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ABSTRAKT
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Konzultant: Mgr. Gabriela Svobodova

Nazev diplomové prace: Zmény v epigenetické regulaci v in vivo modelu NAFLD

Tato diplomova prace se zabyva nealkoholovou tukovou chorobou jater
(NAFLD), jedna se o skupinu jaternich onemocnéni s riznou mirou poskozeni jaterni
tkané, od prosté steatézy (NAFL) pres steatohepatitidu (NASH) po jaterni fibrozu
az cirh6zu. Diplomova prace se zaméfuje na popis patogeneze NAFLD a epigenetické
zmény s ni spojené. Cilem pFedkladané diplomové prace bylo zmapovat zmény
v epigenetické regulaci v in vivo mySich modelech NAFLD, ktera byla navozena dietou
s vysokym obsahem tuk(, fruktéozy a cholesterolu (FFC), aplikaci glutamatu
monosodného (MSG) nebo kombinaci téchto faktorli. Na mySich modelech byl také
zkouman vliv lé€by pomoci liraglutidu a peptidu LipR31. Pomoci kvantitativni PCR
(polymerazova fetézcova reakce) byly stanoveny zmény v jaterni expresi mRNA pro
enzymy regulujici epigenetické modifikace (histondeacetylazy, DNA-metyltransferazy,
histonacetyltransferazy) a v expresi mikroRNA (miR). Pro stanoveni exprese proteina
HDACS8 (histondeacetylaza 8) a HDAC3 (histondeacetylaza 3) byla pouzita metoda
imunoblot. Statisticky vyznamné zmény byly zaznamenany zejména mezi kontrolni
skupinou na standardni dieté (K STD) a skupinou MSG STD a to v expresi HDAC2,
HDAC3, HDAC5, Sirt2 a Ep300. Exprese HDAC5 byla snizena vlivem FFC diety
(u kontrolnich i MSG mysi) i podani MSG. FFC dieta zpuUsobila zvySeni exprese
miR-200a-3p a miR-200b-3p u kontrolnich i MSG mysSi. Vlivem podani liraglutidu i LiPR
klesla exprese miR-200a-3p u skupiny K FFC, zatimco u MSG STD mysi byla vlivem

podanych latek zvySena.
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Title of diploma thesis: Changes in epigenetic regulation in the in vivo model of NAFLD

This diploma thesis deals with non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), a group
of liver diseases with varying degrees of damage to liver tissue, from simple steatosis
(NAFL) to steatohepatitis (NASH), liver fibrosis and cirrhosis. The diploma thesis focuses
on the description of the pathogenesis of NAFLD and the epigenetic changes associated
with it. The aim of this thesis was to map the changes in epigenetic regulation in in vivo
mouse models of NAFLD, which was induced by a high fat, fructose, and cholesterol
(FFC) diet, the application of monosodium glutamate (MSG) or a combination of these
factors. The effect of treatment with liraglutide and the peptide LipR31 was also
investigated in mouse models. Changes in hepatic mMRNA expression for enzymes
regulating epigenetic modifications (histone deacetylase, DNA-methyltransferase,
histone acetyltransferase) and microRNA expression (miR) were determined using
quantitative PCR (polymerase chain reaction). The immunoblot method was used
to determinate the protein expression of HDACS8 (histone deacetylase 8) and HDAC3
(histone deacetylase 3). Statistically significant changes were observed in particular
between the control group on the standard diet (K STD) and the MSG STD group
in expression of HDAC2, HDAC3, HDACS, Sirt2 and Ep300. Expression of HDAC5 was
reduced by both FFC diet (control and MSG mice) and MSG administration. The FFC
diet caused an increase in expression of mIR-200a-3p and miR-200b-3p in control and
MSG mice. Due to both liraglutide and LiPR administration, expression of miR-200a-3p
was decreased in the K FFC group, while in MSG STD mice it was increased

by administered substances.
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1 Uvod

Nealkoholova tukova choroba jater (NAFLD) je nejCastéjSim jaternim
onemocnénim, jehoz incidence kazdym rokem narlsta. Vyskyt NAFLD je spjaty
s obezitou a metabolickym syndromem, obé tyto onemocnéni jsou v posledni dobé ¢asta
a jejich ¢etnost neustale nartsta a objevuje se i u mladSich ro¢nika.

Hlavni léCebny postup NAFLD je zaméfen na zménu zivotniho stylu, redukci
hmotnosti, Upravu diety a zvySeni fyzické aktivity. V praxi se bohuzel velké ¢asti pacientu
nepodafi dostateCné zménit svUj zivotni styl, nebo se jim nedafi ho dlouhodobé udrzet.
Zatim neexistuje zadny lécivy pfipravek urCeny k 1éEb& NAFLD. Farmakologicka lé¢ba
téchto pacientll se zaméfuje na ostatni onemocnéni, ktera jsou s NAFLD spojena. Jedna
se pfedevsim o onemocnéni spojena s metabolickym syndromem, jako jsou napfiklad,
dyslipidemie, hypercholesterolemie, hypertenze, ateroskleréza, inzulinova rezistence a
diabetes mellitus 2. typu (T2DM). Pro vyzkum novych [éCiv pro NAFLD je kliCové
porozumét, jakymi mechanismy dochazi ke vzniku a progresi NAFLD.

Pfesny mechanismus vzniku a progrese NAFLD zatim neni znam. Vi se, Ze tyto
mechanismy jsou multifaktorialni a patfi mezi né vysokokaloricka dieta, inzulinova
rezistence, oxidacni stres, zanétlivé procesy, geneticka zatéz i epigenetické zmény. Tyto
mechanismy jsou spojeny s dysregulaci jaterniho metabolismu. Jednim zplUsobem
regulace metabolismu jsou epigenetické mechanismy, mezi které patfi napfiklad
modifikace histonl, modifikace DNA a mikroRNA. Vznik a progrese NAFLD jsou spojeny
s epigenetickymi zménami. Poznatky o téchto zménach by Slo v budoucnu vyuzit pro

diagnostiku, prognézu nebo lécbu NAFLD.



2 Teoreticka cast
2.1 Nealkoholova tukova choroba jater

Nealkoholova tukova choroba jater (non-alcoholic fatty liver disease, NAFLD), dle
souc¢asné nomenklatury oznacovana jako metabolic dysfunction-associated steatotic
liver disease (MASLD)(Rinella et al., 2023) je termin zahrnujici spektrum patologickych
stavi, které jsou charakterizovany nadmérnym ukladanim lipidG, prevazné
triacylglyceroli (TAG) v hepatocytech u osob, které vyznamné nekonzumuiji alkohol
(do 20 g/den). NAFLD zahrnuje Sirokou $kalu jaternich onemocnéni s riznou mirou
posSkozeni jater od prosté steatdzy (NAFL), pfes steatohepatitidu (NASH), fibrotizaci
jater, az po cirhdézu ¢i hepatocelularni karcinom (HCC) (Briha, 2019; Rodriguez-
Sanabria et al., 2022). Presto, Zze se NAFL povazuje za benigni onemocnéni, ve 20 az
30 % pfipadd progreduje do NASH, pfi které uz dochazi k zanétlivym zménam
a poskozeni hepatocytu, v tomto stadiu se mize vyskytovat i fibrotizace jater (Ucar et al.,
2013). NASH v 15-20 % pfipadl vede k jaterni cirh6ze, ktera mize vyustit az v selhani
jater (Tilg, 2010). U malého procenta pacientt muaze dojit i ke vzniku HCC

(Rodriguez-Sanabria et al., 2022). Patogeneze NAFLD je uvedena v Obrazku 1.
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Obrazek 1 Stadia NAFLD (pfevzato z Chen et al., 2020)

Onemocnéni je povazovano za jaterni manifestaci metabolického syndromu
(Briha, 2019; Rodriguez-Sanabria et al., 2022). U pacientd s metabolickym syndromem
se velmi Casto vyskytuje inzulinova rezistence, T2DM, obezita, kumulace visceralniho
a ektopického tuku, dyslipidemie, hypercholesterolemie a/nebo hypertenze (Hulek
& Dresslerova, 2015). Jatra maiji snizenou schopnost oxidovat lipidy, coz pfispiva k jejich
dalsi akumulaci v hepatocytech. Dale dochazi k aktivaci prozanétlivych procesu
a zvySenému oxidacnimu stresu (Rodriguez-Sanabria et al., 2022). Genetické
predispozice a epigenetické zmény hraji u tohoto onemocnéni také velkou roli (Ucar
et al., 2013).



2.1.1 Epidemiologie

Jedna se o nejastéjsi chronické onemocnéni jater u dospélych i déti, kterym trpi
20 az 30 % dospélé populace v zapadnich zemich a jeho incidence kazdoro¢né stoupa
(Rodriguez-Sanabria et al., 2022; Sweeny & Lee, 2021). Onemocnéni se Castgji
vyskytuje u muzl nez u Zen, prevalence u muzu v zapadni populaci se odhaduje zhruba
na 30-40 %, kdeZto u Zen se pohybuje mezi 15 a 20 % (Byrne & Targher, 2015). Vyskyt
NAFLD stoupa s vékem, nejvyssi prevalence je ve vékove skupiné od 50 do 60 let, v této
vékové skupiné se incidence pohybuje mezi 32,8 % a 50,1 %, ve vySSich vékovych
skupinach incidence pozvolné klesa. U Zen po menopauze se incidence vyrazné zvysi
a je srovnatelna sincidenci u muzG (Perumpail et al, 2017; Pitisuttithum
& Treeprasertsuk, 2022). Prevalence NAFLD se u déti pohybuje okolo 7,6 %
v zapadnich zemich. Détsti pacienti s NAFLD maiji vétSi Sanci na vyskyt dalSich
komorbidit spojenych s metabolickym syndromem béhem svého Zivota nez dospéli
(Powell et al., 2021).

Cetnost tohoto onemocnéni se na riiznych kontinentech li$i. Nejvyssi prevalence
pfipada na Blizky vychod (32 %) a Jizni Ameriku (31 %), o néco mensi je v Asii (27 %),
Spojenych statech americkych (24 %) a Evropé (23 %), nejmensi je v Africe (13 %)
(Younossi et al., 2018). Prevalence se taky liSi u rdznych populaci, nejvyssi je
u hispanské populace, mensi u béloSské a asijské, nejnizsi je u ¢ernoSské populace.
V zapadnich zemich se incidence NAFLD pohybuje kolem 28 na 1000 obyvatel za rok
(Briha, 2019). Prevalence NASH v zapadnich zemi se pohybuje v rozpéti 2-5 %.

Celosvétoveé se prevalence NAFLD zvySuje, napfiklad v Asii byla prevalence od
roku 1999 do roku 2005 25,28 %, mezi lety 2012 a 2017 vzrostla na 33,9 %. Odhaduje
se, ze v roce 2040 by mohla celosvétova prevalence NAFLD vzrist az na 55,7 %. U vice
nez 80 % pacientu s tézkou obezitou se vyskytuje NAFLD, 75 % pacientll s T2DM také
trpi NAFLD (Le et al., 2022). Nicméné se NAFLD muze vyskytnout i u jedincu, ktefi maji
normalni BMI a nemaji T2DM, ale vyskytuje se u nich abdominalni obezita nebo jiné

metabolické onemocnéni (Powell et al., 2021).

2.1.2 Patogeneze

Pocatecnim faktorem vedoucim ke vzniku NAFLD je prosta jaterni steatéza, coz
je stav, kdy dojde k hromadéni lipid u vice nez 5 % hepatocytt (Hulek & Dresslerova,
2015). Vznik NAFL podporuje zvySena jaterni lipogeneze, zvySena lipolyza tukové tkané
a dieta s vysokym obsahem tukl. Mechanismy vedouci k progresi NAFL do NASH jsou

multifaktorialni, mezi hlavni faktory progrese patfi obezita a inzulinova rezistence.



Dal$imi dalezitymi faktory jsou lipotoxicita, oxidaéni stres, prozanétlivé cytokiny, stfevni
dysmikrobie, genetické a epigenetické faktory (Fu et al., 2021). VSechny tyto faktory
pFispivaji a urychluji rozvoj jaterniho poskozeni (Hllek & Dresslerova, 2015). Progrese
onemocnéni z NAFL do NASH trva nékolik let, primérna doba se odhaduje na 7,7 let

(Fu et al., 2021). Faktory podilejici se na patogenezi NAFLD jsou shrnuty v Obrazku 2.
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Obrazek 2 Faktory ovlivriujici vznik a progresi NAFLD (pfevzato z Kovalic et al., 2018)

U pacientl s NAFLD se Casto vyskytuji rizné komorbidity spojené s metabolickym
syndromem. Mortalita pacientd s NAFLD je oproti zdravé populaci vy$si o 57 % (Byrne
& Targher, 2015). Pacienti s NAFLD nej¢asté&ji umiraji na komplikace spojené s jaternim
selhanim a kardiovaskularnim systémem (Papatheodoridi & Cholongitas, 2019). Pfi
progresi prosté jaterni steatézy do NASH se zvySuje mortalita na jaterni komplikace 5x
az 10x (Byrne & Targher, 2015).

2.1.2.1 Inzulinova rezistence
Inzulinova rezistence je pfitomna témeér u vSech pacientd s NAFLD. U téchto
pacientd ma inzulin snizenou schopnost potlacit jaterni glukoneogenezi (Utzschneider &

Kahn, 2006). Jednim z mechanismu progrese NAFL do NASH je vliv inzulinové
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rezistence na de novo lipogenezi v hepatocytech. Inzulinova rezistence aktivuje
transkripcni faktor SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein 1c), ktery
podporuje de novo lipogenezi v hepatocytech (Guo et al.,, 2022). Pfi nadmérné
lipogenezi se hromadi lipidy a jejich meziprodukty a dochaz k lipotoxicité, coz mlze vést
k poskozeni az odumfeni hepatocytu. Dochazi k uvolnéni zanétlivych cytokind, které
vyvolaji migraci Kupfferovych a Itovych bunék, které zanétlivou reakci v jatrech podpofi
a usnadni progresi onemocnéni do NASH (Fu et al., 2021). Inzulinova rezistence také
ovliviiuje funkci adipocyta tim, Ze snizi jejich schopnost inhibovat lipolyzu, ¢imz se zvySi
hladina volnych mastnych kyselin v krvi, ty jsou ukladany v jatrech ve formé TAG.
V adipocytech také dochazi ke zméné v sekreci adipokinl a zvySené tvorbé

prozanétlivych cytokinl (Buzzetti et al., 2016).

2.1.2.2 Oxidaéni stres a antioxidacni systém

Oxidacni stres nastava pfi nerovnovaze mezi vznikem reaktivnich forem kysliku
(ROS) a/nebo reaktivnich forem dusiku (RNS) a jejich odstranovanim pomoci
antioxida¢niho systému. V bunce je oxidacni stres nej¢astéji zplsoben ROS, méné
Casto i RNS &i reaktivnimi formami siry nebo chléru. ROS a RNS délime na neradikalové
slouceniny a volné radikaly. Volny radikal je molekula, ktera obsahuje jeden nebo vice
neparovych elektrond, také se vyznacuje vysokou reaktivitou a nizkou stabilitou (Delli
Bovi et al., 2021). Hlavnim zdrojem volnych radikalt je molekularni kyslik, ktery velmi
snadno pfijima elektrony. Nejbé&znéjSimi volnymi radikaly v bufice jsou hydroxylovy
radikal (*OH), superoxid anion radikal (O2>™) a oxid dusnaty (NO). Tyto volné radikaly
jsou produktem intracelularniho metabolismu endogennich i exogennich latek. Hlavnim
endogennim zdrojem ROS jsou mitochondrie, peroxisomy a endoplazmatické retikulum.
Superoxid anion radikal je vysledkem enzymatickych reakci katalyzovanych napfiklad
cytochromy P450 nebo xantinoxidazou (Ucar et al., 2013). Volné radikaly svoji
reaktivitou poskozuji fadu biomolekul v€etné polynenasycenych mastnych kyselin
v fosfolipidech biomembran, proteini a DNA (Delli et al., 2021).

Odhaduje se, Zze zvySena mira oxidacniho stresu usnadfiuje progresi NAFL
do NASH tim, Ze pfispiva k zanétlivym reakcim a fibrotizaci jater. Mitochondrialni
dysfunkce hraje velkou roli pfi vzniku a progresi NAFLD tim, Ze pfispiva k tvorbé ROS.
Kumulace mastnych kyselin v hepatocytech vede k jejich zvySené [-oxidaci
v mitochondriich, tim se zvySuje tok elektrond v elektronovém transportni fetézci,
zvySuje se tak Sance na unik elektronu a vznik ROS (Ezhilarasan & Lakshmi, 2022).
Vysledkem mitochondrialni dysfunkce u hepatocytu je tedy zvySena produkce ROS,
ta ma za nasledek oxidativni poSkozeni membranovych proteind a lipidl a posSkozeni

mitochondrialni DNA (mtDNA). Mitochondrie poSkozené oxidaénim stresem byvaiji
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zvétSené, ztraci kristy a v jejich matrix se nachazeji krystalové inkluze. Tyto zmény
naruSuji funkci mitochondrie a snizuji jeji schopnost tvofit adenosintrifosfat (ATP).
Postupné dochazi k zanétu a pozdéji i nekréze hepatocytu, dochazi k aktivaci dalSich
prozanétlivych drah (Buzzetti et al., 2016; Ucar et al., 2013).

Existuje spojeni oxida¢niho stresu se stresem endoplazmatického retikula
a progresi NAFLD. Stres endoplazmatického retikula (ER) je zplisoben hromadénim
proteind s patologickou konformaci uvniti ER, tyto proteiny nepini svou fyziologickou
funkci. Pro spravnou konformaci proteinu je kli¢ova tvorba disulfidickych mustkl. Proces
skladani proteinl je vysoce citlivy proces, ktery muze byt narusen zménou redoxni
homeostazy, zanétem, nedostatkem energie, zvySenymi naroky na translaci mRNA
nebo vy€erpanim vapenatych iontd. Za normalnich podminek se v ER nachazi malé
mnozstvi proteini s patologickou konformaci, jejich poCet se pfi naruseni homeostazy
uvnitf ER zvySuje, cozZ vede ke stresu ER. Reakci na stres ER je UPR (unfolded protein
response), tento obranny mechanismus zpusobi degradaci proteinl s patologickou
konformaci, zvySeni exprese genll pro chaperony a zpomaleni translace mRNA. P¥i
selhani téchto mechanismu a pfi dlouhotrvajicim stresu ER nastava apoptéza buriky
(Chong et al., 2017). UPR byva &asto aktivovano v jatrech pacientd s NAFLD a NASH
(Ashraf & Sheikh, 2015). Redoxni homeostaze je uvnitf ER udrzovana pomoci
glutationu, ten se v ER nachazi v redukované a oxidované formé ve stejném poméru.
Naruseni tohoto poméru vede ke zvySené tvorbé proteind s patologickou konformaci
a zvySeni produkce ROS. Disulfidické mustky proteinu s patologickou konformaci, ty
jsou opakované rozpojovany a spojovany ve snaze obnovit jeho spravnou konformaci,
béhem tohoto procesu vznikaji dalSi ROS, coz vede k vyCerpani glutationu (Ashraf
& Sheikh, 2015).

Mastné kyseliny s dlouhym Fetézcem jsou oxidovany v peroxisomech za vzniku
peroxidu vodiku, ktery podléha pfeméné na *OH (Ucar et al., 2013). Timto procesem se
dale prohlubuje mitochondrialni dysfunkce a dochazi k poruseni homeostazy
metabolismu lipidd v hepatocytech (Ucar et al.,, 2013). KdalSimu poSkozeni jater
dochazi peroxidaci lipidd. Ktomu dochazi, kdyz volné radikaly reaguji
s polynenasycenymi mastnymi kyselinami, ¢&imz vznikaji reaktivni aldehydy
malondialdehyd (MDA) a 4-hydroxynonenal (4-HNE) (Ucar et al., 2013). Peroxidaci
podléhaji i lipoproteiny, zejména lipoprotein o nizké hustoté (LDL) ma potencial aktivovat
Kupfferovy a ltovy bunky, &imz se podpofi zanét i fibrotizace tkané (Buzzetti et al., 2016).

Oxidacni stres také spousti reakci bunék imunitniho systému. Produkty
peroxidace lipidd jsou Toll-like receptory (TLR) rozeznavany jako DAMP
(damage-associated molecular pattern) (Sutti & Albano, 2020). Produkty peroxidace

lipidu také tvofi s ostatnimi makromolekulami antigeny, ty jsou oznacovany jako OSE
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(oxidative stress-derived epitopes). OSE jsou rozeznany burikami imunitniho systému
a proti témto antigenim jsou vytvareny protilatky spole¢né s tvorbou prozanétlivych
cytokinll. To vS8e podporuje zanét v jatrech a zvySuje infiltraci jater dalSimi burikami
imunitniho systému. V jatrech 60 % pacienttd s NASH byly pozorovany agregaty tvofené
z B-lymfocytl a T-lymfocytl. Velikost a ¢etnost téchto agregatli korelovala se stupném
zanétu a fibrozy. Protilatky proti OSE byly pfitomny u 40 % dospélych s NAFLD a NASH
(Sutti & Albano, 2020).

U NASH dochazi nejen ke zvy3eni oxidacniho stresu, ale také ke sniZeni hladin
antioxidantl, coz ucinky oxida¢niho stresu prohlubuje. U pacientd s NASH bylo
pozorovano snizeni antioxida¢nich enzym(, konkrétné glutationperoxidazy, katalazy
a superoxiddismutazy (Ezhilarasan & Lakshmi, 2022). Koncentrace jinych antioxidant(
byla v plazmé pacientli s NAFLD také vyrazné snizena, jednalo se o glutation, B-karoten,

a-tokoferol, lutein, zeaxantin a lykopen (Ashraf & Sheikh, 2015).

2.1.2.3 Prozanétlivé cytokiny a adipocytokiny

ZvySena tvorba prozanétlivych cytokinu je spfazena s metabolickym syndromem,
jedna se o stav, pfi kterém tukova tkan produkuje zvySené mnozstvi mediatori zanétu.
Dlouhodoby zanét hepatocytl vede k jejich postupnému odumirani, fibréze az cirhéze.
Na tvorbé zanétu se podili napfiklad interleukin 6 (IL-6) a tumor-nekrotizujici faktor a
(TNFa). Ke zménam dochazi i v produkci cytokinl, které jsou specifické pro tukovou
tkan, tzv. adipocytokiny, mezi které patfi adiponektin, leptin, rezistin, RBP4 (retinol
binding protein) a PBEF (pre-B-cell colony enhancing factor). Adiponektin je nejb&znéjsi
inzulinovou rezistenci je hladina adiponektinu v séru sniZzena. A u pacientl s NASH
hladina adiponektinu v séru negativné koreluje se stupném zanétu a fibrézy (Moschen
et al.,, 2009). Adiponektin potlaCuje zanétlivé procesy tim, Ze indukuje protizanétlivy
interleukin 10 (IL-10) a antagonistu receptoru pro interleukin 1 (IL-1), také inhibuje TNFa
(Tilg, 2010).

2.1.2.4 Stfevni dysmikrobie

NAFLD a obezita jsou spojovany s naruSenim integrity stfevni bariéry,
dysmikrobii a zanétlivymi procesy ve stfevech (Buzzetti et al., 2016). Pfedpoklada se,
ze zmeény ve stfevni mikrofléfe jsou u pacientll s obezitou a NAFLD zpusobeny
nadmérnou konzumaci potravin s vysokym obsahem tuk( a sacharid(i, predevSim
fruktdézy. Stfevni dysmikrobie pfispiva ke vzniku NAFLD prostfednictvim mnoha
mechanisml. Nevhodna skladba stfevni mikrofléry podporuje fermentaci sacharidi na

mastné kyseliny s kratkymi fetézci (2-6 uhlik(), tim stimuluje syntézu TAG v jatrech
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(Kirpich et al.,, 2015). Stfevni dysmikrobie zasahuje do energetické homeostazy,
naruSuje metabolismus cholinu, moduluje endokanabinoidni systém a ovliviiuje
homeostazu zluGovych kyselin (Cani, 2012; Swann et al., 2011). Stfevni mikrofléra maze
také pfispivat k jaterni fibroze prostifednictvim stimulace profibrotickych drah zavislych
na TLR-9 v jaternich Kupfferovych bunkach (Kirpich et al., 2015). U pacientd s NAFLD
a NASH je zvySena prevalence syndromu bakterialniho preristani tenkého stieva
(Kirpich et al., 2015; Wigg et al., 2001).

Sténa gramnegativnich bakterii obsahuje lipopolysacharid, ten je po jejich zaniku
uvolnén do okoli. Pfi naruSeni stfevni bariéry a vysokotu¢né dieté se zvySuje propustnost
stfevni bariéry a usnadfiuje se absorpce lipopolysacharidu do krevniho Fecisté, kde
aktivuje produkci prozanétlivych cytokinG, ty mohou aktivovat jaterni makrofagy
a pfispivat tak k zanétu hepatocytl. Lipopolysacharid dokaze stimulovat i syntézu
endokanabinoid a ovlivnit tak adipogenezi v adipocytech, také snizuje sekreci
adiponektinu (Cani, 2012; Kirpich et al., 2015).

2.1.2.5 Genetické predispozice

Existuje souvislost mezi NAFLD a dédi¢nosti. Odhaduje se, ze genetické faktory
ovliviuji vznik NAFLD z 20-70 % (Powell et al., 2021). Vyskyt variant genu, které se
podileji na regulaci jaterniho metabolismu lipidd, se mohou podilet na vzniku NAFLD,
usnadnovat progresi onemocnéni nebo zvySovat vyskyt komplikaci. Pfitomnost varianty
ale neznamena, Zze se u pacienta NAFLD vyskytne, dulezité jsou i ostatni faktory
(Vachher et al., 2022). Varianta 1148M genu PNPLA3 (patatin like phospholipase
domain-containing protein 3) ovliviiuje tvorbu lipidovych kapének v hepatocytech, a tim
zvySuje jejich nositelim Sanci na vyskyt prosté steatézy, NASH, jaterni fiborézy a HCC
a urychluje progresi téchto onemocnéni. Varianta neovliviuje inzulinovou rezistenci.
Tato varianta se velmi Casto vyskytuje u hispanské populace, jejim nositelem je 49 %
populace, méné Casto je zastoupena v evropské populaci a to u 23 % (Basu, 2019).
Varianta rs58542926 C>T v genu TM6SF2 E167K vede ke snizené tvorbé lipoproteinu
o velmi nizké hustoté (VLDL), to vede k hromadéni TAG v jatrech. V evropské populaci
je tato varianta zastoupena v 7 % (Krawczyk et al., 2020). U pacientd s touto variantou
je zvySena Sance pro vznik NAFLD, NASH a jaterni fibrozy. Pacienti s touto variantou
maji v séru snizené hladiny TAG a celkového cholesterolu, dochazi tak u nich ke sniZzené
tvorbé aterosklerotickych platd a ateroskler6za se u nich vyskytuje v mensi mife
(Dongiovanni et al., 2015). S NAFLD jsou spojovany i varianty v genech pro
glukokinazovy regulacni protein (GCKR), LYPLAL1 (lysophospholipase-like 1)
a PPP1R3B (Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3B). Pfitomnost téchto variant
zvysuje riziko vzniku NAFLD, NASH a jaterni fibrézy (Krawczyk et al., 2020; Vachher
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etal., 2022). Naopak varianta rs72613567:TA v genu
17B-hydroxysteroiddehydrogenaza 13 (HSD17B13) potlacuje vznik NASH, HCC, jaterni
fibrézy a cirhdzy (Vachher et al., 2022). Pacienti s touto variantou maji také snizené
riziko vzniku alkoholického tukového onemocnéni jater (AFLD) a snizené hladiny
alaninaminotransferazy (ALT) a aspartataminotransferazy (AST). U homozygotu s touto
variantou genu je riziko vzniku NAFLD niZ3i 0 30 % a u heterozygotut o 17 % oproti bézné
populaci. Tato varianta HSD17B13 také snizuje riziko vzniku jaterni cirhdzy o 49 %
u homozygotll a o 26 % u heterozygotl. Varianta ale nema vliv na vyskyt NAFL
(Abul-Husn et al., 2018).

2.1.3 Diagnostika

Pro diagnézu NAFLD je nutné vyloudit jiné pfi¢iny vzniku jaterniho poskozeni,
predevS§im nadmérnou konzumaci alkoholu, chronickou virovou hepatitidu B a C,
polékové poskozeni, autoimunitni hepatitidu, Wilsonovu chorobu, hemochromatézu
nebo porfyrie. U pacienta musi byt pfitomna akumulace lipidl u vice nez 5 % hepatocytu,
tu Ize prokazat pomoci jaterni biopsie nebo zobrazovacimi metodami. VétSina pacientu
s NAFLD nepocituje v pocateéni fazi onemocnéni zadné symptomy. Po progresi
onemocnéni do NASH pocituje malé mnozstvi pacientd unavu, slabost, pocit plnosti
nebo tlak v pravém podzebfi, tyto symptomy jsou &asto zplsobeny hepatomegalii
a zanétlivymi procesy (Dumitrascu & Neuman, 2018). Ve fazi jaterni cirhézy se mohou
vyskytnou zavazné pfiznaky, jako jsou napfiklad ikterus, otoky nohou, ascites, zvySena
krvacivost, hepatosplenomegalie, Unava, nechutenstvi a ztrata hmotnosti. Protoze
NAFLD nema v poc¢atecni fazi zadné pfiznaky nebo jen ty nespecifické, trva fadu let, nez
je pacientovi NAFLD diagnostikovana. K diagnoze Casnych stadii NAFLD dochazi

nejCastéji nahodné pfi vySetfeni provadéném z jiného davodu (Powell et al., 2021).

2.1.3.1 Laboratorni testy

Typickym laboratornim nalezem u pacientd s NAFLD jsou zvySené hladiny
jaternich enzymu. VSichni pacienti se zvySenymi jaternimi enzymy by se méli vysetfit pro
NAFLD, jedna se totiz o nej¢astéjsi pfi€inu zvySeni jaternich enzymu ve vyspélych
zemich (Papatheodoridi & Cholongitas, 2019). U pacientd byva také zvySena hladina
TAG a snizena hladina lipoproteinu s vysokou hustotou (HDL). Zakladnim markerem
jaterniho poskozeni jsou zvy8ené hladiny ALT a AST. Pomér AST a ALT menSi nez 1 je
pritomen u NAFL a NASH. Na zakladé poméru ALT a AST nelze od sebe odlisit NAFL
a NASH. Pomér vétsi nez 1 znaci vyraznou jaterni fibrézu az cirhézu (Basaranoglu

& Neuschwander-Tetri, 2006). Pacienti  také  mivaji zvySené  hladiny



y-glutamyltransferazy (GGT) nékdy i 10x oproti normalni hladiné (Hovorkova & Dvofak,
2018).

U pacientt s NASH dochazi k zanétlivym procestum, hladiny zanétlivych cytokina
u nich byvaji zvySené. Vyznamné byvaji zvy$ené hladiny IL-6 a IL-8 (Papatheodoridi
& Cholongitas, 2019). Pacienti s NASH naopak mivaji snizenou hladinu adiponektinu,
coz je protizanétlivy adipocytokin, u pacientl s NAFL ke snizeni adiponektinu nedochazi
(Dumitrascu & Neuman, 2018). S NASH byvaji spojené zvySené hladiny markerd
zanétu, jako je napfiklad feritin a C-reaktivni protein (CRP) (Papatheodoridi
& Cholongitas, 2019).

Vhodnym skérovacim testem pro diagnostiku NAFLD je Fatty liver index, ktery
zohledriuje BMI, obvod pasu, sérové TAG a GGT.

Slibnym markerem pro diagnostiku a uréeni zavaznosti NASH je cytokeratin 18
(CK-18), jedna se o marker aktivace hepatocytarni kaspazy-3. Specificita CK-18
se pohybuje mezi 77-82 %, ale senzitivita mezi 66-75 %, coZ je pro screening
nedostacujici, a proto se CK-18 zatim pouziva jako marker jenom v ramci vyzkumu
(Papatheodoridi & Cholongitas, 2019).

2.1.3.2 Jaterni biopsie

Zlatym standardem pro diagnézu NAFLD je provedeni jaterni biopsie. Pomoci
biopsie Ize také urcit zavaznost, rozsah jaterniho poSkozeni a prognézu. U jaterni tkané
se hodnoti stupen steatdzy, rozsah zanétlivych zmén, stupen fibrézy, pfitomnost
balénovych hepatocytu a lobularniho zanétu. Podle procenta hepatocytl, ve kterych jsou
akumulovany lipidy, Ize rozdélit steatézu na lehkou s 5-33 %, stfedni s 33-66 % a téZkou
nad 66 % (Basaranoglu & Neuschwander-Tetri, 2006). NejpouzivangjSimi skorovacimi
systémy jsou NAS (NAFLD activity score) a SAF (steatosis-activity-fibrosis). Hodnoceni
skorovacim systémem NAS je zaméfené na stupen steatdézy, pfitomnost a pocet
balénovych hepatocytd a miru lobularniho zanétu. Na zakladé hodnoceni se pfifadi
skore, kdyz je menSi nez 5, jedna se o NAFL, skére nad 5 znaCi NASH. Skérovaci
systém SAF také zohledruje stupen steatézy oddélené od hodnoceni lobularniho zanétu
a balénovych hepatocytd. Na rozdil od NAS hodnoti i stupen fibrozy (Dumitrascu
& Neuman, 2018).

Hlavni limitaci jaterni biopsie je fakt, Ze |Ize odebrat pouze malou ¢ast tkané, ktera
nemusi byt reprezentativni a nemusi tedy odrazet celkovy stav jater. Také se jedna
o invazivni zakrok, ktery s sebou nese urcita rizika. Pacienti Casto po zakroku pocituji
bolest, ktera mlze byt i vyrazna, také muze dojit k infekci nebo i k zavaznému krvaceni,
v 0,3 % mulze dokonce dojit i ke smrti. Proto je dllezité zvazit pfinos jaterni biopsie

v porovnani s neinvazivnimi metodami (Fazel et al., 2016).
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2.1.3.3 Zobrazovaci metody

Zobrazovaci metody jsou vhodnym nastrojem pro pacienty, ktefi nemohou
Ci nechtéji podstoupit biopsii. Ultrazvuk je diky své dostupnosti a nizké cené
nejpouzivanéjsi zobrazovaci metodou (Dumitrascu & Neuman, 2018). U pacientu
s NAFLD Ize pomoci ultrazvuku pozorovat hepatomegalii a steatézu. Zhruba u 75 %
pacienttd s NAFLD je pfitomna hepatomegalie. Tukova tkan ma oproti jaterni tkani vétsi
echogenitu, steatézu lze pomoci ultrazvuku detekovat pouze, kdyZz vice nez 20 %
hepatocytd obsahuje lipidy. Ultrazvukem nelze rozliSit prostou steatézu od NASH
a rtzného stupné fibrotizace jater. Pro urCeni stupné fibrozy je vhodnéjSi pouzivat
ultrazvukovou elastografii, ktera méfi elastické vlastnosti tkané, ty byvaji u fibrotické
tkané snizené (Li et al., 2018).

Pro detekci NAFLD je specifi¢téjSi vypocetni tomografie (CT), ktera hodnoti
mnozstvi lipidG v hepatocytech. CT je citlivéjSi zobrazovaci metodou pro detekci stfedni
a pokrocilé steatézy, jaterni fibrézy a cirhdzy. Pro detekci lehké steatdzy je klasicka CT
méné citliva. Pro kvantifikaci lehké steatézy je vhodné pouzit CT s dualnim zafenim.
Pomoci CT nelze rozlisit, jestli jsou v hepatocytech ulozeny lipidy, zelezo, méd, glykogen
nebo amiodaron (Li et al., 2018).

Magneticka rezonance (MRI) je povaZovana za zobrazovaci metodu s nejvysSsi
specifitou a senzitivitou pro kvalitativni i kvantitativni hodnoceni jaterni steatézy.
Pro hodnoceni steatézy je nejvhodné&jsi pouzit MRI spektroskopii, pomoci ni je urCeni
stupné steatézy srovnatelné s jaterni biopsii (Braha, 2019). Magneticka rezonanc&ni
elastografie (MRE) je vhodna pro ur€eni stupné fibrotizace jater. Dokaze s vysokou
spolehlivosti rozliSit zavaznou jaterni fibrozu od jaterni cirhdzy. V sou€asné dobé vSak

neexistuje zobrazovaci metoda, pomoci které Ize diagnostikovat NASH (Li et al., 2018).

2.1.4 Lécba

Lécba NAFLD je zaméfena na zménu Zivotniho stylu, snizeni hmotnosti, upravu
diety a zvySeni fyzické aktivity. PFi redukci hmotnosti o 7-10 % dochazi u pacientd béhem
jednoho roku k vyraznému snizZeni stupné jaterni fibrézy. Pro sniZzeni stupné steat6zy
staci snizit hmotnost o 3-4 % (Nassir, 2022). Problémem zuUstava fakt, ze se vice nez
poloviné pacientl nepodafi dlouhodobé snizit hmotnost o vice nez 7 %. Pfi zvySeni
fyzické aktivity u obéznich pacientll s NAFLD doslo béhem 3 mésicu ke snizeni steatozy
0 9,5 % a snizeni fibrozy o 6,8 %, pfestoze nedoslo k vyraznému snizeni hmotnosti.
U pacientl dale doSlo k redukci mnozstvi tukové tkané a narustu svalové tkané

a ke snizeni marker( zanétu a oxida¢niho stresu (Oh et al., 2021). Pro morbidné obézni
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pacienty, kterym se nedafi dodrzovat zménu zivotniho stylu, je vhodna bariatricka
operace (Nassir, 2022). UZ po 1 roce po bariatrické operaci doslo u 85 % pacientl
k vymizeni NASH. U pacient(l také doSlo ke snizeni BMI, ALT a GGT. V priiméru doSlo
ke sniZzeni mnozstvi lipidd v hepatocytech z 60 % na 10 %. Ke snizeni zanétu doSlo
v 67,1 %, ke snizeni balénovych hepatocytl v 84,2 % a ke snizeni fibrézy ve 33,8 %
pfipadl (Lassailly et al., 2015). Zakrok ma ale Fadu komplikaci, a proto neni vhodny jako

léCebny postup prvni volby (Nassir, 2022).

2.1.4.1 Transplantace jater

Poskozeni jater spojené s NAFLD je tfeti nejCastéjsi indikaci pro transplantaci
jater. Transplantace jater byva posledni moznosti IéCby pro pacienty s pokrocilou jaterni
cirhdzou nebo HCC, kde ostatni metody Ié€€by jiz selhaly (Terrault et al., 2023). Samotna
diagnéza jaterni cirhézy & HCC nestaéi pro zarazeni pacienta na Cekaci listinu pro
transplantaci jater. Pro indikaci transplantace jater se u pacienta s cirdzou musi
vyskytnout komplikace spojené s jaternim selhavanim, jako jsou napfiklad ascites,
jaterni encefalopatie, stav po krvaceni z jicnovych varix(li nebo hepatorenalni syndrom.
Musi byt spinén i pfedpoklad, Ze transplantace prodlouzi pacientovi Zivot a zvysi jeho
kvalitu zivota. U pacientd s HCC je transplantace mozna pouze v pocatecni fazi
onemocnéni, pfitomnost mimojaternich metastazi je totiz kontraindikaci

pro transplantaci (Graziadei et al., 2016).

2.1.4.2 Farmakologicka lécba

Zatim neexistuje zadny lék urceny pfimo pro lé€bu NAFLD. V soucasnosti se
farmakologicky IéCi pouze jednotlivé komponenty metabolického syndromu - T2DM,
hypertenze a dyslipidemie (Bruha, 2019). Pacienty s NAFLD a T2DM je vhodné Iécit
peroralnimi antidiabetiky, jejichZ u€inkem je i redukce hmotnosti, mezi takova IéCiva patfi
napfiklad glifloziny a agonisté peptidu podobného glukagonu 1 (GLP1) (Dvorak & Smid,
2022).

Pacienti s dyslipidémii maji dvakrat vysSi riziko umrti na kardiovaskularni
komplikace, ty jsou nej¢astéjsi pfi€inou umrti u pacientd s NAFLD. Vhodnym Iékem pro
léEbu dyslipidemie u pacientll s NAFLD jsou statiny, ty maji kromé hypolipidemického
uginku i protizanétlivé, antioxidaéni a antifibrotické uginky (Dvorak & Smid, 2022).
Lécba statiny snizuje u pacientd s NAFLD riziko vzniku jaterni fibrézy. Statiny snizuji
riziko vzniku NAFLD u pacientl bez tohoto onemocnéni (Lee et al., 2021).

Pro Ié¢bu NAFLD se testuje spousta IéCiv ze skupiny antidiabetik, antioxidantt
nebo statinl. Mezi nejslibnéjSi kandidaty pro lé¢bu NAFLD v probihajicich klinickych
studiich patfi semaglutid a lanifibranor (Dvorak & Smid, 2022).
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Liraglutid

Liraglutid je antidiabetikum a antiobezitikum, tedy Iék pro IéCbu T2DM, obezity
anemoci s obezitou spojenych, jako je napfiklad hypertenze, dislipidemie nebo
spankova apnoe. Jedna se o analog inkretinového hormonu GLP-1 (Jackson et al.,
2010). Metaanalyza zaméfena na Ié€bu pacientll s NAFLD pomoci liraglutidu prokazala
vyznamné snizeni BMI a hladiny TAG v séru. Tyto zmény byly vyznamnéjsi u pacientu
s T2DM. Lécba neméla vliv na zménu mnozstvi lipida v jaterni tkani, ani na hladinu ALT
v séru. Také nedoslo ke zméné hladin lipidu v séru kromé TAG (Kalogirou et al., 2021).
Semaglutid

Semaglutid je antagonista receptoru GLP-1, ktery ma antidiabetické
a antiobezitické ucinky (Loomba et al., 2023). U pacientll s T2DM semaglitud snizuje
riziko vzniku infarktu myokardu a cévni mozkové pfihody (Marso et al., 2016). Studie
Loomba et al. (2023) zkoumala vliv semaglutidu u dospélych pacientl s histologicky
potvrzenou NASH. Pacientliim byl podavan semaglutid jednou tydné po dobu 48 tydna,
davka byla béhem prvnich 16 tydn( postupné navySovana na 2,4 mg, lécba byla
porovnana se skupinou pacientd, ktefi dostavali placebo. Po 48 tydnech méli pacienti
s léCbou snizené sérové hladiny ALT, AST, GGT, TAG, VLDL a glukdzy, také méli nizsi
BMI a obvod pasu v porovnani s pacienty ve skupiné s placebem. Po 48 tydnech byl
pomoci MRI stanoven stupeni jaterni steatdézy, u Ié€enych pacientl doslo ke snizeni
jaterni steatézy. Pomoci MRE nebyl zjistén zasadni rozdil v jaterni fibroze mezi
skupinami. Na zakladé vySetfeni biopsie nebyly zjiStény zasadni rozdily ve stupni
steatdzy, jaterni fibrézy, NASH a balénovych hepatocytd (Loomba et al., 2023).
Lanifibranor

Lanifibranor je agonistou pro vSechny receptory PPAR (peroxisome proliferator-
activated receptor), tedy pro PPARa, PPARB a PPARYy. Studie Francque et al. (2021)
zkoumala vliv lanifibranoru u dospélych pacientli s NASH se stfednim nebo pokro€ilym
stupném fibrézy. Pacienti byly rozdéleni do tfi skupin, prvni byl podavan lanifibranor
v davce 1 200 mg denné, druhé skupiné v davce 800 mg denné a tfeti skupina dostavala
placebo. Po 6 mésicich Ié¢by byla pacientlim provedena biopsie jater. U pacientt v prvni
skupiné doSlo k vymizeni NASH, ale u druhé skupiny k vyraznému zlepSeni nedoslo
v porovnani s placebo skupinou. Ke zlepSeni stupné fibrézy doslo u prvni skupiny u 48 %
pacientl, 34 % u druhé skupiny a 29 % u placebo skupiny. Ke zlepSeni NASH i fibrozy
doslo v prvni skupiné u 35 % pacientl, v druhé skupiné u 25 % a v placebo skupiny
pouze u 9 %. U pacientl léCenych lanifibranorem doSlo ke snizeni ALT, AST a GGT,
ale doslo u nich k nartstu hmotnosti v porovnani s placebo skupinou (Francque et al.,
2021).
Vitamin E
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Vitamin E patfi mezi u¢inné antioxidanty a podili se na snizovani oxida¢niho stresu.
Rada studii zkouma Gginky vitaminu E u pacientti s NAFLD. Studie Kawanaka et al.,
(2004) zkoumala vliv vitaminu E u dospélych pacientt s NASH, studovala u nich zmény
v hladinach jaternich enzymua a marker( oxidaéniho stresu. Podavani 300 mg vitaminu
E denné po dobu 6 mésicl vedlo u pacientli s NASH ke snizeni hladin ALT a GGT. Doslo
také ke snizeni hladiny tioredoxinu (TRX) a TBARS (thiobarbituric acid reactive
substances), coz jsou markery oxidaéniho stresu. Lé¢ba vitaminem E ale neméla vliv na
BMI pacientd (Kawanaka et al., 2004). Pfi podavani vitaminu E détskym pacientim
s NAFLD doslo ke snizeni balonovych hepatocytl ve 44 % pfipadu, pfi uzivani placeba
doslo ke snizeni pouze v 21 % prfipadd. Podavani vitaminu E mélo vliv na zlep$eni skére
pro NAFLD. Nicméné podavani vitaminu E nemélo vliv na stupen steatézy, zanétu nebo
jaterni fibrozy. Ke zménam nedo$lo ani v hladinach ALT, AST, GGT, celkového
cholesterolu, HDL, LDL, TAG a glukdzy v séru (Lavine et al., 2011).

2.2 Epigenetické mechanismy

Epigenetické mechanismy reguluji genovou expresi bez zmény sekvence DNA.
Kregulaci dochazi na mnoha dudrovnich, a to pfed transkripci, po transkripci,
pfed translaci i po translaci. Mezi mechanismy ovliviujici transkripci patfi modifikace
histon, ty mohou byt modifikovany acetylaci, metylaci, fosforylaci, ubikvitinylaci,
sumoylaci, ADP-ribosylaci nebo deiminaci. Genova exprese muze byt regulovana
i pfimou modifikaci DNA, napfiklad navazanim metylové skupiny na cytosin.
Po transkripci 1ze ovliviovat degradaci nové vzniklé mRNA pomoci mikroRNA
(Bannister & Kouzarides, 2011; Lee et al., 2020). Zakladni mechanismy epigenetické

regulace jsou uvedeny v Obrazku 3.
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Obrazek 3 Zakladni mechanismy epigenetické regulace — modifikace histond,
RNA-zprostfedkované umli€ovani genud a metylace DNA (pfevzato z Kim et al., 2011).

2.2.1 Acetylace histont

Histon je bazicky protein se schopnosti vazat na sebe DNA. RozliSujeme
5 zakladnich typa histona: H1, H2A, H2B, H3 a H4. Dvojice histonu H2A, H2B, H3 a H4
spolecné tvofi oktamer, ten s navazanou DNA tvofi nukleosom (Obrazek 4). Jednotlivé
nukleosomy jsou spojené pomoci spojky (tzv. linker DNA), jejiz soucasti je histon H1.

Nukleosomy jsou zakladni strukturou chromatinu v jadfe burky (Fang & Han, 2021).
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jadro nukleosomu: histon H1
2x histon H2A
2x histon H2B
2x histon H3
2x histon H4

DNA

Obrazek 4 Struktura nukleosomu (pfevzato z Kodi¢ek 2007)

Aby doslo k transkripci uréitého genu, je potfeba, aby promotor daného genu
nebyl sbalen do struktury histonu, promotor musi byt volné pfistupny pro transkripéni
faktory. Histon ma na svém povrchu pozitivni naboj, proto ma vysokou afinitu k negativné
nabité molekule DNA. Enzym histonacetyltransferaza (HAT) katalyzuje pfenos acetylu
z acetylkoenzymu A (acetyl-CoA) na e-aminoskupinu lyzinového zbytku histonu. Tim se
snizi pozitivni naboj lyzinu a snizi se afinita histonu k DNA. Dochazi k rozvolnéni
chromatinu, pokud dojde k rozvolnéni v misté promotoru, mohou se zde navazat
transkripni faktory a zvySuje se transkripce konkrétniho genu (Bannister & Kouzarides,
2011). Histondeacetylaza (HDAC) odstrafuje acetyl z lyzinu a tim obnovuje pozitivni
naboj na histonu. Zesiluje se tak vazba mezi histonem a DNA, sniZuje se transkripce
daného genu (Bannister & Kouzarides, 2011). Dysbalance mezi HAT a HDAC ovliviiuje
genovou expresi, vyskytuje se u ur€itych onemocnéni véetné NAFLD a zasahuje do
metabolismu buriky (Sodum et al., 2021). Proces acetylace a deacetylace histon(l je

uveden v Obrazku 5.
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Obrazek 5 Acetylace a deacetylace histonu (pfevzato z Steunou et al., 2014)

2.2.1.1 Rozdéleni histonacetyltransferaz

Na zakladé lokalizace v bunce jsou HAT rozdéleny do dvou skupin. Skupina A
se nachazi vjadfe a podili se na regulaci genové exprese, skupina B se nachazi
v cytoplazmé (Van den Bosch et al., 2016). Skupina A se dale déli do tfi rodin na zakladé
podobnosti v primarni struktufe jednotlivych HAT na skupinu Ep300/CBP, MYST
a GNAT. Do rodiny Ep300/CBP patfi Ep300 a CBP. V rodiné MYST se nachazi napfiklad
KATS5, Sas2 a Sas3. Do rodiny GNAT Fadime napfiklad KAT2B, HAT1, Elp3 a Hpa2
(Roth et al., 2001). HAT ve skupiné A obsahuji bromodoménu, ktera jim umozriuje
rozeznat a navazat se na lyzinovy zbytek histonu (Dhalluin et al., 1999). HAT ze skupiny
B zajistuji acetylaci nové nasyntetizovaného histonu jesté pfed tim, nez je importovan
z cytoplazmy do jadra. Do této skupiny se fadi HAT1, ktera se podili na acetylaci lyzinu
5 a 12 na histonu H4. HAT1 je soucasti komplexu s HAT2 (Roth et al., 2001).

2.2.1.2 Histonacetyltransferazy a NAFLD

Ep300 acetyluje lyzin 672 v transkripnim faktoru ChREBP (Carbohydrate-
responsive element-binding protein) a tim zvySuje jeho transkripéni aktivitu zvySenim
jeho afinity k promotorim v cilovych genech. ZvySena exprese ChREBP zpusobuje
inzulinovou rezistenci a podporuje jaterni lipogenezi, dlouhodobé zvySena exprese
ChREBP vede k jaterni steatéze a pozdéji k zanétu. Pfi zvySené expresi Ep300 doslo
u mySi ke vzniku jaterni steatdzy, také doSlo ke zvySeni hladiny glukézy, inzulinu a TAG
v plazmé. Po inhibici Ep300 pomoci SIK2 (salt-inducible kinase 2) doslo u mysich
modelu ke zlepSeni NAFLD (Bricambert et al., 2010; Rodriguez-Sanabria et al., 2022).
ZvySena exprese Ep300 byla pozorovana u lidského HCC. Expresi Ep300 Ize vyuzit jako
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marker pro pacienty s HCC, zvySena exprese Ep300 znadi nepfiznivou prognézu (Tian
et al.,, 2013). Bylo zjisténo, ze zvySena acetylace laktatdehydrogenazy B (LDHB)
na lyzinu 82, ktera je zprostfedkovana pomoci KAT2B, snizuje aktivitu LDHB. ZvySena
acetylace LDHB byla zaznamenana v jatrech pacientd s NAFL a NASH i u mysich
modell. Snizena aktivita LDHB vede ke snizené pfeméné laktatu v jatrech, coz vede
k jeho hromadéni. Akumulace laktatu v jatrech vede k zanétlivym reakcim a podporuje
ukladani lipidd v jatrech. Pfi podani inhibitoru KAT2B my$im na vysokotu¢né dieté (HFD)
doslo ke zlepSeni NASH (Wang et al., 2021).

2.2.1.3 Rozdéleni histondeacetylaz

Existuje 18 sav€ich HDAC, ty jsou rozdéleny do 2 rodin (rodina histonovych
deacetylaz a rodina sirtuinll) na zakladé pfitomnosti konzervované deacetylazové
domény a jejich zavislosti na specifickych kofaktorech. Rodina deacetylaz je rozdélena
na tfidu | (HDAC 1, 2, 3 a 8), Il (HDACA4, 5, 6, 7, 9 a 10) a IV (HDAC11) na zakladé
sekvenéni podobnosti s kvasinkovymi HDAC, zatimco sirtuiny (Sirt) tvofi tfidu Ill. Trida
Il je dale rozdélena na podtfidu lla (HDACA4, 5, 7 a 9) a lIb (HDACG6 a 10) na zakladé
slozeni domén. Tfidy I, Il a IV maji ve svém katalytickém misté zinek. HDAC ze ffidy |
se nachazi uvnitf jadra, kdezto HDAC tfidy Il se nachazi v cytoplazmé i jadre. T¥ida lll
zahrnuje sirtuiny, které ve svém katalytickém misté zinek neobsahuji, ale vyuzivaji NAD*
(nikotinamidadenindinukleotid) jako kofaktor (Fang & Han, 2021).

Nékteré HDAC jsou schopny odstranovat acetylovou skupinu nejen z histonu,
ale i z ostatnich proteint a tim se podilet na posttransla¢ni regulaci. Zapojuji se tak
do regulace metabolismu a jejich zmény jsou asociovany s rliznymi patologickymi stavy
a nemocemi, napfiklad s nadorovymi, neurodegenerativnimi, imunologickymi,
metabolickymi, zanétlivymi a kardiovaskularnimi onemocnénimi (Fu et al., 2021; Kim
et al., 2022).

2.2.1.4 HDAC a NAFLD

NAFLD je provazena zménami v acetylaci histonud, tim dochazi ke zménam
exprese ur€itych gent a dochazi i ke zménam metabolismu nejen v jatrech. Hlavné
zmeény v expresi genu, které reguluji metabolismus lipidl, glukézy nebo se podili
na regulaci zanétu, maji velky vliv na vznik a progresi NAFLD. Nejvice prostudované

jsou zmény v expresi riznych HDAC a jejich vlivu na metabolismus (Sodum et al., 2021).

HDACA1
Kromé znamé funkce inzulinu na lipogenezi v jatrech zvySuje inzulin expresi

proteinu Snail1 prostfednictvim fosfatidylinositol-3-kinazy. Snail1 se vaze na promotor
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syntazy mastnych kyselin a poté rekrutuje HDAC1 a HDAC2, a tim vyvolava deacetylaci
histon (H3K9 a H3K27), ¢imz se potlaci exprese lipogennich genl. Tim se snizi efekt
inzulinu na jaterni lipogenezi. Draha inzulin-Snail1 je vSak pfi obezité narusena vlivem
inzulinové rezistence (Fu et al.,, 2021). /n vivo experiment na mysSich se zvySenou
expresi Snail1 prokazal snizeni jaterni steatézy. Bylo také zjisténo, ze v jatrech obéznich
mySi, kde byla interakce inzulinu se Snail1 naru$ena, dochazelo k rozvoji jaterni
steatdzy (Liu et al., 2018).

HDAC2

HDAC?2 se podili na regulaci apoptdzy hepatocytd, jejich proliferaci, regeneraci
jaterni tkané a vzniku fibrézy. U pacientu s jaterni fibrézou byla zaznamenana zvysena
exprese HDAC2 v jaterni tkani. ZvySena exprese HDAC2 byla zaznamenana i u pacientt
s HCC, kde byla spojovana s negativni prognézou. HDAC2 by se dala vyuZit jako
prognosticky faktor u pacientd s timto onemocnénim (Liu et al., 2021). ROS reguluji
expresi HDAC2, se sniZzenim ROS se snizi i exprese HDAC2 v hepatocytech. Tim dojde
ke snizeni deacetylace histonu H3, uvolni se misto promotoru monocytarniho
chemotaktického proteinu 1 (MCP-1), coz zvySuje jeho expresi. MCP-1 hraje roli
v progresi NAFLD tim, Zze zvySi migraci monocytu do jater a tim dochazi k podpofe
zanétlivych procesu. Za fyziologickych podminek je exprese MCP-1 regulovana pomoci
HAT, jaderného faktoru-kB (NF-kB), TNFa a HDAC, ale pfi NAFLD je exprese MCP-1
nepfimo umérna aktivit¢ HDAC2 (Fu et al., 2021).

HDAC3

Béhem hladovéni HDAC3 potlaCuje syntézu lipidd v jatrech a podporuje
glukoneogenezi. Pfi snizeni HDAC3 dochazi k potlageni B-oxidace mastnych kyselin
a k podpore syntézy lipidd. Pfi nadmérné syntéze lipidi dochazi k hromadéni jejich
meziproduktl, jejichz kumulace v hepatocytech vede Kk lipotoxicité, zvySenému
oxidaCnimu stresu a zanétu, coz podporuje vznik a progresi NAFLD (Fu et al., 2021).
Delece jaterni HDAC3 u mySi vede ke vzniku vazné NAFL a paradoxné zvysSuje citlivost
tkani k inzulinu. Experimentalné zvySena exprese HDAC3 u mysi na HFD ale nepusobila
protektivné proti vzniku NAFL (Sun et al., 2012). Delece HDAC3 naru8uje reparacni
mechanismy DNA. U mysi s deleci jaterni HDAC3 doslo ke vzniku vazné jaterni fibrozy
a vzniku HCC (Bhaskara et al., 2010).

HDAC5
HDACS hraje dulezitou roli v regulaci lipogeneze. U obéznich mysi na HFD byla

naméfena snizena exprese HDAC5. Snizena exprese HDAC5 zvySuje transkripci
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jaterniho X receptoru (LXR). LXR se podili na regulaci metabolismu lipida tim, Ze se vaze
na promotor SREBP-1c a ChREBP a podporuje jejich expresi (Jia et al., 2016).

HDACS5 se také podili na regulaci bunééného cyklu, apoptézy a proliferace bunék.
Dysregulace HDAC5 byla zaznamenana u fady nadorovych onemocnéni. ZvySena
exprese HDACS5 byla zaznamenana v jaterni tkani pacientd s HCC. Podani inhibitoru
HDACS5 buné&nym liniim HepG2, Hep3B a Huh7 vedlo k zastaveni jejich proliferace.
Potlaceni HDACS podporuje apoptdézu a navozuje G1 fazi u bunék HCC (Fan et al.,
2014).

HDACG6

Zmény ve stfevni mikroflofe usnadriuji vznik NAFLD. K naruSeni stfevni
mikroflory dochazi nevhodnou stravou nebo uzivanim antibiotik. Nizké davky antibiotik
shizuji tvorbu mastnych kyselin s kratkym fetézcem, které inhibuji HDAC6 a narusuji
funkci regulaénich T-lymfocytd, to vede k zanétu ve stfevech a nartistu hmotnosti. Mysi
s deleci HDAC6 na HFD jsou nachylnéjSi ke vzniku jaterni steatozy, vzniku
hyperlipidemie a dochazi u nich ke zvySenému ukladani tukd oproti kontrolni skupiné.
(Lieber et al., 2019). HDAC6 dokaze deacetylovat FOXO1 (Forkhead box protein O1)
a tim zvySit jeho transkripci. FOXO1 je transkripéni faktor, ktery hraje roli v regulaci
glukoneogeneze, glykolyzy, inzulinové signalizace a adipogenezi tim, Ze sniZuje
transkripci PPARYy. Inhibice HDAC6 u mysi vede ke zvySenému ukladani lipidu v jatrech
(Zhang et al., 2021).

HDACS8

ZvySena hladina HDACS8 je spojovana s karcinogenezi a progresi NAFLD.
HDACS reguluje transkripci, ovliviiuje bunélny cyklus a vyvoj bunék, u nadorovych
bunék podporuje tvorbu metastazi, Iékovou rezistenci a brani detekci nadoru burikami
imunitniho systému (Kim et al., 2022). ZvySena exprese HDAC8 byva spojovana
nebo neuroblastomu (Kim et al., 2022; Wu et al., 2013).

Na  karcinogenezi HCC se HDAC8 podili pomoci interakce
s histonmetyltransferazou EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2), kdy spole¢né potlacuji
Wnt antagonisty prostfednictvim trimetylace lyzinu 27 na histonu H3 a deacetylace
histonu H4. Tim dochazi k inhibici apoptdézy prostfednictvim p53/p21 a podporuje
se proliferace bunék, ktera je aktivovana signalizaci B-kateninu. HDACS8 spolecné
s EZH2 tedy usnadriuji progresi NAFLD do HCC tim, ze podporuji déleni jaternich bunék
a inhibuji jejich apoptézu. Byly naméfeny zvySené hladiny HDAC8, EZH2, SREBP-1

a aktivniho B-kateninu v burikach HCC spojeného s NAFLD. U modelt obéznich mysi
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s HCC byla pozorovana zvySena acetylace histonu H4 a zvySené mnozstvi enzymu
HDACS v hepatocytech (Tian et al., 2015). ZvySené hladiny HDAC8 mohou byt ovlivnény
rliznymi transkripénimi faktory. Napfiklad transkripéni faktor SREBP-1 zvySuje expresi
HDACS8 a také podporuje syntézu mastnych kyselin v jatrech a tim pfispiva k rozvoji
NAFLD (Shao & Espenshade, 2012; Tian et al., 2015).

HDAC11

HDAC11 se podili na regulaci metabolismu. U mySi bez HDAC11 na HFD
nedochazi k rozvoji obezity, metabolického syndromu, hypercholesterolemie, inzulinové
rezistence a NAFLD. HDAC11 reguluje energeticky vydej pomoci termogeneze. Nizsi
hladiny HDAC11 zvySuji expresi UCP1 (uncoupling protein 1) v hnédé tukové tkani
a podporuji pfeménu energie na teplo. Inhibitory HDAC11 by bylo potencialné mozné

pouzit pro IéCbu obezity a nemoci s obezitou spojenych (Sun et al., 2018).

2.2.1.5 Sirtuiny a NAFLD

Sirt1 je agonistou PPARa, jehoz aktivace podporuje oxidaci lipidd, snizeni hladin
TAG a LDL a potlaéeni zanétu. Inhibici Sirt1 doslo u mySich modelt ke zvySenému
vyskytu NAFLD, naopak aktivaci Sirt1 u mysi s NAFLD doslo ke snizeni jaterni steatozy,
zmirnéni zanétu a omezeni syntézy lipidd (Wang et al., 2017). Sirt1 inhibuje aktivitu
NF- kB, tim dojde k potladeni zanétlivé reakce. Delece jaterni Sirt1 u mySi vede
k podpofe zanétu, usnadnéni vzniku NAFLD a zvySeni inzulinové rezistence (Lee et al.,
2017).

Sirt2 se podili na regulaci lipidového metabolismu, zasahuje do syntézy lipidd,
lipolyzy, diferenciaci adipocytl a B-oxidace. Bylo zjisténo, Ze pacienti s vy$Sim stupném
NAFLD, maiji snizeny jaterni Sirt2, oproti pacientdm s nizSim stupném NAFLD. MysSi
mély zvySené ALT a AST, oproti kontrolnim mySim na HFD. U mySi na HFD se zvySenou
expresi Sirt2 doSlo ke snizZeni jaterni steatdozy a zanétu, také se u nich nevyskytla
inzulinova rezistence. U mysi na HFD s normalni expresi Sirt2 byla inzulinova rezistence
pfitomna (Ren et al., 2021).

Sirt3 reguluje aktivitu mitochondrialnich protein podilejicich se na regulaci
dychaciho fetézce a B-oxidace, tvorbé ATP a ROS. V porovnani s normalnimi mySmi na
HFD, mély mysi bez Sirt3 na stejné dieté vétsi vyskyt steatozy jater, také mély snizenou

aktivitu enzym0 spojenych s B-oxidaci (Barroso et al., 2020).
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2.2.2 Metylace histonu

K metylace histonl nej¢astéji dochazi na lyzinovém zbytku histonu H3 a H4
(Obrazek 6). Pfenos metylové skupiny z S-adenosylmetioninu (SAM) na lyzinovy zbytek
histonu katalyzuje enzym histonmetyltransferaza (HMT). Lyzinové zbytky histonu
se mohou vyskytovat ve tfech formach - monometylované, dimetylované
a trimetylované. Podle toho, na jakém lyzinovém zbytku se metylova skupina nachazi,
muze dojit ke zvySeni genové exprese nebo Kk jejimu snizeni. Pokud se metylace
nachazi na lyzinu 4, 36 nebo 79 histonu H3, dochazi k zesileni genové exprese
a rozvolnéni chromatinu. Naopak pfi metylaci lyzinu 9 a 27 histonu H3 nebo lyzinu 20
histonu H4, dochazi k potlateni genové exprese a ke kondenzaci chromatinu (Fang
& Han, 2021).

Odstranéni metylové skupiny z lyzinového zbytku na H3K4 katalyzuje enzym
lyzin-specificka demetylaza (LSD1) (Fang & Han, 2021).
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Obrazek 6 Metylace a demetylace histon( (pfevzato z Zhang et al., 2022)

2.2.3 Metylace a demetylace DNA

Metylace DNA je nejCastéjSim zplsobem regulace genové exprese
u eukaryotickych bunék. Katalyzuje ji enzym DNA-metyltransferaza (DNMT), ktera
pfenasi metylovou skupinu z SAM na paty uhlik cytosinu (5mc), odStépenim metylové
skupiny z SAM vznikne S-adenosylhomocystein (SAH) (Rodriguez-Sanabria et al.,
2022). K metylaci dochazi nej¢astéji v oblasti dinukleotidu CpG (cytosin-fosfat-guanin),
tato oblast se také oznacuje jako CpG ostrlvky. Metylova skupina na CpG ostravcich
fyzicky brani navazani transkripénich faktor(, nebo naopak podporuje navazani
represorl. U lidi byli dosud identifikovani 4 ¢lenové DNMT rodiny — DNMT1, DNMT3A,
DNMT3B a DNMT3L (Rodriguez-Sanabria et al., 2022). DNMT1 udrzuje metylaci DNA,
DNMT3B a DNMT3B zajistuji novou metylaci DNA (Lee et al., 2014).

Demetylaci DNA zajistuji enzymy skupiny ten-eleven translokazy (TET) do které
patfi TET1, TET2 a TETS3, ty oxiduji 5mc do tfi izoforem: 5 hydroxymetylcytosin (5hmC),
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5-formylcytosin (5fC) a 5-karboxycytosin (5caC). 5fC a 5caC jsou rozeznany pomoci
tymin-DNA-glykosylazy, ta hydrolyzou pferusi jejich N-glykosidickou vazbu. Odstranény
oxidovany cytosin je nasledné nahrazen mechanismem BER (base excision repair)
novym cytosinem (Sodum et al., 2021). Proces metylace a demetylace DNA je uveden
v Obrazku 7.
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(DNA replication)

Obrazek 7 Metylace a demetylace DNA (pfevzato z Hyun & Jung, 2020)

Mnozstvi metylovanych cytosini se méni v pribéhu vyvoje jedince. V somatickych
burikach dochazi nejCastéji k metylaci v oblasti CpG ostravkd, a to ve vice nez v 98 %.
V embryonalnich kmenovych burikach se az Ctvrtina metylace DNA vyskytuje mimo
oblasti dinukleotidu CpG. B&hem formovani zygoty dochazi k demetylaci vétSiny DNA.
Metylace tedy hraje dilezitou roli ve vyvoji jedince a podili se i na inaktivaci
nadbyteného X chromosomu u samic savci a genomickém imprintingu (Jin et al.,
2011). Podobné jako ostatni epigenetické zmény, tak i zmény v metylaci DNA byly
pozorovany u rGznych onemocnéni. Metylace DNA je ovlivnitelna Zivotnim stylem,

pohybovou aktivitou, prostfedim a stravou (Rodriguez-Sanabria et al., 2022).

2.2.3.1 Zmény v metylaci DNA u NAFLD

Bylo zjisténo ze zmény v metylaci DNA ovliviuji jaterni funkci a metabolické
procesy. Zejména zmeény metylace genl, které reguluji transport lipidQ, lipogenezi
a -oxidaci, vedou ke vzniku NAFLD (Vachher et al., 2022). Bylo pozorovano, Ze pacienti
s NAFLD maji zvySené hladiny SAH a homocysteinu a snizené hladiny SAM
a metioninu, tento stav naruSuje metylaci DNA. Také byla pozorovana celkova
hypometylace DNA v jaterni tkani, ktera korelovala se zavaznosti NAFLD a stupném
zanétu (Lai et al., 2020). Také bylo jisténo, Ze u pacientll s NASH je v jaterni tkani vice
metylovany mitochondrialni gen pro NADPH-dehydrogenazu-6 (MT-DNG6) nez u pacientu
s NAFL. ZvySena metylace genu se projevila snizenou expresi mMRNA genu MT-DNG6.
Stupen metylace koreloval se zavaznosti NAFLD. Pacienti s NASH méli zvy$ené hladiny

DNMT1. Déle bylo zjisténo, Ze vlivem fyzické aktivity doSlo ke sniZzeni metylace genu
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MT-DNG6 (Pirola et al., 2013). ZvySena metylace v oblasti promotoru pro gen PPARGC1A
(peroxisome proliferator—activated receptor y coactivator 1a) vyrazné koreluje s periferni
inzulinovou rezistenci (Sookoian et al., 2010). Méné vyrazna je korelace mezi metylaci
PPARGC1A a vyskytem NAFLD (Vachher et al., 2022). Zmény v metylaci DNA urcitych
genu byly pozorovany u pacientd s NAFLD. Jednalo se o geny koédujici enzymy, které
se podileji na inzulinové signalizaci a metabolismu glukézy. V porovnani s kontrolni
skupinou byly u pacientd s NAFLD pozorovany zmény v metylaci DNA genu pro
pyruvatkarboxylazu, ATP-citratlyazu, fosfolipazu C gamma-1, inzulinu podobny ristovy
faktor 1, protein 2 vazajici rlstovy faktor podobny inzulinu, proteinkinazu C epsilon,

glutamatovy receptor delta-1 a inositolhexafosfatkinazu 3 (Ahrens et al., 2013).

2.2.3.2 Vliv diety na metylaci DNA v bufkach hepatocyt(

Dieta bohata na cukry a tuky méni metylaci DNA v urcitych oblastech. Zmény
v metylaci DNA zasahuji oblasti regulaénich gentd pro metabolismus tukd, cukr( a gent
podilejicich se na regulaci zanétu. Ke zvysené metylaci dochazi v oblasti promotoru
pro enzymy glykolyzy, konkrétné pro glukokinazu a jaterni izomer pyruvatkinazy. Oblasti
promotoru pro enzymy jaterniho metabolismu lipidd jsou zvySené metylovany
u stearoyl-CoA-desaturazu 1 a mikrosomalniho triacylglycerolového transferového
proteinu. Vyraznéji metylovana je i oblast promotoru pro leptin (Yoon et al., 2017). Strava
bohata na tuky zpusobuje hypermetylaci promotoru pro PPARa (Rodriguez-Sanabria
et al., 2022). PPARa podporuje B-oxidaci mastnych kyselin v mitochondriich, jejich
transport, podporuje jaterni glukoneogenezi (Soska, 2016). Hypermetylaci tohoto genu
dochazi kjeho snizené expresi, coz vede ke zvySené kumulaci mastnych kyselin
v hepatocytech. Strava bohata na fruktézu je také spojovana s hypermetylaci PPARaq,
karnitin-palmitoyltransferazy 1A a celkovou hypometylaci mitochondrialni DNA (Ohashi
et al., 2015). Promotor genu PPARy vykazuje oproti genu PPARa snizenou metylaci
u jedincud s T2DM, obezitou a NAFLD (Rodriguez-Sanabria et al., 2022).

2.2.4 MikroRNA

MikroRNA (miR) jsou kratké jednovlaknové useky RNA, které se podileji
na regulaci genové exprese, byvaji dlouhé 21-25 nukleotidd. Vznikaji transkripci
z vlastnich gend nebo intrond (Ghafouri-Fard et al., 2022). Jsou komplementarni
k mRNA, ale na rozdil od mRNA nedochazi k translaci miR do proteinu. Funkci miR je
se vazat na 3-UTR oblast komplementarni mMRNA a znemoznit tak translaci této mRNA
nebo zpusobit jeji degradaci. Méné Casto miR interaguje s 5-UTR, kdédujici sekvenci
nebo s genovym promotorem. Podili se tak na posttranskripéni regulaci daného genu.

Jedna mRNA muze byt regulovana pomoci vice miR a naopak jedna miR se mulze
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podilet na regulaci vice mRNA. Za uréitych podminek mGze miR aktivovat genovou
expresi (O'Brien et al., 2018).
Vsechny jaderné bunky vyuzivaji miR kregulaci genové exprese, nékteré miR
se vyskytuji ve vét§im mnozstvi v konkrétnich tkanich nebo byvaji tkarové &i organové
specifické. miR se podileji na regulaci vétSiny bunéénych procesu, jako je napfiklad
bunééna diferenciace, proliferace, pfenos signald, zanét, imunitni reakce
a metabolismus. Néktera onemocnéni jsou provazena zménami v mnozZstvi miR
v burice. miR mohou byt pomoci exosomu vylu€ovany do extracelularniho prostoru,
proto by je potencionalné Slo vyuzit jako marker( ur€itych onemocnéni. K uvolnéni miR
do extracelularniho prostoru dochazi i po smrti bunky (Torres et al., 2018). Hladina miR
v plazmé ale nemusi odrazet hladinu miR ve tkani (Gjorgjieva et al., 2019).

miR dokaze interagovat i s jinymi molekulami, nez je mMRNA, muze se tak podilet
na mezibunécné komunikaci. Byly pozorovany interakce mezi miR a TLR bunék
imunitniho systému, miR byla produkovana nadorovou bufkou a po navazani miR
na TLR dosSlo k produkci cytokind burnkou imunitniho systému. Tyto cytokiny

podporovaly proliferaci a metastaticky potencial buriky (Fabbri et al., 2013).

2.2.4.1 Biosyntéza miR

Pocatek tvorby miR je podobny vzniku mRNA, vznika transkripci DNA pomoci
RNA-polymerazy Il/lll. VétSina miR vznika pfepisem z intrond, mensi mnozstvi pak
z vlastnich genu. Pouhou transkripci vznikne primarni miR (pri-miRNA), ktera ma
strukturu vlasenky. Ta je dale zpracovavana pomoci mikroprocesorového komplexu,
ktery se sklada z RNA-vazajiciho proteinu DGCR8 (DiGeorge Critical Region 8)
a enzymu ribonukleazy Il Drosha (Denli et al., 2004). Vznika tak prekurzorova miR, ktera
je exportovana pomoci Exportinu 5 do cytoplazmy. V cytoplazmé je Stépena pomoci
RNazy Dicer a vznika zrala jednovlaknova miR. Ta se s multiproteinovym komplexem
RISC (RNA-induced silencing comlex) a s rodinou proteint Argonaut podili na uml€ovani
genu (MacFarlane & Murphy, 2010) (Obrazek 8).
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2.2.4.2 miR a NAFLD

Pfi NAFLD dochazi ke zméné v expresi miR podilejicich se na regulaci
lipogeneze, transportu lipidd krvi, exportu lipidd z jater, inzulinové signalizace,
metabolismu cholesterolu, oxidaci lipidi nebo zanétu (Gjorgjieva et al., 2019). Spousta
studii poukazala na to, Ze zmény v expresi urcitych miR v jatrech vedou k naruseni jejich
metabolismu, to ma za nasledek NAFLD, inzulinovou rezistenci nebo nadorova

onemocnéni jater (Calo et al., 2016).

miR-16

miR-16 je spojovana s jaterni fibrézou a hepatokarcinogenezi. Dysregulace
miR-16 zpusobuje zvySenou expresi Ga12 (guanine nucleotide-binding a-subunit 12)
v Itovych burnkach. Ga12 stimuluje autofagii u Itovych bunék a podporuje vznik fibrézy
(Kim et al., 2018). ZvySené hladiny miR-16 byly pozorovany u pacientd s NAFLD
v porovnani se zdravymi jedinci. Hladiny miR-16 koreluji se zavaznosti NAFLD, proto by

miR-16 Sla vyuzit jako marker stupné NAFLD (Dongiovanni et al., 2018).

miR-21-5p
miR-21-5p je vysoce exprimovana v jatrech, podili se na regulaci
glukoneogeneze a ovlivhuje citlivost jaterni tkané k inzulinu. V ostatnich tkanich je

zvySena exprese miR-21-5p pozorovana pfi zanétu, fibrotizaci tkané a karcinogenezi.
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Za fyziologickych podminek je miR-21-5p malo aktivni, pfi patologickém stavu, jako je
napriklad NAFLD, inzulinova rezistence, obezita nebo jina metabolicka onemocnéni
jater, se aktivita miR-21-5p zvysSuje. U pacientd s NAFLD byly zaznamenany vyssi
hladiny miR-21-5p v plazmé, ty jsou také zvySené u pacientl s obezitou, HCC nebo
cholangiogennim karcinomem. Bylo zjisténo, ze delece miR-21-5p nema u mysi
na normalni dieté zadny vliv, ale u mysi na HFD zlepSuje citlivost tkané k inzulinu, jaterni

steatdzu a sniZzuje mnozstvi tukoveé tkané (Calo et al., 2016).

miR-29

miR-29 reguluje mnozstvi TAG a cholesterolu v krevnim Fecisti. miR-29 se také
podili na regulaci inzulinové rezistence spojené s NAFLD. SniZzena exprese jaterni
miR-29 tlumi jaterni de novo lipogenezi. Hladiny miR-29 jsou v jatrech obéznich mysi
na HFD vyrazné zvySené. Byly zaznamenany snizené hladiny miR-29a a miR-29b v séru
pacientl s NAFLD, hladiny miR-29¢ byly nezménéné. miR-29a a miR-29b by tak Sly
vyuzit jako marker NAFLD (Hung et al., 2019; Jampoka et al., 2018).

miR-33a

Sekvence kodujici miR-33 se nachazi v intronu pro SREBP2 a SREBP1, ty se
podileji na regulaci metabolismu cholesterolu a mastnych kyselin. miR-33 se také podili
na regulaci metabolismu cholesterolu a mastnych kyselin tim, ze inhibuje genovou
expresi ABCA1 (ATP-binding cassette transporter) a ABCG1 (ATP-binding cassette sub-
family G member 1), ty koduji proteiny, které se podileji na transportu cholesterolu
(Rayner et al.,, 2010). Aplikace inhibitoru miR-33 snizila u mySi vznik obezity
a aterosklerézy (Gjorgjieva et al., 2019). ZvySené hladiny miR-33a v hepatocytech
a plazmé, byly naméfreny u pacientd s NAFLD. Pacienti s NASH méli hladiny miR-33a
oproti pacientim s NAFL zvySené (Vega-Badillo et al., 2016).

miR-34a

miR-34a se podili na regulaci metabolismu lipidu tim, Ze interaguje s PPARa
a se Sirt1, dochazi tak k omezeni degradace mastnych kyselin. Exprese miR-34a
v hepatocytech je nizka, ale u pacientl s NAFLD se jeji exprese v jatrech zvySuje
a zvysSené jsou i jeji hladiny v plazmé&, které koreluji s progresi nemoci (Gjorgjieva et al.,
2019; Hochreuter et al., 2022).

miR-122
V jatrech je nejvice exprimovana miR-122, ktera tvofi az 70 % vSech

exprimovanych miR v jaterni tkani. Inhibici miR-122 dochazi ke zvySené B-oxidaci,
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snizené akumulaci TAG v hepatocytech, snizené syntéze cholesterolu. U pacientl
s NAFLD je exprese miR-122 v hepatocytech snizena, ale hladina cirkulujici miR-122
je zvy$ena, coz je nejspi$ zpusobeno poskozenim hepatocytl (Gjorgjieva et al., 2019).
miR-122 by §la teoreticky pouzit jako marker pro jaterni steatézu a také pro uréeni jejiho
stupné, protoze hladiny miR-122 v séru koreluji se stupném jaterni steatézy. Hlavni
nevyhodou tohoto markeru je fakt, Ze se jeho hladina v séru zvySuje pfi posSkozeni
hepatocytl, které mulze byt zpusobeno napfiklad nadorovym onemocnénim nebo
hepatitidou B a C (Yamada et al., 2013).

miR-200a a miR-200b

Bylo pozorovano, Zze mySi na HFD s NAFLD maji sniZzenou expresi miR-200a
a miR-200b v jatrech oproti mySim na normaini dieté. miR-200a a miR-200b reguluji
expresi HMGB1 (high-mobility group box 1) na posttranskripéni urovni tim, Zze se vazi
na 3-UTR jeho mRNA a tim snizuji jeho expresi. HMGB1 je prozanétlivy cytokin.
SniZena exprese miR-200a a miR-200b vede ke zvySené expresi HMGB1, tim dochazi
k podpore zanétlivych procesu v jatrech a usnadnéni progrese NAFL do NASH (Chen
et al., 2018).

miR-451

miR-451 se podili na regulaci cholesterolu a mastnych kyselin v jatrech. Hladina
miR-451 v séru pacientd s NAFLD je zvySena, hladina koreluje se stupném NAFLD, ale
ne statisticky vyznamné. miR-451 by Sla vyuzit jako biomarker NAFLD (Yamada et al.,
2013).
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3 Cil prace

Cilem diplomové prace bylo:

Stanovit expresi mRNA vybranych genl a vybranych miR pomoci RT-gPCR
v jaterni tkani in vivo mySich modeltd NAFLD

Stanovit expresi proteinl vybranych histondeacetylaz pomoci imunoblotu
v jaterni tkani in vivo modelu

Statisticky vyhodnotit zmény v expresi mRNA a miR mezi skupinami in vivo
modeld NAFLD

Statisticky vyhodnotit vliv 1éEby u skupin in vivo modeld NAFLD na expresi

vybranych mRNA a miR
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Biologicky material a pouzité zvireci modely

Pro praktickou €ast byly pouziti mySi samci kmene MNRI, ktefi byli rozdéleni do
deseti skupin, piehled skupin a jejich oznaceni jsou uvedeny v tabulce 1. Ve véku dvou
meésict se mySim zacala podavat predepsana dieta po dobu péti mésicu. Mysi byly bud
na standardni diet¢ (STD) nebo na dieté svysokym obsahem tukd, fruktozy
a cholesterolu (FFC). Standardni dieta obsahovala 8 % tuku (VELAZ), FFC dieta
obsahovala 44 % kcal tuku, 22 % fruktozy a 1,8 % cholesterolu (Research Diets,
D16010101). MySim v Sesti skupinach byla od druhého den po narozeni po dobu 7 dni
aplikovana s.c. injekce glutamatu sodného (MSG) (4 mg/g (roztok 10 g/50 ml, injekce
50 ul/my$). Aplikace MSG poskodi leptinové receptory v nucleus arcuatus v hypotalamu
(Dawson et al.,, 1997). Kontrolnim mysim (K) bylo pro vyvolani stejného stresu
aplikovano stejné mnozstvi fyziologického roztoku. Uréenym mysim byl posledni mésic
denné podavan lék liraglutid (LIRA) nebo LipR31 (palm11-PrRP31, LiPR). LiPR
je anorexigenni neuropeptid, ktery ma antiobezitni ucinek, snizuje pfijem potravy. Tato
latka byla vyvinuta na Ustavu organické chemie a biochemie Akademie v&éd Ceské
republiky skupinou Dr. Maletinské. Oba Iéky byly mySim podavany s.c., LIRA v mnoZstvi
0,2 mg/kg a LiPR 5 mg/kg. Ostatnim mysSim byl stejnym zptisobem podan fyziologicky
roztok. Ve skupiné K STD bylo 5 mysi, ostatni skupiny byly po 6 mysich. Po skon&eni
léCby byla mySim vyjmuta jatra, ktera byla pouZita k analyze.

Tabulka 1 Seznam skupin mysi, jejich diety, IéCby, aplikace MSG a jejich oznaceni.

Oznaceni skupiny Dieta Aplikace Lécba
MSG
K STD Standardni Ne Ne
KFFC S vysokym obsahem tuku, Ne Ne
fruktézy a cholesterolu
K FFC LiPR S vysokym obsahem tuku, Ne LipR31
fruktozy a cholesterolu
K FFC LIRA S vysokym obsahem tuku, Ne Liraglutid
fruktézy a cholesterolu
MSG STD Standardni Ano Ne
MSG STD LiPR Standardni Ano LipR31
MSG STD LIRA Standardni Ano Liraglutid
MSG FFC S vysokym obsahem tuku, Ano Ne
fruktézy a cholesterolu
MSG FFC LiPR S vysokym obsahem tuku, Ano LipR31
fruktézy a cholesterolu

30



MSG FFC LIRA S vysokym obsahem tuku, Ano Liraglutid
fruktézy a cholesterolu

4.2 lzolace RNA

Uvnitf bunék se nachazi RNA ve formé& mRNA, miR, rRNA a tRNA. Nejvice
je zastoupena rRNA, ktera tvofi 80-90 % celkové RNA, mRNA pfedstavuje 2,5-5 %,
zbytek pfipada na tRNA a miR. RNA je oproti DNA nestabilni a muze byt degradovana
RNazami, které se hojné vyskytuji v okolnim prostfedi. Je proto dulezité pfi praci s RNA
dodrzovat CGistotu, pouzivat rukavice, pracovat v laminarnim boxu, pouzivat vodu
oSetfenou dietylpyrokarbonatem (DEPC) a vyhnout se kontaminaci vzorku RNazou
(Tan & Yiap, 2009).

Izolace RNA byla provadéna pomoci TRIzolu, coz je smés fenolu
a guanidinisotiokyanatu. Pfi vétSim mnozstvi biologického materialu je potfeba vzorek
homogenizovat, aby bylo mozZné vyizolovat co nejvétsi mnozstvi RNA z tkané.
Po homogenizaci se ke vzniklému homogenatu pfida chloroform, ktery zplsobi separaci
vodné a organické faze. Kyselé pH TRIzolu umozriuje separaci RNA a DNA (Tan & Yiap,
2009). V organické fazi se nachazeji proteiny, v mezifazi DNA a ve vodné fazi se nachazi
RNA. Vodnou fazi Ize precistit opétovnym pfidanim chloroformu, Ize se tak zbavit zbytk
fenolu a protein(. Pfidanim isopropanolu a centrifugaci vodné faze dochazi k precipitaci

RNA. Precipitaci vznikne peleta RNA, kterou je nutné rehydratovat (Rio et al., 2010).

421 Pouzité reagencie
e TRIzol
e Chloroform
e |sopropanol
e 75% ethanol
e DEPC HO - redestilovana voda (ddH.O) oSetfena DEPC v poméru 1 | ddH20
a1 ml DEPC

4.2.2 Pracovni postup

Do 1,5 ml mikrozkumavky se vzorkem jaterni tkané a odmérkou kuli¢ek bylo
pfidano 0,5 ml TRIzolu. Tkan byla homogenizovana v kuliCkovém homogenizatoru
rychlosti 7 m/s po dvou 20 s intervalech. Poté se vzorek nechal 5 minut stat
pfi laboratorni teploté. Ke vzorku bylo pfidano 100 ul chloroformu a smés byla
15 s intenzivné protfepavana v ruce. Smés se nechala 2-3 minuty stat pfi laboratorni

teploté. Vzorek byl poté centrifugovan 15 minut pfi 12 000xg v centrifuze vychlazené
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na 4 °C. Horni vodna faze, ktera obsahuje RNA, byla opatrné prepipetovana do nové
1,5 ml mikrozkumavky, nasledné k ni bylo pfidano 250 ul isopropanolu, smés byla
promichana a nechala se pfi laboratorni teplot¢ 10 minut stat. Vzorek byl opét
centrifugovan po dobu 10 minut pfi 12 000xg a pfi teploté 4 °C. Nasledné byl opatrné
supernatant odstranén tak, aby nedoslo i k odstranéni pelety RNA. Peleta byla omyta
1 ml 75% etanolu, protfepana v ruce a znovu centrifugovana 5 minut pfi 7 500xg a 4 °C.
Supernatant byl odpipetovan a peleta se nechala zhruba 10 minut ususit na vzduchu.
Nasledné byla peleta podle velikosti rozpusténa v 60, 90 nebo 120ul DEPC vody.
Po dukladném promichani se vzorek nechal 5 minut stat pfi laboratorni teploté, poté byl
znovu promichan a uloZen na led.

Koncentrace a Cistota vyizolované RNA byla méfena pomoci spektrofotometru
Tecan Spark na specializované méfici desticce. Nejdfive byly do jamky destiCky
napipetovany 2 yl ddH2O a zméfeny jako blank. Nasledné byly do stejnych jamek
destiCky napipetovany 2 pl vzork(. Koncentrace RNA ve vzorku byla zméfena
na zakladé absorbance vzorku pfi vinové délce 260 nm. Pro vylou€eni kontaminace
vzorku proteiny byla absorbance vzorku zméfena pfi 280 nm. Absorbance RNA byla
dana do poméru s absorbanci proteint, pomér by mél byt vyssi nez 1,8. Pro vylouceni
kontaminace vzorku fenolem, byla absorbance RNA vzorku porovnana s absorbanci
fenolu pfi 230 nm, tento pomér by se mél blizit hodnoté 2. Po stanoveni koncentrace
RNA ve vzorku, byl vzorek bud' ulozen do hlubokomraziciho boxu (=80 °C) nebo rovnou

oSetfen DNazou.

4.3 OsSetreni DNazou

Z ddvodu mozné kontaminace vzorku genomovou DNA se provadi oSetfeni
deoxyribonukleazou (DNaza), ktera pfitomnou DNA degraduje. DNazu je nutné na konci

oSetfeni inaktivovat, aby nedegradovala vznikajici cDNA pfi reverzni transkripci.

4.3.1 Pouzité reagencie
e DEPC H,O
e 0,1 M EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova), pH 8,0
e DNaza

e DNazovy pufr

4.3.2 Pracovni postup
Do 0,5 ml mikrozkumavek bylo napipetovano takové mnoZzstvi vyizolované RNA,

které odpovidalo 10 ug RNA. Do mikrozkumavky byla pfidana DEPC H>O do objemu
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26 uL. Nakonec byly do reakéni smési pfidany 4 ul nafedéné DNazy, ta byla pfipravena
smichanim DNazy a DNazového pufru v poméru 1:3. Takto pfipravena reakéni smés
byla zvortexovana a zcentrifugovana pfi nizkych otackach, nasledné se reakéni smés
nechala 25 minut inkubovat v termomixeru pfi teploté 37 °C s tfepanim 500 rpm. Poté
bylo do kazdé zkumavky pfidano 1,5 pl 0,1 M EDTA a po zvortexovani a zcentrifugovani
byla smés znovu inkubovana v termomixeru pfi 75 °C po dobu 10 minut, aby doslo
k inaktivaci DNazy. Vzorky byly vyndany do ledu a bylo do nich napipetovano 18,5 pl
DEPC H;0. Celkovy objem takto pfipravenych vzork( byl 50 pl a koncentrace RNA
v nich byla 0,2 ug/ul. Vzorky byly nasledné uchovavany pfi teploté -80 °C.

4.4 Reverzni transkripce

Reverzni transkripci je RNA pfepsana do komplementarni DNA (cDNA), ta je oproti
RNA stabilnéjSi a lépe se s ni pracuje. Pro pFepis se pouzivd enzym reverzni
transkriptaza, coz je RNA-dependentni DNA-polymeraza. Bez primeru neni schopna
reverzni transkriptaza zacit syntetizovat cDNA. Primery jsou kratké oligonukleotidy, které
jsou komplementarni ke kratkému useku templatové RNA. STEM-Loop RT primery jsou
pouzivany pro pfepis miR do cDNA. Pokud je nasi templatovou molekulou mRNA,
pouziva se smés nahodnych hexamerl, coz jsou oligonukleotidy skladajici

se ze 6 nahodnych bazi.

441 Pouzité reagencie
o Reverzni transkriptaza - ProtoScript Il
e Reakeni pufr
e Ditiotreitol (DTT)
e Smés dNTPs 5 mM
e DEPC H;O
¢ Nahodné hexamery
e STEM-Loop RT primery (Tabulka 6)

4.4.2 Pracovni postup

Pro reverzni transkripci mRNA bylo do pfislusnych mikrozkumavek napipetovano
5 pl vzorku RNA o koncentraci 0,2 yg/ul a 1 pl nahodnych hexamer(. Po dikladném
promichani byly vzorky viozeny do termocykléru a na 5 minut zahfaty na 65 °C.
Po 5 minutach byly vzorky z termocykléru vyjmuty a umistény do chladiciho stojanku.
Ke kazdému vzorku bylo pipetovano 14 ul mastermixu, ktery obsahoval 4 ul pufru, 2 pl
DTT, 2 ul dNTPs, 0,5 pl reverzni transkriptazy a 5,5 yl DEPC H,O. Vzorky byly dukladné
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promichany a vlozeny zpét do termocykléru, kde byly 10 minut zahfivany na 25 °C, pak
50 minut na 42 °C (syntéza cDNA) a nakonec 5 minut na 85 °C (denaturace reverzni
transkriptazy). Vysledna cDNA byla zfedéna 180 ul ddH20. Vzorky cDNA byly
uchovavany pfi —20 °C.

Pro reverzni transkripci miR byl postup témér stejny, liSil se jen v tom, ze misto
nahodnych hexamerd byl pouzit multiplex 10 STEM-Loop RT primerd. Pro pfipravu
multiplexu bylo smichano 7 pl kazdého RT primeru pro uritou miR. Smés byla
promichana na vortexu a stejné jako u mRNA byl pipetovan 1 pl multiplexu k 5 pl vzorku
RNA. Zbytek postupu byl totozny, jako u mRNA.

4.5 Kvantitativni PCR v realném ¢ase (RT-qPCR)

Metoda se pouziva pro kvantifikaci DNA, oproti klasické PCR dochazi
k monitorovani mnozstvi amplifikované DNA béhem kazdého cyklu. PCR probiha
ve tfech krocich - denaturace, hybridizace a polymerace. Denaturace probiha pfi zahfati
na 95 °C, pfi této teploté dochazi krozvolnéni vodikovych mustki a k rozdéleni
dvousroubovice DNA na dvé jednovlaknové DNA (ssDNA). Ochlazenim na 60 °C
dochazi k obnoveni vodikovych mustkd, na prfislusnou sekvenci ssDNA se mulze
navazat primer. Pouze na misto, kde je na ssDNA navazany primer, se muze navazat
DNA-polymeraza. NejpouzivanéjSi DNA-polymerazou je Taq DNA-polymeraza, jejiz
teplotni optimum je 72 °C, nicméné vykazuje stabilitu i pfi teplotach nad 110 °C.
Po navazani na primer syntetizuje Taq DNA-polymeraza vlakno z dNTPs ve sméru od &'
k 3' konci, vzniklé vlakno je komplementarni k templatové DNA. Tyto tfi kroky se opakuji
obvykle ve 25 az 40 cyklech. Schéma prabéhu PCR je uvedeno na Obrazku 9. K detekci

dochazi mezi fazi polymerace a denaturace (Joshi & Deshpande, 2011).
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Obrazek 9 Schéma priib&hu PCR (pfevzato z ince et al., 2023)

Pro detekci se nejCastéji pouziva fluorescenéni barvivo nebo znacené sondy.
Fluorescenénim barvivem je napfiklad SYBR Green. SYBR Green je interkalacni
barvivo, které se nespecificky vaze na dvouretézcové struktury (DNA) a fluoreskuje
pouze, pokud je navazano. Tudiz nehrozi interference zplsobena nenavazanym
barvivem. K interferenci vS8ak mize dojit, pokud se barvivo navaze na dvojici primera,
které jsou ksobé& komplementarni nebo wvytvofi strukturu vlasenky. Pristroj
zaznamenava intenzitu fluorescence. Intenzivnéjsi fluorescence znaci vétsi mnozstvi
amplifikované DNA v jamce. ZnaCené sondy se na rozdil od fluorescenéniho barviva
vazi na misto o specifické sekvenci. Patfi mezi né napfiklad TagMan sondy, FRET sondy
nebo Scorpion sondy (Ma et al., 2021).

Kvantitativnim vysledkem RT-qgPCR je hodnota C: (cycle of threashold), tato
hodnota udava, v kolikatém cyklu piesahla intenzita fluorescence prah pozadi. Cim vétsi
je pocateni mnozstvi templatové DNA v jamce, tim menSi je hodnota C..

PFfi porovnavani zmén v expresi studovanych genu se naméfené vysledky
porovnavaji s referenénimi geny. Pro tyto ucCely se nejCastéji pouzivaji tzv. housekeeping
geny, které jsou soucasti zakladnich metabolickych pochodu a jejichz exprese zlstava
neménna (Maddocks & Jenkins, 2017).

4.5.1 Pouzité reagencie

e SG mix (Xceed PCR SG 2x Mix Lo-ROX-Biotech) obsahuje SYBR Green |, DNA-
polymerazu, dNTPs a pufr
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o Specifické F (forward) a R (reverse) primery pro mRNA (Tabulka 7)
e Specifické F primery pro miR (Tabulka 6)

e Univerzalni R primer pro miR (Tabulka 8)

e ddHO

4.5.2 Pracovni postup

Pro RT-gPCR analyzu cDNA, vzniklé pfepisem z mRNA, byl pfipraven mastermix
tak, aby 5 pl mastermixu obsahovalo 3,5 ul SG mixu, 0,28 ul smési specifického F a R
primeru a 1,22 yl ddH2O. Pro detekci cDNA, vzniklé pfepisem z miR, byl mastermix
pripraven obdobné, rozdilem bylo pipetovani 0,14 ul specifického F primeru a 0,14 pL
univerzalniho R primeru. Do jamek 384-jamkové desticky bylo napipetovano 5 ul
mastermixu a 2 pl cDNA v duplikatech, negativni kontrola obsahovala misto cDNA
ddH20. Po napipetovani byla desti¢ka pfikryta félii, zamichana na vortexu a sto¢ena
v centrifuze. Pro provedeni RT-gPCR byl pouzit pfistroj QuantStudio 6. Desti¢ka byla
vlozena do pfistroje, kde byla ve 40 cyklech zahfivana na 95 °C a ochlazovana na 60 °C
pro denaturaci, hybridizaci a polymeraci. V kazdém cyklu pfistroj zaznamenal

fluorescenci v kazdé jamce.

4.6 Imunoblot

Imunoblot je analytickd technika pouzivana k detekci specifického proteinu
v biologickém materialu. K separaci proteint podle molekulové hmotnosti se vyuziva
polyakrylamidova gelova elektroforéza. Takto rozdélené proteiny jsou z gelu pfeneseny
na membranu, kde jsou nasledné inkubovany s primarni protilatkou, ktera je namifena
proti hledanému proteinu, nasleduje inkubace se sekundarni protilatkou, ta je namifena
proti primarni protilatce. Sekundarni protilatka je znafena a lze ji detekovat.
Pri kvantifikaci je vhodné pouzit housekeeping protein jako nanaseci kontrolu. Exprese
housekeeping proteinu by méla byt neménna, pokud detekujeme u vzorkd rdznou
intenzitu tohoto proteinu, byly nejspi$ jednotlivé vzorky naneseny v rizném mnozstvi,
nebo doslo k nerovhomérnému pienosu proteinu z gelu na membranu. Nanaseci

kontrolu Ize tak pouzit k normalizaci vysledkd (Yang & Mahmood, 2012).

4.6.1 Pouzité reagencie
e Elektrodovy pufr — smichano 100 ml 10x Tris/Glycine/SDS Buffer (Bio-Rad)
s 900 ml ddH2O. Vysledna koncentrace 25 mM Tris, 192 mM glycin, 0,1% (w/v)
SDS, pH 8,3.
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0,1 M TRIS pufr, pH 8,0 — 12,11 g TRISu rozpusténo v 800 ml ddH-O, pH
upraveno na 8,0 pomoci 4 M HCI a doplnéno ddH>O do 1000 ml

10% APS — 10 mg persiranu amonného rozpusténo v 100 yl ddH20

Primarni protilatky (Abcam) — HDAC3 nafedény v poméru 1 : 10 000 v 5%
bovinnim sérovém albuminu (BSA) a 0,5% TBST (tris-buffered saline, Tween),
HDACS8 nafedéna v poméru 1 :5 000 v 5% BSA a 0,5% TBST

Sekundarni protilatka (Abcam) — anti-rabbit, nafedéna v poméru 1 : 10 000 v 1%
BSA a 0,1% TBST

Blotovaci pufr — smichano 100 ml 10x Tris/Glycine Buffer (Bio-Rad) s 200 ml
metanolu a 700 ml ddH2O. Vysledna koncentrace byla 25 mM Tris, 192 mM glycin
a 20% (w/v) metanol, pH 8,3

TBST - 8,77 g NaCl rozpusténo v 300 ml ddH20, pfidan 1 mL (pro 0,1% TBST)
nebo 5 ml (pro 0,5% TBST) Tweenu 20 a 100 ml 0,1 M TRIS pufru o pH 8,0.
Doplnéno do 1000 ml ddH20.

TEMED (Tetrametyletylendiamin) (Sigma-Aldrich)

Kit pro vyrobu geltl — TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 7,5% (Bio-Rad)
4x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad)

Su8ené mléko — Skim Milk Powder (Millipore)

Detekéni €inidlo — Amersham ECL Prime Western Blotting detection reagent
(Cytiva)

Ponceau S (Sigma-Aldrich)

4xSDS vzorkovy pufr (Tabulka 2)

Slozeni lyza¢niho pufru (Tabulka 3)

Tabulka 2 Slozeni 4xSDS vzorkového pufru

Slozka Koncentrace Pfidavané mnozstvi
(kone&na koncentrace) zasobniho roztoku

200 mM Tris/HCI pH 6,8 1M 4 ml

40 % glycerol 85 % 9,41 ml

6 % SDS prasek 1,2g

0,2MDTT prasek 0,617 g

0,1 g bromfenolova modf prasek Spetka

ddH20 20 mi
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Tabulka 3 Slozeni lyza¢niho pufru

Slozka Koncentrace Pfidavané mnozstvi
(konecna koncentrace) zasobniho roztoku

50 mM Tris/HCI pH 7,4 1M 50 mi

150 mM NaCl prasek 8,766 g

10% glycerol 85% 117,65 ml

1% Triton X-100 100% 10 ml

2 mM EDTA prasek 0,58¢

2 mM EGTA prasek 0,76 g

40 mM B-glycerolfosfat prasek 8,52 ¢

50 mM fluorid sodny prasek 2,09¢g

10 mM pyrofosfat sodny prasek 4,46 g

2 mM dithiotreitol prasek 0,3085 g

200 pM NazVO, prasek 0,03678 g

ddH»O dopIlnéno do objemu 1 |

4.6.2 Priprava vzorku pro imunoblot

Do 1,5 ml mikrozkumavky s 300 ml lyza¢niho pufru byl vioZzen kousek jaterni
tkané. Tkan byla zhomogenizovana pomoci kulickového homogenizatoru. Vznikly
homogenat se ponechal 20 minut stat na ledu, nasledné byl 10 minut centrifugovan pfi
13 000 otackach pfi 4 °C. Supernatant byl pfepipetovan do nové zkumavky. Koncentrace
proteinu byla zméfena bicinchoninovou metodou (BCA). Metoda je zaloZena na principu
redukce médnatych iontl proteinem v alkalickém prostfedi, vznikly médny iont je
chelatovan kyselinou bicinchoninovou za vzniku barevného komplexu, ktery vykazuje

absorbanci pfi vinové délce 562 nm (Wrolstad et al., 2004).

4.6.3 Priprava polyakrylamidovém gelu

Sklo, sklo s 1 mm spacerem a hfeben byly dukladné omyty saponatem, ddH-O,
lihometanolem. Po oschnuti byla skla pfilozena k sobé tak, aby mezi nimi vznikl 1 mm
Siroky prostor pro gel, nasledné byla skla spojena sponami. Spojena skla byla poloZzena
a nasledné dukladné pfitlatena na gumovou podloZzku v nalévacim stojanku. Gel
se sklada ze dvou Casti, separacniho a zaostfovaciho gelu. Spodni ¢ast gelu je tvofena
separacnim gelem, ten obsahuje 7,5 % polyakrylamidu, péry tohoto gelu jsou mensi,
pouzité reagenci jsou uvedeny v tabulce 4. Zaostfovaci gel tvofi horni ¢ast gelu, ma vétsi
péry a obsahuje 4 % polyakrylamidu, pouZité reagenci jsou uvedeny v tabulce 5.

Pro vyrobu gelu byl pouzit TGX Stain-Free FastCast Acrylamide Kit, 7,5%. Separacni
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gel byl vyroben napipetovanim resolveru A a resolveru B do kadinky na magnetické
michacce, pfidanim 10% APS a TEMEDu se zahdjila polymerace, a tak se smés pro
separacni gel musela rychle pipetovat do prostoru mezi skly. Obdobné byla pfipravena i
smés pro zaostfovaci gel, ktery byl pipetovan na separac¢ni gel po horni okraj. Do vrchni
Casti gelu byl zeSikma vlozen hieben pro tvorbu jamek. Gel se nechal cca 30-45 minut
polymerovat. Gel se skly byl vyjmut z nalévaciho stojanku a oplachnut destilovanou
vodou.

Tabulka 4 Reagencie pouZzité pro vyrobu separacniho gelu

Separacni gel (spodni) 7,5% 1mm Pipetované mnozstvi pro 1 gel
Resolver A 2,5ml

Resolver B 2,5ml

APS 10% 25 pl

TEMED 2,5yl

Tabulka 5 Reagencie pouzité pro vyrobu zaostfovaciho gelu

Zaosttovaci gel (horni) 4% 1mm Pipetované mnozstvi pro 1 gel
Stacker A 0,875 ml

Stacker B 0,875 mi

APS 10% 8,75 pl

TEMED 1,75 pl

4.6.4 Elektroforéza proteint na polyakrylamidovém gelu

Podle koncentrace proteind ve vzorku byly vzorky nafedény tak, aby mély
vyslednou koncentraci proteint 1 pg/ul. Pro pfipravu nafedéného vzorku o celkovém
objemu 400 pl bylo smichano 100 ul 4x SDS, potfebné mnozstvi vzorku a lyzacniho
pufru. Pro pfipravu 80 pl molekulového standardu bylo smichano 8 pl 10x
koncentrovaného molekulového standardu, 18 pl 4x Laemmli pufru a 54 pl lyzaéniho
pufru.

Pfed zahajenim elektroforézy bylo potfeba nafedéné vzorky denaturovat
zahtatim na 95 °C po dobu 5 minut v termobloku. Z gelu ve sklech byl opatrné vyjmut
hfeben. Skla s gelem byla vloZzena do stojanu na elektroforézu a byla zajisténa sponami
tak, aby delSi skla byla na vné&jsi strané. Stojan byl vlozen do elektroforetické vany.
Nejdfive byl nalit elektrodovy pufr do vnitiniho elektrodového prostoru, aby se zjistilo,
zda gely podtékaji. Pokud nebylo pozorovano podtékani gell, byl elektrodovy pufr nalit
i do vnéjSiho elektrodového prostoru po znacku. Do krajnich jamek gelu bylo pipetovano

20 pl molekulového standardu, do vnitfnich jamek bylo pipetovano 20 pul vzorku

39



v duplikatech. Elektroforeticka vana byla pfiklopena vikem a pfipojena ke zdroji. Bylo
nastaveno konstantni napéti 150 V. Po 30-45 minutach byla elektroforéza ukoncéena.
Horni ¢ast gelu s jamkami a spodni ¢ast gelu s neseparovanymi proteiny byla odfiznuta,

gel byl pfipraven na blotovani.

4.6.5 Blotovani

Pfed blotovanim bylo potfeba nitrocelulézovou membranu, dva kusy filtracniho
papiru a separacni gel z elektroforézy ponechat par minut inkubovat v blotovacim pufru.
Veskera manipulace s gelem a membranou byla provedena v rukavicich. Blotovani bylo
provedeno v pristroji Trans Blot Turbo Transfer system (BioRad). Do kazety pfistroje
se nejdfive polozil filtracni papir, na né& byla polozena membrana, nasledné byl
na membranu poloZen gel a uhlazen tak, aby mezi nim a membranou nezustaly bublinky,
nakonec byl poloZen druhy filtracni papir. Kazeta byla uzaviena a nasledné vloZena do
pristroje, ktery byl nastaven na napéti 25 V a proud 1,3 A na 20 minut. Po transferu byly
oznaceny bandy molekulového standardu, poté byla membrana pfenesena do plastové
krabi¢ky, ve které byla 3x oplachnuta ddH;O. Pro kontrolu transferu byla membrana
3 minuty barvena pomoci Ponceau S v 0,5% kyseliné octové. Po kontrole byla barva
z membrany odmyta pomoci TBST. Pro blokovani byla membrana ponechana pfes noc

v 5% roztoku mléka v 0,5% TBST za neustalého promichavani na kyvaci tfepacce.

4.6.6 Chemiluminiscence

Po blokovani byla membrana oplachnuta ddH20 a 1 h inkubovana s primarni kralici
protilatkou. Po inkubaci byla membrana 6x promyvana TBST pufrem po dobu 5 minut.
Poté byla membrana inkubovana se sekundarni protilatkou znacenou kienovou
peroxidazou. Po hodiné byla membrana opét 6x po dobu 5 minut promyta TBST pufrem.
Pro detekci byl pouzit Amersham ECL Prime Western Blotting detection reagent. Ten
obsahoval roztok A s luminolem a roztok B s peroxidem. Pro vyrobu detekéniho Cinidla
byly do mikrozkumavky pipetovany 2 ml roztoku A a 2 ml roztoku B, mikrozkumavka byla
obalena alobalem, aby nedo$lo k rozkladu luminolu svétlem. Detekéni cCinidlo bylo
pipetovano na membranu a ponechalo se 5 minut reagovat. Po okapani piebyteéného
mnozstvi detekéniho €inidla byla membrana vlioZena do folie a umisténa do pfistroje pro

detekci chemiluminiscence Uvitec Alliance Q9.

4.7 Statistické vyhodnoceni

Vysledné hodnoty C; byly zpracovavany v programu Excel. Jako referenni geny

byly vybrany GADPH a RPLPO. Pro kazdy vzorek byl z C; hodnot téchto genu spocitan
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geometricky primér. C; hodnoty mérenych genu byly vztazeny na geometricky prameér
C: hodnot referenénich gend pomoci metody 224¢t kde AC; je rozdil mezi Ci mé&feného
genu a C; geometrického priiméru referenénich genu stejného vzorku. Vysledky byly
vztazeny na kontrolni skupinu K STD, proto byly hodnoty vypocitané v pfedchozim kroku
vydéleny primérem skupiny K STD pro urcity gen. Nasledné byl spocitan primér hodnot
pro kazdou skupinu a méfeny gen, obdobné byly spocitany i smérodatné odchylky.
Vysledek vSech praméra pro skupinu K STD u kazdého genu byl roven 1. Pokud byla
hodnota urcitého genu v urcité skupiné mensi nez 1, znamenalo to, Ze exprese tohoto
genu v této skupiné je mensi nez u skupiny K STD, hodnota vy3Si nez 1 znacila
zvysenou expresi.

Statistické a grafické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci programu GraphPad
Prism. Pro statistické vyhodnoceni byl pouzit neparovy t-test s Welchovou korekci.
Za statisticky vyznamny rozdil byly povazovany hodnoty p < 0,05. V grafech je statisticka
vyznamnost oznacena *, pfi€emz plati Zze: * oznacuje p < 0,05, ** pro p < 0,01, *** pro
p < 0,001 a **** znaCi p < 0,0001.
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5 Vysledky

V jatrech samcu mysi byla pomoci metody RT-gPCR stanovovana exprese mRNA
patnacti genl koédujicich enzymy zprostfedkovavajici epigenetickou regulaci
(histondeacetylazy, histonmetyltransferazy a DNA-metyltransferazy) a exprese deviti
vybranych miR. V dalSi ¢asti experimentalni prace byla pomoci metody imunoblot

stanovena proteinova exprese dvou vybranych histondeacetylaz HDAC3 a HDACS.

5.1 Exprese mRNA u kontrolnich skupin

Nejdfive byla porovnana exprese mRNA u kontrolnich skupin, byl zkouman vliv
diety a aplikace MSG na expresi mMRNA pro skupinu enzymd HDAC (Obrazek 10).
Kontrolni mysi krmené FFC dietou mély ve srovnani s K STD sniZzenou expresi HDACS5.
Nejvice zmén v expresi HDAC bylo pozorovano u MSG STD mysSi ve srovnani s K STD.
U MSG STD mysSi doSlo ke zvySeni exprese HDAC2 a HDACS a snizeni HDACS oproti
kontrolnim mySim na stejné dieté. U MSG mySi na FFC dieté byla nalezena snizena
exprese HDAC3 a HDACS oproti MSG STD mySim. Nejvice zmén bylo tedy pozorovano
u mRNA exprese HDACS5, u které doslo ke sniZzeni exprese jak vlivem aplikace MSG,

tak krmenim FFC dietou u kontrolnich i MSG mysi.

Kontrolni skupiny HDAC

* B KSTD mm KFFC BEa MSGSTD

I I mE MSG FFC

2.0+ * *

Relativni exprese mRNA
(vztazeno na K STD)

HDAC2 HDAC3 HDAC5

Obrazek 10 Porovnani relativni exprese mRNA histondeacetylas v jatrech mezi
kontrolnimi skupinami. Vysledky jsou uvadény jako primér + SD (n=6, u K STD n=5).
Vysledky oznaCené * se signifikantné liSi (neparovy t-test s Welchovou korekci,
* p <0,05).
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V expresi mRNA sirtuint byla zaznamenana zména pouze u Sirt2. Aplikaci MSG
doSlo k mirnému ale statisticky vyznamnému zvySeni mRNA exprese Sirt2 oproti
skupiné K STD (Obrazek 11).

Kontrolni skupiny Sirt2

*

-
o
|

Relativni exprese mRNA
(vztazeno na K STD)
o
o
1

0.0

K STD KFFC MSG STD MSG FFC

Obrazek 11 Porovnani relativni exprese mRNA Sirt2 v jatrech mezi kontrolnimi
skupinami. Vysledky jsou uvadény jako primér + SD (n=6, u K STD n=5). Vysledky
oznacené * se signifikantné lisi (neparovy t-test s Welchovou korekci, * p < 0,05).

Aplikace MSG méla rovnéz vliv na expresi mRNA Ep300. V porovnani
se skupinou K STD doslo ke zvySeni exprese mRNA Ep300 u skupiny MSG STD
(Obrazek 12).
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Kontrolni skupiny Ep300
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Obrazek 12 Porovnani relativni exprese mRNA Ep300 v jatrech mezi kontrolnimi
skupinami. Vysledky jsou uvadény jako primér + SD (n=6, u K STD n=5). Vysledky
oznacené * se signifikantné lisi (neparovy t-test s Welchovou korekci, * p < 0,05).

Mezi kontrolnimi skupinami nebyly nalezeny statisticky vyznamné zmény v expresi
mRNA pro geny HDAC6, HDAC11, Sirt1, Sirt3, HAT1, KAT2B, KAT5, DNMT1
a DNMT3a, proto zde nejsou uvedeny pfislusné grafy. Dieta, aplikace MSG, ani jejich
kombinace nemély statisticky vyznamny vliv na zménu exprese téchto genu v jatrech

zkoumanych mysi.

5.2 Vliv podavani Iékd na expresi mRNA

Byl zkouman vliv podavani Iéku liraglutidu (LIRA) nebo peptidu palm11-PrRP31
(LiPR) na expresi mRNA u mySich modelu s navozenou NAFLD pomoci diety, aplikaci
MSG, nebo jejich kombinaci. Exprese mRNA u Ié€enych skupin byla porovnana
s prislusnou kontrolni skupinou.

Ve skupiné K FFC |éCené liraglutidem byly zaznamenany zmény v expresi mRNA
HDAC1 a HDAC2 ve srovnani s kontrolni skupinou K FFC (Obrazek 13). U obou gent
doslo vlivem 1é€by liraglutidem ke zvySeni jejich mRNA exprese. Pfi podavani Iéku LiPR

nebyly zaznamenany zmény v expresi u Zzadného ze sledovanych gena.
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Obrazek 13 Porovnani relativni exprese mRNA enzymd HDAC1 a HDAC2 v jatrech
K FFC mysi a vliv 1éCby léky LiPR a LIRA. Vysledky jsou uvadény jako pramér + SD
(n=6). Vysledky oznacené * se signifikantné liSi (neparovy t-test s Welchovou korekci, **

p <0,01).

Ve skupiné MSG STD lécba signifikantné neovlivnila expresi mRNA ani jednoho

ze stanovovanych genu. V pfipadé MSG mysi krmenych FFC dietou 1éEba ovlivnila
expresi MRNA pro HDAC3 a HDACS (Obrazek 14). Lécba liraglutidem zvysSila expresi
MRNA pro HDAC3, zatimco podani LiPR zvysilo expresi mRNA pro HDACS5 oproti
kontrolni skupiné MSG FFC bez I1éCby.

MSG FFC a lécba
* %k K K

-
(3.}
1
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Obrazek 14 Porovnani relativni exprese mRNA enzym( HDAC3 a HDACS5 v jatrech
MSG FFC mySi a vliv IéEby Iéky LiPR a LIRA. Vysledky jsou uvadény jako primér + SD
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(n=6). Vysledky oznacené * se signifikantné liSi (neparovy t-test s Welchovou korekci, *
p < 0,05, **** p <0,0001).

Podani Iéku LIRA nebo LiPR zasadné neovlivnilo expresi mRNA pro geny HDACG,
HDAC11, Sirt1, Sirt2, Sirt3, HAT1, KAT2B, KAT5, Ep300, DNMT1 a DNMT3a u zadné

ze sledovanych skupin.

5.3 Exprese miR u kontrolnich skupin

Nejdfive byla porovnana exprese vybranych miR mezi kontrolnimi skupinami.
Zjistovalo se tim, jestli ma FFC dieta, aplikace MSG nebo jejich kombinace vliv na
expresi sledovanych miR. Ve skupiné kontrolnich my3i méla FFC dieta vliv na expresi
miR-122-3p, miR-200a-3p a miR-200b-3p. FFC dieta zplsobila u miR-122-3p snizeni
jeji exprese (Obrazek 15), naopak u miR-200a-3p a miR-200b-3p doslo vlivem FFC diety
ke zvySeni exprese v porovnani s K STD (Obrazek 16). Ve skupiné MSG STD doslo ke
sniZzeni exprese miR-16-5p a miR-122-3p v porovnani s K STD (Obrazek 15). MSG mysi
na FFC dieté mély proti MSG STD mysSim zvySenou expresi miR-29b-3p, miR-33a-5p
(Obrazek 15), miR-200a-3p, miR-200b-3p a miR-451a (Obrazek 16). Exprese
miR-200a-3p a miR-200b-3p byla zvySena jak u kontrolnich, tak MSG mysi vlivem FFC
diety. Mezi studovanymi skupinami nebyly zaznamenany zmény v expresi miR-21a-5p
a miR-152-3p.

Kontrolni skupiny
20— HE KSTD Hm KFFC E® MSG STD E® MSG FFC

* X

-
(3.}
1

Relativni exprese miR
(vztazeno na K STD)
.Q -—
(3, ] o
] |

0.0-

miR-16-5p miR-29b-3p miR-33a-5p miR-122-3p

Obrazek 15 Porovnani relativni exprese vybranych miR v jatrech kontrolnich skupin
mysi. Vysledky jsou uvadény jako pramér + SD (n=6, u K STD n=5). Vysledky oznacené
* se signifikantné lisi (neparovy t-test s Welchovou korekci, * p < 0,05, ** p < 0,01).
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Obrazek 16 Porovnani relativni exprese vybranych miR v jatrech kontrolnich skupin
mysSi. Vysledky jsou uvadény jako priimér = SD (n=6, u K STD n=5). Vysledky oznatené
* se signifikantné lidi (neparovy t-test s Welchovou korekci, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p
< 0,001).

5.4 Vliv podavani léka na expresi miR

Byl zkouman vliv podavani I1éku LIRA nebo peptidu LiPR na expresi miR u mysich
modeld s navozenou NAFLD pomoci diety, aplikace MSG nebo jejich kombinaci.
Exprese miR u lé€enych skupin byla porovnana s pfislusnou kontrolni skupinou.

Ve skupiné K FFC doslo podavanim LiPR ke snizeni exprese miR-16-5p,
miR-33a-5p (Obrazek 17) a miR-200a-3p (Obrazek 18), zatimco exprese miR-21a-5p,
miR-29b-3p a miR-122-3p byla zvySena. Podavani LIRA vedlo ke sniZeni exprese
miR-16-5p (Obrazek 17), miR-200a-3p a miR-200b-3p (Obrazek 18), naopak exprese
miR-21a-5p byla zvySena (Obrazek 17). Podavani LiPR ani LIRA u skupiny K FFC
nemélo vliv na expresi miR-152-3p a miR-451a.
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Obrazek 17 Porovnani relativni exprese vybranych miR v jatrech K FFC mysi a vliv |éCby

léky LiPR a LIRA. Vysledky jsou uvadény jako pramér = SD (n=6). Vysledky oznacené *
se signifikantné liSi (neparovy t-test s Welchovou korekci, * p < 0,05, ** p < 0,01).
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Obrazek 18 Porovnani relativni exprese vybranych miR v jatrech K FFC mysi a vliv IéCby
léky LiPR a LIRA. Vysledky jsou uvadény jako pramér + SD (n=6). Vysledky oznacené *
se signifikantné liSi (neparovy t-test s Welchovou korekci, * p < 0,05, ** p < 0,01).

Ve skupiné MSG STD mélo podani LiPR vliv na zvySeni exprese miR-29b-3p

a miR-200a-3p (Obrazek 19), zatimco LIRA v této skupiné mysi vyvolal pouze zvySeni
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exprese miR-200a-3p. Podavani LIRA ani LiPR nemélo u skupiny MSG STD zasadni
vliv na expresi ostatnich sledovanych miR.

Ve skupiné MSG FFC nedoslo vlivem LiPR nebo LIRA k zadnym zménam
v expresi pozorovanych miR.

MSG STD a lécba
3-, HE MSGSTD Em MSG STD LIPR E& MSG STD LIRA

Relativni exprese miRNA
(vztazeno na K STD)

miR-29b-3p miR-200a-3p

Obrazek 19 Porovnani relativni exprese miR-29b-3p a miR-200a-3p v jatrech MSG STD
mysi a vliv [é€by léky LiPR a LIRA. Vysledky jsou uvadény jako prameér + SD (n=6).
Vysledky oznacené * se signifikantné liSi (neparovy t-test s Welchovou korekci, * p <
0,05).

5.5 Detekce proteinu

V ramci pilotniho experimentu jsme se pomoci imunoblotu pokusili detekovat
proteiny HDAC3 a HDACS. Sledovala se zména v expresi téchto proteind u skupin
KSTD, KFFC, MSG STD a MSG FFC. Jako nana$eci kontrola byl zvolen B-aktin.
Molekularni hmotnost HDAC3 je 48 kDa, u HDACS je 45 kDa a u B-aktinu 42 kDa.
Na snimcich imunoblotu jsou po stranach vyznaceny molekularni hmotnosti bandd
molekularniho standardu. Skupiny jsou oznaceny Cisly, K STD je znadena 1, K FFC 2,
MSG STD 3 a MSG FFC 4. Na v8ech vyhodnocenych membranach je patrna pfitomnost
nespecificky vaze i na ostatni proteiny.

Vyskyt bandu pro HDACS3 se pfedpoklada v oblasti znacky 50 kDa, v této oblasti
se kvlli nespecifickému vazani protilatky vyskytuje vice bandi. Nelze proto s jistotou
identifikovat, ktery band patfi HDAC3 (Obrazek 20). Bandy nejsou dostatecné zaostfené,

jejich kvantifikace by byla nepfesna.
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7

Obrazek 20 Imunoblot HDAC3. Oznaceni skupin: KSTD 1, K FFC 2, MSG STD 3
a MSG FFC 4, vlevo jsou oznaceny molekularni hmotnosti v kDa. Do jamky bylo

naneseno 20 ug proteinu.

Molekularni hmotnost HDACS8 je 45 kDa, vyskyt bandu byl pfedpokladan mezi
znackou 37 kDa a 50 kDa. Vyrazny band se vyskytoval v oblasti 37 kDa, v jeho okoli se
vyskytovalo vice drobnych spojitych bandu, coz bylo zplsobeno nespecifickym vazanim
protilatky na jiné proteiny (Obrazek 21). Band pro HDAC8 nebylo mozné identifikovat.
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Obrazek 21 Imunoblot HDAC8. Oznaceni skupin: KSTD 1, K FFC 2, MSG STD 3
a MSG FFC 4, vlevo jsou oznaceny molekularni hmotnosti v kDa. Do jamky bylo

naneseno 20 ug proteinu.
Vyskyt bandu pro B-aktin byl pfedpokladan v oblasti nad zna¢kou 37 kDa. Opét

se v této oblasti vyskytovalo vice bandul, které nebyly dostate¢né zaostfené. Band

B-aktinu nebylo mozné s jistotou identifikovat (Obrazek 22).
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Obrazek 22 Imunoblot p-aktin. Oznaceni skupin: KSTD 1, K FFC 2, MSG STD 3
a MSG FFC 4, vlevo jsou oznaCeny molekularni hmotnosti v kDa. Do jamky bylo

naneseno 20 ug proteinu.

Z davodu nespecifického vazani protilatek nebylo mozné identifikovat bandy
hledanych protein(. Za pfedpokladu, ze by se podafilo identifikovat band hledaného
proteinu, nebylo by mozné ho kvantifikovat, protoze bandy nebyly dostateéné zaostiené.
Bylo by potfeba bud pouzit jiné protilatky, nebo optimalizovat metodu imunoblotu (napf.
dobu blokovani, dobu inkubace s primarni protilatkou, koncentraci primarni protilatky).

Z ¢asovych duvodul to nebylo mozné.
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6 Diskuze

NAFLD je nej¢astéjSim chronickym onemocnénim jater na svété a jeho celosvétova
prevalence kazdym rokem stoupa. NAFLD je multifaktorialni onemocnéni, na jehoz
vzniku se podili fada faktorl, patfi mezi né inzulinova rezistence, oxidac¢ni stres,
zanétlivé procesy, geneticka zatéz a epigenetické mechanismy. Epigenetické
mechanismy se podili na regulaci vétsiny biologickych procesu, zmény v epigenetické
regulaci byly pozorovany u fady riznych onemocnéni, jako jsou napfiklad onkologicka,
autoimunitni, neurodegenerativni, kardiovaskularni nebo metabolickda onemocnéni
(Moosavi & Motevalizadeh Ardekani, 2016). Z tohoto divodu jsou zmény v epigenetické
regulaci studovany u fady onemocnéni v€etné NAFLD. Je dllezité zmapovat zmény
v mRNA a proteinové expresi a aktivité enzymU podilejicich se na epigenetické regulaci
u NAFLD. Zmény v expresi téchto enzym( by mohly byt v budoucnu vyuzity jako
neinvazivni marker NAFLD. Terapie by pak mohla byt zaméfena na normalizaci téchto
zmeén v epigenetické regulaci napfiklad podavanim inhibitor(i pro regulaci konkrétnich
enzymu (Sun et al., 2018). Nepfeberné mnozstvi studii zkouma souvislost mezi NAFLD
a zménami v expresi miR, at uz na bunécnych kulturach, zvifecich modelech nebo
u pacientd. Urcité miR by v budoucnu Sly vyuzit jako marker NAFLD nebo jako
prognostické markery.

Studie Liu et al. (2021) zaznamenala u pacientl s jaterni fibr6zou zvySenou expresi
HDAC?2. Studie Fu et al. (2021) popsala mechanismus interakce mezi ROS, HDAC2 a
MCP-1. Snizené hladiny ROS vedou ke snizené expresi HDAC2, to podporuje expresi
MCP-1. ZvySena exprese MCP-1 podporuje zanétlivé procesy, které usnadfuji progresi
NAFLD. Vramci této diplomové prace byla zjisténa zvySena exprese HDAC2 mezi
kontrolni skupinou a MSG STD, u ostatnich skupin nebyla zvySena exprese
zaznamenana.

Studie Z. Sun et al. (2012) zjistila, Ze delece jaterni HDAC3 u mysi vede ke vzniku
zavazné NAFL tim, Ze ovliviiuje metabolismus lipidd a podporuje jejich de novo syntézu.
Studie také zjistila, Ze navozeni zvySené exprese HDAC3 nezabrariuje vzniku NAFLD.
V ramci této diplomové prace byl zaznamenan narlst exprese HDAC3 pouze mezi
skupinou MSG STD a kontrolni skupinou. Mezi ostatnimi skupinami nebyly
zaznamenany zmeény v expresi HDAC3.

Studie Jia et al. (2016) naméfila v jatrech mySi na HFD s naruSenou leptinovou
signalizaci snizenou expresi HDACS5. Detekce byla provedena pomoci RT-gPCR
a imunoblotu. V ramci této diplomové prace jsme dosli k podobnym vysledkim, zjistili
jsme, ze FFC dieta nebo naruSeni leptinové signalizace aplikaci MSG vede ke snizené

expresi HDACS, pfi kombinaci FFC diety a MSG aplikace bylo toto sniZeni vyraznéjsi.
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Studie L. Sun et al. (2018) zjistila, ze delece HDAC11 chrani mySi na HFD pfed
vznikem NAFLD a obezitou. ZvySena hladina HDAC11 by mohla teoreticky souviset se
vznikem NAFLD. Vramci této diplomové prace nebyly pozorovany zadné zmény
v expresi HDAC11 u pouzitych mysSich modelt NAFLD.

Studie Wang et al. (2017) zjistila, Zze aktivace exprese Sirt1 u obéznich mysi na HFD
je ochranila proti NASH. Inhibice jaterni Sirt1 u mysi vede ke vzniku NAFLD. Z toho by
Slo vyvodit, Ze mySi s NAFLD by mohly mit snizenou expresi Sirt1. V naSich
experimentech ale nebyly pozorovany jakékoliv zmény v expresi Sirt1 u mysSi
s navozenou NAFLD.

Studie Ren et al. (2021) Zjistila, Ze pacienti s NAFLD maiji v jatrech sniZzenou expresi
Sirt2, ktera je vyraznéjSi se stupném onemocnéni. Snizena exprese Sirt2 byla
zaznamenana i u obéznich mysi na HFD. Méfeni exprese Sirt2 bylo provadéno pomoci
RT-gPCR a imunoblotu. V ramci této diplomoveé prace jsme dosli k odliSnym vysledkim.
Nezaznamenali jsme zménu v expresi Sirt2 u vétSiny mysich modeld NAFLD. Mezi
kontrolni skupinou a skupinou MSG STD jsme dokonce zaznamenali zvySenou expresi
Sirt2. Pfestoze ve zminéné studii a v této diplomové praci byla pouzita stejna detekéni
metoda a mySi byly krmeny dietou s podobnym obsahem tukl po srovnatelné dlouhou
dobu, jsou namérené vysledky odliSné. To by mohlo byt zpisobeno pouzitim odliSného
kmene mysSi. V naSem experimentu byly pouZzity mySi kmene NMRI, ktery Iépe snasi
aplikaci MSG zatimco ve studii Ren et al. (2021) byly pouzity mySi kmene C57BL/6, které
jsou nachylnéjsi k rozvoji dietou navozené NAFLD nez mysi kmene NMRI.

Studie Bricambert et al. (2010) zjistila ze, Ep300 zvySuje transkripci genu ChREBP,
dlouhodobé zvysena exprese ChREBP podporuje vznik NAFL a NASH. Pfedpokladame,
Ze u mySich modeld s NAFLD by mohla byt zvySena exprese Ep300. Vysledky této
diplomové prace ukazaly, Ze mySi modely s NAFLD maiji zvy$enou expresi Ep300 oproti
kontrolni skupiné.

Studie Pirola et al. (2013) zjistila, Ze pacienti s NASH maji oproti pacientiim s NAFL
zvySenou expresi DNMT1 v hepatocytech a mira exprese DNMT1 korelovala
se zavaznosti NASH. V ramci této diplomové prace nebyly zaznamenany zmény
v expresi DNMT1 mezi skupinami s navozenou NAFLD a kontrolni skupinou.

Studie Cheung et al. (2008) méfila pomoci RT-gPCR zmény v expresi miR-16
mezi pacienty s NASH a zdravymi jedinci. V jaterni tkani pacientd zaznamenali zvySenou
expresi miR-16. NaSe diplomova prace doSla k opacnému zavéru, mezi kontrolni
skupinou a MSG STD skupinou s navozenou NAFLD doslo dokonce k poklesu exprese
miR-16-5p. Pfi porovnani exprese miR-16-5p u ostatnich skupin s NAFLD a kontrolni

skupinou nebyla zaznamenana zadna zména.
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V nasi diplomové praci jsme nezaznamenali zmény v expresi miR-21a-5p mezi
kontrolnimi skupinami. Navozeni NAFLD u mySi by podle naseho vyhodnoceni nemélo
mit vliv na expresi miR-21-5p. Studie Cheung et al. (2008) ale zaznamenala u pacientu
s NASH zvy$enou expresi miR-21 za pouziti RT-qPCR.

Studie Hung et al. (2019) porovnala expresi miR-29 u mys$i na HFD s kontrolni
skupinou, zjistila, ze mysSi na HFD maji zvySenou expresi miR-29. V nasi diplomové praci
jsme zaznamenali zvySenou expresi miR-29b-3p jen u skupiny MSG FFC v porovnani
se skupinou MSG FFC.

Studie Vega-Badillo et al. (2016) pomoci RT-gPCR zaznamenala u pacient
s NAFLD narust exprese miR-33a v hepatocytech i v plazmé, mensi narlst byl
u pacientd s NAFL, nejvysSi nardst byl zaznamenan u pacientdl s NASH. Ale studie
Auguet et al. (2016) stejnou metodou neznamenala zménu v expresi miR-33a
v hepatocytech nebo plazmé pacientd s NAFLD a rdznymi stupni obezity. V ramci
diplomové prace jsme nezaznamenali zménu v expresi miR-33a-5p mezi kontrolni
skupinou a skupinami s NAFLD. Zavéry naSi diplomové prace se vice shoduji se zavéry
studie Auguet et al. (2016), pfestoze tato studie zkoumala NAFLD u lidi.

Studie Cheung et al. (2008) zjistila pomoci RT-qPCR, Ze exprese miR-122 byla
v jaterni tkani pacientd s metabolickym syndromem a NASH snizena. Studie Pirola et al.
(2015) zaznamenala také snizenou expresi miR-122 v jatrech pacientd s NAFL a NASH,
pro detekci miR-122 byla pouzita metoda in situ hybridizace. Studie Auguet et al. (2016)
nezjistila, ze by pacienti s NAFLD a rdznym stupném obezity méli snizenou expresi
miR-122 v jatrech pomoci RT-gPCR. My jsme v ramci této diplomové prace zaznamenali
statisticky vyznamny pokles v expresi miR-122-3p u v8ech mysSich skupin s navozenou
NAFLD.

Cilem naSi diplomové prace bylo i zkoumat vliv 1éEby na zmény v expresi miR.
Studie Capuani et al. (2018) studovala vliv liraglutidu na expresi miR-21 u bunécné linie
hepatocytl se steatézou. Exprese miR-21 se u hepatocytl po podani liraglutidu snizila.
V ramci této diplomové prace byl zaznamenan vzestup v expresi miR-21a-5p pouze u
skupiny K FFC po podani liraglutidu, u ostatnich skupin lé¢ba liraglutidem neméla vliv.

Zavéry ostatnich studii se v nékterych pfipadech shoduji s poznatky této diplomové
prace. Nicméneé spousta studii dosla k jinym nebo zcela protichGdnym zavériim. Vétsina
studii navozuje NAFLD u mysSi pomoci HFD, zatimco v nasi diplomové praci je pouZita
FFC dieta. Napfiklad fruktéza v nami pouzité dieté mize ménit metylaci urcitych genu
nebo ovliviiovat stfevni mikrofléru mysi (Kirpich et al., 2015; Ohashi et al., 2015).
To-mUlze vést k epigenetickym zménam, které jsou ovlivnitelné stravou. Pro Ucely nasi
diplomové prace byla NAFLD navozena i pomoci aplikace MSG. Studie jen velmi zfidka

pouzivaji k navozeni NAFLD aplikaci MSG. Data o zménach exprese u skupin s MSG
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tak nelze moc porovnavat s vysledky ostatnich studii. Cast studii zkoumala epigenetické
zmeény u pacientll s NAFLD. Spousta pacientt s NAFLD se 1é¢i s rGznymi komorbiditami,
jako je napfiklad T2DM nebo hypertenze. Uzivani antidiabetik, antihypertenziv a jinych
lé€iv ma vliv na epigenetické zmény (Csoka & Szyf, 2009). Epigenetické zmény jsou také
ovlivnitelné napfiklad zivotnim stylem, pohybovou aktivitou, prostfedim a stravou
(Rodriguez-Sanabria et al., 2022). Namérené vysledky mezi pacienty s NAFLD a mySimi
modely NAFLD jsou obtizné&ji srovnatelné, protozZe jsou zatizené nejen mezidruhovou
odlidnosti, ale i odliSnym Zivotnim stylem a pfipadnou medikaci. Studie, které se zabyvaji
expresi miR, ¢asto blize nespecifikuji, jestli jimi sledovanad miR pochazi z 3’ nebo z 5°
konce prekurzorové miRNA (Novak, 2016).
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7 Zaveér

Stanovili jsme mRNA expresi 15 vybranych genu, které kéduji epigenetické
regulacni enzymy a 9 vybranych miR v jaterni tkani tfi mySich modeld
NAFLD — kontrolni mySi na FFC dieté¢, MSG mysSi na standardni dieté a MSG
mysSi na FFC dieté. Kazda kontrolni skupina byla rozdélena na tfi skupiny jedné
byl podavan fyziologicky roztok (kontrolni nelé&ené mysi), druhé liraglutid a treti
LiPR.

Metodou imunoblot jsme stanovovali proteinovou expresi dvou vybranych
histondeacetyldaz — HDAC3 a HDACS v jaterni tkani mySi z kontrolnich skupin.
Diky nespecifické vazbé& pouzitych protilatek vS8ak nebylo mozné vysledky
vyhodnotit. Metodu je tfeba dale optimalizovat.

Mezi skupinou K STD a K FFC byla pozorovana snizena mRNA exprese HDACS.
Nejvice rozdild v mRNA expresi bylo nalezeno mezi KSTD a MSG STD
skupinou, u niz bylo zaznamenano zvySeni exprese HDAC2, HDAC3, SIRT2
a Ep300 a snizeni exprese HDAC5. Mezi MSG STD a MSG FFC skupinou byla
pozorovana snizena exprese HDAC3 a HDACS5. HDACS je tedy jedinym genem,
jehoz exprese byla snizena jak FFC dietou (u kontrolnich i MSG mysi), tak
aplikaci MSG. V pfipadé exprese miR bylo nejvice zmén zaznamenano
ve skupiné MSG FFC mysi ve srovnani s MSG STD skupinou. Zde bylo
pozorovano zvyseni exprese miR29b-3p, miR33-5p, miR200a-3p, miR-200b-3p
a miR-451a. U skupiny K FFC doslo k poklesu exprese miR-122-3p a k narustu
exprese miR-200a-3p a miR-200b-3p. miR-200a-3p a miR-200b-3p byly zvySeny
podanim FFC diety jak u kontrolnich, tak u MSG mysi. U MSG STD mysSi byla
pozorovany snizena exprese miR-16-5p a miR-122-3p oproti K STD.

V pfipadé podani liraglutidu bylo pozorovano zvySeni mRNA exprese HDAC1
a HDAC2 ve skupiné KFFC (oproti KSTD) a exprese HDAC3 ve skupiné
MSG FFC (proti MSG FFC). Podavani LiPR bylo provazeno zvySenim exprese
HDACS5 ve skupiné MSG FFC proti MSG STD. Podani liraglutidu zpUsobilo
ve skupiné K FFC snizeni exprese miR-16-5p, miR-200a-3p a miR-200b-3p
a zvySeni epxrese miR-21a-5p. Dale bylo pozorovano zvySeni exprese
miR-200a-3p ve skupiné MSG STD. Aplikace LiPR vedlo ve skupiné K FFC
ke snizeni exprese miR16-5p, miR33a-5p a miR-200a-3p, zatimco exprese
miR-21a-5p, miR-29b-3p a miR-122-3p byla zvysena. Ve skupiné MSG STD byla

zaznamenana zvysena exprese miR-29b-3p a miR-200a-3p vlivem LiPR.
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8 Seznam zkratek

4-HNE
*OH
ABCA1
ABCG1
acetyl-CoA
AFLD
ALT
AST
ATP
BCA
BMI
BSA
cDNA
ChREBP
CK-18
CpG
CT
CTP1A
DAMP
ddH20
DEPC
DGCR8
DNaza
DNMT
DTT
EDTA
EGTA
ER
EZH2
GGT
GLP-1

HAT
HCC
HDAC

4-hydroxynonenal

hydroxylovy radikal

ATP-binding cassette transporter
ATP-binding cassette sub-family G member 1
acetylkoenzymu A

alkoholického tukového onemocnéni jater
alaninaminotransferaza
aspatataminotransferaza
adenosintrifosfat

bicinchoninova metoda

index télesné hmotnosti

bovinni sérovy albumin
komplementarni DNA
Carbohydrate-responsive element-binding protein
cytokeratin 18

cytosin-fosfat-guanin

vypocetni tomografie

carnitine palmitoyltransferase 1A
damage-associated molecular pattern
redestilovana voda

vodu oSetfena dietylpyrokarbonatem
DiGeorge Critical Region 8
deoxyribonukleaza
DNA-methyltransferaza

dithiotreitol

kyselina etylendiamintetraoctova
kyselina egtazova

endoplazmatické retikulum

Enhancer of zeste homolog 2
gamaglutamyltransferazy
glucagon-like peptide 1

histon

histonacetyltransferaza
hepatocelularni karcinom

histondeacetylaza
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HDL
HFD
HMT
HSD17B13
IL

LipR
LDHB
LDL
LIRA
LSD1
LYPLALA1
MASLD
MCP-1
MDA
miR
MRE
MRI
MT-DNG6
mtDNA
NAD
NAFL
NAFLD
NAS
NASH
NO*

02~

OSE
PBEF
PCR
PNPLA3
PPAR
PPP1R3B
PPARGC1A
RBP4
RISC
RNS
ROS

lipoprotein s vysokou hustotou

vysokotu¢na dieta

histonmetyltransferaza

17B-hydroxysteroid dehydrogenaza 13

interleukin

LiPR31

laktatdehydrogenaza B

lipoprotein o nizké hustoté

liraglutid

lyzin-specificka demetylaza 1
lysophospholipase-like 1

metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease
monocytarni chemotakticky protein 1
malondialdehyd

mikroRNA

magneticka rezonancni elastografie

magneticka rezonance

mitochondrialni gen pro NADPH dehydrogenazu-6
mitochondrialni DNA
nikotinamidadenindinukleotid

prosta jaterni steatéza

nealkoholové postiZeni jater pfi steatoze

NAFLD activity score

steatohepatitida

oxid dusnaty

superoxid anion radikal

oxidative stress-derived epitopes

pre-B-cell colony enhancing factor

polymerazova fetézcova reakce

patatin like phospholipase domain-containing protein 3
peroxisome proliferator-activated receptor

Protein phosphatase 1 regulatory subunit 3B
peroxisome proliferator—activated receptor y coactivator 1a
retinol binding protein 4

RNA-induced silencing comlex

reaktivni formy dusiku

reaktivni formy kysliku
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RT-gPCR kvantitativni PCR v realném cCase

SAF steatosis-activity-fibrosis

SAH S-adenosylhomocystein

SAM S-adenosylmetioninu

SDS dodecylsiran sodny

Sirt sirtuin

SIK2 salt-inducible kinase 2

SREBP-1c (sterol regulatory element binding protein 1c¢
ssDNA jednovlaknova DNA

T2DM diabetes melitus 2. typu

TAG triacylglycerol

TBARS thiobarbituric acid reactive substance
TBST tris-buffered saline, Tween

TET ten-eleven translokaza

TLR Toll-like receptor

TNFa tumor-nekrotizujici faktor a

TRX thiorexodin

UPR unfolded protein responce

VLDL lipoprotein o velmi nizké hustoté
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Pfilohy

Tabulka 6 Primery miRNA

miRBase
miRNA RT primer Forward primer
pristupové Cislo
referencni 5-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-93-5p MIMATO0000540 5°-GTC AAT CAA AGT GCT GTT CGT G-3°
miRNA TTC GC A C CA GAG GAG AC CTA CCT-3’
5°-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-16-5p MIMATO0000527 5-ACA GCC TAG CAG CAC GTA AAT-3’
TTC GC A C CA GAG GAG ACC GCC AA-3°
5°-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-21a-5p | MIMAT0000530 5-GGA TGA CGT AGC TTATCA GAC TG-3°
TTC GC A C CA GAG GAG ACT CAA CA-3’
5-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-29b-3p | MIMAT0000127 5-GCC GTT AGC ACC ATT TGA AAT C-3°
miRNAs spojené TTC GC A C CA GAG GAG AC AAC ACT-3’
s lipidovym _ 5-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-33a-5p | MIMAT0000667 5-AGG TTC GGT GCATTG TAG TTG-3’
metabolismem a TTC GC A C CA GAG GAG AC TGC AAT-3’
obezitou 5°-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-122-3p | MIMAT0017005 5-GAG CTC AAC GCC ATT ATC ACA-3’
TTC GC A C CA GAG GAG AC TAT TTA-3°
5°-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-152-3p | MIMAT0000162 5-CGA CGT TCA GTG CAT GAC AG-3’
TTC GC A C CA GAG GAG AC CCA AGT-3°
5°-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-200a-3p | MIMAT0000519 5-GCG TCC TAA CAC TGT CTG GT-3°

TTC GC AC CAGAG AC ACATCG-3’




5-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-200b-3p | MIMAT0000233 5-GGT GCT AAT ACT GCC TGG TA-3°
TTC GC A C CA GAG GAG AC TCATCA-3’

5-GTC TCC TCT G GT GCA GGG TCC GAG GTA
miR-451a MIMAT0001632 5-CGACCGAAACCGTTACCATT-3’

TTC GC A C CA GAG GAG AC AAC TCA-3’




Tabulka 7 Primery mRNA

Gene NCBI - pristupove Forward primer Reverse primer Vellkost
Cislo amplikonu
Dnmt1 NM_001199432 |5 -AACCCCAGATGTTGACCAGT-3’ 5-GGAAGTGAACCTATGCATGGG-3’ 98
Dnmt3a |NM_153743 5-CCATGGGCGTTAGTGACAAG-3’ 5-TGCAGCAGACACTTCTTTGG-3’ 86
Hdac1 NM_008228 5-GATCCCTAATGAGCTGCCCT-3’ 5-TGTTGGAAGGGCTGATGTGA-3’ 80
Hdac2 NM_008229 5-AGGTGAAGGAGGTCGTAGGA-3’ 5-TGTCCTCTGTCTCCTTCTTGT-3’ 89
Hdac3 NM_010411 5-ACTTCGAGTACTTTGCCCCA-3’ 5-TTCTGATTCTCGATGCGGGT-3" 67
Hdacb NM_001077696 |5 -CACGCTTCTTTGGACCAGAG-3’ 5-GGAAAGTCATCACGGCTGTC-3’ 107
Geny  spojené | Hdac6 NM_001411604 |5 -CATGCTGGAGTCCTGTGTTG-3’ 5-AGTAGATGGAAGTCTGGGCG-3’ 53
s epigenetickou |Hdac11 |NM_144919 5-CGCACAGCCCGTATTATCG-3’ 5-CCCAGGTCATGCAAGTTGAG-3’ 50
regulaci Sirt1 NM_001159589 |5 -ACATCTCATGATTGGCACCG-3’ 5-GCCACAGCGTCATATCATCC-3’ 95
Sirt2 NM_001122766 |5 -AGAATACACGATGGGCTGGA-3’ 5-CTCTGACACTGCTCACACCT-3’ 72
Sirt3 NM_001177804 |5 -GGCCTCTACAGCAACCTTCA-3’ 5-AAGATGGCTTCAGGGTACGG-3’ 53
Hat1 NM_026115 5-TGGATGATGAAAGATGGCACT-3’ 5-CGGGTTTTGTCTGGGTACAC-3’ 124
Kat2b NM_001190846 |5 -AAAGAGCCCAAAGACCCTGA-3’ 5-AGGATGTTCTTGAGGGTGCT-3’ 50
Kat5 NM_001362370 |5 -TGTCATCTCCACACTGCAGT-3’ 5"-GCTCATGCCCATCCACGAT-3’ 95
Ep300 NM_177821 5-AGATTCCACCACAACCCCAG-3’ 5-TGGCTGGCTTTGTTGATTCT-3’ 50




Tabulka 8 Univerzaini primer

Sekvence

univerzalni reverse primer 5°-GTG CAG GGT CCG AGG TAT TC-3°




