jedinct s touto alelou podpofen dietou bohatou
na mononenasycené mastné kyseliny. V tomto pripadé je tedy prokazana nutrigeneticka
interakce ve vztahu k diabetu mellitu 2. typu a s tim souvisejicitho metabolického syndromu

(Petrdi, 2018).

2.1.3.4 Geneticka komponenta dyslipidémie

Stejné jako u vySe zminénych komponent, i geneticka determinace dyslipidémie je
velice komplexni. Doposud bylo nalezeno pres 250 polymorfism ovliviiujici rizné slozky
dyslipidémie (Surraka and et al 2016; Tabassum et al. 2019).

Zména v inzulinové odpovédi tzce souvisi i s hladinou lipidG v krvi. Mutace gent
ovliviiujicich inzulinovou rezistenci jsou casto asociovany i s dyslipidémii. Jednim z prikladi
jsou geny pro transkripcni faktory, jako je FOXC2 nebo SREBP1, tyto geny jsou asociovany s
inzulinovou resistenci a také koncentraci triacylglycerolt v krvi (Carlsson et al. 2004; Kotzka
and Miiller-Wieland 2004). DalSim pfikladem je gen FABP2, jeZ nese genetickou informaci
pro protein vazajici mastné kyseliny, ktery se nachazi na epitelialni bunikach v tenkém streve.
Polymorfni varianta tohoto genu ovliviiuje inzulinovou rezistenci, intracelularni transport
mastnych kyselin a také hladinu lipida v krvi (Feher Turkovic et al. 2012; Weiss et al. 2002).

ZvySena prevalence MetS byla nalezena u synergie polymorfismi ApoE a LRP1. LRP1

(Low Density Lipoprotein Receptor 1) je receptor nachazejici se v plazmatické membrané,
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ktery ovliviiuje lipoproteinovy metabolismus a umoZiuje endocyt6zu. Jeho interakce s
variantnim genem pro apolipoprotein E zvySuje koncentraci LDL a sniZzuje HDL (Vucini¢ et
al. 2019).

Potvrzenou roli hraji také geny pro lipoproteinovou lipazu nebo CEPT a mnohé dalsi

(Skoglund-Andersson et al. 2003; Laakso 2004; Liu and Al 2011).

2.1.4 Epigenetika a metabolicky syndrom

Epigenetické mechanismy, jako je modifikace histonti a chromatinu, DNA metylace a
regulace genové exprese prostfednictvim malych RNA, se vyznamné podileji na rozvoji
inzulinové rezistence, obezity, vaskularni dysfunkce a také zanétlivé odpovédi.

Prikladem takové epigenetické modifikace je metylace genu FABP3 (Fatty Acid Binding
Protein 3) nebo hypometylace genti cirkadianich rytmi (napriklad BMAL1, CLOCK a PER?2),
které jsou spojovany s obezitou a také metabolickym syndromem (Zhang et al. 2013; Milagro
et al. 2012).

Zajimavym fenoménem je tzv. ,,Setrny fenotyp“, ktery predklada hypotézu, Ze je mozny
prenos epigenetickych mechanismti na potomka matky, kterd trpéla podvyzivou. Vystaveni
hladovéni v obdobi pfed narozenim ¢i v brzkém détstvi dsti ve zvySeny risk pro rozvoj MetS.
Dtivodem je snaha o adaptaci na nedostatek Zivin a epigeneticky jsou ovlivnény geny, které
mimo jiné prinesl nadbytek potravinovych zasob, ¢imZ se tyto genové modifikace stavaji
nevyhodnymi. To vysvétluje obrovsky nartist v soucasnosti velmi prevalentnich
metabolickych abnormalit (Siddiqui et al. 2019; Hales and Barker 2001).

Vyse zminéné priklady dokazuji, jak sloZita je geneticka determinace metabolického
syndromu. Toto onemocnéni pokryva Siroky vycet patologickych stavii, zahrnuje mnoho
metabolickych drah, velké mnoZstvi gent, jejichZ vzdjemné interakce a polymorfismy ho do
jisté miry podminuji. Klicovym faktorem jsou ale i externi faktory, jako je fyzicka aktivita,
etnograficky ptivod a také sloZeni diety. VSechny tyto faktory a jejich vzajemné interakce Cini

toto jiZ tak sloZité onemocnéni jeSté komplexnéjSim.
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2.1.5 Dieta a metabolicky syndrom

Obezita a inzulinova rezistence jsou hlavnimi rizikovymi faktory pro rozvoj MetS a
sloZeni diety v tomto pripadé hraje klicovou roli. Odpovéd organismu na Ziviny zavisi na

jejich mnoZstvi, skladbé, typu a také na jejich kombinaci.

2.1.5.1 Mastné kyseliny

Inzulinovd senzitivizace je mozna pres stimulaci receptori aktivovanych
peroxizomovymi proliferatory y (PPARy). Latek, které maji schopnost vazat se na tyto
receptory, je cela fada. Mezi syntetické ligandy se Fadi napriklad thiazolidinediony, které se
béZné vyuZivaji jako 1éciva pri farmakoterapii diabetu mellitu 2. typu (Nolan et al. 1994).

Ligandy pro PPARy ovSem muiZeme najit i pfirozené se vyskytujici v béZné stravé. Jsou
to eikosanoidy, nasycené a nenasycené mastné kyseliny. Uvadi se, Ze nejsilnéjSim aktivatorem
PPARYy jsou polynenasycené mastné kyseliny vyskytujici se v rostlinnych a rybich olejich
(Madsen et al. 2008).
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Obrdzek 3: Plisobeni kyseliny olejové na metabolismus glukézy a mastnych kyselin

(Palomer et al. 2017)
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Kyselina olejovd, kterd patfi mezi mononenasycené mastné kyseliny, podporuje [ oxidaci
mastnych kyselin, ¢imZ dochdzi k redukci tvorby diacylglycerolii, ceramidii a lipidy se uklddaji ve
formé méné skodlivych triacylglycerolii. Na druhou stranu, ptisobenim nasycenych mastnych kyselin,
jako je napriklad kyselina palmitovd, dochdzi ke sniZeni aktivity adenosinmonofosfdt-aktivované
protein kindzy (AMPK) a ndsledkem je utlum [3 oxidace. Kyselina olejovd md proti tomuto opacny
ucinek. Zvysuje aktivitu koaktivatorii PPARy a tim podporuje expresi téchto receptorti. Ddle sniZuje
aktivitu protein kindzy C (PKC), coZ vede ke sniZené expresi cytokinil a upravé inzulinové senzitivity

(Palomer et al. 2017).

Pozitivni ucinky ma také rybi olej, jehoZ sloZkou je kyselina eikosapentaenova, ktera je
zastupcem omega-3-nenasycenych mastnych kyselin (Roberta et al. 2020). Vhodna je také
dieta s obsahem polyfenoli. Z vysledkt studii tedy vyplyva, Ze strava bohata na nenasycené
mastné kyseliny, tedy typicka stredomorska dieta, kladné ovliviiuje metabolismus lipidi a
glukézy. Dochazi také ke zméné ve stfevnim mikrobiomu a naslednému zmirnéni
kardiometabolickych rizik (Vetrani et al. 2020).

Naopak vysokotucna dieta (vice nez 50 kJ % z tuki) s vySSim podilem nasycenych
mastnych kyselin a cholesterolem indukuje inzulinovou rezistenci, dyslipidémii a obezitu

(Roberta et al. 2020; Vetrani et al. 2020).

2.1.5.2 Sacharidy

Vysoké procento sacharidi v dieté (okolo 70 kJ % ), mezi jejiz hlavni komponenty patii
sachar6za a frukt6za, predstavuje vySSi riziko rozvoje MetS, vcCetné hyperglykémie,
hypertenze, akumulace visceralniho tuku a kardiovaskularnich chorob (Lozano et al. 2019).
Chronicka konzumace sachar6zy zptisobuje také hyperlipidémiii a nealkoholové ztucnéni

jater, taktéZ typické pro MetS (Cruz Souza et al. 2020; Sun et al. 2019).
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Obrdzek 4: Pusobeni vysokotukové a vysokosacharidové diety na metabolismus (Rosas-

Villegas et al. 2017)

Dieta s velkym obsahem tukii a sacharidii modifikuje stfevni mikrobiom a zvysuje paraceluldrni
transport lipopolysacharidii, které piisobi jako endotoxin a vyvoldvaji tak stav chronického zdnétu.
Dochdzi také ke zvyseni rendlni lipogeneze a produkci zdnétlivych markerti, coZ vede ke glukozové
intoleranci a inzulinové rezistenci. U sachardzy, kterd je Stépena na glukdzu a fruktézu, je tento trend
v porovndni s fruktézou jesté vyraznéjsi. Oba typy diet také zvysuji produkci reaktivnich forem kysliku

(ROS) a rendlini oxidativni stres (Rosas-Villegas et al. 2017).

23



2.2  Geneticka analyza komplexnich onemocnéni

Komplexni onemocnéni, mezi ktera patfi i metabolicky syndrom, jsou typicka
polygenni dédicnosti, genetickou heterogenitou a vzajemnou interakci genetickych faktord s
aspekty prostiedi. Ke genetické analyze téchto onemocnéni se v souCasnosti pristupuje z
genomického pohledu, ktery je vice komplexni a dava nam ucelenéjsi prehled o genetické

komponent€ a jejich interakcich.

2.2.1 Celogenomové asociacni studie (GWAS)

Celogenomové asociacni studie maji za cil vyhodnotit genetické predispozice k danému
onemocnéni. GWAS jsou zaloZzeny na principu identifikace jednonukleotidovych
polymorfismi (SNP) v ramci celého genomu, které mohou zvySovat nebo snizovat riziko
onemocnéni. Porovnanim frekvence téchto rizikovych lokust u kontrolni a pfipadové skupiny
je pak moZné nalézt souvislost s danym fenotypem. Lokusy, které jsou asociovany s
komplexnimi chorobami, maji casto pleiotropni efekt, tzn. ovliviiuji vice fenotypovych
projevil. To miiZe byt do jisté miry omezenim pfi interpretaci vysledka téchto studii, nebot s
nartstajicim mnoZstvim polymorfismii dochazi také k wvysSi pravdépodobnosti faleSné
pozitivni identifikace asociaci mezi genem a fenotypem. Proto je nutné pouziti robustnich
matematickych modelt, které do znacné miry koriguji chybu mnohocetného porovnavani.

Pri validaci vysledki maji nezastupitelnou roli modelové organismy a interakce s
environmentalnimi faktory (Civelek and Lusis 2014; Abou Ziki and Mani 2017).

GWAS vyuziva metody pripad-kontrola, ktera zahrnuje skupinu nemocnych a skupinu
zdravych jedinct. Pokud jsou tyto studie provadény na mensich populacich, napfiklad v ramci
jedné narodnosti, pak mohou vznikat faleSné pozitivni vysledky. Je proto potfeba tyto studie
replikovat na rznych populacich, aby se predeslo technickych chybam a systémovému
zkresleni (Lyon et al. 2007). V posledni dobé nejsou ale vzacnosti studie Citajici kohorty

statisicti ¢i milioni jedinct (Wei et al. 2020; Park et al. 2020; Goulart et al. 2009) .
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2.2.2 Vazebna analyza (QTL mapovani)

Mapovani lokust kvantitativnich znakd (QTL, z angl. Quantitative Trait Locus) je dalsi
metodou pro urCeni oblasti genomu, které podminiuji polygenné determinovany fenotyp.
Oblast naSeho zajmu, tedy QTL, je vazano v urcité vzdalenosti od molekularniho markeru,
kterym mutZou byt mikrosatelity, insercni nebo dele¢ni polymorfismy (in-del) nebo
jednonukleotidové polymorfismy. Predikce zavisi na vzdalenosti téchto dvou lokusi, ¢im bliz
jsou u sebe, tim spiS se alely segreguji spolecné, nebot je mensi pravdépodobnost, Ze se
budou rekombinovat (Georges 1997).

PTi genotypizaci se vyuziva mnoha anonymnich markert, které jsou rozesety po celém
genomu. V soucasnosti se k identifikaci QTL pristupuje bud’ metodou kandidatnich genti nebo

pozic¢niho klonovani.

2.2.2.1 Analyza kandidatnich genu

Pred prichodem genomickych metod se k vyzkumu multifaktorialnich onemocnéni
Casto vyuzivalo asociacni analyzy kandidatnich gend. Zkouman byl vztah mezi onemocnénim
a jednonukleotidovymi polymorfismy funkcnich genti. Tyto geny pak byly podrobeny detailni
molekularni charakteristice. Za timto ucelem byly provadény studie typu pripad-kontrola,
asociacni studie v rodinach nebo kohorty (Fathi Dizaji 2018). Data ziskana z téchto studii

ovSem nemohla zcela objasnit vzajemné genové interakce v asociaci s vnéjsimi faktory.

2.2.2.2 Pozicni klonovani

NovéjSim pristupem zaloZenym na QTL je metoda pozi¢niho klonovani, ktera zahrnuje
sérii molekuldrnich technik s cilem identifikovat kauzalni geny. Pozi¢ni klonovani zacina
urCenim kandidatniho genu na zakladé chromozomové lokalizace a je nasledovano analyzou
jeho polymorfismi. DalSim krokem je definice kauzéalnitho vztahu mezi genovym
polymorfismem a aberujicim fenotypem. To je ¢asto provadéno za pomoci in vitro testd nebo

experimentalnich modelovych organismu (Puliti et al. 2007).
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2.2.3 Systémova genetika

Dalsim, jeSté komplexnéjSim, pristupem je systémova genetika. Ta sdruZuje data napric

riznymi Grovnémi, od gend, pres transkripty a proteiny, azZ po metabolity.

| Klinicky znak |

A A 4 4 4

; ; Strevni Strevni
Mikrobiom mikrofléra === mikrofléra
Druh1 <——— Druh2
i
Metabolom

Proteom

Transkriptom _

Genom

Obrdzek 5: Pristup systémové genetiky (Civelek and Lusis 2014)

Vyhodou tohoto pristupu je, Ze zvlddd analyzovat mnoho molekuldrnich interakci, které jsou
relevantni k danému onemocnéni. Dochdzi tak k propojeni molekuldrnich tirovni (viz Obrdzek 5), které
spolu vzdjemné interaguji.

Strategie systémové genetiky spocCivd v odchyleni systému (naptiklad dietou nebo
farmakoterapii) a sledovdnim jeho odpovédi. Poté se shromdzdi data a vytvori matematické modely,

které dany systém charakterizuji (Civelek and Lusis 2014).
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2.2.3.1 Genom

Prvnim stupném systémové genetiky je genom. Ten sdruZuje vSechny geny daného
organismu. Pomoci celogenomové sekvenace je pak moZné identifikovat individualni
kompletni DNA sekvenci, ktera zahrnuje i nekddujici oblasti. Interpretace téchto dat je
klicova pro pochopeni daného funkéniho fenotypu (Lappalainen et al. 2013). Za timto ticelem
je provadéna sekvenace genomi modelovych organismt, pricemZz jednim z duleZitych
modelovych organismt v experimentalni biologii je pravé potkan.

V roce 2004 vzniknul The Rat Genome Sequencing Project (RGSC), ktery jiZ na
zacatku svého vzniku identifikoval 90% genomové sekvence potkaniho kmene Brown
Norway (Gibbs et al. 2004). Tento projekt kombinuje metodu BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) sekvenovani a Whole-genome shotgun. Kli¢ovou metodou pro sekvenaci DNA
jsou také metody vyuZivajici jednonukleotidové polymofismy (Twigger et al. 2008).

Na zakladé tohoto projektu vznikl RGSC Genome Assembly a mnoZstvi dat v ramci této
databaze stale roste [zdroj: Rat Genome Database (RGD), http:/rgd.mcw.edu, pristup dne
7.7.2020]

2.2.3.2 Transkriptom

DalSim stupném systémové genetiky je transkriptom, ktery zachycuje profil genové
exprese v daném Case a misté (napriklad konkrétni tkani). Genova exprese, jejiZ analyza se
provadi za pomoci microarray nebo RNA-seq, je zakladnim pilifem systémové genetiky.

Oblasti genomu asociované s transkriptomem se nazyvaji lokusy regulujici genovou
expresi (eQTL). eQTL jsou podle vzdalenosti od genu, ktery reguluji, rozdélovany na dva
typy. Jako cis eQTL se oznacuji pokud se lokusy nachazeji ve vzajemné blizkosti (do 1Mb), v
opacném pripadé jde o trans eQTL, jejichZ lokusy jsou vzdalené, pripadné se nachazeji na
jiném chromozomu (Nica and Dermitzakis 2013).

Studie na mysich, potkanech a lidskych burikdch odhalily, Ze expresi az 30% genti
ovliviiyje pravé eQTL (Van Nas et al. 2010; Romanoski et al. 2010). Stejné tak celogenomové
asociacni studie potvrzuji, Ze vétSina SNP se nachazi uvnitf oblasti nekodujici DNA a tedy
mimo oblast kodujici proteiny (Schaub et al. 2012). Z toho vyplyva, Ze komplexni
onemocnéni jsou daleko vice podminény pravé genovymi variantami (SNP, in-del,

mikrosatelity), které maji vliv na genovou expresi.
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2.2.3.3 Proteom

Detailni analyza proteini a jejich modifikaci je dalSim krokem v systémové genetice,
ktery miiZze objasnit souvislost mezi genotypem a fenotypem. Ke kvantifikaci a analyze se
vyuziva hmotnostni spektrometrie nebo imunoassay. Problémem ovSem je, Ze lze timto
zpusobem analyzovat jen malou frakci proteini. Varianty v transkriptu vysvétluji a
koresponduji jen s malou casti proteomu, nebot’ hladina proteini se méni v zavislosti na
potfebach daného organismu, prestoZe geneticka vybava zlistdva neménna (Ghazalpour et al.
2011; Foss et al. 2007). Vliv ma také velké mnoZstvi posttranslacnich modifikaci, které

zpusobuji vysokou heterogenitu mezi proteiny (Krishna and Wold 1993).

2.2.3.4 Metabolom

Metabolom zahrnuje veSkeré metabolity, které jsou konecnym produktem bunécnych
procest a jsou tak na samém konci ,,systému“. Komplexni analyzou metaboliti se zabyva
védni obor metabolomika. Ta vyuZiva metody nuklearni magnetické resonance a hmotnostni
spektrometrie (Patti et al. 2012). Metabolomické profilovani je tak dileZitou soucasti studii

interakci mezi genetickou a environmentalni komponentou u komplexnich onemocnéni.
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2.2.3.5 Teorie siti

Snaha o integraci dat do matematickych modelli s sebou pfinesla tzv. ,teorii siti“. Ta se
snazi o modelovani siti, které davaji do souvislosti vztahy mezi molekularnimi fenotypy a

graficky zndzorfuji interakce mezi molekularnimi znaky.

Obrazek 6: Priklady siti (Barabasi and Oltvai 2004)

Molekularni znaky jsou ze prezentovany jako uzly a jejich vzajemné propojeni pak

urCuje, jak mezi sebou vzajemné interaguji. Takto vytvorené sité mohou mit riznou topologii.

(A) Nahodna sit’ je tvorena N uzly, které jsou propojeny s pravdépobnosti p.

(B) Bezskalova sit’ je nezavisla na poctu uzli. To znamena, Ze jeji struktura zlstava

nemeénna i pri vétsim mnoZstvi uzli. Pravdépodobnost, Ze uzly jsou spojeny je vyssi nez u
nahodné sité.

(C) Hierarchicka sit ma centralni uzel, ktery je spojovan s uzly v niZSim stupni

hierarchie. Tvofi tak sit,, kterd vyuziva bezskalové topologie a klastrovani uzli.

Pokud je uzel néjakym zptsobem ovlivnén (napriklad mutaci), méni se struktura sité,
coZ je pak moZné pozorovat i na klinické drovni. Kombinace dat z vrstev systémové genetiky
a tvorba siti dramaticky zvySuji mozZnost porozuméni bunécné dynamice a funkci. Je tedy
vhodnou metodou, kterd by mohla rozhresit pozadi komplexnich onemocnéni (Barabasi and

Oltvai 2004; Almaas 2007).
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2.2.3.6 Potkan jako modelovy organismus pro systémovou genetiku

V porovnani s jinymi modelovymi organismy maji hlodavci velmi podobné genetické a
fenotypové vlastnosti jako ¢lovék. NejvhodnéjSim kandidatem pro vyzkum metabolickych a
kardiovaskularnich chorob je potkan, nebot' oproti mySimu modelu umoZiiuje presnéjsi
analyzu klinickych a bunécnych fenotypti souvisejicich s metabolickymi drahami (Aitman et
al. 2016; Gauguier 2016).

Zaroven bylo u potkana velmi uspésSné QTL mapovani. V soucasnosti bylo ve spojitosti
s obezitou a metabolickym sydromem u potkana identifikovano 705 QTL a 3503 genii (u

clovéka 809 QTL a 3760 genti) [zdroj: Rat Genome Database (RGD), http://rgd.mcw.edu,

pristup dne 22.3.2020]. Mnoho gend, které u potkana vykazovaly asociaci s MetS, jsou také

konzervovany v lidském genomu (Gauguier 2016).

Korelacni analyza
nebo

analyza diferencidini
genové exprese

Celkovy fenotyp
mRNA

<+

@\ M@

Obrazek 7: Strategie systémové genetiky u potkana (Moreno-Moral and Petretto 2016)
Za pomoci QTL nebo eQTL dat je mozné identifikovat geny souvisejici s urcitym fenotypem u

potkaniho modelu.

Potkan ma také pomérné kratky generaCni cas, dostatecné mnoZstvi potomstva a je
mozZné na ném testovat vlivy vnéjSiho prostredi. S jeho genomem se da manipulovat fadou
nastroji genového inZenyrstvi, jako jsou naptiklad TALENy (Transcription Activator-like
Effector Nucleases), zinc-finger nukleazami nebo pomoci CRISPR-Cas9 (Mashimo 2013;
Yoshimi et al. 2014).

Dalsi nespornou vyhodou potkaniho modelu je existence mnoZstvi specializovanych

inbrednich kmenti, které byly vyslechtény tak, aby napodobovaly lidské onemocnéni. V
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souvislosti s obezitou, diabetem, hypertenzi a dyslipidémii existuje jiZz 179 inbrednich
potkanich kmenti [zdroj: Rat Genome Database (RGD), http://rgd.mcw.edu, pfistup dne

22.3.2020]. Téchto kmenu lze dosdhnout metodami cileného kiiZeni.

kfizeni F: generace zpétné kfizeni F1 generace

|

sourozenecké krizéni

Rekombinantni inbredni kmen Konsomicky kmen Kongenni kmen

Obrazek 8: Princip Slechténi rekombinantnich inbrednich, konsomickych a kongennich

kment (Delles et al. 2010)

Kongenni kmeny jsou vyvafeny vnesenim Casti chromozomu jednoho inbredniho
kmene na genetické pozadi jiného inbredniho kmene. Vznikne tak kmen s diferencialnim
segmentem, ktery se nachazi na jednom z chromozomu. V pfipadé, Ze maji tyto kmeny
rozdilny fenotyp, lze pak usuzovat, Ze v diferencialnim segmentu se nachazeji geny, které

determinuji dany znak (Markel et al. 1997).
Konsomické kmeny vznikaji introgresi celého chromozomu z jednoho inbredniho

kmene (donor) na izogenni pozadi jiného kmene (akceptor). Diferencialni segment je tedy

predstavovan celym chromozomem.
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Rekombinantni inbredni kmeny jsou genetickou mozaikou dvou pivodnich kment
(donor + akceptor) a jsou homozygotni ve vSech svych lokusech (Broman 2005). F; a F»
generace vznikaji pribuzenskym kfiZenim. Z F, generace je vybran jeden pér progenitori, ten
je nasledné kiiZen a po vice neZ 20 generacich, které vznikaji timto sourozeneckym kiiZenim,
dochazi k ustaleni rekombinantnich inbrednich kmenti (Siracusa et al. 1989; Jirout et al.
2003).

Diky probadanosti genetického pozadi potkana, mnoZstvi inbrednich modelovych
kmenti, genetické a evolucni pribuznosti s Clovékem, je potkan vhodnym modelovym

organismem, ktery nam poskytuje komplexni nahled na multifaktoriadlni onemocnéni.
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3 Cile prace

Cilem této diplomové prace je zmapovat genetické pozadi dvojité kongenniho kmene
potkana BN-Lx.SHR4. V neposledni fadé si prace klade za cil definovat vliv diety s riznym
obsahem tuki a sacharidl a nutrigenetickych interakci, které ptisobi na metabolické drahy,

které jsou asociovany s metabolickym syndromem.

Dilci cile prace jsou nasledujici:

1. Genetické zmapovani diferencidlniho segmentu u dvojité kongenniho kmene potkana

BN.Lx-SHR4.

2. Porovnani metabolickych a transkriptomickych profili potkanich kmenti BN.Lx, a

BN.Lx-SHR4 za podminek standardni a vysokosachar6zové diety.

3. Identifikace potencialnich nutrigenetickych interakci uplatiiujicich se u tohoto modelu

metabolického syndromu.
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4 Material a metody

4.1 Modelové organismy

4.1.1 Experimentalni modelové kmeny laboratorniho potkana

Veskeré experimenty a zachazeni s modelovymi kmeny laboratorniho potkana (Rattus
norvegicus) bylo v souladu s platnou narodni a evropskou legislativou na ochranu zvirat.
VSechny pracovni postupy v této praci, které zahrnuji manipulaci se zviraty, byly schvaleny
Etickou komisi 1. 1ékatské fakulty Univerzity Karlovy v Praze.

Samci potkanti byli chovéani v podminkach s kontrolovanou teplotou a vlhkosti s cyklem
12 hodin svétlo / 12 hodin tma a méli pristup k vodé a stravé ad libitum. Ve 4. mésici véku
byli usmrceni a byl proveden odbér tkani pro naslednou analyzu.

VSechny niZe uvedené kmeny (kromé nové vytoreného dvojité kongenniho kmene BN-

Lx.SHR4) jsou anotované v Rat Genome Database (RGD), https:/rgd.mcw.edu/) podle

specifického RGD ID nebo podle zkratky jejich nazvu — napfiklad BN/Cub (Brown Norway/
Charles University, Institute of Biology).

4.1.1.1 Spontanné hypertenzni kmen potkana (SHR, RGD ID 61000)

V roce 1963 v Japonsku vzniknul spontanné hypertenzni kmen potkana selektivhim
kiiZzenim hypertenzniho paru potkanti z kmene Wistar. Po inbrednim ustdleni tento kmen
vykazuje fenotyp zahrnujici fadu metabolickych abnormalit jako je hypertenze, dyslipidémie,
inzulinova rezistence a obezita (Okamoto and Kyuzo 1963). Na jeho 4. chromozomu byla
zmapovana dele¢ni mutace genu Cd36, ktery kéduje translokdzu mastnych kyselin (Aitman et
al. 1999). Cd36 je dutlezitym proteinem ucCastnicim se metabolismu mastnych kyselin s
dlouhym fetezcem, nebot’ jim zprostfedkovava vstup do buiiky. Delece v jeho genu pak
zpusobuje, Ze se téméf neexprimuje, ¢imZz dochézi k sniZzenému vychytavani a zpomaleni
metabolismu mastnych kyselin (Bonen et al. 2004). Nicméné fada vazebnych a asociacnich
studii ukazala, Ze geneticka predispozice pro metabolicky syndrom je u SHR polygenni a na
chromozomu 4 i mimo oblast genu Cd36 byly mapovany signifikantni asociace s riznymi

aspekty metabolického syndromu (Hodulova et al. 2014).
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4.1.1.2 Kmen Brown Norway (BN/Cub, RGD ID 737899)

Brown Norway byl prvnim potkanim kmenem vyuZzZivanym k laboratornim pokustim
(Gibbs et al. 2004). Inbredni kmen Brown Norway vznikl selektivhim kfiZenim z divokého
kmene potkana, ktery byl odchycen na pocatku 20. stoleti v USA. Od roku 1964 je tento
inbredni kmen chovéan na Ustavu biologie a lékafské genetiky 1. LF UK. Jeho fenotyp
nevykazuje spontanné zvySenou hladinu cirkulujicich volnych mastnych kyselin,
triacylglyceroli a glukézy v krvi. Je proto vhodnym kontrolnim kmenem pro studium
metabolickych onemocnéni. V roce 2004 byl plné osekvenovan jeho genom (Gibbs et al.

2004).

4.1.1.3 Polydaktylni kmen potkana (PD/Cub, RGD ID 728161)

Progenitorem tohoto kmene je Wistar potkan, u kterého se rozvinul polydaktylni luxacni
syndrom, ktery byl zplisobeny spontanni mutaci genu Lx. Tento syndrom se projevuje
preaxialni polydaktylii a luxaci zadnich koncetin (Kfen 1975). Od roku 1969 je chovan na
Ustavu biologie a lékafské genetiky 1. LF UK a je vysoce inbredni po k¥iZeni vice neZ 150
generaci.

Polydaktylni kmen potkana ma ve svém fenotypu hypertriglyceridemii a inzulinovou
rezistenci a je tedy taktéZ povaZovan za modelovy organismus pro metabolicky syndrom

(Vrana et al. 1993; Sedova et al. 2000).

4.1.1.4 Kongenni kmen (BN-Lx, RGD ID 61117)

Vnesenim useku osmého chromozomu kmene PD/Cub vCetné mutantniho genu Lx, na
genomické pozadi BN/Cub vzniknul kongenni kmen BN-Lx. Tento vneseny diferencialni usek
nese spolecné s malformacni mutaci také geny, které ovlivnunuji metabolismus lipidi a
sacharidd. Fenotyp BN-Lx zahrnuje hyperlipidémii a glukézovou intoleranci (Seda et al.

2002).

4.1.1.5 Dvojité kongenni kmen (BN-Lx.SHR4)

Metodou zpétného kriZeni (Marker-assisted Backcross) byl vytvoren dvojité kongenni
kmen BN-Lx.SHR4. Proces derivace tohoto nového, dvojité kongenniho kmene lze shrnout
nasledovné: Po kiiZzeni kmenti progenitor, tedy SHR a BN-Lx, byli vznikli F, hybridi

opakované zpétné kiiZeni s BN-Lx. Nasledné byl diferencialni segment zafixovan kiiZzenim
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heterozygoti a vybérem jejich potomki, ktefi zdédili cileny segment chromozomu 4 v
homozygotnim stavu. Vysledny kmen BN-Lx.SHR4 ma na genetické pozadi kongenniho
kmene BN-Lx vnesenu cast genetické informace od kmene SHR. BN-Lx.SHR4 tedy nese usek
8. chromozomu ptivodem od BN-Lx (resp. PD/Cub) a navic md na 4. chromozomu
diferencialni segment, ktery je SHR pivodu.

Podrobna geneticka, metabolickda a transkriptomicka charakterizace BN-Lx.SHR4 je

predmétem této diplomové prace.
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42  Diety

Samci potkanid zvoleni dle prislusnosti dvou kmenti — BN-Lx.SHR4 (n=12) a BN-Lx
(n=12) byli do 4. mésice krmeni standardni dietou (viz 4.2.1). Po dosaZeni 4. mésice véku
byli potkani kaZzdého z kmenti ndhodné rozdéleni na skupinu kontrolni (n=6/kmen), ktera byla
nadale krmena standardni dietou, a skupinu experimentalni (n=6/kmen), které byla 14 dni

podavana dieta vysokosachardzova (viz 4.2.2).
4.2.1 Standardni dieta (STD)

Potkani byli krmeni peletami s definovanym mnoZstvim sacharidd, tukt, bilkovin a
mikrozivin. Krmivo bylo dodano firmou Ssniff Spezialdidten GmbH, ktera se specializuje na
experimentalni diety pro laboratorni modelové organismy.

Standardni kontrolni dieta pro potkany obsahuje 66 % kJ sacharid(, 23% kJ proteinti a
11% kJ tukt z celkového denniho energetického pfijmu. Béhem studie méli potkani volny

pristup k vodé a stravé. Konkrétni sloZeni diety je nasledujici:

Slozeni Mnozstvi [%]
Susina 95,2 100% ! Tuley
Protein (N x 6,25) 20,8 80° :
9 23 kd% Proteiny

Tuk 4,2

60%
Vlaknina 5,0

- 66 kJ%
Popel 56 Sacharidy
Extrakt bez N 59,4 20%
Skrob 46,8 0%
Sachar6za 10,8

Tabulka 2: SloZzeni STD Obrdzek 9: Procentualni obsah zakladnich Zivin v STD (©
Ssniff Spezialdidten GmbH)
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Mineraly [%]
Calcium 0.92
Phosphorus 0.65
Ca/P 1.41:1
Sodium 0.20
Magnesium 023
Potassium 0.97
Mastné kyseliny  [%]
C12:0 —_
C 14:0 0.02
C 16:0 0.50
C17:0 0.01
G 18:0 0.15
C 20:0 0.02
C 161 0.01
C 181 1.03
C 18:2 2.1
G 183 0.23

Aminokyseliny
Lysine
Methionine
Cystine
Met+Cys
Threonine
Tryptophan
Arginine
Histidine
Valine
Isoleucine
Leucine
Phenylalanine
Phe+Tyr
Glycine
Glutamic acid
Aspartic acid
Proline

Serine
Alanine

[%]
1.75
0.75
0.29
1.04
0.93
0.27
0.83
0.64
1.47
1.19
2.10
1.10
222
0.42
4.76
1.57
243
1.27
0.64

Vitaminy per kg
Vitamin A 15,000 U
Vitamin Dy 1,500 WU
Vitamin E 150 mg
Vitamin K (as MNB) 20 mg
Thiamine (B,) 26 mg
Riboflavin (Bz) 16 mg
Pyridoxine (Bg) 16 mg
Cobalamin (Biz) 30 Mg
Nicotinic acid 49 mg
Pantothenic acid 55 mg
Folic acid 16 mg
Biotin 300 pg
Choline 920 mg
Stopové prvky per kg
Iron 168 mg
Manganese 98 mg
Zine 67 mg
Copper 14 mg
lodine 1.2 mg
Selenium 0.2 mg

Obrdzek 10: SloZeni mikroZivin v dieté (©Ssniff Spezialdidten GmbH)

4.2.2 Vysokosacharozova dieta (HSD)

U vysokosacharézové diety byla slozka Skrobu nahrazena sacharézou. Energetické

rozloZeni zakladnich Zivin a mikroZivin je podobné jako u standardni diety. HSD vznikla

modifikaci experimentalni STD podle Fabry (1959) v IKEM (Fabry et al. 1968).

Slozeni Mnozstvi [%]
Sacharoza 70,0
SuSené pivni kvasinky 9,0
SuSené mléko 9,0
Kasein 6,0
Vojtéska 3,3
Sal 1,8
Olej z trescich jater 0,9

100% Tuley
80% 14 kJ% Proteiny
60%
40%
76 kJ% Sacharidy
20%
0%

Tabulka 3: SloZeni HSD (Fabry et al. 1968) Obrdzek 11:

zékladnich zivin v HSD
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4.3 Molekularni metody

4.3.1 Genotypizace

4.3.1.1 Izolace DNA

Na konci experimentu byl odebran vzorek tkané z konce ocasu nebo z jater potkana. Pro
rozruSeni a natraveni tkané byl nejprve pridan k odebranému vzorku travici pufr (pH 8) a
proteindza K. Vzorek byl poté prociStén od proteinti pomoci fenol-chloroformu (Roti® Fenol/
Chloroform/Isoamylalkohol). Pro precipitaci DNA byl pfidan octan sodny a 96% etanol, a
nasledné po centrifugaci 70% etanol. Nakonec byl k vysuSenému vzorku pridan pufr (fedéni

1:100, Sigma® TRIS EDTA Buffer).

4.3.1.2 Polymerazova retézova reakce (PCR)

Genotypizace kmene BN-Lx.SHR4 byla zaloZena na metodé PCR s vyuZitim markera
polymorfnich mezi progenitorovymi kmeny. Primery byly zvoleny podle mikrosatelitnich

markeri SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism) z Rat Genome Database

(https://rgd.mcw.edu/) a vyrobeny firmou Integrated DNA Technologies (Belgie). K 1pl
vzorku bylo pfidano 14,5 pl master mixu obsahujiciho ddH,O, betain, dNTP, pufr, Mg2+,
forward + reverse primer a Taq polymerazu (Thermo Fisher Scientificc, MA, USA).
Podminky (napriklad mnozZstvi pridaného primeru) pro PCR byly optimalizovany podle
konkrétnich primerti. PCR reakce probéhly v pristroji Sensoquest Labcycler (SensoQuest,

SRN).

20,000,000 40,000,000 60,000,000 80,000,000 100,000,000 120,000,000 140,000,000 " 1€

@ (—:}) Q Q& QG‘)\ Chrd| + || Chrd:152374001. 152660800 (286.8KL) | Go &

152,400,000 152,450,000 152,500,000 152,550,000 152,600,000

; |
RGD Rat (6} Micro Satellite Markers SSLP:RH128843 lSSLp;[)ggzgl SSLP:RH140646

| | |
ESL SSLP:AU04T215 SSLP:RH143180 SSLBD4Rat63

| |
SSLADRaI0 SSLPRH135108 SSLAtD4Ratsd
WIRGRRAme) Genes Fciooasosse WART
— R -
Fads? Focaossezao

Obrdzek 12: Metoda vizualizace pozice SSLP markerid (Cervené) nachazejich se na 4.
chromozomu potkana a geny obsaZené v daném useku (modfe), [zdroj: RGD Rat (rn6), http://
rgd.mcw.edu, pristup dne 4.4.2020]
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4.3.1.3 Gelova elektroforéza

Produkty PCR byly separovany na polyakrylamidovém (7-10% - optimalizovano podle
velikosti konkrétniho PCR produktu) gelu. Jako marker byl vyuZit GeneRuler 1 kb plus DNA
Ladder (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Pro vizualizaci produktu pod ultrafialovym

svétlem byl vyuZit ethidium bromid. Detekce probéhla s pomoci pristroje G:Box (Syngene,
UK).

BN.Lx

BN-LxSHRA " ™~ /SHR\

- — — e ——

Obrazek 13: Vizualizace PCR (marker Eno2) produktu po probéhlé polyakrylamidové
elektroforéze

Je patrné, Ze vsechny testované vzorky BN-Lx.SHR4 maji PCR produkt o stejné délce, jako

progenitorovy kmen SHR; tento marker je tedy v dvojité kongennim kmenu SHR piivodu.
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4.3.2 Analyza genové exprese

4.3.2.1 Izolace RNA

RNA byla nejprve izolovdna za pomoci TRIzol Reagent (Invitrogen, CA, USA).
Extrahovana RNA byla purifikovana za pomoci RNeasy Mini Kit (Qiagen, CA, USA) podle
protokolu, ktery byl doporucen vyrobcem. Kvantitativni a kvalitativni analyza RNA pro

stanoveni kvality byla provedena systémem Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, CA, USA).

[FUl+
100
80

60

G_ T ; - g g - 0‘3’)

20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 [s]

Obrdzek 14: Zhodnoceni kvality RNA pomoci Agilent 2100 Bioanalyzer

4.3.2.2 Kvantitativni polymorazova retézova reakce (QPCR)

Pro validaci dat z microarray byla provedena qPCR. Nejprve probéhl vybér
referencniho genu z nésledujicich mozZnosti: Hmbs (Porphobilinogen Deaminase), Ppia
(Peptidylpropyl Izomerase A) a Gapdh (Glyceraldehyde 3-phosphate Dehydrogenase). Pro
zhodnoceni genové stability byl vybran Ppia jako referencni gen. Z celkové RNA (2 pg) byla
syntetizovana cDNA reverzni transkripci s nahodnymi primery za pomoci SuperScript III
cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). qPCR byla provedena s vyuZitim
TagMan® Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA).
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Genes Geomean of ranking values
Ppia 1.19
Hmbs 1.41
GAPHD 3.00

Comprehensive gene stability

1% 1.414

Ppio Hmbs GAPHD

<== Most stable genes Least stable genes ==>

Obrdzek 15: Zhodnoceni stability vybranych referenc¢nich genti pomoci RefFinder (Xie

et al. 2012)

4.3.2.3 DNA microarray

Ke stanoveni samotné genové exprese byl vyuzit GeneChip™ Rat Gene 2.1 ST Array
Strip (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). Pro degradaci rRNA byl kazidy vzorek
procesovan pres GeneChip Whole Transcript Sense Target Labeling Assay (Affymetrix, CA,
USA). Komplementarné k izolované mRNA probéhla syntéza dvouvlaknové cDNA, ktera
byla oznaCena hexamery s T7 promotorovou sekvenci a nasledné amplifikovana T7
polymerazou produkujici komplementarni RNA. Ta byla vyuZita ve 2. cyklu cDNA syntézy k
produkci jednovlaknové cDNA. Ze vzorku obsahujici tuto jednovlaknovou cDNA bylo na ¢ip
naneseno 5,5 pg. Cely postup byl provedeny podle protokolu doporuceného vyrobcem a byl k
nému vyuzit systém Affymetrix GeneChip (Affymetrix, CA, USA). Vysledek hybridizace byl
vyhodnocen v Affymetrix GeneChip Command Console Software a kvalita ¢ipu zhodnocena
na Affymetrix Expression Console. Data byla analyzovana v softwaru Partek Genomics Suite

(Partek, MO, USA) a normalizovana algoritmem Robust Multichip Average (RMA).
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4.4  Metabolicka analyza

4.4.1 Zakladni metabolické parametry

Potkani byli krmeni STD (viz. 4.2) do 4. mésice véku a nasledné byli rozdéleni do 2
skupin (n=6/kmen). Kontrolni skupiné byla dale podavana STD a experimentalni skupiné
HSD po dobu 14 dnti. Samci (n=24) byli podrobeni ordlnimu gluk6zovému tolerancnimu
testu a zvaZzeni. Poté byli usmrceni a byla jim odebrana tkan a krev na rozbor metabolického

profilu.

4.4.1.1 Oralni glukézovy tolerancni test (OGTT)

Potkanim byla odebrdna krev z ocasni Zily a néasledné byl proveden OGTT. Testu
predchazelo celonocni hladovéni. Testovani probihalo ve 30 minutovych intervalech od 0 do
180 minut po intragastrické aplikaci glukézy (30% vodny roztok, 3g/kg télesné vahy). K
determinaci glykémie ze vzorku krve z ocasni Zily byl vyuZit glukometr Ascensia Elite Blood

Glucose Meter (Bayer HealthCare, IN, USA).

4.4.1.2 Méreni lipidu

Analyza koncentrace triacylglycerolii a cholesterolu ve 20 lipoproteinovych frakcich
byla provadéna v japonské firmé Skylight Biotech Inc. (Akita, Japonsko) pomoci
modifikované vysokouc€inné kapalinové chromatografie (HPLC) (Usui et al. 2002).
Lipoproteiny jsou separovany podle velikosti partikuli a vysledny chromatogram a numericka
data rozdéluji lipoproteiny do 20 lipoproteinovych frakci v ramci 4 hlavnich tfid (CM, VLDL,
VDL a HDL).

4.4.1.3 Méreni hormonii a cytokinii

Ke stanoveni koncentrace hormont a cytokinti v krvi byla pouzita metoda Luminex
Assay. Tato metoda je zaloZena na barevné kdédovanych kulickach, které maji navazané
specifické protilatky pro poZadovany analyt. Pridanim biotinylovanych specifickych
protilatek dojde k tvorbé takzvaného ,protilatka-antigen sendvice“. Po pripojeni

phycoerythrinu konjugovaného se streptavidem je moZna laserova detekce. Tato metoda
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umoziiuje kvantifikaci velkého mnozstvi riiznych specifickych latek najednou (Ranjan et al.
2016).

Pro panel hormonti byl vyuZzit multiplexni 96 jamkovy kit MILLIPLEX MAP Rat
Metabolic Hormone Magnetic Bead Panel - Metabolism Multiplex Assay (MilliporeSigma,
MA, USA), ktery umoZinuje simultanni kvantifikaci amylinu, C peptidu 2, ghrelinu,
gastrického inhibi¢niho peptidu (GIP), glukagon-like peptidu 1 (GLP1), glukagonu,
interleukinu 6 (IL6), inzulinu, leptinu, monocyt chemotaktického proteinu 1 (MCP1), PP,
peptidu YY (PYY) a tumor nekrotizujiciho faktoru a (TNFa). K méfeni sérové hladiny
adiponektinu byl pouZit Rat Adipoctin ELISA kit (B-Bridge International, CA, USA).

Ke koncetraci cytokint bylo vyuZito 96 jamkového Bio-Plex Pro™ Rat Cytokine 23-
Plex Assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), ten je také zaloZen na Luminex Assay, obsahuje
6,5 pm magnetické kulicky a umoziuje detekci az 23 endocytokini (G-CSF, GM-CSF,
GROKGC, IFNG, IL1A, IL1B, IL2, IL4, IL5, IL6, IL7, IL10, IL12, IL13, IL17A, IL18, M-
CSF, MCP1, MIP1a, MIP3a, RANTES, TNFa a VEGF).
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4.5 Bionformaticka a statisticka analyza

4.5.1 Insilico analyza DNA sekvenci

DNA sekvence uvnitf diferencidlniho useku byla podrobena in silico analyze. Za
pomoci Variant Visualiser (RGSC Genome Assembly v5.0) jsem porovnala DNA sekvence
progenitorovych kmentt BN.Lx/Cub (RGD ID 61117) a SHR/Olalpcv (RGD ID 631848).

Pomoci OLGA - Online List Generator & Analyzer byl vygenerovan seznam gent v

diferencialnim segmentu BN.Lx-SHR4.
4.5.2 Analyza transkriptomickych dat

Data ziskana z analyzy genové exprese byla vyhodnocena pomoci programu Partek
Genomics Suite 7 (Partek, MO, USA). Pro stanoveni hladiny signifikance a korekci
mnohocetného porovnavani jsme pouZili metodu FDR (False Discovery Rate). Srovnavaci
analyzy zahrnovaly metody od prostého porovnani exprese jednotlivych transkriptd, po
komplexnéjsi analyzy vyuZivajici metod hierarchického shlukovani, analyzy genové
ontologie, profilovani metabolickych drah a konstrukce mechanistickych siti. Pro tyto
pokrocilé metody jsem pouZila jednotlivé moduly Ingenuity Pathway Analysis (Qiagen, CA,
USA).

4.5.3 Analyza metabolickych dat

K statistickému vyhodnoceni metabolickych dat byla vyuZita metoda dvojcestné
analyzy rozptylu (ANOVA) s hlavnimi faktory ,kmen“ a ,dieta“. Nasledné byl proveden
Tukey test pro mnohonasobné porovnavani jednotlivych skupin, ¢imZ se sniZuje
pravdépodobnost chyby prvniho druhu. K vypocteni ANOVA a Tukey test byl vyuZit

programovaci jazyk R a aplikace RStudio.
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5 Vysledky

5.1 Diferencialni segment kmene BN-Lx.SHR4

Po potvrzeni kongenniho statutu kmene pomoci celogenomového screeningu sadou
nékolika set mikrosatelitnich markerd jsem za pomoci vice nez 30 mikrosatelitnich
polymorfnich markerti zmapovala diferencialni segment nachazejici se na 4. chromozomu
dvojité kongenniho kmene BN-Lx.SHR4. Vymezila jsem tak tiisek DNA pochazejici od kmene
SHR, a tedy zaroveri jedinou cast genomu, kterou se 1i3i od kmene BN-Lx.

Zmapovany diferencialni segment na chromozomu 4 u potkana ma velikost 7,1 Mb
mezi markery D4Mgh30 a D4Rat203 a odpovida oblasti 12p13.31-32 lidského chromozomu.

Oblasti potencialni rezidudlni heterozygocie, kde nebylo mozné nalézt polymorfni

markery, jsou mezi D4Got305 a D4Mgh30 (300kb) a telomericky mezi D4Rat203 a D4Mit26.
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Marker Pozice (bp) BN-Lx.SHR4 Vybrané geny
D4Rat53 122483467 | 122483659 BN-Lx v diferencianim segmentu
D4Rat190 129571413 | 129571686 BN-Lx Apobect
D4Rat80 129904890 | 129905024 BN-Lx Cir
D4Rat57 132136266 | 132136446 BN-Lx Cirl
D4Rat58 133776133 | 133776479 BN-Lx Cis
D4Mgh7 136351734 | 136351904 BN-Lx Cedc77
D4Rat194 142071600 | 142086300 BN-Lx Cd163
D4Rat240 144125660 | 144125888 BN-Lx cdo
D4Rat60 145611768 | 145611886 BN-Lx Cecr2
D4Rat59 146086918 | 146087100 BN-Lx Cops7a
D4Rat141 146942075 | 146942261 BN-Lx Dcp1b
D4Rat198 147321008 | 147321307 BN-Lx Gree10
D4Rat197 148482590 | 148482682 BN-Lx Chd4
D4Rat200 150038157 | 150038284 BN-Lx Lpcat3
D4Got305 150379523 | 150379788 BN-Lx Ltbr
D4Mgh30 150682428 | 150682552 SHR Mical3
D4Rat137 151102607 | 151102848 SHR Mlf2
D4Rat201 152400391 | 152400558 SHR Mrpl51
D4Rat64 152498361 | 152498510 SHR Ncapd?
D4Rat63 152598827 | 152598981 SHR NEfF3
D4Rat241 153126175 | 153126406 SHR Ptms
D4Rat113 153152949 | 153153072 SHR > Ptpn6
D4Rat62 154054175 | 154054342 SHR Rad52
D4Arb40 154305867 | 154306102 SHR Scnnia
D4Arb15 154307464 | 154307678 SHR Slc6ai3
Eno2 157288533 | 157288715 SHR Spsb2
D4Rat203 157826610 | 157826751 SHR Tapbpl
D4Mit26 159995427 | 159995516 BN-Lx Vwf
D4Arb27 164843069 | 164863271 BN-Lx Whnk1
D4Rat69 171813837 | 171813998 BN-Lx

Tabulka 4: Diferencidlni segment na 4. chromozomu kmene BN-Lx.SHR4 a vybran

geny nachazejici se v tomto useku

Pozice v bp je uvedena podle sestaveni potkaniho genomu Rnor_6.0. V pravém sloupci
je naznacen rozsah diferencidlniho segmentu SHR piivodu.

V Tabulce 4 je znazornéna velikost a umisténi diferencidlniho segmentu na 4.
chromozomu. Celkové mnoZstvi genti nachazejicich se v tomto segmentu je 207.

Dle pravidel nomenklatury je oznaceni nového kmene nasledujici: BN.PD-(D8Rat39-

D8Rat35),SHR-(D4Mgh30-D4Rat203).
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5.2  Insilico analyza DNA sekvence

Vyuzitim dostupnych webovych nastroji (viz 4.5.1) byla provedena analyza DNA
sekvence v oblasti diferencialniho segmentu potkanich kmenti BN-Lx a BN-Lx.SHR4.
Celkovy pocet genti nalezenych uvnitf diferencidlniho segmentu je 207 [zdroj: OLGA,

RAT Genome Assembly v6.0, http://rgd.mcw.edu, pfistup dne 2.5.2020].
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Obrazek 16: Vizualizace oblasti odpovidajici diferencidlnimu segmentu BN-Lx.SHR4
na 4. chromozomu (mezi markery D4Got305 a D4Rat203), znazornény jsou vysoce
konzervované (0.75 - 1.0) oblasti uvnitf exonu a nesynonymni mutace [zdroj: RGSC Genome
Assembly v5.0, http://rgd.mcw.edu, pristup dne 4.5.2020]

Geny zleva: Ankrd26, B4galnt3, Ccdc77, Phcl, Clec4b2, Clec4d, Vom2r51, Vom2r52,

Vamp1
U dvou z téchto geni byla na zakladé predikce nalezena nesynonymni mutace vedouci

ke ztraté funkce proteinu (viz Tabulka 5).
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Nazev genu Mutace Variantni alela
Ankrd26 Potencialné ztratova rs198476442 (Asn - Ser)
Phcl Pravdépodobné ztratova rs197052526 (Ser - Gly)

Tabulka 5: Geny v diferencidlnim segmentu BN-Lx.SHR4, u nichZ je predikovana
ztratova mutace [zdroj: RGSC Genome Assembly v5.0, http:/rgd.mcw.edu, pristup dne
4.5.2020]

Ankrd2 (Ankyrin Repeat Domain 26); Phcl (Polyhomeotic Homolog 1)

Identifikovany byly i dalSi genetické varianty v exonech, intronech, 5-UTR a 3'-UTR
oblastech, promotorech a tisecich DNA mezi geny v ramci celého segmentu.

Celkové se v diferencidlnim segmentu BN-Lx.SHR4 nachazi 430 vysoce
konzervovanych variant, které odliSuji oba progenitorové kmeny, tedy BN-Lx a SHR/Olalpcv.
Z téchto variant bylo lokalizovano v exonech 55 (vCetné 12 znazornénych na Obrazku 16), v
intronech 130, v 3'-UTR 10 variant, v 5'-UTR 6 variant a mimo kddujici oblasti pak zbylych
229 polymorfismu.
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5.3  Metabolicky profil

Ve 4. mésici véku, po podavani stanovenych diet (viz 4.2), byla u samcii (n=24) kmenti
BN-Lx a BN-Lx.SHR4 provedena metabolicka analyza, ze které byl nasledné sestaven

metabolicky profil konkrétnich potkanich kment pod vlivem STD a HSD.

5.3.1 Morfologické parametry

Nejprve byla stanovena télesnd hmotnost potkant. Signifikantni rozdily v télesné
hmotnosti byly mezi kmeny nalezeny jak pti STD, tak i pfi HSD. Zatimco pfi STD kmen BN-

Lx.SHR4 oproti kontrolnimu kmeni vykazoval nizsi télesnou hmotnost, pfi HSD se tento stav

obratil (viz Obrazek 17).
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Obrazek 17: Télesna hmostnost potkanti kmene BN-Lx a BN-Lx.SHR4 pod vlivem STD
a HSD

Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako priimér + SEM. Signifikance je v rdmci grafu zndzornéna
podle Tukeyho post-hoc testu (dvojcestnd analyza rozptylu s faktory kmen:dieta) ndsledovné:

* o p<0,05

V grafu jsou pro prehlednost vyznacena jen signifikantni pdrovd srovndni pro faktor kmen v

ramci dané diety. Signifikance dalSich srovndni jsou uvedeny nize v tabulkdch 6 a 7.
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Nasledné byly odebrany a zvaZeny vybrané vnitini organy a epididymalni (ETT) a
retroperitonedlni tukova tkan (RTT). Jejich hmotnost byla pfepoctena na 100 g celkové

télesné vahy konkrétniho potkana.
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ETT - Epididymalni tukova tkan; RTT — Retroperitonedlni tukova tkan
Obrdzek 18: Hmotnost organti v prepoctu na 100 g celkové télesné hmotnosti u kmene
BN-Lx a BN-Lx.SHR4 pod vlivem STD a HSD

Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako primeér + SEM. Signifikance je v rdmci grafu zndzornéna
podle Tukeyho post-hoc testu (dvojcestnd analyza rozptylu s faktory kmen:dieta) ndsledovné:

** _, p<0,01

V grafu jsou pro prehlednost vyznacena jen signifikantni pdrovd srovndni pro faktor kmen v

rdmci dané diety. Signifikance dalSich srovndni jsou uvedeny nize v tabulkdch 6 a 7.
Pfi STD byl zaznamenan vyrazny rozdil hmotnosti jater mezi BN-Lx a BN-Lx.SHR4 —

tento kmen ma signifikantné vysSi hmotnost tohoto organu. Pod vlivem HSD nicméné

signifikance nebyla nalezena.
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Dieta (p) Kmen (p) Kmen:Dieta (p)
Télesna vaha (TV) 0,06 0,77 5,38 . 10%*
Jatra (g/100g TV) 0,61 0,03 * 1,47 .107*
Srdce (g/100g TV) 0,30 0,26 0,36
Ledvina (g/100g TV) 0,81 0,07 0,88
Nadledvina (g/100g TV) 0,10 0,79 0,54
ETT (g/100g TV) 0,02 * 0,93 0,91
RTT (g/100g TV) 9,31.10"* 0,14 0,22

Tabulka 6: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledki méfeni morfologickych

parametrd, stanoveni pomoci ANOVA

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05); podrobnéjsi data viz Tabulka 7

BN-Lx:Dieta | BN-Lx.SHR4:Dieta, Kmen:STD | Kmen:HSD
() () () ()
Télesna vaha (TV) 0,56 1,51.10°* 0,03 * 0,04 *
Jatra (g/100g TV) 0,18 0,02 * 2,65.107°%* 0,63
ETT (g/100g TV) 0,29 0,44 0,99 0,99
RTT (g/100g TV) 0,21 0,01 * 0,24 0,99

Tabulka 7: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledki méreni morfologickych parametru,

stanoveni pomoci Tukey’s Test

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05)
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5.3.2 Oralni glukézovy tolerancni test (OGTT)

Ke zjisténi glukézy v krvi byl proveden OGTT (viz 4.4.1.1), odbéry byly provadény v

casovych intervalech od 0 - 180 minut a namérené hodnoty glukézy v krvi byly zaznamenany

do grafu.
.

6

Glukdza v krvi (mmoliL)
W
M (]
%o % %

0 min.

30 min.

60 min.

90 min.

cas

i
ik

120 min

T
*

BN-Lx STD
BN-Lx.5HR4 5TD
BN-Lx HSD
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Obrazek 19: Oralni glukézovy tolerancni test u kmene BN-Lx a BN-Lx.SHR4 pod

vlivem STD a HSD

Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako prumér + SEM. Signifikance je v rdmci grafu zndzornéna

podle Tukeyho post-hoc testu (dvojcestnd analyza rozptylu s faktory kmen:dieta) ndsledovné:

* |, p<0,05; ** - p<0,01; *** _, p<0,01

V grafu jsou pro prehlednost vyznacena jen signifikantni pdrovad srovndni pro faktor kmen v

rdmci dané diety. Signifikance dalSich srovndni jsou uvedeny nize v tabulkdch 8 a 9.

Dieta (p) Kmen (p) Kmen:Dieta (p)
0 min. 1,95.10°* 1,26 . 10°* 0,15
30 min. 3,48 . 10%* 5,47 . 10%* 0,44
60 min. 1,14 .107* 3,25. 10"+ 0,09
90 min. 3,16 . 10%* 1,26 . 10°* 0,07
120 min. 6,65 . 107 * 7,02 . 10%* 7,24 .107*
180 min. 1,70 . 10** 8,43 .10** 0,92
AUC 180 min.* 5,02 .10 * 1,18.10°* 0,06

* plocha pod glykemickou kiivkou

Tabulka 8: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledki OGTT, stanoveni pomoci

ANOVA

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05); podrobnéjsi data viz Tabulka 9
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BN-Lx:Dieta | BN-Lx.SHR4:Dieta | Kmen:STD | Kmen:HSD
(p) (p) (p) (p)
0 min. 0,02 * 5,23 .10"* 2,32. 10" 0,06
30 min. 5,77 .10°* 1,62 .10°* 0,01 * 0,16
60 min. 7,00 . 10™* 8,90.10°* 1,71.107* 0,39
90 min. 2,90 .10 * 2,70 . 10°* 1,25.10"* 0,10
120 min. 3,00.10%* 1,00 . 101 * 6,00 . 107 * 0,01 *
180 min. 0,01 * 0,02 * 0,04 * 0,06
AUC (180 min.)* 590.107* 1,00.10%* 2,17 .10°* 0,02 *

*plocha pod glykemickou kfivkou
Tabulka 9: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledkii OGTT, stanoveni pomoci
Tukey’s Test

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05)

Z vysledki OGTT je patrné, Ze HSD ma vliv na koncetraci glukézy v krvi. Zaroven je
pozorovatelny rozdil mezi kmeny — BN-Lx.SHR4 ma prokazatelné niZsi glykémii pri STD a
to po celou dobu méfeni. Pod vlivem HSD byla u tohoto kmene zaznamenana signifikantné
niZsi hladina jen ve 120. minuté méfeni.

Plocha pod glykemickou krivkou byla vyssi u BN-Lx, a to jak za podminek STD (BN-
Lx: 765,85 +/- 28,54; BN-Lx.SHR 4: 562,90 +/- 9,03 mmol/l/180min, p = 2,17.10°), tak i
HSD (BN-Lx: 988,75 +/- 32,88; BN-Lx.SHR 4: 877,50 +/- 11,51 mmol/l/180min, p = 0,02).
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5.3.3 Lipidy

Distribuce lipidt v krvi je dilezitym faktorem pro rozvoj a diagn6zu MetS. Hladina a
distribuce partikuli cholesterolu a triacylglyceroli byla mérena ve 20 lipoproteinovych

frakcich, které byly rozdéleny a sefazeny podle velikosti.
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Obrazek 20: Koncentrace cholesterolu ve 20 lipoproteinovych frakcich u kment BN-Lx
a BN-Lx.SHR4 pti STD a HSD

Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako primer + SEM. Signifikance je v rdmci grafu zndzornéna
podle Tukeyho post-hoc testu (dvojcestnd analyza rozptylu s faktorem kmen:dieta) ndsledovné:

* o p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

V grafu jsou pro prehlednost vyznacena jen signifikantni pdrovd srovndni pro faktor kmen v

ramci dané diety. Signifikance dalSich srovndni jsou uvedeny niZe v tabulkdch 10 a 11.
Signifikantni zmény koncentraci lipoproteinovych frakci cholesterolu u kmenii pod

vlivem standardni a vysokosachar6zové diety byly nalezeny predevSim u HDL partikuli

(frakce 15-20).
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Dieta (p) Kmen (p) Kmen:Dieta (p)
Celkové CM-C 4,09 .107* 0,21 0,29
Celkovy VLDL-C 0,21 0,16 0,84
Celkovy LDL-C 3,68.107* 0,71 0,98
Celkovy HDL-C 0,06 0,89 0,66
Celkovy cholesterol 511.10%* 0,79 0,81

Tabulka 10: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledki méfeni hladiny
cholesterolu, stanoveni pomoci ANOVA

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05); podrobnéjsi data viz Tabulka 11

BN-Lx:Dieta | BN-Lx.SHR4:Dieta | Kmen:STD | Kmen:HSD
() P) () P)
Celkové CM-C 0,02 * 0,51 0,35 0,99
Celkovy LDL-C 1,28 . 10** 3,66 . 10™* 0,98 0,99
Celkovy cholesterol 0,02 * 0,07 0,99 0,98

Tabulka 11: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledkd méfeni hladiny
cholesterolu, stanoveni pomoci Tukeys Test

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05)
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Obrdzek 21: Koncentrace triacylglycerold ve 20 lipoproteinovych frakcich kment BN-

Lx a BN-Lx.SHR4 pri STD a HSD

Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako primér + SEM. Signifikance je v ramci grafu zndzornéna

podle Tukeyho post-hoc testu (dvojcestnd analyza rozptylu s faktorem kmen:dieta) ndsledovné:

* L, p<0,05; ** - p<0,01; *** _, p<0,001

V grafu jsou pro prehlednost vyznacena jen signifikantni pdrovd srovndni pro faktor kmen v

rdmci dané diety. Signifikance dalSich srovndni jsou uvedeny niZe v tabulkdch 12 a 13.

U frakce lipoproteint triacylglycerol byla mezi kmeny pod vlivem diet signifikantné

rozdilnd koncentrace predevSim u LDL-TG (frakce 8-13). Také je patrné, Ze koncentrace

LDL-TG je u BN-Lx.SHR4 sniZena oproti kontrolnimu kmeni.

Dieta (p) Kmen (p) | Kmen:STD (p) | Kmen:HSD (p)
Celkové CM-TG 0,01 * 0,02 * 0,60 0,15 *
Celkovy VLDL-TG 4,61.10°%* 0,93 0,96 0,97
Celkovy LDL-TG 3,02.10°* | 1,77.10"* 0,09 2,99.107°*
Celkovy HDL-TG 0,01 * 0,39 0,95 0,29
Celkovy TG 1,31.10°* 0,26 0,84 0,86

Tabulka 12: P-hodnota pro

stanoveni vyznamnosti vysledki méfeni hladiny

triacylglycerolu, stanoveni pomoci ANOVA;

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05); podrobnéjsi data viz Tabulka 13
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BN-Lx:Dieta | BN-Lx.SHR4:Dieta| Kmen:STD | Kmen:HSD
(p) () () ()
Celkové CM-TG 0,43 0,09 0,60 0,15
Celkovy VLDL-TG 0,24 0,07 0,96 0,97
Celkovy LDL-TG 0,01 * 0,57 0,09 2,99 .10°*
Celkovy HDL-TG 0,02 * 0,91 0,95 0,29
Celkovy TG 0,84 0,08 0,84 0,86

Tabulka 13: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledki méfeni hladiny
triacylglycerold, stanoveni pomoci Tukey s Test

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05)
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pomoci metody Luminex Assay byla naméfena hladina cytokinti.

Koncentrace (pg/mL)

HSD

5.3.4 Cytokiny

SloZzky imunitniho systému se znacné podili na mnoha metabolickych procesech. Za
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Obrazek 22: Koncentrace IL2, IL6, IL7 a IL18 v krvi BN-Lx a BN-Lx.SHR4 pri STD a

Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako priumér + SEM. Signifikance je v rdmci grafu zndzornéna

podle Tukeyho post-hoc testu (dvojcestnd analyza rozptylu s faktory kmen:dieta) ndsledovné:

* o p<0,05; ** - p<0,01; *** - p<0,001

V grafu jsou pro prehlednost vyznacena jen signifikantni pdrovd srovndni pro faktor kmen v

ramci dané diety. Signifikance dalSich srovndni jsou uvedeny niZe v tabulkdch 14 a 15.

Kmen (p) Dieta (p) Kmen:Dieta (p)
IL1A 2,07 .10 0,37 0,56
IL1B 0,13 0,01 * 0,05
L2 5,87. 10" * 0,01 * 9,35.10**
L4 2,57 .107* 0,12 0,46
IL5 6,12 .10°* 0,37 0,55
IL6 0,92 0,03 * 0,02 *
IL7 7,19 .10°* 0,06 2,84 .107*
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IL10 7,38 .107* 0,10 0,61
IL12 0,03 * 0,04 * 0,43
IL13 2,1.107%* 0,03 * 0,29
IL17 9,83.107* 0,53 0,80
IL18 9,95.10"* 0,02 * 0,04 *

Tabulka 14: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledkti méfeni interleukind, méreni

pomoci ANOVA

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05); podrobnéjsi data viz Tabulka 15

BN-Lx:Dieta | BN-Lx.SHR4:Dieta | Kmen:STD | Kmen:HSD
P) P) P) P)
IL1A 8,70 . 107 * 0,05 0,71 0,99
IL1B 0,08 0,97 0,01 * 0,96
L2 1,00.10°* 1,00.107* 2,17 .10+ 0,99
L4 1,20 .10°* 1,03.10°* 0,37 0,93
IL5 6,95 .10 * 4,84 .107°* 0,70 0,99
IL6 0,36 0,30 0,01 * 0,99

IL7 9,90 .10°* 0,33 0,78 4,01.10"*
IL10 1,85.10°* 4,10.10°* 0,82 0,41
IL12 0,66 0,13 0,19 0,77
IL13 0,01 * 0,33 0,12 0,84
IL17 1,60 .10°* 7,60 . 10°* 0,99 0,92
IL18 3,37 .10 * 1,00.107* 0,02 * 0,99

Tabulka 15: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledkti méreni interleukind, méreni
pomoci Tukey’s Test

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05)

Naméteny byly hodnoty koncentraci nékolika interleukinti (IL1 - IL18) v krvi potkant
BN-Lx a BN-Lx.SHR4. Signifikantni rozdily v koncentracich mezi kmeny v souvislosti s
dietou byly nalezeny hned u nékolika z nich - IL2, IL6, IL7 a IL18 (viz Obrazek 22).

Rozdily v koncentracich mezi kmeny se jevily pfi STD, kdy u tfech z vySe zminénych
interleukinii (IL2, IL6 a IL18) byla zaznamenana jejich vyssi hladina u kmene BN-Lx.SHRA4.

Na druhou stranu, pfi HSD se hladina téchto interleukint v krvi pohybovala v podobnych
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hodnotach. Vyjimkou je IL7, jehoZ koncentrace byla signifikantné nizsi u kmene BN-

Lx.SHR4 pod vlivem HSD.
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Obrazek 23: Koncentrace GROKC a IFNG v krvi BN-Lx a BN-Lx.SHR4 pii STD a
HSD

Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako priimér + SEM. Signifikance je v rdmci grafu zndzornéna
podle Tukeyho post-hoc testu (dvojcestnd analyza rozptylu s faktory kmen:dieta) ndsledovné:

* o p<0,05

V grafu jsou pro prehlednost vyznacena jen signifikantni pdrovd srovndni pro faktor kmen v

rdmci dané diety. Signifikance dalSich srovndni jsou uvedeny niZe v tabulkdch 16 a 17.

Hladina GROKC v krvi se mezi kmeny vyznamné liSila pod vlivem HSD, konkrétné u
BN.Lx-SHR4 byla koncentrace tohoto cytokinu niZsi.
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Dieta (p) Kmen (p) Kmen:Dieta (p)

GROKC 5,02.107* 0,12 0,04 *

IFNG 0,16 0,07 0,03 *

Tabulka 16: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledkti méfeni GROKC a IFNG,
stanoveni pomoci ANOVA

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05); podrobné;jsi data viz Tabulka 17

BN-Lx:Dieta BN-Lx.SHR4:Dieta Kmen:STD Kmen:HSD

(p) (p) (p) (p)
GROKC 8,10.10°* 0,01 * 0,99 0,03 *
IFNG 1,00 . 109 * 1,00.107* 0,03 * 0,99

Tabulka 17: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledkii méfeni GROKC a IFNG,
stanoveni pomoci Tukey’s Test

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05)
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5.3.5 Hormony

Pomoci Luminex Assay byly také zjiStény data pro porovnani hormonéalniho profilu
potkanich kmenti BN-Lx a BN-Lx.SHR4 s faktorem diety. Hormonalni dysbalance patii mezi
kontributy MetS a stanoveni koncentrace hormont je tedy klicové pro determinaci rozvoje

tohoto onemocnéni.
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Obrazek 24: Koncentrace glukagonu a inzulinu v krvi u BN-Lx a BN-Lx.SHR4 pfi STD

a HSD
Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako priimér + SEM.

Dieta (p) Kmen (p) Kmen:Dieta (p)
Glukagon 0,17 0,86 0,52
Inzulin 0,09 0,09 0,83

Tabulka 18: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledkli méfeni inzulinu a

glukagonu, stanoveni pomoci ANOVA

Z vysledkti méfeni nicméné vyplyva, Ze ani jeden z téchto hormont nebyl u naSich

modelovych kmeni vyznamné rozdilny v koncentraci v krvi.
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Dal$imi vyznamnymi hormony ptisobicimi pfi rozvoji MetS jsou adiponektin a leptin.

Oba tyto hormony jsou produkovany v adipocytech, ovliviiuji pocity hladu a sytosti a také

hraji roli pri inzulinové senzitivizaci i rezistenci (viz 2.1.2.2).

Koncentrace {pg/l)
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Obrazek 25: Koncentrace adiponektinu a leptinu v krvi u BN-Lx a BN-Lx.SHR4

Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako primér + SEM. Signifikance je v rdmci grafu zndzornéna

podle Tukeyho post-hoc testu (dvojcestnd analyza rozptylu s faktory kmen:dieta) ndsledovné:

* o p<0,05; *** - p<0,001

V grafu jsou pro prehlednost vyznacena jen signifikantni pdrovd srovndni pro faktor kmen v

ramci dané diety. Signifikance dalSich srovndni jsou uvedeny niZe v tabulkdch 19 a 20.

Dieta (p) Kmen (p) Kmen:Dieta (p)
Adiponektin 1,79 .10°* 6,45 . 10** 1,44 .10%*
Leptin 9,93.10%* 1,50. 107 * 2,36.107°*

Tabulka 19: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledkti méfeni adiponektinu a

leptinu, stanoveni pomoci ANOVA

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05); podrobnéjsi data viz Tabulka 20
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BN-Lx:Dieta BN-Lx.SHR4:Dieta Kmen:STD Kmen:HSD

(p) (p) (p) (p)
Adiponektin 0,20 1,00 . 109 0,02 * 1,00 . 108
Leptin 0,39 4,43 .10°* 0,76 1,29 . 10°*

Tabulka 20: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledki méfeni adiponektinu a
leptinu, stanoveni pomoci ANOVA

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05)

Koncentrace adiponektinu byla signifikantné snizena u BN-Lx.SHR4 (oproti BN-Lx) pri
STD, naopak u HSD tento kmen vykazuje vyrazné vySsi hladinu adiponektinu nezZ kmen

kontrolni.

Hladina leptinu v krvi vykazuje signifikantni rozdily pod vlivem HSD, kdy ma BN-

Lx.SHR4 vyssi koncentraci tohoto hormonu v krvi.

Z vysledki je také vysledovatelné, Ze BN-Lx nevykazuje signifikantné zménéné hladiny
leptinu a adiponektinu v zavislosti na typu diety. Naopak BN-Lx.SHR4 ma signifikantné
zvySenou expresi obou hormont pfi HSD, a to jak v porovnani vii¢i kontrolnimu kmeni, tak i
v ramci kmene a rozdilnych diet. Zda se tedy, Ze vliv diety na produkci téchto hormont je

daleko vyssi nez u kontrolniho kmene.
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Obrazek 26: Koncentrace PP, PYY a C peptidu v krvi u BN-Lx a BN-Lx.SHR4 pod
vlivem STD a HSD

Hodnoty v grafu jsou uvedeny jako priimér + SEM. Signifikance je v rdmci grafu zndzornéna
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podle Tukeyho post-hoc testu (dvojcestnd analyza rozptylu s faktorem kmen:dieta) ndsledovné:

** _, p<0,01; *** - p<0,001

V grafu jsou pro prehlednost vyznacena jen signifikantni pdrovd srovndni pro faktor kmen v

ramci dané diety. Signifikance dalSich srovndni jsou uvedeny niZe v tabulkdch 21 a 22.

Hladina PP v krvi byla u BN-Lx.SHR4 (oproti BN-Lx) signifikantné sniZena pri HSD,
tento stejny efekt byl pozorovan i u PYY. Naopak koncentrace C peptidu pod vlivem STD

byla u BN-Lx.SHR4 vyznamné zvySena.

Dieta (p) Kmen (p) Kmen:Dieta (p)
PP 0,13 0,35 4,05.10"*
PYY 1,09.107* 0,01 * 2,45 .10
C peptid 7,51 .10°* 0,32 1,19.10°*

Tabulka 21: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledki méfeni PP, PYY a C

peptidu, stanoveni pomoci ANOVA

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05); podrobnéjsi data viz Tabulka 22
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BN-Lx:Dieta | BN-Lx.SHR4:Dieta | Kmen:STD | Kmen:HSD
(p) () (p) ()
PP 2,82.1072* 0,26 0,12 7,59 . 107 *
PYY 5,66 .10 * 0,96 0,59 3,44 .10 *
C peptid 0,31 7,00 . 10°* 8,50 . 1073 0,35

Tabulka 22: P-hodnota pro stanoveni vyznamnosti vysledki méfeni PP, PYY a C
peptidu, stanoveni pomoci Tukey’s Test

* statisticky vyznamna hodnota (p< 0,05)
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5.4  Transkriptomicky profil

Po genotypizaci byla provedena analyza genové exprese BN-Lx.SHR4 v porovnani s
kontrolnim kmenem BN-Lx a pod vlivem dvou ruznych diet — HSD a STD. K analyze
transkriptomického profilu byla vyuZita metoda microarray.

V ramci globalniho transkriptomického profilovani byla provedena Ctyfi parova
porovnani jaterni exprese, a to mezi obéma kmeny za podminek standardni a
vysokosacharézové diety, porovnani efektu podani vysokosachar6zové diety kmeni BN-Lx a
BN-Lx.SHR4 po korekci na mnohocetna porovnani (FDR < 0,05).

Ocekavané mohutny vliv na genovou expresi v jatrech obou kment méla
vysokosacharézova dieta. U kmene BN-Lx se o vice neZ 20% signifikantné zménila exprese
2355 transkriptd, u BN-Lx.SHR4 u 1887. Z toho ovSem pouze 686 transkriptli bylo soucasné
diferencidlné exprimovano u obou kmend, ostatni efekty byly kmenové specifické.

U potkanii krmenych standardni dietou jsme mezi kmeny zjistili 511 diferencialné
exprimovanych transkripti, po expozici vysokosachar6zové dieté jen 343 (z toho se 39
transkripti vyskytovalo v obou skupinach). Pfi srovnani vysledkt s vyctem genti obsazenych
v diferencialnim segmentu dvojité kongenniho kmene se ukazalo, Ze rozdilnou expresi mezi
BN-Lx a BN-Lx.SHR4 za podminek obou diet maji geny Apobecl, Ccdc77, Milf2, Ptpn6,
Scnnla; jen na standardni dieté pak Cd163, Ncapd2, Ptms, Vwf; jen na vysokosacharézové

dieté Cecr2, Greel0, Hdhd5, Loc103692218, Mical3, Slc6al3.
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5.4.1 Hlavni faktor: Kmen

Fold change BN-Lx.SHR4vs BN-Lx

Gen Nazev genu

STD HSD
Apobec1 apolipoprotein B mRNA editing enzyme catalytic subunit 1 1 ,59 1,80
Ccdc77 © coiled-coil domain containing 77 2,24 1,91
Cd163 cluster of differentiation 163 -1 ,75 -
Cecr2 histone acetyl-lysine reader - 1,58
Grec10 gene rich cluster, C10 gene - -1 ,35
Mical3 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain containing 3 - 1,20
M(f2 myeloid leukemia factor 2 1,34 1,53
NCGPd2 non-SMC condensin | complex, subunit D2 1,46 --
Ptms parathymosin 1,31 -
Ptpn6 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6 1,40 1,29
Scnnia sodium channel epithelial 1 subunit alpha 2,08 1,88
Slc6a13 solute carrier family 6 member 13 - 1,39
VWfO von Willebrand factor -1,36 -

© nesynonymni zaména

Tabulka 23: Geny v diferencidlnim segmentu na 4. chromozomu, porovnani kmene BN-

Lx.SHR4 proti kontrolnimu kmeni BN-Lx pod vlivem diety

\Y

tabulce

jsou zahrnuty geny,

u kterych byla prokazana

signifikantni

(fold change > 1,2) zména genové exprese u potkaniho kmene BN-Lx.SHR4 v porovnani s

BN-Lx. VSechny vySe uvedené geny se nachazi v oblasti diferencialniho useku na

chromozomu 4. Zména exprese je stanovena pomoci ,fold change“, tato hodnota je

definovana jako pomér dvou veli¢in a udava miru velikosti t¢inku.

Z vysledkt vyplyva, Ze mnozstvi genti bylo signifikantné nadexprimovano u BN-

Lx.SHR4 oproti kontrolnimu kmeni. Nékteré z téchto gent byly uZz dfive asociovany s

metabolickymi poruchami (viz 6.1.1).
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5.4.2 Hlavni faktor: Dieta

) Fold change HSD vs STD
Gen Nazev genu
BN-Lx.SHR4 BN-Lx

Cir complement C1r 1,55 1,66
Cirl complement C1rsubcomponent like 1,59 1,89
Cis complement C1s 1,78 1,94
Cd9 CD9 molecule - '1,31
Cecr2 histone acetyl-lysine reader -1 ,43 -1 ,96
Chd4 chromodomain helicase DNA binding protein 4 -1 ,20 -1 ,21
Cops7a COP9 signalosome subunit 7A - -1,24
DCP 1b decapping mRNA 1B -1 ,24 -

chat3 lysophosphatidylcholine acyltransferase 3 -1 ,30 -1,27
Ltbr lymphotoxin beta receptor - 1,22
Mical3 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain containing 3 - -1 ,25
M1f2 myeloid leukemia factor 2 - -1,23
pr[57 mitochondrial ribosomal protein L51 - 1,23
NCGde non-SMC condensin | complex, subunit D2 -1 ,38 --

Ntf3 neurotrophin 3 - 1,87
Ptms parathymosin -1 ,47 -

Rad52 RAD52 homolog, DNA repair protein -1 ,33 -

Slc6ail3 solute carrier family 6 member 13 -1,31 -1,59
SPSbZ splA/ryanodine receptor domain and SOCS box containing 2 1,21 --

Tapbp[ TAP binding protein-like - 1,35
Wnk1 WNK lysine deficient protein kinase 1 - -1 ,25

Tabulka 24: Geny v diferencidlnim segmentu na 4. chromozomu, porovnani HSD

oproti STD v zavislosti na kmeni potkana

V tabulce jsou uvedeny geny, jejichz exprese byla signifikantné zmeénéna
(fold change > 1,2), hlavnim faktorem je u téchto dat dieta — porovnani zmény exprese u HSD
oproti STD. VSechny tyto geny se taktéZ nachazeji v oblasti diferencialniho segmentu na 4.

chromozomu.
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5.4.3 Ovéreni genové exprese

7,00
6,00
5,00
4,00
3,00
2,00
1,00
0,00
-1,00
-2,00
-3,00

Fold change

BM-Lx.SHR4 vs BM.Lx

B Microamay

Wi

I
L6 :

STD | STD
Vinf Cdl163

STD HSD
Scnnla

STD | HSD
Cede 77

STD | HSD
Apobec1

Obrazek 27: Porovnani vysledkli z microarray a jejich ovéreni pomoci qPCR

U vybranych genti (Apobecl - Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Subunit 1,

Ccdc77 - Coiled-coil Domain Containing 77, Scnnla - Sodium Channel Epithelial 1 Subunit Alpha,

Vwf — Von Willebrand Factor a Cd163 - CD163 molecule) byla provedena kontrola genové exprese

pomoci qPCR, jako referencni gen byl zvolen Ppia (viz. 4.3.2.2).
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5.5 Analyza regulacnich uzla

S vyuZitim programu Ingenuity Pathway Analysis (IPA) byla identifikovana sit’
potencialnich regulacnich uzli zodpovédnych za zmény v metabolismu lipidi u kmene BN-

Lx.SHR4 pod vlivem vysokosacharozové diety.

©) Komplex
Enzym
) Komplex/Ostatni
Ligand-dependentni nuklearni receptor
T Peptidaza
) Fosfataza

)

) Transcripni regulator
T Transportér
() Neznamy
Micro RNA
— Pfima interakce

—=— Nepiima interakce

© 2000-2020 QIAGEN. All rights reserved.

Obrazek 28: Analyza regulacnich uzlti v metabolismu lipidi u kmene BN-Lx.SHR4 pod

vlivem HSD pomoci programu IPA
Zobrazeny jsou uzly s nejvyssim skore v analyze mechanistickych uzlii, pouZity jsou transkripty
se signifikantnimi hodnotami ve zméné exprese v porovndni kmene BN-Lx.SHR4 oproti BN-Lx pod
vlivem HSD. Signifikantni zména exprese smérem dolii je zndzornéna zelené, smérem nahoru cervené.
Ve Zlutém ramecku je protein Apobecl, ktery se zdroveri nachdzi v diferencidlnim segmentu BN-

Lx.SHRA4. ZvySend exprese jeho genu reguluje expresi HDL, konkrétné ji sniZuje.
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6 Diskuze

6.1 Geneticka charakterizace kmene BN-Lx.SHR4

Pomoci podrobné genotypizace se nam podafrilo ovéfit kongenicitu nové ustaveného dvojité
kongenniho kmene BN-Lx.SHR4, tedy BN.PD-(D8Rat39-D8Rat35),SHR-(D4Mgh30-
D4Rat203). Také se podatilo identifikovat geny SHR ptivodu, které se nachazi v
diferencialnim segmentu na 4. chromozomu dvojité kongenniho kmene BN-Lx.SHR4 (viz
5.1). Ackoli je v Rat Genome Database anotovano vice nez 30 kongennich kmeni s
diferencidlnimi tseky prekryvajicimi diferencialni tisek BN-Lx.SHR4, ani jeden z nich
neobsahuje tuto genomickou oblast od kmene SHR. Jedna se tedy o prvni model pro
zkoumani vlivu tohoto tseku chromozomu 4 a QTL zde zjiSténych u spontanné hypertenzniho
potkana. Pomoci in silico analyzy a transkriptomické analyzy kmenti pod vlivem rozdilnych
diet se povedlo identifikovat geny, které potencidlné mohou souviset s fenotypem

metabolického syndromu.

6.1.1 Kandidatni geny

6.1.1.1 Ankrd26

Ankrd26 (Ankyrin Repeat Domain 26) je spojen s rozvojem obezity a diabetu (Liu et al.
2012). Jeho sniZena exprese byla identifikovana v souvislosti se zvySenym rizikem
kardiovaskularnich a metabolickych abnormalit u obéznich jedinct (Desiderio et al. 2019).

Mysi model s parcialni inaktivaci Ankrd26 vykazoval extrémni obezitu, inzulinovou
rezistenci a znamky gigantismu (Bera et al. 2008).

Pomoci in silico analyzy byla odhalena potencialné ztratova mutace tohoto genu v
genomu SHR, potazmo BN-Lx.SHR4 (viz. 5.2). Celkové jsme v tomto genu zjistili 9 riznych
variant SHR ptivodu. Vzhledem k tomu, Ze jsme pomoci transkriptomické analyzy
nezaznamenali odliSnou expresi Ankrd26 na urovni mRNA, bude tfeba v dalsi studii jednak

konfirmovat samotnou mutaci a ovéfit proteinovy produkt mutovaného genu.

6.1.1.2 Apobecl

Apobecl (Apolipoprotein B MRNA Editing Enzyme Catalytic Subunit 1) kéduje enzym
editujici apoB mRNA, ¢imZ ovliviiuje tvorbu chylomikroni, LDL a VLDL. Editace apoB
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mRNA u potkana se zvySuje prfi pfijmu sacharidd, etanolu, administraci inzulinu nebo
rastového hormonu a sniZuje se v dobé hladovéni (Greeve 2005).

Ve studii zamérené na korejskou populaci byla variantni alela genu Apobecl
vyhodnocena jako rizikovy faktor pro rozvoj MetS, prevazné kvili vzniku dyslipidémie. Toto
riziko je jeSté vice podporeno stravou s vysokym obsahem sacharida (Zhou et al. 2019).

Exprese APOBECI1 byla u BN-Lx.SHR4 (oproti BN-Lx) zvySena jak za podminek STD,
tak i pfi HSD, kdy byla exprese jeSté vyssi (viz Tabulka 23).

6.1.1.3 Ccdc77

U genu Ccdc77 (Coiled-coil domain containing 77), jehoZ proteinovy produkt je
lokalizovan na centrosomu, byla nalezena potenciadlni nesynonymni zaména (a 5 dalSich
variant), souCasné jsme zaznamenali mnohonasobné zvySenou expresi u kmene BN-Lx.SHR4
pii obou typech diet.

Tento gen neni témér viibec v odborné literatufe popsan, ani na zdkladé podobnych genti
neni v soucasné dobé mozné formulovat hypotézu o pripadném mechanismu ptisobeni tohoto
genu na pozorované rozdilné morfometrické a metabolické parametry. Ccdc77 tak predstavuje
vzhledem k vySe zminénym vysledktim zajimavé téma pro detailnéjsi studium ve vztahu k

metabolickému syndromu.

6.1.14 Cdi63

Cd163 (Cluster of Differentiation 163) koduje membranovy glykoproteinovy receptor
patfici do skupiny scavenger receptorti bohatych na cysteinové zbytky. Tento receptor, ktery
je specificky pro linii monocyti a makrofagi véaze komplex haptoglobin-hemoglobin
(Kristiansen et al. 2001).

ZvySenim exprese Cd136 dochazi k produkci prozanétlivych cytokint (Fabriek et al.
2009). Hladina CD136 v krvi také souvisi s obezitou a diabetem 1. typu (Svart et al. 2019).
Tchaj-wanska studie zaroven prokazala vztah mezi CD163 a dietnimi opatfenimi pfi rozvoji
MetS (Hu et al. 2019).

U BN-Lx.SHR4 (oproti kontrolnimu kmeni) byla vyznamné niZsi exprese tohoto genu
za podminek STD, po podani HSD byly exprese Cd163 v jatrech obou kmeni srovnatelné. Na
urovni DNA jsme identifikovali 4 varianty v exonech (zejména synonymni zdmény) a 5 v

intronech.
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6.1.1.5 Geny komplexu C1 - Cls, Clr, C1rl

Imunitni systém uzce souvisi s metabolickymi poruchami v tukové tkani, jatrech a hraje
také roli pfi inzulinové rezistenci. Hlavni komponentou pfirozené imunity je komplementova
kaskada. Tato kaskada mtize byt aktivovana nékolika zptisoby: klasickou, aletrnativni a
lektinovou cestou. Pravé klasicka kaskada je iniciovana aktivaci komplexu C1. K tomu
dochazi napriklad navazanim imunitniho komplexu nebo C reaktivniho proteinu na Clq
molekulu, ktera aktivuje serinovou proteazu Clr. Ta aktivuje dalSi serinovou proteazu Cls,
ktera Stépi C2 a C4 a dochézi k formovani C3 konvertazy, ¢imzZ kaskada, na jejimz konci je
bunécna proliferaci nebo lyza, pokracuje (Vlaicu et al. 2016; Shim et al. 2020).

Pri diabetu 2. typu dochazi kvili zvySené cirkulaci volnych nenasycenych mastnych
kyselin k ektopické akumulaci amyloidnich fibril, které mohou vyvolat aktivaci Clq s
naslednych cytotoxickym efektem na pankreatické buriky (Sjolander et al. 2012).

V diferencidlni segmentu na 4. chromozomu BN-Lx.SHR4 jsou kédovany geny
Ucastnici se aktivace komplementu — C1r, C1s a také ClIrl.

Analog serinové proteazy Clrl vykazuje taktéZ proteolytickou aktivitu a potencialné
miiZe Stépit Cls (Ligoudistiainou et al. 2005). Mimo jiné byla také zaznamenana asociace
exprese C1rl s obezitou a zvySenou hladinou glukézy a lipidid v krvi (Chang et al. 2019).

U téchto tii gent byla pfi HSD (oproti STD) nalezena signifikantné zvySena exprese, a
to jak u BN-Lx, tak i u BN-Lx.SHR4. To napovida, Ze dieta s vysokym obsahem sacharidii ma

vliv na aktivaci komplementové kaskady.

6.1.1.6 Lpcat3

Lpcat3 (Lysophosphatidylcholine Acyltransferase 3) koéduje enzym, ktery katalyzuje
reacylaci lysofosfolipidii na fosfolipidy. Lysofosfolipy ovliviiuji metabolismus lipidd a
glukézy tim, Ze sniZuji mitochondrialni oxidaci mastnych kyselin v jatrech (Labonté et al.
2010). Vyrazenim aktivity enzymu Lpcat3 dochazi k hepatosteatoze, vysoké koncentraci
VLDL a nizké koncentraci triacylglycerolii v plazmé (Rong et al. 2015). Naopak pri vyssi
kardiovaskularni benefity (Cash and Hui 2016). Pomoci etnicky-specifické GWAS byla také
nalezena spojitost mezi Lpcat3 a metabolismem lipidi v korelaci s obsahem
mononenasycenych mastnych kyselin v dieté (Hu et al. 2017).

Pri HSD byla u obou kmeni potkana sniZzena exprese tohoto genu.
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6.1.1.7 Ptpn6

Gen Ptpn6 (Protein Tyrosine Phosphatase Non-Receptor Type 6) kédujici enzym, ktery
patii do rodiny protein-tyrozinovych fosfataz reguluje mnozstvi bunécnych procesti, vcetné
bunécného ristu (Dubois et al. 2006).

U modelového organismu Danio pruhované bylo zdokumentovano, Ze hyperinzulinémie
vede k inzulinové rezistenci prostfednictvim Ptpn6. (Marin-Juez et al. 2014).

V porovnani s kontrolnim kmenem byla exprese Ptpn6 vyssi u BN-Lx.SHR4 a to pri
obou typech diet. Na drovni DNA jsme nalezli pouze jednu variantu v exonu (synonymni

zameéna) a jednu jednonukleotidovou deleci v intronu.

6.1.1.8 Scnnla

Scnnla (Sodium Channel Epithelial 1 Subunit Alpha) koduje o podjednotku
epitelidlniho sodikového kanalu a jeho exprese tak podporuje sodikovou propustnost. Tyto
epitelialni sodikové kanaly hraji roli pti regulaci krevniho tlaku v mozku a jsou asociovany s
kardiovaskularnimi chorobami (Sharma et al. 2017). Nalezena byla také asociace mezi
variantni alelou Scnnla a MetS (Goulart et al. 2009).

Scnnla byl signifikantné exprimovan u BN-Lx.SHR4 (oproti BN-Lx) u obou diet.

6.1.1.9 Slc6al3

Slc6al3 (Solute Carrier Family 6 Member 13) patfi mezi GABA transportéry, produkuji
ho prevazné hepatocyty a je asociovan s metabolickymi poruchami v ledvinach (Kottgen et al.
2010). Je také zodpovédny za prenos taurinu z krve do hepatocytti (Ikeda et al. 2012). Taurin
je esencialni slozka pro tvorbu Zluci, ktera se podili na intestinalni absorpci tuki a vitamint

rozspustnych v tucich (Birdsall 1998).

6.1.1.10 Vwf

Vwf, gen pro von Willebrandiiv faktor, koduje glykoprotein ticastnici se hemokoagulace
a je asociovan se srdecnimi chorobami (Petricevic et al. 2018). Jeho exprese také negativné
koreluje s hladinou adiponektinu v krvi (Spurna et al. 2018). Byla také nalezena souvislost
mezi dietarnimi opatfenimi (konkrétné suplementaci vitaminu D) a sniZenim hladiny VWF u

pacientli s MetS (Tabrizi et al. 2018).
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U DNA sekvence BN-Lx.SHR4 byla zaznamenana nesynonymni zaména v genu Vwf a
soucasné signifikantné nizsi exprese ve srovnani s BN-Lx u potkant krmenych standardni

dietou.

6.1.2 Ostatni geny v diferencialnim segmentu

U nékolika dalSich genii nachazejicich se v diferencialnim segmentu na 4. chromozomu
potkana byla také zaznamendna signifikantni zména exprese. Jsou to napfiklad geny
uplatfiujici se pri remodelaci chromatinu (Cecr2) nebo vazbé k chromatinu (Ncapd?) . Dale
také pri regulaci oprav DNA (Rad52) nebo regulaci transkripce (MIf2, Chd4) a translace
(Mrlp51). V neposledni radé také pri depolymerizaci aktinu (Mical3), ubikvitinaci (Spsb2,
Ltbr), enzymové aktivaci (Dcplb), proteinové autofosforylaci (Wnkl) nebo regulaci

imunitniho systému (Ptms, Tapbpl, Ltbr) [zdroj: RGD, http://rgd.mcw.edu, pristup dne

12.4.2020]. Tyto geny nicméné doposud nebyly Zadnou studii asociovany piimo s

metabolickym syndromem.
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6.2  Metabolicky profil BN-Lx.SHR4

Podarilo se stanovit relativné podrobny metabolicky profil dospélych samcti kmenti BN-
Lx a BN-Lx.SHR4 pod vlivem standardni a vysokosachar6zové diety. U fady parametri
vyznamnych z hlediska patogeneze metabolického syndromu byly nalezeny statisticky
signifikantni rozdily, at' uZ mezi kmeny, mezi obéma dietami nebo pfimo nutrigenetické
interakce svédcici pro kombinované ptisobeni genetickych a dietnich faktord.

Prvni nutrigenetickou interakci jsme zaznamenali u télesné hmotnosti, kdy kmen BN-Lx
ve shodé s dffve publikovanymi vysledky (Seda et al. 2006) nezvysil na rozdil od BN-
Lx.SHR4 svou hmotnost vlivem podani HSD, i kdyZ u obou kmenti HSD vedla k
oCekavanému zvySeni adipozity.

BN-Lx.SHR4 ma prokazatelné lepsi gluk6zovou toleranci za podminek STD i HSD pri
srovnatelné inzulinémii. Ackoli ze ziskanych dat neni moZné presné identifikovat variantu
genu nebo gent v diferencialnim segmentu BN-Lx.SHR4, které jsou za tento efekt odpovédné
(at’ uZ primo, pripadné v interakci s dalSimi geny segmentu nebo genetického pozadi BN
ptvodu), systematicky rozdilnou expresi bez ohledu na dietu vykazaly predevSim geny

Apobecl, Ccdcc77, MIf2, Ptpn6 a Scnnla.

6.2.1 Kontext metabolického profilu

HDL transportuji cholesterol z perifernich tkani do jater a jeho hladina negativné
koreluje s rizikem kardiovaskularnich onemocnéni (Saklayen 2018). Naopak vyssi
koncentrace LDL ma negativni ucinky a prispiva vzniku aterosklerézy a radi se tedy mezi
rizikové faktory pro MetS (viz 2.1.2.4). U BN-Lx jsme pozorovali rizikovéjsi distribuci
cholesterolu a triacylglycerolt v porovnani s BN-Lx.SHR4.

Pri STD je patrna vyssi koncentrace prozanétlivych cytokint (IL1b, IL2, IL6 a IL18) u
BN-Lx.SHR4, po podani HSD tento rozdil jiZ neni patrny, coZ je reflektovano zjiSténou
signifikantni nutrigenetickou interakci pro IL2, IL6 a IL 18.

IL1b a IL18 patfi do rodiny IL-1 a maji prozanétlivé ucinky. Jejich ptisobeni je také
asociovano s diabetickou retinopatii a ptisobeni I1.18 pak navic jesté s angiogenezi (Wooff et
al. 2019; Campbell et al. 2014). IL2 hraje podstatnou roli u autoimunitnich onemocnéni,
vCetné diabetu 1. typu . Nizké davky IL2 aktivuji Treg buiikky a maji tak pozitivni uc¢inky na
tento typ onemocnéni (Rosenzwajg et al. 2014). DalSim interleukinem, asociovanym s

diabetem 1. i 2. typu, je IL6. Ten také ovliviiuje homeostazu glukézy (Sullivan 2004). Taktéz
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sniZenad hladina IL7 v krvi pasobi protektivné pfi rozvoji diabetu 1. typu (Seyfarth et al.
2018). SniZena hladina IL7 ma potencidlné protektivni U¢inky pfi inzulinové rezistenci.
Signifikantni nartst koncentraci IL17 po podani HSD je ve shodé s opakovanymi
pozorovanimi, Ze nadprodukce IL.17 je nasledkem adipogeneze (Ahmed and Gaffen 2010).

DalSim mediatorem stimulujicim imunitni procesy je IFNG, ktery je jednou s
efektorovych molekul, jejichZz vzajemné plisobeni vede k smrti § bunék pankreatu a tedy i
autoimunitnimu diabetu (Suk et al. 2001). IFNG byl signifikantné vyssi pod vlivem STD u
BN-Lx.SHR4.

Dilezitymi hormony v patogenezi metabolického syndromu jsou inzulin a glukagon.
Glukagon je peptidovy hormon, ktery je produkovany a bufikami pankreatu a zvySuje hladinu
glukozy v krvi. Inzulin funguje opacnym zptisobem, tedy umoziiuje vstup glukézy do buiiky
(viz 2.1.2.2).

Hormony, které také hraji vyznamnou roli pfi vzniku hyperglykémie, diabetu a tedy i
samotného MetS, jsou adiponektin a leptin. Hladina adiponektinu pozitivné koreluje s
inzulinovou senzitivitou a leptin suprimuje chut’ k jidlu (viz 2.1.3.3). Samci kmene BN-
Lx.SHR4 reagovali na podani HSD vyznamnym nartstem koncentraci adiponektinu i leptinu
na rozdil od kmene BN-Lx. Koncentrace téchto adipokinti je zavisla na objemu télesného
tuku, ten se se zvysil u retroperitonealniho tukového télesa vyhradné u BN-Lx.SHR4.

Zaroven mél ptfi HSD dvojité kongenni kmen nizsi koncentraci PP a PYY. Pankreaticky
polypeptid (PP) je produkovan burikami Langerhansovych ostriivki slinivky brisni (Lonovics
et al. 1981). NiZsi hladina PP je také asociovana se sniZenou chuti k jidlu (Batterham et al.
2003). DalSim peptidem produkovanym v gastrointestinalnim traktu, konkrétné v
mukotickych L burikach, je PYY. Jeho koncentrace je opét spojovana s prijmem potravy — pri

hladovéni je koncentrace niZsi a zvysuje se po jidle (Murphy and Bloom 2006).
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6.3 Limitace provedenych experimentu

Vysledky experimenti a analyz prezentované v této diplomové praci predstavuji prvni
charakterizaci nového dvojité kongenniho kmene BN-Lx.SHR4. Pres radu ziskanych
informaci o nutrigenetickych aspektech patogeneze metabolického syndromu je ziejmé, Ze
prezentovana data jsou omezena konkrétnim nastavenim protokolu a analyz. Zvolené
kontrolni i experimentalni skupiny byly tvorfeny pouze dospélymi samci obou kmend.
Opakované bylo prokazano, Ze geneticka architektura metabolického syndromu a jeho
komponent je pohlavné specificka (Seda et al. 2008; Weiss et al. 2006; Norheim et al. 2019).
Da se tedy predpokladat, Ze pokud by vysledky byly ziskdny u samic obou kment, pripadné
jinych fazich ontogeneze, neodpovidaly by nezbytné rozdily mezi obéma kmeny tém zde
prezentovanym. Pro detailni charakterizaci vlivu genii obsazZenych v diferencidlnim segmentu
na aspekty metabolického syndromu bude proto nezbytné rozsitit experimentalni skupiny
pravé o samice potkanti a zvitata v riznych vékovych kategoriich.

Dale byla zvolena jen jedna dieta navozujici MetS, ktera byla podavana v pomérné
kratkém intervalu 14 dni. Ackoli tento protokol je zaloZen na radé predchozich obdobnych
experimentt, jedna se u vysledkt po ovlivnéni HSD o viceméné diisledek akutniho inzultu.
Jak je uvedeno v kapitole 2.1.5, diety s riznym obsahem a typem sacharidl a tukii maji rizné
dopady na metabolické procesy a znacCné rozdily byly pozorovany také mezi chronickou a
akutni expozici témto dietam (London et al. 2017).

Zjisténé genetické varianty pomoci in silico porovnani genomické sekvence progenitori
jsou vhodnym prvotnim filtrem pfi hledani kauzalnich variant zodpovédnych za zjiSténé
rozdily ve fenotypovém profilu obou kment. Musi ale nasledné byt ovéfeny primou sekvenaci
DNA kmene BN-Lx.SHR4 a pripadné dopady na expresi genu testovany v odpovidajicich
tkanich na trovni mRNA i proteinti. Jatra byla zvolena pro transkriptomickou analyzu jako
organ s zasadni dtlezitosti pro metabolismus, podobné Zadouci je ale i zjiSténi exprese v

tukové tkani, kosternim svalu a dalSich tkanich relevantnich pro patogenezi MetS (viz 2.1.2).
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7 Zaveér

Metabolicky syndrom je komplexnim a prevalentnim onemocnénim moderniho svéta,
na jehoZ etiologii se podili environmentalni i genetické faktory. Pfistupy k porozuméni tohoto
onemocnéni tedy zakonité také musi byt vicetroviiové. Jednim z téchto pristupl je také
nutrigenomika, ktera dava do souvislosti slozky vyZivy s genomem, klicové jsou také dalsi
metody systémové genetiky.

V ramci této diplomové prace jsem charakterizovala genetické pozadi nového dvojité
kongenniho potkaniho kmene BN-Lx.SHR4, jeZ je zarovén prvnim kmenem, ktery obsahuje
tuto genomovou oblast ptivodem od SHR (viz 5.1) a zhodnotila jsem jeho genom v kontextu
diet o rizném obsahu sacharidi.

Pomoci transkriptomickych metod a in silico analyzy se navic dale podaftilo
identifikovat potenciadlni kandidatni geny - Apobecl, Ccdcc77, MIf2, Ptpn6 a Scnnla
asociované s MetS a nachdazejici se v diferencidlnim segmentu (viz 6.1.1).

V neposledni fadé jsem analyzovala metabolicky profil potkanti BN-Lx.SHR4 a BN-Lx
pod vlivem standardni a vysokosachar6zové diety. Metabolicky profil dokazuje, Ze dvojité
kongenni kmen BN-Lx.SHR4 skutecné vykazuje signifikantni alternace v metabolismu a v
koncentraci mediatord imunitniho systému (viz 5.3). Tyto zmény jsou vesmeés pozitivni
(oproti kontrolnimu kmeni BN-Lx) ve vztahu k rozvoji MetS a nékteré z nich jsou navic
ovlivnéné typem diety. Je tedy zfejmé, Ze zde opravdu dochazi k nutrigenetickym interakcim.

Zavérem lze Tici, Ze nové ustanoveny kmen BN-Lx.SHR4, tedy BN.PD-(D8Rat39-
D8Rat35),SHR-(D4Mgh30-D4Rat203), mtze byt vhodnym modelovym organismem pro

dalsi zkoumani metabolického syndromu a s nim spojenych nutrigenetickych interakci.
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