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Abstrakt

Maria Greskova

Solubilny endoglin: vplyv na transport zlcovych kyselin a cholesterolu v peceni
Diplomové praca

Univerzita Karlova v Prahe, Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové

Farmacia

Ciel’ prace:

Zvysené plazmatické hladiny solubilného endoglinu (sEng) boli zistené u
pacientov s prejavmi akutneho srdecného zlyhania, hypertenziou, diabetom mellitom
typu 2, a dalSich metabolickych a kardiovaskuldrnych ochoreni ako napr.
hypercholesterolémia, ateroskleroza a cysticka fibroza, ktoré ovplyviiuji i funkciu
pecene. Vzhladom k tomu, Ze nie st dostupné déata s vplyvom sEng na transport
cholesterolu a zl¢ovych kyselin, bolo zdmerom tejto diplomovej prace popisanie tohoto

procesu.
Metody:

V experimente boli pouZité Sest’ mesiacov staré¢ samice s vysokou hladinou sEng
na CBAxC57BL/6J podklade a kontrolné mysi (n = 8, v kazdej skupine), kfmené tri
mesiace Standardnou diétou. Pre zistenie toku ZI¢e bola uskutocnend in vivo Studia.
Genova expresia transportnych proteinov, ktoré zprostredkovavaju transport cholesterolu

a Zl¢ovych kyselin bola stanovena metodou qRT-PCR.
Vysledky:

sEng neviedol k zmene v toku ZI¢i ani ku zmenam v koncentrécii cholesterolu
v plazme ani peCeni. Analyzou mRNA expresie transportnych proteinov nebola zistena
ziadna zmena medzi experimentalnou a kontrolnou skupinou u Sr-b1, Hmgcr, Abcgs,

Abcg8, Acat2, Abcb4, Abcbl1, Abcc2. Bola pozorovana znizend mRNA expresia Cyp7al.



Zaver:

Vysledky diplomovej prace ukazali, ze vysoka plazmatickd hladina sEng znizila
expresiu Cyp7al, tzv. ,rate limiting” enzymu v syntéze zl¢ovych kyselin de novo.
Vzhl'adom k tomu, ze neboli pozorované funkéné zmeny pecene je mozné predpokladat,
ze sEng nebude ovplyviiovat metabolizmus cholesterolu a zlcovych kyselin v tomto

experimentalnom modele.



Abstract

Maria Greskova

Soluble endoglin: effect on bile acids and cholesterol transport in livers
Diploma thesis

Charles University in Prague, Faculty of Pharmacy in Hradec Kralové
Pharmacy

Background:

Increased plasma levels of soluble endoglin (sEng) have been shown in patients
with acute heart failure, hypertension, diabetes mellitus type 2, and other metabolic and
cardiovascular diseases such as e.g. hypercholesterolemia, atherosclerosis and cystic
fibrosis, which influence as well liver functions. As there are no available data showing
effect of sEng on the transport of cholesterol and bile acids, the aim of this diploma thesis

was to describe them.
Methods:

In this study were used six months-old female mice with high level of sEng on
CBAxC57BL/6J background and control mice (n = 8, in each group) fed with chow diet
for three months. /n vivo study was performed to analyze bile flow. mRNA expression of
proteins responsible for cholesterol and bile acids transport and metabolism in the liver

was performed by qRT-PCR.
Results:

sEng did not lead to changes neither in the bile flow nor in the concentration of
cholesterol in plasma and liver. There were found no changes in the mRNA expression
of Sr-bl, Hmgcr, Abcg5, Abcg8, Acat2, Abcb4, Abcbll, Abcc?2. sEng led to decrease in
mRNA expression of Cyp7al.



Conclusion:

The results of the diploma thesis showed that high plasma levels of sEng
decreased mRNA expression of Cyp7al, rate limiting enzyme in the synthesis of bile
acids de mnovo. Nevertheless, there were found no functional changes in the liver.
Therefore it can be assumed that sEng will not affect metabolism of cholesterol and bile

acids in our experimental model.
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1. Teoreticka c¢ast’
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1.1 PecCen

Pecent (hepar) je najtazSia a najvicsia zlaza l'udského tela s hmotnostou asi
1,5 kg. Tvori 1/50 hmotnosti tela, pricom muzi maji va¢siu hmotnost’ pecene ako Zeny.
V embryonalnom vyvoji je sidlom krvotvorby (Cihdk, 1988; Kuntz a Kuntz, 2009). Pedeti
je umiestnena v pravej klenbe bréanice, ku ktorej je pripevnena vizivovym puzdrom
obal’ujucim jej hmotu, no zasahuje aj do I'avej klenby (Cihak, 1988; Dylevsky, 2009).
Hnedocervend, mékka, pruzna a krehka hmota s bohatym krvnym rie¢iskom ma mnoho
metabolickych funkcii. Udastni sa na metabolizme tukov a cukrov, biotransformacii
xenobiotik a endogennych latok, podiela sa na tvorbe a vylucovani ZICe, Gcastni sa

na imunitnych reakciach a ma i vaskularnu funkciu (Cihék, 1988; Kuntz a Kuntz, 2009).

1.1.1 Tvar a ¢lenenie pecCene

Tvar peCene sa moze prirovnat’ k ovoidu oddelenému rovinou veducou Sikmo
zprava dole dol’'ava hore. Pecen sa ¢leni na dve plochy, a to facies diaphragmatica a facies

visceralis (Cihak, 1988).

Facies diaphragmatica sa styka s branicou a odpovedd myslenému segmentu
ovoidu. Je stvisla a podl'a smeru, ktorymi je obratend, sa na nej rozoznavaju jednotlivé

Casti:

a) pars dextra — Cast’ obratend doprava proti branici a stene hrudnika,

b) pars anterior — Cast’ prilahla dopredu na branicu, na stenu hrudnika
a na stenu brusnu,

c) pars posterior — Cast otoCend k zadnej strane branice a zadnej stene

brusnej (Cihak, 1988).

Facies visceralis, obratend dole proti bruSnym orgdnom, odpoved4 rovine
oddel'ujucej mysleny segment ovoidu. Tato spodna plocha pecene nesie charakteristické

ryhy, ktoré oddel'uju Styri laloky pecene (lobi hepatis):

a. lobus dexter (pravy lalok) — najvacsi z lalokov,
b. lobus sinister (lavy lalok) — mensi a plochy; medzi lobus dexter

a lobus sinister su:
11



c. lobus quadratus (zaoblene Stvorhranny lalok) — plochsi a uprostred
vpredu,
d. lobus caudatus (ovéalny lalok) — mierne vycnievajuci a najmensi

z lalokov, lokalizovany uprostred vzadu (Obr. 1) (Cihak, 1988).

Pecenové ryhy, ktoré oddel'uju tieto laloky na facies visceralis je mozné si
predstavit’ ako pismeno H, v ktorom sa rozliSuji sagitalne vklesliny, prava a l'ava, a
priecna vkleslina. Z prie¢nej vklesliny vstupuju do pecene cievy a vystupuji peceitové
71¢ové vyvody (Cihak, 1988; Kuntz a Kuntz, 2009). Prie¢na vkleslina sa nazyva porta
hepatis a v nej vstupuju do pecene pravou a 'avou vetvou arteria hepatica propria a vena
portae, zatial Co z peCene vystupuje ductus hepaticus dexter et sinister (pravy a lavy
zlcovy vyvod pecene), ktoré sa spojujlii v ductus hepaticus communis — spolo¢ny vyvod
pecene. Pred rozdelenim pravej a 'avej vetve ciev a po spojeni pravého a I'avého vyvodu
pecene je usporiadanie tychto utvarov ductuc hepaticus communis vpredu vpravo, a.
hepatica propria vpredu vlavo a vena portae vzadu (Cihak, 1988). Takéto miesto vstupu
ciev a nervov a vystupu vyvodov, ako porta hepatis, sa oznaduje ako hilus (hilum) (Cihak,

1988; Kuntz a Kuntz, 2009).

Liver Anatomy

Right lobe Caudate Iobe\\ Bare area

b >

Left lobe

Falciform-
ligament

Porta hepatis: /

,/ Hepatic portal vein , | | o
Gallbladder Proper hepatic artery/ | |/
‘Round Common hepatic duct [ ] Right lobe
ligament Quadrate lobe |
Gallbladder
Front liver surface Bottom liver surface

Obr. 1. Pecen - Predny povrch pecene (,,Front liver surface®) a spodny povrch pecene

(,,Bottom liver surface®). Predny povrch zobrazuje pravy lalok (,,Right lobe*), l'avy lalok
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(,,Left lobe*), kosdkovity véz (,,Falciform ligament*), kruhovy véz (,,Round ligament®)
a zI¢nik (,,Gallbladder*). Spodny povrch pecene d’alej zobrazuje zaoblene Stvorhranny
lalok (,,Quadrate lobe*), ovalny lalok (,,Caudate lobe*), holé miesto (,,Bare area) a porta
hepatis (,,Porta hepatis®) zlozeni z pecetiovej portalnej zily (,,Hepatic portal vein®),
prave] pecCeniove] cievy (,,Proper hepatic artery*) a spolocného peceniového zl¢ovodu

(,,Common hepatic duct*). Prevzaté z (Modric, 2016).

1.1.2 Stavba pecene

Parenchym pecene je oznacenie pre Specifické tkanivo tvorené bunkami pecene —
hepatocytmi (Cihak, 1988). Tvoria asi dve tretiny peletiového tkaniva, zvySok tvoria
neparenchymové bunky. Patria medzi ne Kupfferove bunky, endotelové bunky (,,liver
sinusoidal endothelial cells* — LSEC), epitelové bunky Zlcovych ciest (cholangiocyty),
Itove bunky (hviezdicové bunky) a Pit bunky (Ehrmann et al., 2014).

Liver sinusoid

Interlobular bile duct
Hepatocyte
Interlobular vein

Interlobular artery

Central vein

Obr. 2. Schéma pecenového laldciku. V strede kazdého laldciku je centrdlna zila
(,,Central vein®), okolo ktorej si usporiadané hepatocyty (,,Hepatocyte®) a peceniové
sinusoidy (,,Liver sinusoid®). Interlobularny Zl¢ovy kandlik (,,Interlobular bile duct®),
interlobuldrna Zila (,,Interlobular vein) a interlobularna artéria (,,Interlobular artery*)

tvoria tzv. portalnu triadu. Prevzaté a upravené z (Fontana et al., 2014).
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Existuje niekol’ko moznosti ako popisat’ Struktiru pecene, a tak porozumiet’ jej
funkcii. NajnazornejSie sa popisuje troma funkéne-strukturalnymi jednotkami — pecenovy

lalocik, portalny laldcik a pecenovy acinus (Fontana et al., 2014).

Anatomickou jednotkou pecene je pecenovy lalocik — lobulus (Obr.2) (Rokyta et
al., 2000). V peceni sa nachadza pétdesiat az stotisic peceniovych lalo¢ikov situovanych
okolo centralnej zily (vena centralis) (Ehrmann et al., 2014). Su cylindrovitého tvaru
a tvoria ich jednovrstvé az dvojvrstvé tramce buniek obklopené krvnymi sinusoidami.
Vena centralis pokraCuje za sinusoidami do vena hepatis. Krvné sinusoidy su vystlané
endotelom s velkymi pérmi a fixnymi makrofagmi - Kupfferovymi bunkami, ktoré tu
tvoria obrannu bariéru pred cudzorodym materialom (Rokyta et al., 2000). Medzi
endotelom a trdmcami pecenovych buniek je Uzky Strbinovy priestor, ktory sa nazyva
Disseho priestor (Ehrmann et al., 2014). Tam sa filtruje plazma a cez poéry prechadzaji
rézne molekuly. Tymto sposobom vznika lymfa, ktora sa odvadza do lymfatickych ciev
v septe a d’alej do lymfatickych uzlin. Medzi trdmcami hepatocytov sa nachadzaji zlcové
kanaliky, ktoré zbieraju zIC¢ vznikla na ZICovom pdle hepatocytov a odvadzaju ju
do terminalnych zlcovodov v septe. V septe sa teda zijdu termindlna portilna venula,
z ktorej tecie krv do sinov a do vena centralis, arteria hepatica, ktord predstavuje nutriény
krvny obeh pecene, terminalny ZI¢ovod, ktorym sa odvadza zI¢ do véacsich Zlcovodov,
a lymfatickéd cieva odvéadzajica lymfu vznikla v Disseho priestore (Rokyta et al., 2000).

Je to tzv. portalna tridda (Fontana et al., 2014).

Zakladnt Struktiru pecene moZeme definovat’ tiez ako portalny lalocik. Jedna sa
o Utvar orientovany okolo portalnej triady, obsahuje vSetky hepatocyty, z ktorych je zZI¢
odvadzana do jedného terminalneho zl€ovodu. Portalny lalocik je ohraniceny dvoma
alebo viacerymi centralnymi Zilami (Ehrmann et al., 2014). Svoje vrcholy ma v troch
vena centrales a vykazuje teda tvar trojuholniku. PeCenovy (portalny) acinus mé tvar
ovalu a je najmensou funk¢nou jednotkou. Kratku osu acinu tvoria spojnice susednych
portalnych triad, dlha osa prebieha medzi dvoma susednymi centralnymi Zilami (Fontana

et al., 2014). Portalny acinus je ¢leneny na tri zony:

1) Zéna I — najblizSie privodnym cievam — najviac zdsobenda Kkyslikom
a zivinami. Prevlada tu oxidativny metabolizmus ako glukoneogenéza ¢i
proteosyntéza.

2) Zona Il — stredna — menej zasobena kyslikom a Zivinami.
14



3) Zéna III — najblizSie k centralnej zile — najmenej zasobend kyslikom
a zivinami, prevazuju tu reduk¢éné procesy napr. detoxikacia (Obr.3)

(Ehrmann et al., 2014; Fontana et al., 2014).

Na zaklade popisaného delenia sa hepatocyty rozdeluji na periportalne
a periven6zne hepatocyty. Periportdlne hepatocyty su bohato zasobené kyslikom
a zivinami, obsahuji mitochondrie a hladké endoplazmatické retikulum, a preto tu
prevazuje oxidativny metabolizmus napr. detoxikacia amoniaku syntézou urey.
Perivendzne hepatocyty maju chudsie zédsobenie kyslikom a zivinami, preto tu prevazuju
redukéné reakcie napr. detoxikacia amoniaku cestou syntézy glutaminu (Fontana et al.,

2014).

portal lobule liver acinus

.

. |.zone
yir

+———— |l.ZONE
-—

. — lll. zone

portal triad —e % V

hepatic lobule

Obr. 3. Schéma zobrazujuca rozdiel medzi pecenovym lalocikom (,,hepatic lobule®),
portalnym lalocikom (,,portal lobule*) orientovany okolo portalnej triady (,,portal triad*)
a pecenovym lal6¢ikom, zvanym tieZ peCenovy acinus (,,liver acinus*), ktory je rozdeleny

na L, IL, III. zénu (,,zone*). Prevzaté a upravené z (Fontana et al., 2014).

1.1.3 Krvné zasobenie pecene

Krv pritekd do pecene pecetiovou tepnou, ale tieZ vratnicovou (portalnou) Zilou -
privadza krv z oblasti tenkého a hrubého ¢reva (tzv. splanchnické oblast’) a sleziny, a ma
hlavny podiel (70 %) na privode krvi (Lukas a Zak, 2007; Lallman-Rauch, 2012). Této
krv je bohata na vstrebané Ziviny, ktoré su v pedeni premiefiané (Lukas a Zak, 2007). Zila
aj tepna vstupuju do peCene v porta hepatis. Z peCene tu vystupuju zlcovody (ductus
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hepatici) (Lallman-Rauch, 2012). V pecenovom laloCiku spolu vzdy bezi portalna Zila,
pecenova tepna a zacinajuci zlcovod. Krv sa prave tu dostava mimo klasicky cievny
systém, pretekd tzv. sinusoidami okolo peceniovych buniek a je odvddzana zilnym
systémom do pecenovych zil (vv. hepaticae), ktoré ustia do dolnej dutej zily a napojuja
sa na systémovy krvny obeh. Zaciatok peceniovych zil predstavuju centralne zily okolo
pecenovych lalo¢ikov (Obr. 2.) (Lukas a Zak, 2007; Lallman-Rauch, 2012). Pedetiou
prejde 1500 ml krvi za minatu, ¢o zodpovedd 30% minitového srdecného objemu

(Rokyta et al., 2000).

1.2 Transport latok v peceni

Transport 14tok v peceni sprostredktivaji hepatocyty. Hepatocyty transportuju latky
z krvi cez bazolaterdlnu (sinusoiddlnu) membranu, d’alej prebieha transport v cytozole
hepatocytov, ale aj intracelularna degradécia, biotransformacia, exkrécia latok a ich

produktov do ZI¢e cez apikalnu (kanalikularnu) membranu (Ehrmann et al., 2014).

Vela zluc¢enin, endogénneho aj exogénneho povodu, st vylu€ované z tela pecenou.
Lipofilné molekuly prechadzaju jednoduchou alebo facilitovanou difiiziou, ostatné
molekuly sa prepravuju pomocou transportnych proteinov (Chandra a Brouwer, 2004;
Kacevska et al., 2011). Délezity transportny systém su aj iontové pumpy. Specifické
systémy, transportné proteiny, sa v hepatocytoch nachadzaji na bazolateralnej
(sinusoidalnej) a apikdlnej (kanalikularnej) membrane (Ehrmann et al., 2014).
Anatomicku bariéru medzi membranami tvoria tesné spoje (,,tight junctions) a takto sa

udrziavaju koncentracné gradienty medzi krvou a zl¢ou (Obr. 4) (Trauner a Boyer, 2003).

Do superrodiny transkripénych faktorov partia nuklearne receptory PXR (,,Pregnan
X Receptor”), CAR (,,Constitutive Androstane Receptor), FXR (,,Farnesoid X
Receptor) a PPAR a/d/y (,,Peroxisome Proliferator-Activated Receptor
alpha/delta/gama‘®) (Chandra a Brouwer, 2004). Ovplyvnenim transkripcie génov
transportnych proteinov a enzymov sa podiel’aju na transporte a metabolizme (Kullak-

Ublick et al., 2000).
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Obr. 4. Bazolaterdlne a kanalikuldrne transportné proteiny hepatocytu.
Na bazolateralnej/sinusoidalnej membrane (,,Basolateral/Sinusoidal Membrane®) sa
nachddzaju proteiny MRP (,,Multidrug resistance-associated protein®) 1, 3, 4, 5, 6, OCT
(,,Organic cation transporters®) 1 a 3, OATP (,,Organic anion transporting polypeptides*)
1B3, 1BI, 2Bl a 1A2, OAT2 (,,Organic anion transporter-2), NTCP (,,Sodium
taurocholate co-transporting polypeptide), PGT (,,Prostaglandin transporter) a ENT
(,,Equilibrative nucleoside transporter) 1 a 2. Na apikdlnej/kanalikuldrnej membrane
(,,Apical/Canalicular Membrane*) sa nachadzaju transportéry P-gp (,,P-glycoprotein®),
MDR3 (,,Multidrug resistance protein 3), MRP2 (,,Multidrug resistance-associated
protein 2¢), BSEP (,,Bile salt export pump*), MATE1 (,,Multidrug and toxin extrusion
protein-1%), ABCGS5 (,,ATP-binding cassette transporter G family member 5°), ABCGS8
(,,LATP-binding cassette transporter G family member 8“) a BCRP (,,Breast cancer

resistance protein‘). Prevzaté a upravené z (Anonymous, 2017).

1.2.1 Transport na bazolateralnej membrane

Hlavny transportny systém na bazolateralnej membrane je sodno-draselna pumpa
udrzujuca vysoku cytosolicku koncentraciu draslika a nizku koncentraciu sodika, a ATP-
dependentna Ca”* pumpa, udrzujica nizku cytosolickli koncentraciu vapnika (Ehrmann
et al., 2014). Na'/K'-ATP-aza vymiefia tri intracelularne idny sodika za dve
extracelularne i6ny draslika pricom zachovéava chemicky gradient (Sherlock a Dooley,

2008). Tento chemicky, sodikovy, gradient je hnacou silou pre d’alSie transportéry.
17



Glukoéza je v hepatocytoch vychytavana facilitovanou difuziou GLUT2 transportérom,
nezavislym na inzuline. Na bazolateradlnej membrane sa d’alej nachadzaji transportné
proteiny zaist'ujuce transport réznych endogénnych a exogénnych latok (Ehrmann et al.,

2014).

1.2.1.1 NTCP (SLC10A41)

»Sodium taurocholate co-transporting polypeptide® je transportny protein, ktory
sprostredkovava vychytavanie Zlcovych soli zavislych na sodiku z portalnej cirkulécie
(Van Berge Henegouwen et al., 2001; You a Morris, 2007). Tieto zlcové soli su
konjugované s glycinom alebo taurinom (Sherlock a Dooley, 2008). Nekonjugované
alebo sulfatované ZIcové kyseliny sa transportuju tiez, ale len v obmedzenom mnozstve
(Tazuma a Takikawa, 2017). Prijem zI¢ovych soli sa deje kotransportom dvoch molekul
sodika s jednou molekulou taurocholétu pohanany sodikovym gradientom, ktory udrziava
Na'/K"-ATP-aza (Trauner a Boyer, 2003). NTCP umoZiuje prenos aj inych latok, napr.
steroidov, cyklickych oligopeptidov, niektorych lieCiv (verapamil) a horménov $titnej
zl'azy (Ehrmann et al., 2014; Trauner a Boyer, 2003). Transportér bol tiez identifikovany
ako celularny receptor pre l'udsky virus hepatitidy B (HBV) (Chen et al., 2016). Regulacia
NTCP transportéru je dolezitd pre potlacenie d’alSieho pritoku pripadnych toxickych
zl¢ovych kyselin (Tazuma a Takikawa, 2017).

1.2.1.2 OATP (SLCO)

,»Organic anion transporting polypeptides” je rodina transportérov, ktoré
sprostredkuvaju vychytavanie cholefilnych molektl nezavislych na Na® (Cao et al.,
2001). Vychytavanie prebieha facilitovanou vymenou s intracelularnymi iénmi napr.
GSH, HCOj3™ (Trauner a Boyer, 2003). OATP transportéry st nielen v peceni , ale aj
v srdci, plucach, tenkom creve, oblickdch, hematoencefalickej bariére, placente
a semennikoch (Piscitelli a Rodvold, 2007). U ¢loveka bolo identifikovanych 11
transportérov. OATP rodiny (Kalliokoski a Niemi, 2009). Vychytavaju nielen
konjugované, ale aj nekonjugované zIcové soli, bilirubin, kardioglykozidy, neutralne

steroidy, organické kationy a mnozstvo lie€iv (Trauner a Boyer, 2003).
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1.2.1.3 OAT (SLC22)

,Organic anion transporters® transportuji mensie a viac hydrofilné organické
aniony nez OATP proteiny. Rodina OAT sa skladéa z 10 clenov vyskytujucich sa v mozgu,
placente, kostrovych svaloch aj bazolaterdlnej membrane proximalneho tubulu obli¢iek
(Nigam et al, 2015; Roth et al., 2012). V peceni je najviac zastipeny OAT2. OAT7 sa
vyskytuje vo fetalnej peCeni a peceni dospelych na bazolateralnej membrane (Roth et al.,
2012). OATI1 a OAT3 maju podobnu substratovu Specifickost’ pre lieciva (Bush et al.,
2017). Prenos latok sa deje vymenou organického aniénu s dikarboxylatom (napr. o-
ketoglutaratom). Sodno-dikarboxylatovy kotransportér udrziava gradient a-ketoglutaratu

(Roth et al., 2012).

1.2.1.4 OCT (SLC22A4)

,»Organic cation transporters® su transportéry prenasajuce organické katidny
facilitovanou difGiziou obojsmerne. Obsahuju Siroku Skalu substratov  ako
acetylcholinové, cholinové a monoaminové neurotransmitery, az po radu xenobiotik
(napr. metformin) (Lee et al., 2009). U ¢loveka nachddzame OCT1, OCT2, OCT3 (Nigam
et al., 2015). OCT1 je exprimovany hlavne v peCeni na bazolaterdlnej membrane
a lumindlnej membrane pltc. OCT2 identifikujeme na lumindlnej membrane
proximalnych tubulov v obli¢kach a plicach, no aj v pyramidovych bunkidch mozgove;j
kory a hipokampe. OCT3 nachadzame v peceni, placente, obli¢kach, kostrovych svaloch,
plicach, srdci a mozgu. OCT3 je tieZ zndmy ako extraneuronilny monoaminovy

transportér (Roth et al., 2012).

1.2.1.5 OSTuo/p (SLC51)

,Organic solute transporter je heterodimérny transportér nachéadzajici sa
na bazolateradlnej membrane, ktory prenasa alebo vychytava Zlcové kyseliny a steroidy.
Viacsi, polytopicky membranovy protein sa oznacuje ako OSToa. Mensi,
jednopriechodovy membranovy protein je OSTB (Dawson et al., 2010). Transport je
obojsmerny, sprostredkovany facilitovanou difuziou v zavislosti od elektrochemického

gradientu prenaSané¢ho substratu. Je exprimovany v tenkom creve, peceni, oblickach,
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semennikoch a nadoblickach (Ballatori et al., 2009). Hlavni tlohu hraje OSTo/
v enterohepatalnej cirkulacii zICovych kyselin (Dawson et al., 2010; Mihaljevic et al.,

2017).

1.2.1.6 MRP1 (ABCCI)

,»Multidrug resistance-associated protein-1* je exprimovany takmer vo vsetkych
I'udskych tkanivach. Najviac je zastipeny v plucach, slezine, semennikoch, oblickéch,
Stitnej Zlaze, placente, mocovom mechuri a nadobli¢kach (Yin a Zhang, 2011). MRPI je
lokalizovany aj v choroidnom plexe a spolu s P-glykoproteinom, ktory je na lumindlne;j
membrane mozgovych buniek, hraje doleziti ulohu v ochrane CNS pred rdoznymi
xenobiotikami (Suzuki, 1999). Zaist'uje eflux lieCiv, anidnov tazkych kovov, toxickych
latok, konjugatov glutationu (napr. leukotrién C4), glukuronidu, sulfitu a mnohych
d’al$ich substratov (Keppler, 2011; Yin a Zhang, 2011). Transport tychto konjugatov
chréni tkaniva pred poskodenim. Niektoré substraty MRP1 st stimulované glutationom
(GSH), niektoré na nom zavislé (Grant et al., 2008). Substraty MRP1 su aj cytostatika
(napr. antracykliny, epipodofylotoxiny, vinca alkaloidy, metotrexat), na ktoré sa,
pri nadmernej expresii MRP1, ziskava rezistencia v liecbe rakoviny (Yin a Zhang, 2011).

MRPI je negativnym indikatorom v liecbe (Grant et al., 2008).

1.2.1.7 MRP3 (ABCC3)

»Multidrug resistance-associated protein 3*“ je transportér lokalizovany
na bazolateralnej] membrane. Sprostredkovava eflux organickych aniénov ako su
lipofilné konjugéaty glukuronatu, sulfatu, glutationu, glukuronidy bilirubinu do krvi
(Keppler, 2014; Lee et al., 2004). Na rozdiel od MRP1 a MRP2 neprenesie GSH, no jeho
konjugéaty ano v nizkej miere (Grant et al., 2008). MRP3 je dolezity pri nefunkcnosti
MRP2 akonjugovanej hyperbilirubinémii pri cholestaze. Transportuji sa takto
glukuronidy bilirubinu do mocu. V intestindlnom epiteli sa glukuronidy bilirubinu,
transportované cez MRP3 do krvi, podiel’aju na zasobe bilirubinu v sére (Keppler, 2014).
Expresia MRP3 je za fyziologickych podmienok nizka (Chai et al., 2012). Expresia génu

je znizena aj u koznych nadorov, narast podporuje rezistenciu na chemoterapiu (Wiel et
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al., 2016). Zvysena expresia je tiezZ pri extrahepatalnej cholestaze, v pokrocilych stadiach

primarnej bilidrnej cirh6zy a je spojena so zvySenou hladinou TNFa (Chai et al., 2012).

1.2.2 Transport na kanalikularnej membrane

Kanalikuldrny transport je sprostredkovany MDR1 (4BCBI), MRP2 (ABCC2),
BSEP (4BCB11), BCRP (ABCG2) a MDR3 (Kock a Brouwer, 2012; Wang et al., 2012).
Latky su vylucované do zZI¢e primarne proteinmi nadrodiny ABC. Tento proces je zavisly
od ATP. Na apikalnej/kanalikularnej membrane sa tieZ nachadza efluxny transportér
pre kationy MATEI (,,Multidrug and toxin extrusion exchanger-1*) (Kéck a Brouwer,
2012).

1.2.2.1 MRP2 (ABCC2)

»Multidrug resistance-associated protein 2“ je transportér nachadzajici sa
v peceni, oblickach, ¢revach, mozgu a prsiach. MRP2 je lokalizovany na kanalikularne;j
membrane hepatocytov, proximalnych tubuloch obli¢iek a membrane tenkého creva
(Chai et al., 2015). MRP2 je tiez zndmy ako cMOAT (,,Canalicular multispecific organic
anion transporter). Je exprimovany nadorovymi bunkami a prispieva k multidrogovej
rezistencii (Myint et al., 2015). Exportuje a detoxikuje endogénne latky aj xenobiotika
(Keppler, 2014). Zabezpecuje vyluCovanie konjugovanych organickych aniénov ako
bilirubinu, konjugovanych zlcovych kyselin, glutationu a lie€iv. U pacientov s Dubin-
Johnsonovym syndromom je zltacka a hyperbilirubinémia prejavom nefunk&nosti MRP2
(Chai et al., 2015). Nedostatok MRP2 pri tejto chorobe sposobuje, Ze je transport
glukuronidov bilirubinu presmerovany prostrednictvom MRP3 transportéru do mocu.

Takto sa kompenzuje nedostatok MRP2 (Keppler, 2014).

1.2.2.2 BSEP (ABCBI11)

»Bile salt export pump* je protein lokalizovany vyluéne na kanalikuldrnej

membrane hepatocytov. Zohrava dolezit ulohu pri transporte ZI€ovych kyselin, primarne
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monoanionickych konjugovanych zlovych kyselin (Suchy a Ananthanarayanan, 2006).
Z1¢ové kyseliny st hnacou silou toku ZI¢e a tento transportér k nim vykazuje vysokd
afinitu (Kock a Brouwer, 2012; Suchy a Ananthanarayanan, 2006). Inhibitormi BSEP je
mnoho lie€iv napr. rifampicin, cyklosporin A, glibenklamid (Suchy a Ananthanarayanan,
2006). Znizenie funkcie BSEP moze viest' k znizeniu sekrécie Zzlcovych kyselin,

cholestaze az k poskodeniu pecene (Kock a Brouwer, 2012).

1.2.2.3 MDRI1 (ABCBI)

,»Multidrug resistance protein 1 alebo ,,P-glykoprotein®“ (P-gp) transportuje
rozmaniti Skalu endogénnych latok (napr. leukotriény, estrogénové konjugaty),
xenobiotika, tazké kovy, organické aniony a lipidy (He et al., 2011). Eliminuje peptidy,
toxiny a xenobiotikd v bariérovych organoch (Inui et al., 2012). V tenkom creve,
hepatocytoch, hematoencefalickej bariére a proximalnych tubuloch obli¢iek MDRI
transportuje liecivd z buniek (Wessler et al., 2013). Blokuje aj prenos hydrofobnych
xenobiotik cez placentu (Milojkovic et al, 2015). MDRI1 bol lokalizovany
v hematopoetickych aj nadorovych bunkach. Znizenim intaceluldrnych koncentracii latok
chrdni organizmus (Inui et al., 2012). MDRI1 ovplyviiuje farmakokinetiku mnohych
podavanych liec¢iv (Li et al., 2015). Vysokd expresia P-gp zniZzuje Uc¢innost’ lieCiv
(Milojkovic et al., 2015). Pri karcindme renalnych buniek, rakovine vajecnikov a inych
nadorovych bunkach mdze viest’ k rezistencii na chemoterapeutikd (napr. doxorubicin,

daunomycin, vinkristin) (Gao et al., 2015; Schuurhuis et al., 1995).

1.2.2.4 MDR3 (ABCB4)

,»Multidrug resistance protein 3“ je lokalizovany na kanalikularnej membrane
hepatocytov a transportuje fosfolipidy (najma fosfatidylcholin) do ZI¢e. Fosfatidylcholin
je dolezity pre solubilizaciu cholesterolu a zlcovych soli do zmieSanych micel, prevenciu
toxicity ZI€ovych kyselin a krystalizaciu cholesterolu (Falguiéres et al., 2014; Morita
a Terada, 2014). Genetické defekty tohto génu mozu spdsobit’ progresivnu familiarnu
intrahepatalnu cholestazu typu 3 a iné cholestatické a cholelitidzové ochorenia

(Falguiéres et al., 2014). MySaci Mdr2 je homoldgom l'udského (Morita a Terada, 2014).
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1.2.2.5 BCRP (4BCG2)

Presne ako MRP1 a P-gp, aj BCRP (,,Breast cancer resistance protein®) hra ulohu
v multirezistencii chemoterapie, d’alej regulacii biologickej dostupnosti lie¢iva a ochrane
rakovinovych kmenovych buniek. BCRP sa nachddza v tenkom a hrubom ¢reve, peceni,
prsnom tkanive, placente, zI¢niku, hematoencefalickej membrane, kmenovych

hematopoetickych bunkach a v d’alSich tkanivach (Mo a Zhang, 2012).

V peceni je BCRP lokalizovany na kanalikularnej membrane hepatocytov, kde
zabezpecuje eflux toxickych metabolitov, sulfatovanych a glukuronidovych konjugatov
xenobiotik a hormoénov (Mo aZhang, 2012). BCRP funguje tiez ako marker
rakovinovych kmenovych buniek (Liang et al., 2015). ZvySena expresia transportéru
spOsobuje rezistenciu na chemoterapeutika, ale napriklad inhibitory tyrozinkinazy
pri vysokych koncentraciach inhibujt tento transportér (Galetti et al., 2015). Inhibicia
BCRP pdsobi proti rezistencii, ¢o by mohlo mat’ prinos pre liecbu (Wiese, 2015).

1.3 ZI¢

ZIénik (vesica fellea) je hruskovity vak, v ktorom sa zhromazduje 218. LeZi
na spodnej ploche pravého laloku pecene a ma objem 50-80 ml u ¢loveka (Lukas et al.,

2005).

Z1¢ je zltohneda tekutina vyluCovana hepatocytmi, obsahujiica vodu, soli
zl¢ovych kyselin, cholesterol, lecitin, bilirubin, steroidné hormony, vitaminy a dalSie
latky podielajice sa na metabolizme tukov (Kittnar et al., 2011). Za jeden den sa
vyprodukuje priblizne 700-1200 ml ZI¢e (Trojan et al., 1999). Pradi centrifugdlne —
v opatnom smere nez krv (Lullman-Rauch, 2012). V peceni je zI¢ nevyhnutna
pre travenie a absorbciu tukov. Pomocou nej su v organizme vyluCované rozne
endogénne (napr. cholesterol, ZIcové farbiva) aj exogénne latky (tazké kovy, fenothiaziny
atd’.) (Kittnar et al., 2011). Cast’ sa zhromazd’uje a zahustuje v Zléniku (Trojan et al.,
1999). Do ¢reva sa ZI¢ uvoliiuje po prijme potravy, no niektoré zlozky ZI¢e su zpitne
rezorbované z Creva a opat’ vyluCované peceniou, o nazyvame enterohepatalny obeh
(Kittnar et al., 2011; Lukas et al., 2005). Tvorba a tok ZICe spociva v aktivnom transporte

ionov vytvarajicich osmoticky gradient, ktory vznikol pésobenim Na'/K'-ATP-azy, a
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ktory podporuje tok vody do lumen zl¢ovych kanalikulov (Kittnar et al., 2011; Lillman-
Rauch, 2012; Rokyta et al., 2000). Tvorba zl¢e je aktivny proces, zavisly na funkcii
transportérov lokalizovanych na bazolateralnej a apikdlnej membrane hepatocytov a

cholangiocytov (Zék et al., 2011).

1.3.1 ZIEové cesty

Z1¢ odtekd z peGene pravym a Pavym zl¢ovodom (ductus hepaticus dexter
et sinister). Tie vznikli spojenim mensich pecenovych Zlcovodov a po opusteni pecene sa
zbiehaji v spolo¢ny pecenovy vyvod, na ktory sa pripojuje vyvod zléniku (ductus
cysticus) a pokracuje do dvanastniku ako ZI¢ovod (ductus choledochus) ustiaci na papile
(papilla Vateri) (Merkunova a Orel, 2008). Takto ZI¢ odtekd po extrahepatilnych
zl¢ovych cestach. Intrahepatdlne zlcové cesty zacinajii vo vnutri pecenového lalocika ako
tesny kapilarny priestor bez vlastnej vystelky medzi dvoma trdmcami hepatocytov.
V periférii sa objavuje kubicky bilidrny epitel, ktory tvori Herringov kanalik (ductulus
bilifer) a nim prechddza ZI¢ zlalociku do portobilidrneho priestoru, a napojuje sa
na interlobularny ZI€ovod (ductus bilifer interlobularis) (Ehrmann et al., 2014). Ten d’alej
pokracuje ako segmentové a lalokové zl€ovody (ductus hepaticus dexter et sinister), a tie

opustaju pedei (Cihak, 1988; Ehrmann et al., 2014).

1.3.2 Zl¢ové kyseliny

Z1¢ je vpeeni vyludovana podla zavislosti na zI¢ovych kyselindch. Zlgové
kyseliny, resp. ich soli, st najddlezitejSou zlozkou zI¢e a tvoria priblizne 65 % jej suche;j
hmotnosti (Kittnar et al., 2011; Trojan et al., 1999). Zvysuju osmoticky tlak nasledované
vodou vyrovnavajicou osmoticky gradient (Trojan et al., 1999). Do kanalikov su cez
membrany transportované aktivne. Latky zéavislé na sekrécii ZlCovych kyselin st
transportované pomocou Specifického transportéru BSEP (,,Bile salt export pump®),
zatial' Co nezéavislé na Zlcovych kyselindch su transportované cez MRP2 (,,Multidrug

resistance associated protein 2°) (Dancygier, 2010).
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Zékladnu Struktaru zI€ovych kyselin tvori cyklopentaperhydrofenantrenovy skelet.
Degradaciou z cholesterolu v peceni vznikaji kyselina cholova a chenodeoxycholova
zauCasti pecenovych enzymov 3a-, 70- a 27a-hydroxyldzy. Kyselina cholova
a chenodeoxycholova st primarne zlové kyseliny. V peceni su konjugované s glycinom
alebo taurinom, pri¢om vznikaju kyseliny glykocholova a taurocholova tvoriace natriové
a kaliové soli. Obe kyseliny su v alkalickej pecetiovej zI¢i vyluCované do tenkého Creva.
Sekundarne zI¢ové kyseliny, kyselina deoxycholova a litocholova, konvertuja
z primarnych pomocou ¢revnych baktérii v tracniku (Kittnar et al., 2011; Trojan et al.,
1999). Kyselina litocholova je toxicka, preto je v peceni konjugovana so sulfatom
za vzniku kyseliny sulfolitocholovej, ktora je po prenose do ZI¢e vylucena traviacim
traktom (Ehrmann et al., 2014). Soli zlcovych kyselin si v neutralnom prostredi ¢reva
dobre rozpustné vo vode (Trojan et al., 1999). Su amfipatické, ¢ize obsahuji hydrofilné
aj hydrofobne skupiny. Preto molekuly agreguju do micel (napr. s cholesterolom

a fosfolipidmi) (Kittnar et al., 2011; Trojan et al., 1999).

Na zl¢ovych kyselinach su tiez zavislé zl€ové farbivd, ktorych najdolezitejSim
predstavitel'om je bilirubin. Bilirubin je degradovany z hemoglobinu v slezine a kostnej
dreni. V plazme je viazany na albumin, prenaSany do pecene, konjugovany
na bilirubindiglukuronid, a ten transportovany do ZI¢ovych kandlikov. Je zodpovedny
zazlt¢ sfarbenie ZICe. V tratniku je  bilirubindiglukuronid konvertovany
na sterkobilinogen a urobilinogen. Crevna sliznica preptsta len konjugované derivaty

bilirubinu, preto je va¢Sina vylicena stolicou (Kittnar et al., 2011).

Pozname aj sekréciu nezavisli na zI¢ovych kyselinach. Zahriiuje uvolfiovanie Na®,
CI, HCOs', H20, ktorych hnacou silou je aktivny transport Na®, ¢iastoéne stimulovany
sekretinom (Trojan et al., 1999). Prebieha v bunkéch Zl¢ovych kandlikov (Kittnar et al.,
2011).

Vyznam Zl€ovych kyselin spociva v emulgovani a absorbcii potravnych tukov
a v tuku rozpustnych vitaminov, pomahaju resorpcii kalcia, udrzuju tok ZI¢e, maju
antibakteridlne pdsobenie, moduluji vonkajSiu sekréciu pankreatu a uvolfiovanie
cholecystokininu. ZI¢ové kyseliny st tiez ligandom FXR a membranovo viazaného
receptoru TGRS (,,G-protein-coupled bile acid receptor, Gpbarl*). Po aktivacii TGRS
inkretinmi ovplyviiuju energeticky metabolizmus a glukézovii homeostazu. Nukledrny

receptor FXR heterodimerizuje s retinoidnym X-receptorom (RXR) a nésledne sa viaze
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na DNA (Zak et al, 2011). Zl¢ové soli st takto schopné regulovat’ vlastni
enterohepatalnu cirkulaciu (Kullak-Ublick et al., 2000).

1.4 Cholesterol

Cholesterol je sucastou bune¢nych membran, prekurzor steroidnych horménov
a zI¢ovych kyselin. Najviac cholesterolu sa tvori v hepatocytoch, kore nadobliciek, kozi
a enterocytoch. Kazdy den Clovek vytvori priblizne 1 g cholesterolu, potravou ziska asi
0,3 g (Holegek, 2006). Cast’ cholesterolu sa vyluGuje v nezmenej forme do ZI¢e (Koolman
a Rohm, 2012). Pecenn je jediny organ schopny odstranit’ cholesterol. Klu¢ovym
enzymom premeny cholesterolu na ZI¢ové kyseliny je cholesterol-7a-hydroxylaza
(CYP7A1) (Holecek, 2006). Transkripcia CYP7AT1 je regulovana negativhou spitnou
vizbou zl¢ovymi kyselinami (Dawson et al., 2010). Syntéza cholesterolu vychadza
z acetyl-CoA. Délezitym krokom je premena HMG-CoA na mevalonat pomocou HMG-
CoA-reduktazy. Inhibicia tohoto enzymu je mechanizmom Uc¢inku statinov. Hladinu
cholesterolu v bunke reguluji dva proteiny endoplazmatického retikula— SREBP (,,Sterol
regulatory element binding protein®) a SCAP (,,SREBP cleavage activating protein®).
Systém je aktivovany odstiepenim SREBP, ktory sa prenesie do jadra bunky, kde reguluje
expresiu génov pre tvorbu enzymov syntézy cholesterolu, pocet receptorov pre LDL
na membranach, a pravdepodobne aj tvorbu $pecifického prendsaca nutného na prenos
cholesterolu z buniek a jeho vdzbu na HDL — ABCA1 (,,ATP-Binding Casette — A1%)
(Holecek, 2006). Sekréciu cholesterolu do ZI¢e umoziuji transportéry ABCGS alebo
ABCGS, ,,Scavenger receptror B1“ (SR-B1) a ,Niemann-Pick C1 L1* (NPCIL1)
(Zak et al., 2011). SR-B1 viaze lipoproteiny HDL, LDL, VLDL, hovidzi sérovy albumin
aj proteiny kone¢ného produktu glykacie (Trigatti et al., 2003). V ZI¢i sa Cast’ cholesterolu
vylucuje vo forme ZI€ovych kyselin a Cast’ ako neesterifikovany cholesterol. Cholesterol,
ktory je urCeny na sekréciu do ZI¢e pochddza z HDL-lipoproteinu. Cholesterol pre

syntézu ZI¢ovych kyselin je transportovany LDL-lipoproteinom (Ehrmann et al., 2014).
1.5 TGF-B

TGF-B je ¢len superrodiny rastovych faktorov, ktora pozostava z viac ako
30 ¢lenov (Nassiri et al., 2011). Skladé sa z rodiny cytokinov zohravajtcich tilohu v raste
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a rozvoji, migracii a apoptoze, zapale a imunite organizmu (Clark a Coker, 1998; Nassiri
et al., 2011). Uloha TGF-p je teda v homeostatickych, patogénnych a karcinogénnych
procesoch charakterizovanych zapalom a fibréozou (Clark a Coker, 1998; Javelaud
a Mauviel, 2004). Moéze posobit’ aj ako nddorovy supresor alebo vykazovat pro-

onkogénnu aktivitu (Javelaud a Mauviel, 2004).

Identifikované izoformy TGF-B u cicavcov si TGF-B1, TGF-2 a TGFB3 (Clark
a Coker, 1998). Uginky jednotlivych izoforiem zavisia od vyvoja aktualnych
a fyziologickych podmienok a typoch TGF- (Kaminska et al., 2005). Izoformy fungujt
cez receptory typu I, I a III, ktoré zaist'uju komplexné interakcie s ligandom nevyhnutné
pre signalnu transdukciu. Receptory typu I a II si transmembranové serin/treonin-
kindzové receptory, receptor typu III moduluje vizbu ligandu na receptory I a II (Lin
a Moustakas, 1994). U l'udi sa kdduje sedem TGF-BRI a pat’ TGF-BRII (Pérez-Goémez
et al., 2010). Okrem klasickych TGF-f3 receptorov boli objavené aj betaglykan a endoglin
(TGF-BRII) (Velasco et al., 2008).

TGF-B sa produkuje a vylucuje ako latentny vo forme diméru (Clark a Coker,
1998; Kaminska et al., 2005). Tento latentny stav brani cytokinu vyvolat’ $pecifickl
odpoved’ az kym nenastani urCit¢é podmienky aktivacie. Aktivovany modze byt
enzymaticky, kedy sa uvolni zrely cytokin. Aktivéacia latentného TGF-f je viacstupiiovy
proces. Vizba TGF- s receptorom typu II (TGF-BRII) umozni zabudovanie receptoru
typu I (TGF-BRI). Tato védzba vyvola spravnu konformdciu, fosforylaciu a aktivaciu
receptora typu I. Po naviazani ligandu sa fosforyluju a aktivuji Smad proteiny, ktoré st
zakladné intracelularne componenty signalizacie TGF-3. Aktivované su Smad2 a Smad3
pomocou TGF-BRI a nasledne spojené so Smad4 (Kaminska et al., 2005). Smad2
a Smad3 st indukované ALK-5 (Nassiri et al., 2011). Tento komplex sa nasledne

premiestituje do jadra, kde reguluje génovu transkripciu (Kaminska et al., 2005).

Existuje eSte druhad kaskada fosforylacie cez Smadl a Smad5 proteiny, ktoré
indukuje ALK-1 (Nassiri et al., 2011). Transkripcna odpoved’ zavisi od Smad proteinov,
ktoré reguluji rozne signdlne drahy. Smad7 inhibuje asociaciu s TGF-BRI, Smad6 sut'azi
s Smad1 o vdzbu na Smad4 protein. Negativne regulujt signdlnu drahu (Kaminska et al.,
2005). ALK-5 inhibuje bunkové odpovede na TGF-B, zatial ¢o ALK-1 ich zvySuje
(Nassiri et al., 2011). Signaly TGF-f su tiez prenaSané do jadra cestami nezavislymi

na Smad proteinoch a zahffiaja aktivaciu rdznych kinaz (napr. renin-angiotenzin-
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aldosteron systému, kinaza regulovanad mimobunkovym signalom) (Obr. 5) (Kaminska

et al., 2005).
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Obr. 5. Signalna draha TGF-f, ktora funguje cez TGF-BRII a TGF-BRI receptory a Smad
proteiny alebo Smad nezavisli dréhu, ovplyviiuje génova transkripciu (,,Gene
Transcription®) arast a prezitie bunky (,,Cell Growth and Survival®). Prevzaté z

(Anonymous, 2016).

1.6 Endoglin

Endoglin je homodimérny transmembranovy glykoprotein exprimovany
v endotelovych bunkach. Skladda sa z633 aminokyselin a je receptorom
pre transformujuci rastovy faktor (TGF-B) (Nassiri et al., 2011). Prvykrat bol endoglin
zisteny monoklonalnou protilatkou 44G4, neskor bol najdeny v cievach a klasifikovany
ako endotelovy marker CD105 (Gregory et al., 2014). Endoglin sa nachadza okrem

endotelovych buniek aj vo fibroblastoch, makrofdgoch, perivaskularnych stromélnych
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bunkach, bunkach hladkych svalov, mezenchymalnych kmenovych bunkach a placente
(Gregory et al., 2014; Kapur et al., 2013; Rius et al. 1998). Hraje tlohu vo vaskularnej

homeostaze, angiogenéze a je pouzivany ako marker angiogenézy (Gregory et al., 2014).

Endoglin obsahuje tri Casti a to, velka extracelularnu doménu, hydrofébnu
transmembranovil doménu a kratku intracelularnu doménu (Nassiri et al., 2011).
Extracelularna doména obsahuje 561 zvyskov s niekolkymi O- a N-glykanmi a pozostava
z domény zona pellucida (ZP) a sirot¢ej domény (,,orphan domain®) (Alt et al., 2012;
Pérez-Gomez et al.,, 2010). Sirot¢ia doména sa nachadza najd’alej na N-koncovej
extracelularnej oblasti a toto pomenovanie dostala, pretoze nevykazuje ziadnu homologiu
s inym proteinom, resp. doménou. Sirot¢ia doména zodpoveda za rozpoznanie a vizbu
ligandu (napr. BMP9). Endoglin patri do rodiny extracelularnych proteinov obsahujucich
ZP, ktord pozostava z 260 aminokyselin s 6smimi konzervovanymi cysteinovymi
zvySkami. Tieto cysteinové zvysky sa nachddzaju pri transmembranovej oblasti (Alt et
al., 2012). Endoglin, tak ako aj ostatni ¢lenovia tejto rodiny, je membranovy protein
s hydrofébnou castou na C-konci, vylu€eny na vytvorenie rozpustnej formy, silne
glykozylovany a vysoko exprimovany v zodpovedajucich tkanivach (Meurer et al.,
2014). Zona pellucida obsahuje aj tripeptid arginin-glycin-kyselina asparagova (RGD),
ktory bol detekovany v 'udskom proteine, v mySacom ¢i potkaniom proteine chyba. RGD
tak predstavuje vdzbové miesta pre integriny u l'udi. Doména ZP je rozdelena na
subdomény koncov ZP-N a ZP-C (Fonsatti et al.,, 2010; Meurer et al., 2014). Tri
konzervované endoglinové cysteiny v ZP-N a sirotéej doméne st vysoko nachylné na
mutécie. Cysteiny sa v tejto extracelularnej oblasti tieZ podiel'aji na disulfidovej vdzbe a
na sprostredkovani dimerizacie receptorov. Sirotéia doména, ZP-N a ZP-C su v

trojrozmernom usporiadani (Meurer et al., 2014).

Kratka intracelularna doména obsahuje mnoho serinovych a treoninovych
zvySkov, z ktorych niektoré mozu byt fosforylované TGF-f kindzami (Nassiri et al.,
2011; Pérez-Goémez et al., 2010). Nema Ziadnu enzymaticku funkciu, no obsahuje na C-
konci PZD-védzbovy motiv (Ser-Ser-Met-Ala), ktory moduluje fosforylaciu tychto
zvySkov. Endoglin pozname v dvoch izoformach (L-/E-endoglin), a prave

v intracelularnej doméne sa lisia (Obr. 6) (Pérez-Goémez et al., 2010).
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Obr. 6. Struktira endoglinu pozostavajuca zo zona pellucida domény (,,ZP domain)
s tripeptidom RGD (,,Arginylglycylaspartic acid*) a sirotc¢ej domény (,,Orphan domain®)
patriace do EC (,,Extracellular) domény, TM (,,Transmembrane*) domény a CYT
(,,Cytoplasmic) domény. Endoglin je fosforylovany (,,P*) koncovou ¢ast'ou PDZ (,,Post-
synaptic density 95 / Drosophila disk large / Zonula occludens-1*) motivom (Ser-Ser-

Met-Ala). Prevzaté z (Lopez-Novoa a Bernabeu, 2012).

L-endoglin md doménu zloZzent z47 zvySkov, S-endoglin obsahuje len
14 zvyskov. Prvych sedem zvySkov maju rovnakych, no S-endoglin neobsahuje PZD-
viazbovy motiv. L-endoglin je prevladajica izoforma v tkanivach, aj ked’ expresia S-

endoglinu je vyznamna napr. v pl'icach a peceni (Obr. 7) (Pérez-Goémez et al., 2010).

Obe i1zoformy endoglinu sa liSia aj vo funkcii. L-endoglin ma proangiogénne
ucinky, zatial o S-endoglin ma antiangiogénne ucinky a zniZuje expresiu eNOS

(endotelovej NO-syntazy ) (Pfaffl, 2001).
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Obr. 7. Izoformy L- a S-endoglinu s podrobnym zobrazenim dizky transmembranovej
domény (,,TM domain®). L-endoglin sa sklada zo sirotcej domény (,,Orphan domain®)
adomény zona pellucida (,,ZP domain®) s tripeptidom RGD (,,Arginylglycylaspartic
acid*). Endoglin sa viaze pomocou PDZ (,,Post-synaptic density 95 / Drosophila disk
large / Zonula occludens-1) motivu, ktory sa sklada z Ser-Ser-Met-Ala. Prevzaté

a upravené z (Lopez-Novoa a Bernabeu, 2010).

TGF-B receptorovy komplex obsahuje pomocné receptory typu III (TGF-BRIII)
endoglin a betaglykdn. Viazu roéznych clenov TGF-f rodiny a st homologne
v transmembranovych a cytoplazmatickych doménach. Endoglin viaze TGF-B1, TGF-f3,
ale aj aktivin-A, BMP2, BMP7 na TGF-BRI a TGF-BRII. TGF-B1 a TGF-B3 sa viazu, no
TGF-B2 nie (Pérez-Gomez et al., 2010). Signalizacia TGF-f funguje cez TGF-BRII
a TGF-BRI serin/treoninkindzoveé receptory a Smad proteiny alebo Smad nezavislu drahu
(Obr. 5). Pomocou receptora TGF-BRII a ALKS indukuje signél fosforylaciu Smad2
aSmad3 vo vicSine buniek. Aktivicia pomocou receptora TGF-BRI indukuje
fosforylaciu Smad2/3 sprostredkovani ALKS a taktiez fosforylaciu Smad1/5 indukovant

ALK1 v endotelovych bunkich. Aktivacia ALK stimuluje proliferaciu a migraciu
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buniek, ALKS ma presne opac¢ny ucinok. Endoglin sa viaze len na ligand spojeny
s receptorom TGF-BRII a okrem toho sa moze viazat’ na receptory typu I a II aj bez

ligandu (Lebrin et al., 2004; Lopez-Novoa a Bernaubeu, 2010).

Aktivované ALKS a TGF-BRII sa viazu s extracelularnymi a intracelularnymi
doménami endoglinu, ale nefosforylovany ALKS interaguje len s endoglinovou
intracelularnou doménou. Po vizbe ALKS a TGF-BRII fosforyluji serin/treoninové
zvysky intracelularnej domény endoglinu a nésledne sa ALKS disociuje. TGF-BRII

pritom ostava na receptorovom komplexe (Pérez-Gomez et al., 2010).

Endoglin je aj priamy substrat ALK1 endotelovych buniek Specificky pre TGF-
BRI a reguluje ALK1 dependentny rast a adhéziu buniek (Pérez-Gémez et al., 2010).
Signal spustany cestou ALK1 s endoglinom je zavisly aj od BMP9 a sprostredkovava
cestou Smad 1/5/8 expresiu mnohych génov (napr. gén pre inhibitor diferenciacie 1,
negativny transkripény regulator). ALK1 a endoglin su tieZ schopné inhibovat’ odpovede
vyvolané TGF-B1 a Smad3 (Alt et al., 2012). Endoglin je potrebny pri signalizécii drahy
TGF-B/ALK1, ktord nepriamo inhibuje drahu TGF-B/ALKS. Endotelové bunky nerastt
ak im chyba endoglin. Je to spdsobené zniZenim signalizacie TGF-B/ALK1 a zvySenim
TGF-B/ALKS. Tieto bunky sa potom prisposobuju nerovnovahe spdsobenej chybajicim
endoglinom (Obr. 8) (Lebrin et al., 2004).

Endoglin pomocou signalizacie ALKS reguluje permeabilitu buniek a podporuje
ich rast v angiogenéze. Vyrazne exprimovany je endoglin behom angiogenézy v krvnych
cievach po¢as hojenia. Stidie ukazali, ze prerusenie TGF-B1/endoglin vedie k defektom
diferenciacie buniek, kardiovaskuldrnemu zlyhaniu aZz embryondlnej letalite. Mysi
nevytvéraji krvné cievy v zitkovom vaku a zomierajt. Endoglin teda hraje dolezit ulohu
v angiogenéze a cievnej naprave (Valluru et al., 2011). Mutacia v endogline a ALK1,
receptoru TGF-BRI, je schopnad vyvolat’ dedi¢ni hemoragicku telangiektaziu typu 1
(HHT-1) a angiogenézu (Lebrin et al., 2004; Valluru et al., 2011). HHT-1 je vaskularna
porucha doprevadzana epistaxiou, gastrointestinalnym krvacanim, telengiektazami

a arteriovendéznymi malformaciami v mozgu, plicach a peceni (Romero et al., 2010).

V PC3-M, metastatickych rakovinovych bunkéch prostaty (,,metastatic prostate

cancer cells*), je endoglin down-regulovany a po obnoveni expresie zniZuje migraciu
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a tumorgenicitu nddorovych buniek u mysi. Mechanizmus tejto reguldcie nie je zatial’

znamy (Romero et al., 2010).

Endoglin je v hepatickych stelatovych bunkach (HSC, ,.hepatic stellate cells*) up-
regulovany pocas bunkovej aktivacie. Nadmerna expresia aktivuje ALK signalizaciu
v HSC, proliferaciu a migraciu (Meurer et al., 2014).

TGF-B1/B3 TGF-B1/p3
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/——b
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Endoglin Endoglin
ALKS5 BMPRII
TBRII TR ALK ALK1
Smad 2,3 Smad 1,5,8 Smad 1,5,8
Smad 4 Smad 4

W, /

! Regulation of gene transcription

Obr. 8. Signalizdcia TGF-f kaskady a BMP (,,Bone morphogenetic protein‘)
s endoglinom. Prevzaté z (Gregory et al., 2014).

1.7 Solubilny endoglin

Solubilny endoglin (sEng) je endoglin odstiepeny z povrchu buniek pomocou
MMP-14 (Matrixova membranova metaloproteindza 14) za uvolnenia rozpustnej
extracelularnej domény (Obr. 9) (Meurer et al., 2014). sEng je oznaCovany tiez ako
cirkulujuca forma endoglinu (,,circulating form of endoglin®) a mdéze byt uvolneny
zapalom, tumor nekrotizujucim faktorom a (TNF-a), poskodenim endotelu alebo

protilatkami proti endoglinu (Gallardo-Vara et al., 2018).
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Obr. 9. Endoglin a jeho rozpustnd forma odStiependa MMP-14 (,,Matrix membrane

metaloproteinase 14). Prevzaté z (Lopez-Novoa a Bernabeu, 2012).

Solubilny endoglin (sEng) je antiangiogénny protein, ktory sa ucastni
na viacerych mechanizmoch v organizme ako napr. dysfunkcia endotelu, zvySenie
krvného tlaku, proteinuria, ateroskleréza (Levine et al., 2006; Nachtigal et al., 2012).
Niektoré Studie zistili, Ze antiangiogénnym pdsobenim antagonizuje aktivitu TGF-B1
a TGF-B3 a znizuje signalizaciu endotelového oxidu dusnatého (Meurer et al., 2014;
Masuyama et al., 2007). In4 Stidia zistila, Ze hypoxia indukuje uvolfiovanie sEng
oxidacnym stresom a tvorbou oxysterolov, ¢im dochadza k zvySeniu endoglinu a MMP-
14 (Perez-Roque a Lopez-Novoa, 2014). Metaloproteindza nasledne odstiepi sEng
viazbou glycin-leucin v juxtamembranovej polohe 586 endoglinu a uvolnenim
extracelularnej domény do plazmy (Perez-Roque a Lopez-Novoa, 2014; Oujo et al.,
2013). V plazme mdze sEng viazat’ niekol’ko ligandov ako TGF-B1 a BMP cez sirot¢iu
doménu, a tym je dostupnost’ pre interakcie cytokinu zniZzena, pretoze sEng nemodze
priamo interagovat s extracelularnou oblastou TGF-B receptorov typu Iall. Této
nerovnovaha inhibuje aktivaciu endotelovej NO-syntdzy (eNOS), ktord zniZuje
produkciu oxidu dusnatého (NO) a brani vazodilatacii a angiogenéze. BMP9 a BMP10

su hlavné ligandy v angiogénnej drahe ALK, ktoré sa viazu vysokou afinitou k sEng.
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Preto by sa antiangiogénny ucinok mohol spajat’ s inhibiciou signalizacie cez BMP9

a BMP10 (Oujo et al., 2013).

Vysoka plazmaticka hladina sEng bola zistena u endotelidlnej dysfunkcii a taktiez
k tejto dysfunkcii prispieva. U tehotnych zien s preeklampsiou prejavujucou sa
hypertenziou a proteintriou spojenou s endotelidlnou dysfunkciou st vyznamne zvysené
hladiny sEng. Ak sa tento stav nelie¢i, méze viest’ k umrtiu plodu i matky. sEng ma tiez
prozapalovu aktivitu, ktord je sprostredkovana nuklearnym faktorom kappa B (NFxB)
a interleukinom 6 (IL-6). Cez NF«B a IL-6 moze modulovat’ adhéziu a transmigraciu

leukocytov (Gallardo-Vara et al., 2018).

Endoglin hraje rolu v angiogenéze aj fibrogenéze. Hraje tiez tlohu v signalizacne;j
drahe TGF-P a jeho uloha sa zvySuje v hypoxickych podmienkach, ako napr. v nadoroch.
V rakovinovych bunkach je délezity pre rast, preZitie a metastizovanie buniek. Studie
na naddorovych bunkédch naznacuju, Zze vylucovanie endoglinu méze viest' k zvySenym
hladinam sEng (Gallardo-Vara et al., 2018; Kwon et al., 2017; Pérez-Goémez et al., 2010).
Hepatocelularny karcinom je typicky hypervaskularny nador pecene, vacsinou spojeny
s cirthozou, kde je exprimovany endoglin. Va¢sSina zhubnych nadorov si vyvinie sposob
dodania zivin a kyslika rastom krvnych ciev. Angiogenéza je proces pretinajici drahy
vaskularneho endotelového rastového faktoru (VEGF, ,,Vascular endothelial growth
factor), TGF- a endoglinu, angiopoetinov a integrinov. Takto ovplyviiuje endoglin
angiogenézu aje marker pri rakovine prsnika, nemalobunkovom karcindme pluc,
zhubnom melandme, kolorektdlnom karcinome ale aj hepatocelularnom karcinéme.
V patogenéze fibrozy pecene je TGF-B najsilnejsi fibrogénny cytokin, ktory vyvolava
fibrozu viacerymi mechaniznami napr. priamou aktivaciou hepatickych steldtovych

buniek (HSC) (Kwon et al., 2017).

sEng bol ndjdeny u pacientov s réoznymi nadorovymi ochoreniami, u Zien
s preeklampsiou, u pacientov s ochorenim pecene stvisiacim s cystickou fibrézou CFLD
(,,Cystic fibrosis associated liver disease”), HCV (,,Hepatitis C Virus®),
hepatocelularnym karcindomom v kombinacii s cirhdzou a hypercholesterolémiou (Kwon

et al., 2017; Nachtigal et al., 2012; Meurer et al., 2014; Pérez-Gémez et al., 2010).

Uloha sEng je viak stale kontroverzna v signalizacii TGF-B1 a momentalne nie si

dostupné informdacie zamerané na funkcné aspekty solubilného endoglinu v peeni
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(Meurer et al., 2014). Molekularne mechanizmy posobenia sEng vSak stile nie su
dostatocne vysvetlené a pochopenie tychto mechanizmov by mohlo priniest nové
terapeutické postupy pre ochorenia pecene (Gallardo-Vara et al., 2018; Kwon et al.,

2017).
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2. Ciel diplomovej prace

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit' pdsobenie solubilného endoglinu
(sEng) na tok zI¢e, koncentraciu cholesterolu v plazme a peceni a expresiu vybranych
transportnych proteinov zodpovednych za metabolizmus a transport cholesterolu

a zIcovych kyselin v peceni u mysich samic s vysokou plazmatickou koncentraciou sEng.

37



3. Experimentalna ¢ast’

38



3.1 Metodika

3.1.1 Chemikalie

Spotrebny materidl a chemikalie pouzit¢ v diplomovej praci boli zakupené
od firmy Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) a Bio-Rad Laboratories (Herkules, CA,
USA).

3.1.2 Pokusné zvierata

Pri experimente boli geneticky modifikované mysi s nadmernou expresiou
I'udského sEng na CBAxCS57BL/6J podklade generované na Oddeleni geneticky
modifikovanych organizmov (Univerzita v Salamnke, Spanielsko). V experimente boli
pouzité Sestmesacné sEng samice s vysokou hladinou sEng v plazme (skupina sEng;
plazmatickd koncentracia > 1500 ng/ml) a kontrolné mysi s nizkou hladinou sEng
v plazme (kontrola; plazmaticka koncentrdcia sEng < 100 ng/ml) (n = 8, v kazdej
skupine). Laboratérne mysi boli kfmené tri mesiace Standardnou laboratornou diétou
a chované vo vivariu Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovej v Hradei Kralové
za Standardnych podmienok (striedavy rezim 12 hodin svetlo, 12 hodin tma, teplota
ovzduSia 22 + 2 °C, dostatony prijem potravy aj vody). VSetky experimenty boli
schvalené etickou komisiou Farmaceutickej fakulty Univerzity Karlovej v Hradci
Kralové, a nasledne uskuto¢nené v stilade s pokynmi uvedenymi vo vyhlaske ¢. 207/2004

Sb. o ochrane, chove a vyuZiti pokusnych zvierat.

3.1.3 In vivo Studia

V priebehu $tudie boli zvieratdm pod celkovou anestéziu (pentobarbital, 50 mg/kg,
1.p.) zbierané vzorky zl¢e po dobu 45 min. Nésledne boli mysi usmrtené exsangvinaciou
z dolnej dutej zily. Centrifugéaciou vzoriek krvi pri 3000 g po dobu 5 min boli ziskané
vzorky plazmy, ktoré boli ihned” zmrazené pri teplote -80 °C. Pecent bola odobrata,

zchladena tekutym dusikom a uchovévana pri teplote -80 °C az do doby analyzy.
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3.1.4 Biochemicka analyza

Koncentracia celkového cholesterolu v plazme a koncentracia cholesterolu
v peceni boli namerané komercne dostupnymi kitmi podla inStrukcii vyrobcu (Erba
Lachema, Brno, Ceska Republika). Udaje boli ziskané z laboratoria MUDr. Radomira
Hysplera, Ph.D. z Ustavu klinickej biochémie a diagnostiky vo Fakultnej nemocnici

v Hradci Kralové.

3.1.5 qRT-PCR

Pomocou qRT-PCR na systéme Applied Biosystem 7500 HT Fast Real-Time PCR
systému (Thermofisher Scientific, Praha, CR) bola stanovena expresia vybranych génov

zapojenych do transportu a metabolizmu cholesterolu a ZI€ovych kyselin.

mRNA bola izolovana z mySacich peceni pomocou homogenizicie tkaniva
v TRI-reagente (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Koncentracia mRNA bola
stanovend meranim absorbancie pri 260 nm na spektofotometri NanoDrop ND-1000
(BioTech a.s., CR). Meranie pomeru absorbancie pri 260 nm a 280 nm umoznilo
stanovenie Cistoty RNA. RNA bola prepisand do cDNA pouzitim ,,High Capacity cDNA
Reverse Transcription KITu“ (Thermofisher Scientific, Praha, CR). Bolo ziskanych 1000
ng cDNA, po nariedeni v 80 pul aqua pro injectione, co odpoveda koncentracii cDNA 12,5
ng/ul. Vzorky boli amplifikované v triplikdtoroch pomocou ,,TagMan® Fast Univerzal
PCR Master Mixu“ a ,,Tag-Man® Gene Expression Assay mixu®“ (Thermofisher
Scientific, Praha, CR) pre jednotlivé gény. Pouzity ,.fast“ méd bol: 95 °C po dobu 20 s;
40 cyklov: 95 °C po dobu 3 s, 60 °C po dobu 30 s. Pomer relativnej expresie bol

vypocitany podla vzorca:
Actwm(konlrnla—\zarck)

target
R=

ACl (kontrola-vzorek)
E housekeeping

housekeeping
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kde, Etarget @ Enousekeeping SU hodnoty cielového génu a referenéného génu uréené zo sklonu
kalibracnej krivky, ACtuarget @ ACthousekeeping SU hodnoty rozdielu kontrolnych a sEng
vzoriek génov (Pfaffl, 2001).
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3.2 Vysledky

3.2.1 In vivo Studia

V experimentalnej skupine zvierat nebola zaznamenana Statisticky vyznamna

zmena toku zI¢e v porovnani s kontrolnou skupinou.

Tok zICe
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ul/min/g pecene
a5

0.0-

Kontrola sEng

Obr. 10. Tok zI¢e v kontrolnej a experimentalnej skupine zvierat s vysokou hladinou

sEng (sEng). Hodnoty vyjadrené ako priemery = SEM (n = 8, v kazdej skupine).

3.2.2 Biochemicka analyza

Hodnoty plazmatickej koncentracie cholesterolu (Obr. 11) a koncentrécie
cholesterolu v peceni (Obr. 12) u kontrolnych zvierat a zvierat s vysokou hladinou

solubilného endoglinu (sEng) neboli signifikantne zmenené.

V obréazkoch st hodnoty vyjadrené ako priemery + SEM (n = 8, v kazdej skupine).
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Obr. 11. Plazmaticka koncentracia celkového cholesterolu.

Koncentracia cholesterolu v peéeni

Kontrola sEng

Obr. 12. Koncentracia celkového cholesterolu v peceni.
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3.2.3 qRT-PCR

Pre objasnenie vplyvu sEng na metabolizmus a transport cholesterolu a zI¢ovych
kyselin boli analyzované hladiny mRNA expresie Sr-b1, Hmgcr, Abcg5, Abcgs, Acat2,
Abcb4, Cyp7al, Abcbll, Abcc2 génov.

V skupine myS$i s vysokou plazmatickou koncentraciou sEng nedoslo
k signifikantnym zmendm mRNA expresie u Sr-b1, Hmgcr, Abcg5, Abcg8, Acat2, Abcb4,
Abcbll, Abcc2. Zaznamenané zmeny boli u Cyp7al, kde doslo k signifikantnému

znizeniu mRNA expresie.

Hodnoty st vyjadrené ako priemery + S.E.M. (n = 8, v kazdej skupine). mRNA
expresia v kontrolnej skupine zvierat je 100 %. Mysi s vysokou hladinou sEng su

oznacené ako sEng. Signifikantné zmeny oproti kontrolnej skupine: ** p <0.01.

mRNA expresia Sr-b1
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Obr. 13. Grafické zndzornenie vysledku qRT-PCR analyzy expresie Sr-b1.
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Obr. 14. Grafické znazornenie vysledku qRT-PCR analyzy expresie Hmgcr.
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Obr. 15. Grafické znazornenie vysledku qRT-PCR analyzy expresie Abcgs.
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Obr. 16. Grafické znazornenie vysledku qRT-PCR analyzy expresie Abcgs.
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Obr. 17. Grafické znazornenie vysledku qRT-PCR analyzy expresie Acat2.
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Obr. 18. Grafické znazornenie vysledku QRT-PCR analyzy expresie Abch4.
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Obr. 19. Grafické znazornenie vysledu qRT-PCR analyzy expresie Cyp7al.
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Obr. 20. Grafické znazornenie vysledku qRT-PCR analyzy expresie Abchl1.
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Obr. 21. Grafické znazornenie vysledku qRT-PCR analyzy expresie Abcc?.
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4. Diskusia

CD 150, TGF-B receptor III ¢i endoglin (Eng), je homodimérny transportny
glykoprotein exprimovany v endotelovych bunkach, monocytoch, makrofagoch,
fibroblastoch, HSC bunkach a bunkach hladkého svalstva ciev. Endoglin sa skladéd z L-
a S-izoformy. L-izoforma ma proangiogénne U¢inky, S-izoforma antiangiogénne tc¢inky.
Endoglin spolu s TGF-BRI a TGF-BRII viaze TGF-B1 a TGF-B3, ktoré tvoria receptorovy
komplex (Alt et al., 2012; Kasprzak a Adamek, 2018; Nachtigal et al., 2012; Letamendia
etal., 1998; Rossi et al., 2016). TGF-BII zprostredkovava vizbu TGF-B1 a ten fosforyluje
receptor typu I asigndl sa $iri do dvoch réznych podrodin Smad proteinov. ALKS
fosforyluje Smad2/Smad3, pricom ALKI1 je zamerand na fosforylaciu Smadl/Smad5.
Interakcia s tymito receptormi zahfiia Specifické N- a C-terminadlne domény endoglinu
avedie k fosforylacii  cytoplazmatickej  domény  endoglinu.  Fosforylacia
cytoplazmatickej domény endoglinu s ALK1 a ALKS ovplyviiuje aj iné signélne
interakcie. Serinové zvysky v endogline fosforyluje TGF-B receptor II, pricom ALKS
a ALK1 serinové a treoninové zvysky. Aktivacia Smad proteinov vedie na vizbu
k spoloénému Smad4, dochadza k translokacii do jadra bunky a reguluje transkripciu

cielovych génov (Alt et al., 2012; Meurer et al., 2011).

Eng bol pred 25 rokmi novy marker aktivity endotelidlnych buniek. Postupne sa
zistilo, Ze mutacia génu v endogline sposobuje hemoragickll hereditarnu teleangiektaziu
typu 1 (HHT1), ktora sa prejavuje ako epistaxia, vaskularna dyspladzia a arterioven6zne
malformacie v mozgu, pl'icach, peceni a gastrointestinalnom trakte. Pomocou MMP-14
je zendoglinu oddeleny solubilny endoglin (sEng). sEng ovplyviiuje patogenézu
preeklampsie, ktord je spojena s hypertenziou, proteintiriou, hemolyzou, abnormalitami
pecene, trombocytopéniou, predCasnym pdérodom, no aj zdchvatmi a nevysvetliteInou
smrtou plodu (Alt et al., 2012; Sabaa et al., 2007). Jeho zvySené hladiny boli pozorované
aj u pacientov s ateroskler6ézou, diabetom mellitom typu 2, karcindomom pl'tc, rakovinou
prsnikov a prostaty, biliarnou atréziou, ochorenim spojenym s cystickou fibrozou,
aktivnou familidrnou hypercholesterolémiou a mnohymi d’alSimi ochoreniami (Alt et al.,
2012; Blaha et al., 2008). Vzhl'adom k tomu, Ze sa sEng podiela v rade procesov
a ochoreni, ktoré ovplyviiuji aj funkciu pecene, je mozné predpokladat’ jeho vplyv

na transport cholesterolu a zICovych kyselin v peceni. Preto bolo predmetom tejto
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diplomovej prace zistit’ ako posobi sEng na tok ZI¢e, koncentraciu cholesterolu v plazme

a peceni a transport cholesterolu a zICovych kyselin.

V experimente boli pouzité Sestmesacné transgénne samice mysSi s vysokou

hladinou 'udského sEng, kfmené tri mesiace Standardnou diétou.

Z vysledkov tejto diplomovej prace vyplyva, ze sEng neviedol k zmene
koncentracie cholesterolu v plazme ani v pe€eni ani ku zmene toku zl¢e. qRT-PCR
analyza neodhalila Ziadne zmeny v mRNA expresii transportnych proteinov
zodpovednych za transport cholesterolu - Sr-b1, Hmgcr, Abcg5, Abcgs, Acat2, Abch4,
ani zlcovych kyselin - Abcbll, Abcc2 v peCeni. Bola pozorovand znizend mRNA
expresia Cyp7al, génu kodujiceho enzym cholesterol 7o-hydroxylazu. Jedna sa
cholesterolu a syntézu Zlcovych kyselin. Tento systém je primarnou cestou premeny

cholesterolu (Pullinger et al., 2002).

Z1¢ové kyseliny st syntetizované dvoma cestami. Primarnou cestou, neutralnou,
cholesterol 70-hydroxyldza (CYP7Al) priamo konvertuje cholesterol na 7-
hydroxycholesterol. CYP7A1 je teda primarna cesta premeny, dolezity regulator

homeostazy cholesterolu a ZI¢ovych kyselin (Gélman et al., 2003).

V tomto experimente neboli pozorované ziadne funkéné zmeny pecene a preto je
mozné predpokladat’, Ze sEng nebude ovplyvilovat metabolizmus cholesterolu

a ZI€ovych kyselin.
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5. Zaver

Cielom tejto diplomovej prace bolo zistit'” vplyv solubilného endoglinu (sEng)
na transport cholesterolu a zIcovych kyselin v pe¢eni u mysich samic s vysokou hladinou

sEng.

Bola uskuto¢nena in vivo stadia pre analyzu toku Zlce. Koncentracia celkového
cholesterolu v plazme a peceni bola merana v laboratériu MUDr. Radomira HySplera,
Ph.D. z Ustavu klinickej biochémie a diagnostiky vo Fakultnej nemocnici v Hradci
Kralové. Metodou gqRT-PCR boli analyzované hladiny mRNA expresie vybranych génov
transportnych proteinov, ktoré st zodpovedné za transport a/alebo metabolizmus
cholesterolu a zl¢ovych kyselin v peceni. V experimente boli pouzité Sestmesacné
transgénne samice mys$i s vysokou hladinou T'udského sEng, kfmené tri mesiace

Standardnou diétou.

Uloha sEng stile nie je dostato¢ne znama. sEng je uvolneny zipalom alebo
poskodenim endotelu a jeho zvySend hladina bola zistend v rade ochoreni. Vysoké
plazmatické hladiny sEng st preukazané u pacientiek s preeklampsiou, pacientov
s ateroskler6zou, diabetom mellitom typu 2, karcindmom pltc, biliarnou atréziou
arakovinou prsnikov a prostaty. Jeho zvysené hladiny boli zistené aj u ochoreni
spojenych s cystickou fibrézou, aktivnou familiarnou hypercholesterolémiou a mnohymi
d’al§imi ochoreniami. V sucasnosti nie st dostupné dostacujuce informécie zamerané
na funkéné aspekty sEng v peceni. Molekularne mechanizmy pdsobenia sEng nie st
dostatocne vysvetlené a pochopenie tychto mechanizmov moZe priniest nové
terapeutické postupy pre ochorenia pecene. Vzhl'adom k tomu, Ze nie s objasnené data
s vplyvom sEng na transport cholesterolu a ZIcovych kyselin, bolo zdmerom tejto

diplomovej prace popisanie tohoto mechanizmu.

sEng neviedol ku zmene toku zl¢e ani ku zmene koncentracie cholesterolu
v plazme a v pecCeni. qRT-PCR analyza neodhalila Ziadne zmeny v mRNA expresii
transportnych proteinov zodpovednych za transport cholesterolu v peceni - Sr-b 1, Hmgcr,
Abcg5, Abcg8, Acat2, Abcb4. Ani mRNA expresia transportnych proteinov
zodpovednych za transport zI¢ovych kyselin , Abcb11 a Abcc2, nezaznamenala Ziadne
zmeny. Bola pozorovand znizend mRNA expresia Cyp7al, tzv. ,rate limiting™ enzymu

pre syntézu zlu¢ovych kyselin de novo z cholesterolu. I napriek tejto zmene, z funkéného
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hl'adiska sEng neovplyvnil tok ZIce. Z vysledkov tejto Studie vyplyva, ze sEng nevedie
k ziadnym funkénym zmenam na urovni metabolizmu a transportu cholesterolu
a zIcovych kyselin v peceni. Stcasne neboli pozorované ani vyznamné zmeny v mRNA
expresii hlavnych transportnych proteinov zodpovednych za transport cholesterolu

a zl¢ovych kyselin v peceni.

Z vysledkov tejto experimentalnej prace sa da predpokladat’, ze sEng nebude
ovplyvilovatt metabolizmus cholesterolu a Zlcovych kyselin vo vybranom

experimentalnom modeli.
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6. Zoznam pouzitych skratiek

ABC ,»ATP binding cassette*
Acat2 »Acetyl-CoA acetyltransferase 2

ALK1/5 »Activine receptor-like kinase 1/5%

ATP adenosintrifosfat

BCRP ,Breast cancer resistence protein*
BMP ,Bone morphogenetic protein*
BSEP ,,Bile salt export pump*

Cyp7al Cholesterol-7a-hydroxylaza
FXR ,Farnesoid X receptor

GLUT2 ,,Glukose transporter 2

GSH Glutation

HCV Virus hepatitidy C

HDL ,High density lipoprotein‘

HHT1 Hereditarna hemoragicka teleangiektaza typ 1

HMG-CoA 3-hydroxy-3-metylglutaryl koenzym A reduktiza

Hmgcr 3-hydroxy-3-metylglutaryl koenzym A reduktaza

HSC »Hepatic stellate cells*

LDL ,Low density lipoprotein‘

MATE »~multidrug and toxin extrusion exchanger*
MDR »Multidrug resistence protein®

MMP-14 | Matrix metalloproteinase 14
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MRP ,Multidrug resistence-associated proteins*

NTCP ,Na+-taurocholate cotransporting polypeptide*
OAT ,,Organic anion transporter

OATP ,Organic anion transporting polypeptide

OCT ,Organic cation transporter

OSTo/P ,Organic solute transporter o/

PDZ serin-serin-alanin sekvencia

P-gp P-glykoprotein

PPAR-a/d/y ,,Peroxisome proliferator-activated receptor o/6/y*

CYP Izoformy cytochromu P450

RXR »Retinoid X receptor

RT-PCR  ,Reverse transcriptase-polymerase chain reaction*
sEng Solubilny endoglin

SCAP »SREBP cleavage activating protein*

SLC ,.Solute carrier

SR-B1 »Scavenger receptor class B type 1%

SREBP »terol regulatory element-binding protein®
TGF-B ,, T ransforming growth factor B*, Transformujuci rastovy faktor 3
TNF-a ,,Jumor necrosis factor o

Poznamka

Skratky uvedenych transportnych proteinov a biotransformacnych enzymov su popisované
vel'kymi pismenami u l'udi a malymi pismenami u mysi.
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