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ABSTRAKT

Univerzita Karlova

Farmaceuticka fakulta v Hradci Kralové
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Skolitel: prof. PharmDr. Petr Pavek, Ph.D.

Nazov diplomovej prace: Expresia gluk6zovych transportérov v tkanivach metédou

RT-gPCR u mysieho modelu MASH

Metabolicky podmienend steatdza pecene je ochorenie, ktoré spada do suboru
prejavov metabolického syndromu. Dlhodob4 pozitivna energetickd bilancia vedie
k narastu  hmotnosti a metabolickej dysregulacii. Chronicky zvySeny prijem
jednoduchych cukrov méa za nésledok znizenu citlivost’ tkaniv na inzulin, ¢o sa
spodiatku prejavuje hyperinzulinémiou a ¢asom inzulinovou rezistenciou. Ulohou tejto
prace bolo zhodnotit’ expresiu glukdézovych transportérov u mysi, ktoré boli na MASH
diéte, a ktord obsahovala vysoky podiel tukov a jednoduchych cukrov v kalorickom
nadbytku tak, aby napodobiiovala tzv. zapadna diétu. Dal$im cielom bolo porovnanie

indexu HOMA-IR u myS$i na MASH diéte oproti kontrole.

Transportéry boli kvantifikované za pomoci RT-qPCR v mRNA z tkaniv
pecene, ilea a tuku. Vyhodnotenim dat sa zistilo, ze mRNA transportérov Sgltl a Glut2
v ileu je vysSia umysi na MASH diéte. ZvySend bola aj mRNA Glutl transportéru
v peceni. Glut2 bol v peceni takmer bez zmeny. Co sa tukového tkaniva tyka, tak Glutl
bol exprimovany vo vyS$Sej miere oproti kontrole a mRNA transportéru Glut4 bola

u mysi na MASH diéte mierne inhibovana.

Inzulin bol stanoveny metdodou enzymovej imuno-analyzy (ELISA). Index
HOMA-IR zohl'adiiuje glykémiu a inzulinémiu nala¢no a vyslo, podl'a ocakavania, Ze
hodnoty u mysi na MASH diéte boli vyssie oproti kontrole. To naznacuje, ze tolerancia

glukdzy je narusend a moze byt pritomna inzulinova rezistencia.



ABSTRACT
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Title of diploma thesis: Expression of glucose transporters in tissues by the RT-qPCR
method in the murine MASH model

Metabolic-associated fatty liver disease is a condition that belongs to
manifestations of the metabolic syndrome. Long-term positive energy balance leads to
weight gain and metabolic dysregulation. The consequence of chronic high intake of
simple sugars is lowered tissue sensitivity to insulin, initially manifesting as

hyperinsulinemia and eventually leading to insulin resistance.

The aim of this diploma thesis was to quantify and evaluate the expression of
glucose transporters in mice. Mice were fed with a MASH diet which contained a high
amount of fat and simple sugars in a caloric surplus, similar to the western diet. Another
goal was to compare the HOMA-IR index in mice on the MASH diet versus the control
group fed on the chow diet.

Transporters mRNA were quantified using RT-qPCR in liver, ileum, and fat
tissue. The data revealed that the mRNA levels of Sgltl and Glut2 transporters in ileum
were higher in mice on the MASH diet. Increased mRNA of the Glutl in the liver tissue
was also observed. Liver Glut2 mRNA was almost unchanged. Regarding adipose
tissue, Glutl mRNA was more abundant in comparison with the expression in chow
diet-fed mice, and expression of Glut4 mRNA was slightly downregulated in mice on

MASH diet.

Insulin levels were quantified using the enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA). The HOMA-IR index considering fasting glycaemia and insulinemia revealed
that values in mice on the MASH diet were higher than in the control group. It indicates

that glucose tolerance is disrupted, and insulin resistance may occur.
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1. ZOZNAM SKRATIEK

ALT — alanimaminotransferaza

API — aqua pro injectione (voda pre injekcie)

AST — aspartataminotransferaza

ATP / ADP / AMP — adenozintrifosfat / adenozindifosfat / adenozinmonofosfat
BMI — body mass index (index telesnej hmotnosti)

cAMP — cyklicky adenozinmonofosfat

Ct — cycle of threshold (cyklus prahu)

c¢DNA — complementary deoxyribonucleic acid (komplementidrna deoxyribonukleova

kyselina
DM2 — diabetes mellitus 2. typu
DNA — deoxyribonucleic acid (deoxyribonukleova kyselina)
DNL — de novo lipogenéza
dNTPs — deoxyribonucleotidetriphosphates (deoxirobonukleotidtrifosfaty)
ECM - extraceluldrny matrix
ELISA — enzyme - linked immuno sorbent assay (enzymova imunoanalyza)
FADH2 - flavinadenindinukleotid
FAST — FibroScan - AST (aspartataminotransferaza)
FLI — fatty liver index (index tukovej pecene)
G6P/ G1P — glukoza-6-fosfat / glukdza-1-fostat
GGT - gamaglutamyltransferaza
GIP — gluko6zo - dependentny inzulinotropny polypeptid

GLP-1 — glucagon - like peptide-1 (glukagénu - podobny peptid-1)



Glut / GLUT1 / 2 / 3 / 4 — glukozovy transportér 1 / 2 / 3 / 4 (Glut - nazvoslovie

transportérov u mys$i / GLUT - nazvoslovie transportérov u cloveka)
HCC — hepatocellular carcinoma (hepatocelularny karcindm)
HIF-1a — hypoxiou indukovany faktor-1a
HIS — hepatic steatosis index (index pecenovej steatozy)

HOMA-IR — homeostatic model assessment of insulin resistance (model hodnotiaci

homeostazu pri inzulinovej rezistencii
HSC — hepatalne stelatové bunky
HSL — hormon - senzitivna lipaza

ChREBP - carbohydrate - responsive element - binding protein ( protein - viaZuci

prvok reagujuci na sacharidy)
IGI — inzulinogénny index
IRS-1 — insulin receptor substrate-1 (substrat-1 pre inzulinovy receptor)
IRTK — inzulinovy tyrozinkindzovy receptor
LOXL-2 — lysolyl - oxidaza-2

M/NAFLD — metabolic associated fatty liver disease / non-alcoholic fatty liver disease
(metabolicky podmienend tukova choroba pecene / nealkoholickéd tukova

choroba pecene)

M/NASH - metabolic associated steatohepatitis/ non alcoholic steatohepatitis

(metabolicky podmienend steatohepatitida / nealkoholicka steatohepatitida)
MetS — metabolicky syndrom
mRNA — messenger ribonucleic acid (messengerova ribonukleova kyselina)
NADH - nikotinamidadenidinukleotid
NADPH - nikotinamidadenindinukletidfosfat
NLFS — NAFLD liver fat score (skore pecennového tuku u NAFLD)

NFS — NAFLD fat score (skore tuku u NAFLD)



oGTT — oréalny gluk6zovy tolerancny test
PCR - polymerase chain reaction (polymerazova ret'azova reakcia)

PNLPLAS3 — patatin - like phospholipase domain 3 (patatinu - podobné fosfolipdzova

doména 3

PPAR-y — peroxisome proliferator - activated receptor (receptor y aktivovany

peroxizomovym proliferatorom)
RNA - ribonucleic acid (ribonukleova kyselina)

RT-qPCR - real time - quantitative polymerase chain reaction (kvantifikaénd PCR v

realnom case)

SGLT1 /2 / Sgltl /2 — sodium - glucose transoporter (sodno - glukézovy transportér 1 /

2, SGLT - nazvoslovie pre cloveka / Sglt - ndzvoslovie pre mysi)

SREBP-1c¢ — sterol regulatory element - binding protein (vdzobny protein-lc pre

sterolovy regulacny prvok)
TAG — triglyceridy
TGF-p — transforming growth factor-p (transformujuci rastovy faktor-3)

TM6SF2 — transmembrane 6 subfamily 2 (gén kdédujici transmembranovy protein 6

podrodiny 2)
TMB - 3,3',5,5"-tetrametylbenzidin
TNFa — tumor necrosis factor-a (tumor nekrotizujuci faktor-a.)
UTP/UDP — uridintrifosfat / uridindifosfat

VCTE - vibration - controlled transient elastography (vibraciami kontrolovana

tranzientna elastografia)
VLDL — verry low density lipoprotein (lipoprotein s vel'mi nizkou hustotou)

VMK - volI'né mastné kyseliny
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2. UVOD

Metabolické ochorenia sa v poslednych rokoch stavaju Coraz viac rieSenou
témou. Je nimi postihnutd znacné Cast’ populacie hlavne vo vyspelych krajinach, ale
v poslednych rokoch stupla prevalencia aj v rozvojovych. Metabolicky podmienena
steatohepatitida (MASH =z angl. metabolic associated steatohepatitis), donedavna
oznacovana ako nealkoholickd steatohepatitida (NASH zangl. non alcoholic
steatohepatitis), je progresivna forma steatdozy pecCene. Prejavuje sa hlavne
histologickymi zmenami na hepatocytoch, ktoré prerasti do fibrozy, pripadne az
cirh6zy. V pripade MASH nie je neobvyklé, Ze poSkodenie pefene progreduje aj
do tumordznej formy hepatoceluldrneho karcindmu (HCC, zangl. hepatocellular

carcinoma) (Sakurai et al. 2021).

Metabolicky podmienend tukova choroba pecene (MAFLD, z angl. metabolic
associated fatty liver disease) ako uz z nazvu vyplyva, je spdsobend akumuléciou tuku
v peceni. StarSi pojem NAFLD/NASH zastreSuje steatdzu spOsobenit vSetkymi
pri¢inami mimo alkoholu. Vzhl'adom k tomu, Ze vé¢Sina diagnostikovanych pacientov
trpi priznakmi metabolického syndréomu, zaviedol sa v hepatologickych kruhoch pojem
MAFLD/MASH ako nova diagnoza, ktora je definovand ako hepatdlna manifestacia
metabolického syndromu (Szdntova et al. 2022). Metabolicky syndrom zahfiia
ochorenia ako obezita, inzulinova rezistencia az diabetes mellitus druhého typu (DM2),
arteridlna hypertenzia, dyslipidémie a dalSie ochorenia spdsobujice metabolicku a
vaskularnu dekompenzaciu. Inzulinova rezistencia zohrava v patogenéze MAFLD svoju
ulohu a podporuje metabolicka dysregulaciu smerom k lipogenéze a teda nadmernej

akumulécii lipidov v pe€eni (Kaya a Yilmaz 2022).

Vplyvu potravy na dysreguldciu metabolizmu a jeho manifestacii sa venuje aj
moja praca. V prvej Casti na Urovni expresie a v druhej skiimania vplyvu stravy
na glukézova toleranciu. Presny mechanizmus patofyzioldogie a metabolickej
dysregulacie v pripadoch MAFLD a inzulinovej rezistencie nie je kompletne objasneny.
Utinky roznych latok na expresiu glukdzovych transportérov a glukézovii homeostazu
st nad’alej skimané aj vo vyskumnej skupine prof. PharmDr. Petra Pavka, Ph.D.
Problematika je predmetom mnohych vyskumov, pretoze predstavuje slubné

terapeutické ciele pre vyvoj novych lieCebnych a diagnostickych stratégii.
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3. TEORETICKA CAST
3.1 Metabolicky podmienena steatohepatitida

3.1.1.Epidemiolégia

Celosvetova prevalencia MAFLD sa pohybuje na asi 25% a prevalencia MASH
sa odhaduje na 3-5%. Ako uz bolo spomenuté, netyka sa len vyspelych krajin ako
Severna Amerika a Eurdpa. Pocet pacientov narasta aj v pripade Juznej Ameriky a
Stredného vychodu, kde je paradoxne prevalencia najvyssia a v niektorych krajinach
presahuje 50%. NajniZsie Cisla vykazuje naopak Afrika (Younossi et al. 2016). Ked'ze
sa jednd o metabolicky podmienené ochorenie, vicSina pacientov, ktorym je
diagnostikovana MAFLD, trpia aj d’al$imi suvisiacimi komorbiditami ako obezita —
51%, arteridlna hypertenzia - 39%, DM2 - 22,5% ¢i dyslipidémie - 69% (Younossi et al.
2016).

Epidemiologicka situacia na Slovensku a v Ceskej republike je nepriazniva.
Prevalencné data nie su dostupné, no o nepriaznive] situacii sved¢ia nasledovné
ukazovatele. Obezitou alebo nadvdhou trpi na Slovensku cez 60% dospelych
obyvatel'ov, ¢o je jeden z najvyznamnejsich rizikovych faktorov (Martinka et al. 2021).
Na zaklade okolnosti, ktoré Dvordk et al. (2015) zistili, nie je prekvapenim, zZe
v podobnych ¢&islach sa nachadza aj Ceska republika. U pacientov s DM2 zistili 79%
vyskyt steatozy a 13% vyskyt fibrozy az cirhozy pecene.

3.1.2. Rizikové faktory

Nadvaha a obezita patri k najvplyvnejSiemu rizikovému faktoru, od ktorého sa
odvijaji d’alSie komorbidity priamo suvisiace so vznikom MAFLD. Ako uz bolo vyssie
spomenuté, patria sem ochorenia spadajuce pod metabolicky syndrom - DM2,

arteridlna hypertenzia, dyslipidémia. Riziko rozvoja tychto ochoreni sa odvija
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od zivotného $tylu a zvySuje sa vekom. VSeobecne su viac rizikovej$i muzi (Jonas a

Schiirmann 2021, Martinka et al. 2021).

Vznik MAFLD byva podmieneny aj geneticky. Cudia majici polymorfizmus
na géne PNLPLA3 (z angl. patatin-like phospholipase domain 3) kdédujucom
fosfolipazu, ktorej aktivita je na zdklade polymorfizmu znizend, st nachylnejsi

na steatdzu a fibrézu pecene (Romeo et al. 2008).

Dalsim kritickym génom je TM6SF2 (z angl. transmembrane 6 subfamily 2),
ktory je exprimovany hlavne v peceni a Crevach. Jeho uloha suvisi so sekréciou
lipoproteinu s vel'mi nizkou hustotou (VLDL, z angl. very low density lipoprotein).
Nizka produkcia VLDL sposobuje dalSie ukladanie nadbytocného tuku v peceni
(Kozlitina et al. 2014). Urcita varianta ma tato sekrecnu funkciu obmedzenu a je
spajand so zvysenou utilizaciou tuku v peceni. VSeobecne sa dd povedat, ze mutacie
génov, ktoré zasahuju do metabolizmu v prospech lipogenézy st rizikovymi pre vznik

steatozy (Jonas a Schiirmann 2021).

3.1.3. Komorbidity

Spolu s MAFLD na zéklade metabolického syndromu vznikaji extrahepatalne
komorbidity, ktoré ¢asto byvaju pri¢inou mortality. Okrem kardiovaskularnych portch a
diabetu je steatdza spojend aj s d’alSimi ochoreniami, medzi ktoré patria napriklad:
syndrom polycystickych ovarii, hypotyredza, obstrukéné spankové apnoe, chronické
ochorenie obli¢iek, osteopordza, depresia, porucha kognitivnych funkcii a onkologické

ochorenia (Kaya a Yilmaz 2022, Kasper et al. 2020).

Rakovina spolu s kardiovaskularnymi komorbiditami s najcastejSou pricinou
mortality u pacientov s MAFLD. MASH a jej stvis s HCC uz bola spomenutd, ale
MAFLD ma negativny vplyv aj na extrahepatalne typy rakoviny. Malignity, ktoré sa
u pacientov s MAFLD vyskytovali najcastejSie, su kolorektdlny karcinom, rakovina

pazerédka, zalidka, pankreasu, maternice a karciném pfs (Liu et al. 2020).
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3.1.4. Patofyziologia

Inzulinova rezistencia

Inzulinova rezistencia je stav, kedy tkaniva stracaju fyziologicku citlivost
na inzulin. To zapri¢ini hyperglykémiu, hyperinzulinémiu a potrebu tkaniv ziskavat’
glukozu z in¢ho zdroja. U MAFLD sa v peceni uklada tuk a metabolizmus smeruje
k lipogénnej aktivite. Inzulinova rezistencia vznika v tkanivach zavislych na inzuline.

To st hlavne kostrové svalstvo, pecen a tukové tkanivo (Petersen a Shulman 2018).

Inzulinova rezistencia v tukovom tkanive

Za fyziologickych podmienok je expanzia tukového tkaniva sprevadzana
dostaujlicim naborom adipogénnych buniek a adekvatnou vaskulariziciou a
remodelaciou extracelularneho matrixu (ECM). V patologickych podmienkach je
tukové tkanivo zvdcSené pomocou hypertrofovanych adipocytov, angiogenéza je
oslabend a nastadva hypoxia. To ma za nasledok aktivaciu hypoxiou indukovaného
faktoru a (HIF-a z angl. hypoxy-induced factor-a), stimuléciu fibrotizaénych procesov a
aktivaciou prozapalovych makrofdgov a molekul (Sun et al. 2011). Inzulin v tukovom
tkanive inhibuje lipolyzu. V rezistentnom tkanive je lipolyza nepotlacena a volné
mastné kyseliny (VMK) st odvadzané do pecene a obehu, ¢o vedie k lipotoxicite a
ukladaniu trigliceridov (TAG) do ektopickych lokécii (Sakurai et al. 2021, Sun et al.
2011).

Vysoké hladiny VMK v sére indukuji aktiviciu prozapalovych molekul
v peceni. Aktivacia makrofagov vedie k zvySenej aktivite prozapalového citokinu TNFa
(z angl. tumor necrosis factor-a), ktory podporuje lipolyzu a inhibuje inzulinom
stimulovanu fosforylaciu IRS1 (insulin receptor substrate — 1). Tiez v procese vystupuje
interleukin-6, ktory sposobuje znizenu signalizaciu inzulinu v peceni (Lumeng et al.
2007, Sun et al. 2011). Okrem citokinov je vyluCovany aj leptin, ktory
za fyziologickych podmienok zabezpecCuje pocit sytosti a pri inzulinovej rezistencii je
pritomna aj leptinova rezistencia, a teda nie je dostatocne potlacena chut do jedla.
Vysokd hladina leptinu taktieZ podporuje fibrogénny TGF-f (z angl. transforming
growth factor - B) (Sakurai et al. 2021, Torre et al. 2021).
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Inzulinova rezistencia v kostrovych svaloch

V kostrovom svale slizi k wudrzaniu glukézovej homeostdzy inzulinom
indukovany transportér GLUT4 (viz. kapitola 3.2.2.). Glukéza, podobne ako v peceni,
je spotrebovana na zasobny glykogén a na glykolyzu. Inzulinova rezistencia spdsobuje
zvysenie intramyoceluldrnych lipidov, ¢o ma za nésledok zhorSenu signalizaciu molekul
od lipidov odvodenych - napriklad diacylglycerol. Nevyuzitd gluk6za je substratom
v de novo lipogenéze (DNL). Okrem metabolickych a pecenovych komplikacii je
s inzulinovou rezistenciou spojena aj sarkopénia - znizenie kvality a kvantity svalovej

hmoty (Petersen a Shulman 2018, Samuel a Shulman 2018).

Steatoza

Steat6za je pojem, ktory oznacuje akumulédciu lipidov a mastnych kyselin
v hepatocytoch. O steatdoze sa dd hovorit, ked mnozstvo postihnutych hepatocytov
presiahne 5% (Martinka et al. 2021). Patogenéza nie je presne objasnend, ale
vo vSeobecnosti sa rozvija v pripade, kedy prijem a syntéza lipidov prevysuje ich
export. Diéta vyspelych, vysokoprijmovych krajin, je Casto nevyvazena a tvorena
prevazne jednoduchymi cukrami a nasytenymi tukmi, ktoré st casto chronicky
prijimané v nadbytku, spdsobuje okrem ndrastu hmotnosti aj hromadenie lipidov a
nasledné ochorenie. V rozvoji MAFLD je dolezitd aj inzulinova rezistencia
a hyperinzulinémia, ktor4 je dosledkom zniZenej citlivosti na inzulin. Uloha inzulinovej
rezistencie v suvislosti s MAFLD vSak nie je kompletne objasnena (Machado a Diehl

2016).

Inzulin, ktory sa produkuje vo vysSej miere v stave inzulinovej rezistencie je
zodpovedny okrem glukozove] homeostdzy aj za reguldciu metabolizmu lipidov.
Blokuje B-oxidaciu mastnych kyselin, ovplyviiuje ich transport z periférnych tkaniv
do pecene, stimuluje DNL prostrednictvom pozitivnej regulacie expresie transkripénych
faktorov ako napriklad nukledrny PPAR-y receptor (z angl. peroxisome proliferator —
activated receptor gamma), ChREBP (z angl. carbohydrate response element binding
protein) a SREBP-1c (z angl. sterol regulatory element - binding protein-1c), ktoré
zvySuju expresiu lipogénnych enzymov (viz. Obr. 1) (Cobbina a Akhlaghi 2017,
Marusié et al. 2021). VMK su za normalneho stavu ukladané do tukového tkaniva

vo forme TAG. U subjektov s MAFLD a inzulinovou rezistenciou je ukladanie
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odklonené¢ do ektopickych tkaniv - kostrového svalstva a pecene. Transport je ulahceny
prostrednictvom transportéru  FATCD36 (z angl. fatty acid translocase CD36).
FATCD36 je zastipeny vo vyssej miere u pacientov s MAFLD a obezitou, oproti jeho
expresii u zdravych subjektov (Fabbrini et al. 2009). VMK su spotrebované
pri B-oxidécii, reesterifikované na TAG a skladované v hepatocytoch, pripadne

v podobe VLDL transportované naspit’ do krvného obehu (Machado a Diehl 2016).

Neopomenutelnym zdrojom TAG vpefeni je fruktoza. Fruktéza je
monosacharid, ktory sa prirodzene vyskytuje v ovoci, ale jej hlavnhym zdrojom
v suvislosti s problematikou prejedania sa a zdpadne orientovanej stravy je kukuri¢ny
sirup, ktory sa casto pouziva v potravinarskom priemysle ako sladidlo
do nealkoholickych napojov. Chronicky prijem fruktdzy prispieva k d’alSej kumulacii
TAG v hepatocytoch. Metabolizmus fruktézy sa kompletne odohrava v peceni
a vac¢Sinou vstupuje do lipogénnych dréh. Jej chronickd konzumacia navyse zvysuje
expresiu lipogénnych transkripénych faktorov SREBP1c a ChREBP (Basaranoglu et
al. 2015).
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Obr. 1: Inzulinova rezistencia sa v adipocytoch prejavuje zvysenou aktivitou hormon-senzitivnej lipdzy,
¢o zapricinuje rychlejsi tok VMK do pecene. Oxidacia na zaciatku inhibovana, VMK su prednostne
esterifikované do formy TAG a skladované v hepatocytoch, pripadne inkorporované do VLDL.
Hyperinzulinémia tiez indukuje expresiu SREBP-1c a ChREBP - transkripcénych faktorov DNL. VMK-
volné mastné kyseliny, TAG-triacylglyceroly, VLDL-very low density lipoprotein, DNL- de novo
lipogenéza (Machado a Diehl 2016). vytvorené v: BioRender.com

Steatohepatitida

Vo faze, kedy hovorime o MAFLD, je steatoza nemenna a relativne bezpecna.
Casom dochadza k balénovej degradacii hepatocytov, z dovodu pritomnosti
prozapalovych molekul. Balénovanim (z angl. balooning) je pomenovany stav, kedy
hepatocyt naboptna a niekolkondsobne sa zvacsi. V dalSom progrese ochorenia
dochadza k fibrotickym zmendm. Fibrogenéza je za fyziologickych okolnosti Ziaduci
proces, ktory zabezpeCuje regeneraciu posSkodenych tkaniv. Pecen s MASH je
infiltrovana fibrogénnymi a zapalovymi molekulami, ktorych expresia je neustéile
zvySovand, ¢o vytvara zacarovany kruh a extrémnu saturaciu fibrogénnymi faktormi.
Fibroza moéze progredovat az do stavu, kedy prechadza do ireverzibilnej cirhézy.
Taktiez moze dojst’ az k nadorovému Stadiu tohoto ochorenia —-HCC (viz. Obr. 2) (Torre

et al. 2021, Zhang CY et al. 2016). Cirhoza je asymptomatickd a pacientov casto
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privadza za lekarom neskoro. To je spojené s vysokou mortalitou, pretoze v konecnom

Stadiu je jedinym terapeutickym rieSenim transplantacia pecene (Torre et al. 2021).

CIRHOZA

ZDRAVA PECEN  STEATOZA POKROCILA
STEATOZA

REGRESIA FIBROZY

4

Obr. 2: Stadid ochorenia pecene. Reverzibilita je do urcitej miery moznd. Pokial fibréza nie je
podchytena a dalej progreduje do cirhozy alebo HCC, uz tkanivo nie je schopné uspokojivej
regeneracie a je nutna transplantdcia pecene. HCC-hepatocelularny karcinom (Torre et al.

2021). vytvorené v: BioRender.com

Lipotoxicita zapri¢inend nahromadenym tukom v peceni vedie k poskodeniu
organel, hlavne k mitochondrialnej dysfunkcii. Poskodené mitochondrie oxiduji mastné
kyseliny vo vyssej miere, takze stipa produkcia reaktivnych foriem kyslika nad mieru
antioxidacnej kapacity. ZvySend produkcia reaktivnych foriem kyslika vedie
k oxida¢nému stresu v bunkdch (Marusi¢ et al. 2021, Cobbina a Akhlaghi 2017).
Po dlhodobom dekompenzovanom oxida¢nom strese stimulujii mitochondrialne vol'né
radikaly uvolnovanie prozépalovych citokinov a nabor imunitnych a fibrogénnych
buniek. Oxidac¢ny stres nakoniec poSkodi hepatocyty natolko, Ze miera zapalového
infiltratu sposobi apoptozu alebo nekrozu, a zapri€ini tak aktivaciu Kupfferovych

buniek (Torre et al. 2021).

Hepatalne stelatové bunky (HSC), ktoré st v zdravej peceni v kl'udovom stave, sa
aktivuju. Aktivované HSC podliehajii diferencidcii do formy myofibroblastov.

Aktivované HSC vylu€uji molekuly ECM bohaté na kolagén 1. a 2. typu. Proteiny
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ECM sa hromadia, nartSaju parenchym a vaskuldrnu siet. Dosledkom je zhorSena
funkcia peCene a tvorba jaziev v Disseho priestore (Zhang CY et al. 2016). Medzi
klacovy patri TGF-B, ktory je v pokroCilom stave steatézy exprimovany vo vysSej
miere oproti zdravej peceni. TGF-B je produkovany prevazne v HSC, ale jeho
produkciu zabezpeduju aj makrofagy a poskodené hepatocyty. Dalsie citokiny, ktoré su
v pefeni vyznamne zastupené, patri napriklad interleukin-la a interleukin-1,
produkované Kupfferovymi bunkami. Zapalovy infiltrat zvySuje taktieZ koncentraciu
ligandov pre TNFa receptor. TNFa ako induktor apoptézy prispieva k poskodeniu
tkaniva (Marusic et al. 2021, Torre et al. 2021).

Dalsie faktory ovplyviiujiice rozvoj steatézy

Jednym z faktorov, ktoré ovplyviuju stav peCene a rozvoj MAFLD je stav
¢revného mikrobiomu. Crevna dysbidza sa ukazuje ako jeden z dalsich dolezitych
fibrogénnych faktorov v rozvoji MASH (Boursier et al. 2016). Kazdé Stadium steatdzy
ma svoju charakteristicki ¢revnl mikrofloru. Je dokézané, Ze metabolity jednotlivych
bakteridlnych kmenov vykazuju potencidlne pozitivny ucinok na orgdny mimo creva.
Takisto aj metabolity neziadtcich bakteridlnych kmeniov mézu prispievat’ k negativnym
vplyvom na organizmus. U MAFLD sa meni bakteridlne osidlenie a metabolity, ktoré

su produkované, maju svoj podiel na patogenéze MAFLD (Chen a Vitetta 2020).

Mikrobiém je vyznamny aj v metabolizme zl¢ovych kyselin. Zl¢ové kyseliny st
podstatné v traveni lipidov, no v organizme zastavaju aj d’alSie funkcie. SU vyznamnymi
signalnymi molekulami v regulacii homeostazy pedetiového metabolizmu. Zl¢ové
kyseliny reguluju expresiu proteinov prostrednictvom nukledrnych receptorov.
Napriklad, interaguju s farnezoidnym X receptorom (FXR), s G-proteinom spriahnutym
Takeda receptorom 5, pregndnovym X receptorom, retinoidnym X receptorom,
s receptorom pre vitamin D a d’al§imi. Ligandy spomenutych receptorov sa javia ako
sl'ubné molekuly s terapeutickym potencialom liecby MASH a d’alSich metabolickych
ochoreni (Farooqui et al. 2022).
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3.1.5. Diagnostika MAFLD

Ochorenie je takmer asymptomatické. U niektorych pacientov sa moze objavit
unava alebo bolest’ pod pravym rebrom. Kvoli tomu nie je jednoduché MAFLD odhalit’
a nie je ojedinelé, ze do §tadia cirhdzy o ochoreni pacient nevie. Casto je objavena
ndhodne popri vySetreni iného ochorenia vdaka zvySenym pecenovym
enzymom. Okrem pecenovych testov moze byt ukazovatelom MAFLD hepatomegalia,
ktora je viditelnd a hmatatel'na pocCas fyzikalneho vySetrenia brucha a znaci tukovu
infiltraciu. Prekézku casto predstavuje obezita vySetrovanych (Marusic¢ et al. 2021).
Napriek zvySenym transamindzam nevieme z biochemickych parametrov ur€it’ Stadium
ochorenia. Hodnoty transamindz nekoreluju s histologickym stavom pecene. Mierne
zvysené byvaji sérové hladiny alaninaminotransferazy (ALT) a
aspartataminotransferdzy (AST). Casto byvajii hodnoty ALT vyssie, nez AST, hlavne
u pacientov s MASH. Asi jedna tretina pacientov ma 2-3x zvySenu aj hladinu alkalicke;j
fosfatazy a y-glutamyltransferdzy (GGT). Hladiny alkalickej fosfatazy a GGT su

zvyc€ajne zvysené u pacientov s cithozou (Pouwels et al. 2022).

Pre potvrdenie diagndézy sa vyuzivaju aj zobrazovacie metoddy. Spravidla
ultrazvukové vySetrenie, ale aj pocitatovd tomografia a magnetickd rezonancia.
Ultrasonografia je spol'ahlivd a dostupna technika, ale znovu predstavuje obmedzenie
obezita (Pouwels et al. 2022). K potvrdeniu MASH je biopsia povazovana za “zlaty”
Standard. Biopsia je vel'mi vyhodna, pretoze jednozna¢ne potvrdi alebo vyvrati
diagnézu. Napriek svojim vyhoddm ma aj rizikd a limitdcie, preto nie je volbou
pre kazdého pacienta. Kvoli rizikdm, ktoré sa spdjaji s biopsiou, je snaha najst vhodny
neinvazivny sposob, ktory dokéaZe chorobu spolahlivo diagnostikovat a zéaroven
predpokladat’ rozsah poskodenia pefene. Na ten ucel bolo vyvinutych niekolko

skoérovacich systémov (viz. Tabul'ka 1) (Piazzolla a Mangia 2020)).
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Tabulka 1: Vybrané hodnotiace systemy pre MAFLD/MASH a parametre, ktoré zohladnuju.
(Piazzolla a Mangia 2020)

Hodnotiaci Diagnosticky
systém Parametre ucel
NLFS MetS, DM2, AST/ALT, inzulin Steat6za
HIS AST/ALT, BMI, DM2, pohlavie Steat6za
FLI BMI, obvod pasa, TAG, GGT Steatdza
NFS vek, BMI, GLC, trombocyty, albumin Steatdza
Fib-4 ALT, AST, trombocyty, vek Fibroza
FAST- VCTE tuhost’ pecene, kvantifikacia tuku steatéza+fibroza

MetS-metabolicky syndrom, BMI-body mass index, GLC - glykémia

NAFLD liver fat score (NFLS) sa vypocitava na zaklade pritomnosti DM2,
metabolického syndromu, hladiny inzulinu v sére nala¢no a pomeru transamindz AST a
ALT. Hepatic steatosis index (HIS) zahriiuje pomer AST/ALT, body mass indexu
(BMI), DM2 a pohlavie. Fatty liver index (FLI) - hodnoti BMI, obvod pésa, sérové
hladiny TAG a GGT. Tieto tri hodnotiace systémy vykazuju vysoku diagnosticku
uspeSnost, ale na zéklade tychto markerov nie je mozné kvantifikovat mieru
poskodenia pecene. Index Fib-4 hodnoti stupeil fibrézy na zaklade veku, ALT, AST a
poctu trombocytov. NAFLD fat score (NFS) pracuje s vekom, BMI, glykémiou na la¢no
a pomerom AST/ALT, po¢tom krvnych dosti¢iek a albuminom (Martinka et al. 2021,
Piazzolla a Mangia 2020).

Vysoko efektivna je metoda FAST (FibroScan-AST) - ultrazvukoveé
elastografické vysetrenie (VCTE, z angl. vibration-controlled transient elastography)

®

s pristrojom FibroScan ®, ktory meria tuhost pecene a vdaka parametru riadeného
utlmu (ozn. CAP) dokaze kvantifikovat' steatézu. Pristroj je vybaveny sondami
pre dospelych v dvoch velkostiach - Standardnd a XL pre obéznych pacientov.
Samotny FibroScan nedokaZze spolahlivo urCit progres fibrozy, preto vznikol
algoritmus FAST, ktory na zaklade tuhosti pecene, parametra ziskaného pomocou
FibroScanu, hodnoty CAP a hodnoty AST dokéaze presnejSie predpovedat’ Stadium

ochorenia (Woreta et al. 2022).
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3.1.7. Prevencia a liecba

Napriek vysokej prevalencii MAFLD a celkovo ochoreni metabolického
syndréomu je povedomie a snaha o prevenciu v EU nizka, hlavne vo sfére vieobecného
lekarstva. Chybaji odporucané postupy pre edukaciu laickej verejnosti a zakladny
skrining ochoreni spojenych s metabolickym syndromom, taktiez chybaju
epidemiologické data zamerané na prevalenciu a incidenciu (Szdntova et al. 2022).
Prevencia je dolezitd z hl'adiska rozvoja HCC a d’alSich typov rakoviny (Kaya a Yilmaz
2022). Asi polovica pacientov by mohla predist’ neoplastickym zmenam, keby bolo
MAFLD odhalen¢ v¢as. Diagnostické indexy na predpokladany stav pecene, ktoré nie
st zalozené na zobrazovacich metddach, je mozné vyuzit v kazdej ambulancii
praktického lekara bez toho, aby to bolo ¢asovo, ¢i financne narocné (Szdantova et al.

2022).

Intervencia v oblasti zmeny zivotného §tylu a teda zniZenie hmotnosti, je jednym
z najucinnejsich postupov liecby a prevencie. Znizenim hmotnosti dochddza k znizeniu
sérovych hladin transamindz, regresii steatozy, ale aj fibrézy. Uz pri Ubytku 5%
hmotnosti st badatelné zmeny v Strukture pecene. Snaha je intervenovat pacientov
k tomu, aby schudli aspont 10% svojej hmotnosti (Martinka et al.2021, Marusi¢ et al.
2021). Primarne by sa malo jednat’ o komplexnt zmenu zivotného $tylu, ktora zahriuje
hlavne zniZzenie kalorického prijmu a zavedenie fyzickej aktivity. V pripade
neuspokojivého vysledku, alebo slabej adherencii pacientov je mozné zaviest' lieciva,
ktoré napomahaju znizovat’ hmotnost’, pripadne zvazit' moznost’ bariatrickej operacie.
Samozrejme, so znizenim hmotnosti sa zlepSuje aj prognoza kardiovaskularnej
mortality a d’al§ich komplikacii odvodenych od nadvéhy a Zivotného Stylu (Marusic et

al. 2021).

Co sa tyka farmakologickej lie¢by, zatial nie je schvalené Ziadne lie¢ivo
pre MAFLD/MASH. Skimany je efekt metforminu, inhibitorov sodno-gluk6zovych
transportérov  (SGLT, z angl. sodium-glucose transporter) — empagliflozin,
dapagliflozin, agonistov glukagdénu podobnému peptidu-1 (GLP-1, z angl. glucagon-like
peptide-1) — semaglutid, liraglutid, PPAR-y agonistov - pioglitazon, statinov, fibratov a
antihypertenziv (Mantovani et al. 2021).
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V poslednych rokoch bolo Studovanych niekol’ko potencidlnych terapeutickych
cielov, ktoré by prognézu MAFLD/MASH mohli pozitivne ovplyvnit. Jednou z nich je
kyselina obeticholova, ktora je agonistickym ligandom pre nuklearny FXR. FXR
ligandy vykazuji na zvieracich modeloch zlepSenie MASH. Reguluju metabolizmus
lipidov a glukdzy, zlepSuju inzulinovu rezistenciu a taktiez maji protizapalové a
antifibrotick¢ ucinky (Rotman a Sanyal 2017). K dalSim prikladom skimanych
terapeutickych cielov patri napriklad vitamin E, pre jeho antioxidacnu aktivitu,
potencidl znizovat oxidacny stres v bunkach a teda znizit' riziko progresu MAFLD
do MASH. Dal§im zaujimavym cielom st monoklonélne protilatky inhibujuce aktivitu
lysolyl-oxidazy-2 (LOXL-2), ktord figuruje vo fibrogenéze a procese zosietovania

kolagénu (Rotman a Sanyal 2017, Mantovani et al. 2021).

23



3.2. Metabolizmus sacharidov

Metabolizmus ako taky je odliSny v pripade aktivneho, zdravého jedinca a
obézneho cCloveka, ktory trpi ochoreniami zo Skaly metabolického syndromu. Aktivni
jedinci profituji z energie ziskanej z jednoduchych sacharidov vdaka okamzitému
efektu doplnenia energie. Pri ziskavani energie sa sacharidy zapéjaju do katabolickych
procesov s cielom vytvarat’ energiu vo forme adenozintrifostatu (ATP) (Chandel 2021).
Vicsina populacie méa problém s nadmernou konzumaciou a s nedostatkom fyzickej
aktivity. To vedie ku kalorickému nadbytku, prijata gluk6za sa zapéja do anabolickych
procesov, ktorych produktom su mastné kyseliny. Mastné kyseliny su ukladané
v podobe TAG v tukovom tkanive. Casom nadmerny kaloricky prijem vedie nielen
k narastu hmotnosti, ale aj k dysfunkcii metabolizmu a ochoreni, ktoré spadaju

pod metabolicky syndrom (Chandel 2021, Sakurai et al. 2021).

3.2.1. Metabolizmus v tenkom Creve

Po konzumacii sacharidov nastava rozstiepenie na jednotlivé monosacharidové
jednotky. Dalsim krokom je absorpcia cez epitel tenkého &reva (viz. Obr. 3). Pokial je
hladina gluk6zy v limen tenkého ¢reva pod 30 mmol/l — na la¢no, prebieha absorpcia
cez enterocytarnu apikdlnu membranu. Glukoéza je prendSana do buniek enterocytov
proti koncentranému gradientu aktivnym transportom prostrednictvom sodno-
gluk6zového transportéru 1 (SGLT1, z angl. sodium-glucose transporter 1). Transportér
vyuziva k prenosu glukozy koncentraény gradient Na® idnov vytvoreny pumpou -
Na'/K"-ATPazou (Wright et al. 2011, Koepsell 2020). Z enterocytu do krvného obehu
je glukoza prenesena cez glukozovy transportér 2 (GLUT?2) facilitovanou difuziou,

ktory je lokalizovany na bazalnej membrane enterocytu (Koepsell 2020).

Pri hladine nad 30 mmol/l je SGLT1 saturovany, takze glukéza je z lumen
tenkého Creva transportovand inymi mechanizmami. U Tl'udi bol dokdzany transport
facilitovanou difuziou cez GLUT2, ktory je v tomto pripade integrovany do apikalnej

membrany enterocytu  (Gromova et al. 2021). Daldia hypotéza hovori
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o medzibunkovom transporte tesnymi spojmi medzi enterocytmi, kedy by sa glukoza

mala prenasat’ spolu s vodou (Pappenheimer 1990).

Clovek z potravy neprijima len glukézu a polysacharidy z nej zloZené. Okrem
glukézy si vstrebavané najmd fruktéza a galaktéza. Prenos galaktozy je

sprostredkovany rovnakym mechanizmom ako u glukoézy. Fruktéza sa odliSuje, pretoze

je primarne prenasana GLUTS transportérom na apikalnej strane membrany.

Do krvného obehu ju prenasa GLUT2 (Gromova et al. 2021, Koepsell 2020).

> 30 mmol/l < 30 mmol/I

Obr. 3: Viavo- stav na lacno. Glukoza transportovand primarne cez SGLTI kotransportom
s dvomi sodnymi kationmi a Na'/K™ ATPdzou a na bazolaterdlnej membrdne vstrebdvand
cez GLUT2 do obehu. Vpravo- stav postprandialny. Glukoza je transportovana cez GLUT2,
ktory translokoval do apikdlnej membrany a do obehu prichddza znova prostrednictvom
GLUT?2. Pripadne moze glukoza prechadzat aj cez GLUTS, ktory je hlavnym transportérom
pre fruktozu. SGLTI-sodium glucose transporter 1, GLUT2 / 5- glucose transporter 2 / 5

(Gromova et al. 2021). vytvorené v: BioRender.com
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3.2.2. Prehl’ad transportérov GLUT a SGLT

Transportéry skupiny GLUT sa nepodielaju len na intestindlnej absorpcii
glukozy. Nachadzaji sa v dalSich orgénoch, kde zabezpeCuju prenos glukdzy
do buniek. Glukozové transportéry st kddované génmi z rodiny SLC2 (viz Tabulka 2).
Zatial' bolo identifikovanych 14 typov GLUT transportérov, najlepsie preskimané su
GLUT1-4. Podl’a strukturalnej podobnosti sa rozdelili do tried 1, 2 a 3 (Holman 2020).

Tabulka 2: Prehlad génov, ktoré koduju najvyznamnejsie glukozové tramsportéry a ich

najcastejsia lokalizacia.

Protein| Trieda | Kodujuci gén Miesta expresie

SGLT1 SLC5A1 apikadlna membrana enterocytov

GLUTI1 1 SLC2A1 HEB, mozog, erytrocyty

GLUT2 1 SLC2A2 |LH ostrov¢eky, pecen, tenké ¢revo, oblicky, mozog
GLUT3 1 SLC2A3 neurony CNS, semenniky,

GLUT4 1 SLC2A4 kostrové svaly, myokard, tukové tkanivo
GLUTS 2 SLC2A5 tenké Crevo, oblicky

GLUT7 2 SLC2A7 tenké a hrubé ¢revo, semenniky, prostata

HEB - hematoencefalicka bariéra, CNS - centralny nervovy systém, LH-Langerhans. Zdroj
(Mueckler a Thorens 2013).

GLUTI

Patri medzi najviac $tudované zo vSetkych proteinov z SLC rodiny. K miestam,
kde je exprimovany v najvysSej miere patria erytrocyty, HEB, mozog. V r6znej miere sa
vyskytuje v kazdom type buniek (Mueckler a Thorens 2013). V zdrave] peceni je
expresia proteinu nizka. Jeho pritomnost’ naberd na vyzname pri stavoch spojenych
s metabolickym syndromom. Nie je zndmy presny mechanizmus, ktory ovplyviuje
zvySenu expresiu v peceni. Dokdzand bola zvySena expresia GLUTI v peceni
postihnutej steatézou. ZvySenie nie je podmienené metabolickym typom steatozy, tento
jav sa vyskytuje aj u steatozy virusového a alkoholického povodu (Karim et al. 2012 a

2014).

Abnormalny narast expresie je pritomny hlavne pri onkogenéze a je vyznamnym
markerom pri diagnostike HCC (Karim et al. 2012). Dovod stimulacie GLUT-1

transportéru v rakovinovych bunkach je tzv. Warburgov efekt. Nadory byvaju naroc¢né
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na spotrebu glukédzy, pretoze glykolyticky metabolizmus je jedinym zdrojom ATP.
Expresia GLUTI1 je stimulovana, aby bola energetickd potreba nadorovych buniek
naplnena aj v prostredi s nizkou hladinou glukézy (Adirley a Mobasheri 2007, Mueckler
a Thorens 2013).

GLUT2

Exprimovany je prevazne na membranach tenkého creva, v B-bunkach
pankreasu, taktiez v oblickdch a hepatocytoch. Je hlavnym transportérom glukdzy
v peceni a sprostredkovava obojsmerny tok glukézy v zéavislosti na aktualnej potrebe
organizmu (Mueckler a Thorens 2013). Po absorpcii glukozy GLUT2 spusta kaskadu,
kedy sa z pankreatickych [-buniek zacne uvolfiovat’ inzulin. V hepatocytoch je tymto
podnetom aktivovany transkripény faktor ChREBP, a tym indukovand expresia

metabolickych enzymov glykolyzy a DNL (Chadt a Al-Hasani 2020)).

GLUT2 transportuje  taktiez fruktézu. Ako uz bolo naznacené
v predchadzajucich kapitolach, zapadna diéta nie je zalozend len na vysokom prijme
tukov a glukdzy. Fruktéza je rovnako dolezitym prvkom v pozitivnej energetickej

bilancii, ktorej nésledom je obezita a rozvoj MAFLD (Basaranoglu et al. 2015).

GLUT4

Hlavnym miestom jeho expresie je tukové tkanivo a kostrové svalstvo. Jeho
schopnost’ prenaSat’ glukézu je zavisla na inzuline (Mueckler a Thorens 2013).
Na vonkajSej strane plazmatickej membrany signalizuje inzulin translokdciu GLUT4
z intrecelularnych veziktl do plazmatickej membrany. Regulaciu procesu prenosu

narusa obezita a DM2 (Deng a Yan 2016).

GLUTH4 je taktiez intenzivne Studovanym proteinom, pre ulohu, ktoru zohrava
v patofyziologickych procesoch veducich k inzulinovej rezistencii a DM2. V tukovom
tkanive je za pritomnosti DM2, inzulinovej rezistencie a pocas dlhodobého
energetického deficitu jeho expresia inhibovana (Pedersen et al. 1991). V kostrovom
svale diabetika st hladiny GLUT4 podobné ako u zdravého jedinca, ale prenos glukozy
do buniek je napriek tomu vyrazne znizeny (Chadt a Al-Hasani 2020). Predpoklada sa,
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ze slaba citlivost’ je zapri¢inena zniZzenou schopnost'ou translokécie z vnutrobunkového

rezervoara na povrch bunky (Holman 2020).

GLUTS

Ako uz bolo spomenuté, je zodpovedny prevazne za absorpciu fruktozy
v tenkom c¢reve. V sucasnosti sa zvysil zaujem o stidium metabolizmu fruktézy, pretoze
abnormalny prijem fruktézy koreluje s narastom obezity a metabolického syndromu.
Zvysena konzumacia fruktézy je pravdepodobne pric¢inou stimulécie expresie GLUTS
v peceni a zvysuje riziko rozvoja MAFLD a prozéapalovych procesov (Basaranoglu et

al. 2015).

SGLT

Zatial’ bolo u ¢loveka preukdzanych 6 typov sodno-glukézovych transportérov,
priCom tymi najvyznamnej$imi st SGLTI, ktory je primarne exprimovany v tenkom
¢reve a SGLT2, ktory dominuje v kore obliciek a je dolezity pri reabsorpcii glukdzy

(Hummel et al. 2011).

Inhibitory SGLT2, tzv. glykosurika su v stcasnosti zavedené v terapit DM2,
srde¢ného zlyhania a chronického zlyhania obliciek. Javia sa ako potencialne prinosné
aj v terapii MAFLD a hepatocelularneho karcindmu. ZjednoduSene je mechanizmus
ucinku zaloZeny na zniZenej reabsorpcii glukozy v oblickéach prostrednictvom inhibicie
SGLT2, ¢o vedie k nizsej glykémii a zvySenej spotrebe mastnych kyselin na B-oxidaciu.
To znizuje mnozstvo lipidov akumulujucich sa v peCeni (Hummel et al. 2011). Existuja
aj selektivne SGLT1 inhibitory, ktoré st predmetom klinickych §tadii a eSte neboli
zavedené¢ do praxe (lo et al. 2019).
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3.2.3. Regulacia glukézovych transportérov GLUT2 a SGLT]1

Na zéklade rychlosti reakcie na regulacny mechanizmus rozoznavame
mechanizmy s rychlou odpoved’ou, ktora je dosiahnutd do niekol’kych mintit az hodin a
mechanizmy s odpoved’ou pomalou, ktora nastane za niekol’ko hodin az dni (Koepsell

2020).

Pri zvySenom prijme potravy sa tenké ¢revo adaptuje na aktudlne podmienky
zvicSenim absorpcnej plochy, ¢o sa oznacuje ako neSpecificka adaptacia. NesSpecifické
adaptacie su pritomné aj pri DM2 alebo po chirurgickom zékroku. Specifické adaptaéné
mechanizmy zahffiaji zmeny v pocte transportnych proteinov na oboch stranach
membrany. Jednd sa o transkripéné alebo post-transkripéné operacie, ktoré menia
absorp¢nu kapacitu enterocytov. Expresia obidvoch transportérov moze byt ovplyvnena

prijmom gluk6zy, hormondlne, ale aj cirkadidlnym rytmom (Koepsell 2020).

Regulacie SGLT1 sa zuacastiuji rozne transkripéné faktory, napriklad -
hepatocytarny nukledrny faktor (HNF-1a), transkripény faktor SP1, ktoré stimuluju
aktivitu promotera na géne pre SGLT1 (Martin et al. 2000). Expresia GLUT2 je taktiez
ovplyvnena HNF-1a, ale aj SREBP-1c (Im et al. 2005), ktoré sa nachadzaji hlavne

v hepatocytoch, ale su pritomné aj v tenkom creve (Koepsell 2020).

3.2.4. Homeostédza plazmatickej glukozy

Plazmatickd gluk6za je udrZzovand v relativne Uzkom rozmedzi hodndt
3,9-5,6 mmol/l. Hormony, ktoré ovplyviiuja plazmaticka glukézu st inzulin, glukagon,
GLP-1, na glukéze zavisly inzulinotropny polypeptid (GIP, z angl. glucose-dependent
inzulinotropic polypeptid), amylin, kortizol, adrenalin, hormony S§titnej zl'azy a rastovy
hormén (Aronoff et al. 2004). Dalsim mechanizmom udrZiavania euglykémie je renalna
reabsorpcia glukézy, ktora prebiecha v proximdlnom tubule za ucasti SGLT2

transportérov (Hummel et al. 2011).
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Inzulin

V postprandidlnom S$tadiu je smer glukézy udévany inzulinom. V reakcii
na prijem glukdzy B-bunky pankreasu potlacaju aktivitu a-buniek a glukagénu, ¢im je
potlacena glukoneogenéza a glykogenolyza. Po poziti sacharidov sa uvolni v dvoch
tazach. Najprv sa bezprostredne po zvyseni glykémie uvolni inzulin zo zasoby. Potom
sa zvysi syntéza inzulinu a podla aktudlnej glykémie sa d’alej uvoltuje (Aronoff et al.

2004).

Mechanizmus, ktorym sa inzulin dostdva von z intraceluldrnych granul v (-
bunkach je zalozeny na nasledovnom principe. Pri hyperglykémii je metabolizmus
odkloneny na glykolytickl stranu, ¢im za¢ne prevladdat’ koncentracia ATP. V B-bunkéach
pankreasu ATP inhibuje ATP-senzitivne K kanaly. Tym vzrastd koncentracia K*
vo vnutri bunky, ¢o zapricinuje depolarizaciu plazmatickej membrany. To vedie
k otvoreniu napitovo-riadenych Ca?" kanalov, ktorych zvySujica sa koncentracia
stimuluje exocytdzu inzulinovych grandl (viz.Obr. 4) (Roder et al. 2016, Tokarz et al.
2018). Po sekrécii je v portalnej zile pomerne vysokd koncentracia inzulinu, ktory
fosforylaciou aktivuje inzulinovy tyrozinkinadzovy receptor (IRTK) na plazmatickej
membrane bunky. Aktivaciou IRTK sa spusti prenos intracelularného signalu. Kaskada
vedie k premiestneniu transportéru GLUT4 na povrch bunky a transportu glukozy
do intracelularneho priestoru. Fosforylaciou IRTK a aktivaciou signdlnych molekul
napr. mTOR (z angl. mammalian target of rapamycin), 3-fosfoinositid-dependetna
kinaza-1 sa aktivuje AKT2 (Guertin a Sabatini 2007), tym sa indukuje funkcia
glykogénsyntazy a metabolizmu DNL. Dal§im u¢inkom inzulinovej signalizacie je

zniZenie expresie enzymov glukogénneho charakteru (Samuel a Shulman 2018).
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Inzulin

Obr. 4: Mechanizmus inzulinovej sekrécie. Glukoza transportovana cez GLUT?2 je substratom
pre ATP, ktoré aktivuje ATP-dependentny draselny kandl. K™ iony depolarizujii membrdanu,
nasledne sa do bunky dostavaji Ca’" idny, ktoré stimulujii exocytézu. GLUT-glukézovy

transportér (Tokarz et al. 2018). vytvorené v: BioRender.com

Glukagon

V stave na lacno figuruje glukagdén ako regulaény hormoén glukogénnych
procesov. Glukagon sa uvolni, ked koncentracia glukézy v plazme klesd. Najprv je
aktivovana glykogénolyza, neskdér, po vyCerpani zésob glykogénu aktivuje
glukoneogenézu. To sa ale nedeje u diabetikov. Glukagén aj napriek vysokej glykémii
Mechanizmus, akym je glukagdén uvolfiovany, sa podobd sekrécii inzulinu.
V a-bunkéch nizka hladina glukozy aktivuje ATP-dependentny K* kanal, otvoria sa
Ca®" kanaly typu T. Nasleduje depolarizacia membrany a otvorenie napitovo riadenych
Ca®" a Na kanalov. Priliv vapenatych a sodnych katiénov umozni uvolfiovanie

glukagonu (Zeigerer et al. 2021, Réder et al. 2016).

Glukagon putuje do pecene, kde aktivuje glukagonovy receptor spriahnuty s G-
proteinom. Po naviazani glukagonu je podjednotkou G-proteinu aktivovana

adenylatcyklaza, tvori sa cyklicky adenozinmonofosfat (cAMP), ktory aktivuje
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proteinkindzu. Proteinkinaza aktivuje transkripéné faktory pre expresiu glukogénnych

enzymov (Zeigerer et al. 2021).

GIP a GLP-1

GIP a GLP-1 s hormoény produkované v tenkom ¢reve a uvol'fiované po prijme
potravy, oznacuju sa ako inkretiny. Zohravaji vyznamnu tlohu v homeostaze glukozy
(Roder et al. 2016). GIP stimuluje sekréciu inzulinu. GLP-1 stimuluje sekréciu inzulinu,
spomal’uje vyprazdnovanie zalidku a inhibuje glukagoén. Inkretiny stimuluju sekréciu
inzulinu po per os prijme gluk6zy. To umozni secernovat’ inzulin este pred vzostupom
glykémie. Na rozdiel od GIP je koncentracia GLP-1 v ¢&revach vyrazne nizSia
u diabetikov. Oba hormény sa viazu na receptor spriahnuty s G-proteinom, ktory
na zaklade aktivacie adenylatcyklazy, a teda zvySenim hladiny cAMP v B-bunkach,

stimuluje sekréciu inzulinu (Seino et al. 2010).

3.2.5. Hodnotenie glukozovej homeostazy

Porucha gluk6zovej homeostazy u inzulinovej rezistencie a DM2 je sposobena
znizenou citlivostou tkaniv na inzulin, ¢o sa prejavuje hyperglykémiou a
hyperinzulinémiou. Bolo vyvinutych niekol’ko diagnostickych testov a hodnotiacich
indexov pre vyhodnotenie gluk6ézovej homeostazy. VicSina z nich je zaloZena
na merani glykémie a inzulinémie v Case (Park et al. 2021). Ako d’al$i ukazovatel je
mozné pouzit’ hodnoty glykovaného hemoglobinu alebo C-peptidu, ktory sa pouziva aj

k diferencidlnej diagnostike na odliSenie DM2 od DM1 (Martinka et al. 2021) .

Euglykemicky hyperinzulinemicky svorkovy test

Je povazovany za zlaty Standard pre hodnotenie gluk6zovej homeostizy a
inzulinovej senzitivity. Testovanym subjektom je poddvana infiziou glukdza. Rychlost’
infizie sa meni tak, aby bola zachovana konStantna koncentracia glukozy v plazme —
medzi 5,0-5,5mmol/l. Sti¢asne je v d’alSej infzii podavany inzulin. Pokial’ je pritomna
inzulinové rezistencia, mnozstvo podéavanej glukézy sa znizuje, aby bola zachovana

euglykemické koncentracia (Park et al. 2021).
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Oralny glukézovy tolerancny test (0GTT)

V praxi je to vel'mi popularny spdsob pre stanovenie glukézovej tolerancie.
Réno, po nocnom hladovani, je podany per os roztok 20% glukdzy, ktorého mnozstvo
je pocitané podl'a vahy pacienta. Existuje aj varianta s parenterdlnym podanim glukézy,
no v klinickej praxi je vyhodnejSia administracia glukézy per os. oGTT je jednoduchy
na realizéciu a lepSie odraza fyziologické podmienky pri prirodzenom prijme glukézy
z potravy. Na rozdiel od svorkovych testov a parenteralneho gluk6zového toleran¢ného
testu je pri perordlnom podani zohladneny efekt inkretinov. Glykémia sa stanovuje
v Case t= 0 (glykémia nalacno by sa mala pohybovat’ okolo 5,6 mmol/l, za hrani¢nu je
povazovana do 6,9 mmol/l), 30, 60, 90 a 120 min (za poruSenu glukdzovu toleranciu sa

povazuje glykémia 7,8-11,1.) (Park et al. 2021, Martinka et al. 2021).

Stcast'ou testu moze byt aj odber pre stanovenie inzulinu nalacno a nasledné
stanovenie indexu HOMA-IR (z angl. homeostatic model assessment of insulin
resistance). Existuje niekol’ko moZnosti prevedenia HOMA indexu. Vyhodnotenie
HOMA 1R je jeden z nich a zameriava sa na hodnotenie inzulinovej rezistencie
na zaklade vypoctu:

HOMA-IR= (inzulin na la¢no [pIU/ml] x glukdza na lacno [mmol/1]) / 22,5
(Park et al. 2021)

3.2.6 PeCeniovy metabolizmus

Pecenovy metabolizmus za fyziologickych podmienok

V peceni je glukoza vychytdvana hepatocytmi cez GLUT transportéry a dalej
vstupuje do metabolickych ciest podla aktualnej potreby organizmu. Gluk6za vo vnutri
hepatocytu nemdze zostavat' volne, ale musi byt fosforylovand na glukézu-6-fosfat
(G6P) (Adeva-Andany et al. 2016). Vysoka koncentracia volnej glukézy v bunke by
zapriCinila znizenie koncentracného spadu a zastavenie prenosu cez GLUT transportér,
ktory funguje na facilitovanej difuzii. Naopak defosforylacia glukoézy vo vnutri
hepatocytov a zvySenie intraceluldrnej koncentracie volnej glukézy sa uplatituje

v obdobi hladovania, kedy je nutny transport glukozy do cielovych tkaniv (Rui 2014).
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Glykolyza

V bunke sa glukoza fosforyluje na G6P pomocou glukokindzy. V case
negativnej energetickej bilancie G6P vstupuje do anaerdbnej glykolyzy, meni sa
na pyruvat a generuje sa ATP. Okrem glykolyzy pyruvat generuje ATP v tkanivach
s vysokym okyslicenim zapojenim sa do Krebsovho cyklu (cyklus trikarboxylovych
kyselin) a oxidativnej fosforyldcie v mitochondridch. Pyruvat do cyklu vstupuje
po premene na acetyl-CoA (Han et al. 2016, Rui 2014). G6P je tiez substratom
pentdzofosfatového cyklu, pri ktorom vznika NADPH, ktory je nutny pri lipogenéze a
substratom pre glykogenézu (Chandel 2021).

Glykogenéza

Po absorpcii glukozy je potrebné nasyntetizovat’ zasobny glykogén, ktory bol
pocas kratkodobého hladovania vycerpany. G6P ako substrat glykogenézy sa meni
na izomér glukéza-1-fosfat (GIP) za katalyzy enzymom fosfo-glukomutdza. G1P a
uridintrifosfat (UTP), za pritomnosti hore¢natych i6nov, st dalej katalyzované
enzymom UDP-glukéza pyrofosfatdza, pricom vznikd UDP-glukéza. T4 nasledne
vstupuje ako prekurzor do syntézy glykogénu a za pritomnosti glykogénsyntazy sa
pripaja k retazcu. Okrem funkcie prekurzoru v syntéze glykogénu je G6P alosterickym
aktivatorom glykogénsyntdzy a alosterickym inhibitorom glykogénfosforylazy (Adeva-

Andany et al. 2016, Han et al. 2016).

Glykogenolyza

Uplatiluje sa pri kratkom poste na zdéklade signalizacie glukagonom.
Z glykogénu sa uvolni G1P - glykogénfosforylazou. Fosfoglukomutdza premiestni
fosfat do polohy 6. G6P je translokovany z cytosolu do endoplazmatického retikula, kde
je defosforylovany glukéza-6-fosfatdzou na volna glukézu. Glukoéza sa uvolni
do krvného obehu a je distribuovana k cielovym tkanivam (Chandel 2021). Glykogén
sa postupne vycerpava a glukédza je ¢im d’alej tym viac syntetizovana prevazne de novo
- glukoneogenézou. Glukoneogenéza prebieha v malej miere aj pocas kratkodobého
hladovania. Postupnym vyCerpavanim glykogénu sa pomer metabolickych drah
vyrovnava, az za¢ne prevladat’ syntéza de novo (Adeva-Andany et al. 2016, Petersen a

Shulman 2018).
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Glukoneogenéza

Glukoza je de novo tvorena z glukogénnych aminokyselin, pyruvatu, produktov
Krebsovho cyklu a glycerolu. Tieto substraty su bud’ dodané z periférie do pecene alebo
z nej priamo pochadzaji. Glukoneogenéza je stimulovand glukagéonom a potlacena
inzulinom (Rui 2014, Han et al. 2016). Pyruvat je pre transport z mitochondrie
do cytoplazmy premeneny na oxalacetdit a v cytoplazme na fosfoenolpyruvat.
Niekol’kymi reakciami je zmeneny na fruktozu -1,6-bisfosfat a nasledne fruktoza-1,6-
bisfosfatizou defosforylovany na fruktdézu-6-fosfat. Ten je potom konvertovany
na GO6P, transportovany do endoplazmatického retikula a uplne defosforylovany

za vzniku glukozy enzymom glukéza-6-fosfatazou (Rui 2014).

Glycerol je po prechode do pecene fosforylovany glycerolkindzou na glycerol-3-
fosfat, ktory sa zapaja do glukoneogenézy. Aminokyseliny s pomocou deamina¢nych
enzymov premenené na a-ketokyseliny, ktoré vstupuji do Krebsovho cyklu a vznika

z nich pyruvat (Chandel 2021).

Metabolizmus pocas inzulinovej rezistencie a MAFLD

Inzulinova rezistencia je stav, kedy tkanivd stracaji fyziologickt citlivost’
na inzulin. To zapri¢ini hyperglykémiu, hyperinzulinémiu a potrebu tkaniv ziskavat’
glukézu z iného zdroja. U MAFLD sa v peceni uklad4 tuk a metabolizmus smeruje

k lipogénnej aktivite (Sakurai et al. 2021).

V predoslych kapitolach uz boli nalrtnuté metabolické drahy, ktorych sa
to dotyka, preto bude v nasledujucich riadkoch uz len strucné ucelenie danej

problematiky.

De novo lipogenéza

Inzulin je hlavnym regulatorom lipogenézy de novo. Dva hlavné transkripcné
faktory, ktoré sa podiel'aju na DNL na zaklade inzulinovej stimuldcie st SREBP-1c a
ChREBP. SREBP-Ic je regulovany signalizdciou inzulinu a ChREBP sa aktivuje
na zéklade vychytavania glukézy. PPAR-y pozitivne reguluje expresiu d’alSich génov
zapojenych do lipogenézy, aj ked’ nie je doteraz zname, ¢i ma v suvislosti s vyvojom

MAFLD/MASH vyznamné spojenie (Cobbina a Akhlaghi 2017, Marusic et al. 2021).
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ZvySeny prijem VMK

VMK st vychytdvané pecenou za ucasti FATCD36 transportéru, ktory je
Specificky pre hepatocyty. Tento transportér sa exprimuje vo vyssej miere, pokial je
priliv VMK do peceni chronicky zvySeny. ZvySena expresia bola zistend u MAFLD a
MASH jedincov a tiez jedincov s inzulinovou rezistenciou (Cobbina a Akhlaghi 2017,

Fabbrini et al. 2009).

Sekrécia TAG
Obézni pacienti s MAFLD vykazuju vyssiu mieru sekrécie VLDL, ale export
TAG von z peCene nekompenzuje jeho nadmernt akumuléciu. U pacientov s MAFLD

je narusend inzulinom indukovana supresia sekrécie VLDL (Sakurai et al. 2021,

(Kozlitina et al. 2014).

ZvySena B-oxidacia mastnych kyselin

Pecenn presytend lipidmi reaguje zvySenim aktivity P-oxidacie a Krebsovho
cyklu. Zvysena aktivita B-oxidacie z dovodu pecetiovej inzulinovej rezistencie
produkuje reaktivne formy kysliku, ¢o stupiiuje oxidacne-stresovu zataz hepatocytov a

naslednu zapalova odpoved’ (Marusic et al. 2021, Sakurai et al. 2021).
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4. EXPERIMENTALNA CAST

CIELE PRACE

Metabolizmus cukrov a vyskum MASH je vel'mi komplexny. Tato diplomova praca
pozostava z troch ¢iastkovych cielov:

1. Optimalizécia izoldcie RNA z tukového tkaniva mysi.

2. Stanovenie expresie glukozovych transportérov (Sgltl, Glutl, Glut2 a Glut4)
v tkanivach: peceni, ¢revo (ileum) a tukové tkanivo u my$i na normadlnej diéte a

na MASH diéte.

3. Porovnanie glukézovej tolerancie u mys$i na normalnej diéte a na MASH diéte.
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5. MATERIAL A METODY

5.1. Material a chemikalie

5.1.1. Chemikalie

Chemikalie pre izolaciu RNA:

TRIzol reagent ® - Ambion by Life Technologies
chloroform - Penta

glykogén - glykogen UltraPure ThermoFither
izopropanol - Sigma-Aldrich/Merck

etanol (absolutny) - Penta

aqua pro injectione (API)

Chemikalie pre reverznu transkripciu a polymerazova retazova reakciu (PCR, z angl.

polymerase chain reaction):

RevertAid RT KIT — thermo scientific by Thermo Fisher Scientific

TagMan ™ Fast Advanced Master Mix — applied biosystems by Thermo Fisher
Scientific

TagMan™ Assay Mm00441480 m1 Slc2al (génova expresna)

TagMan™ Assay Mm00446229 m1 Slc2a2 (génova expresna esej)

TagMan™ Assay Mm00436615 m1 Slc2a4 (génova expresna esej)

TagMan™ Assay Mm00451203 _m1 Slc5al (génova expresna esej)

TagMan™ Assay Mm00437762_m1 B2m Mouse — referenény gén

Chemikalie pre analyzu ELISA (z angl. enzyme-linked immuno sorbent assay):

Mouse Ultrasensitive Insulin ELISA kit - ALPCO

destilovana voda
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5.1.2. Pomocky

Pomocky pre izoladciu RNA:

skalpel

skiamavka pre homogenizator so zavitom + uzaver - SARSTEDT AG & Co. KG

gulicky do homogenizatora
mikropipety a Spicky s dudlnym filtrom v Cistote pre PCR - Eppendorf
skimavky v Cistote pre PCR - Eppendorf

Pomdcky pre reverzn transkripciu a PCR:

mikropipety a $pi¢ky s dudlnym filtrom v ¢istote pre PCR - Eppendorf
PCR dosticka 96 jamkova pre reverznu transkripciu

PCR dosticka 384 jamkova pre PCR + folia

Pomocky pre ELISA + pre odber glukdzy:

Mikropipety a Spicky — Eppendorf
pipeta

kadicka

chirurgické noznice

skamavky

5.1.3.Pristroje

laboratorny mixér - Minishaker Gemini

homogenizator gul'6¢kovy - FAST PREP

centrifuga - Hermle Labortechnik GmbH

Nanodrop Spectrophotometer ND-1000

Termocycler (reverzna transkripcia) - BIO-RAD, T100 Thermal Cycler
Termocycler (PCR) - QuantStudio, 6 Flex

Glukometer — Easygluco + testovacie pruzky

inkubac¢na trepacka - Benchmark, INCU-MIXER MP

spektrofotometer — Hidex
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5.2. Metody

5.2.1. Izolacia RNA

RNA bola izolovana metddou extrakcie fenol/chloroform. TRIzol® je komercné
reagencné Cinidlo, ktoré sa vyuziva k izolécii celkovej RNA a DNA (z angl. ribonucleic
/ deoxyribonucleic acid). Zmes pozostava prevazne z fenolu, guanidinizotiokyanatu a
inych latok zastapenych v mensej miere. Kvoli vysokej drazdivosti je nutné

s reagenciou pracovat’ v digestore a s nasadenymi ochrannymi pracovnymi pomockami.

Postup (viz. Obr. 5):
1. Tkanivo s hmotnostou priblizne 50-100 mg sa prenesie do 1 ml TRIzolu a

homogenizuje sa pri laboratornej teplote v dvoch 30 sek cykloch.

2. Homogenat sa premiestni do ¢istych skumaviek, ktoré sa vlozia do centrifugy na 10
min, pri 12000 g a teplote 4 °C. Nasledne sa odoberie vodna zlozka (tukovéa obsahuje

kontaminanty zhorSujuce vytaznost) a pokracuje sa v beZnej izolacii.

3. Prida sa chloroform (k 1ml TRIzolu 0,2 ml chloroformu) a vzorky sa pretrepavaju
na asi 15 sek, nechaji sa inkubovat’ asi 2-3 min pri laboratornej teplote. Nasledne sa
vzorky premiestnia do centrifigy na 15 min, pri 12000 g a teplote 4 °C. Zmes je
po centrifugacii separovana na organicku fazu, medzi-fazu a vrchnu, vodnu fazu, ktora
obsahuje RNA. V tomto momente je nutné presunit pracu do sterilného prostredia a
pracovat’ s pomdckami a reagenciami, ktoré su zbavené RNaz (ozn. RNAse free alebo

PCR clean).

4. Vodna faza je prepipetovana do novej skimavky spolu s 1 pl glykogénu. Odber
vodnej fazy musi prebiehat’ vel'mi opatrne, aby sa pri odbere nezachytila ¢ast’ ostatnych
faz. V pripade neSikovného pipetovania sa skimavka opét’ scentrifiguje, aby sa fazy
opét’ oddelili. Neopatrny odber vodnej fazy znizuje vytaznost, znecistuje izolovanu

RNA a komplikuje d’alsi postup izolécie.
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Pridanie glykogénu je volitelné, ale zlepSuje vysledni kvalitu a vytaznost.
Glykogén je polysacharid, ktory je nerozpustny v etanole a viaze sa na RNA, ¢im

funguje ako nosi¢. V praxi to znamena, ze RNA Tl'ahSie precipituje a je viditeI'nejSia.

6. Do vodnej fazy sa pridéa izopropanol (0,5 ml na 1 ml TRIzolu), ktory bol vychladeny
na 4-5 °C. Zmes sa pretrepe a inkubuje 10 min pri laboratdrnej teplote. Po uplynuti
tejto doby sa zmes opit scentrifiguje na 10 min, pri 12000 g a teplote 4 °C.

Po centrifugacii sa v skimavke objavi precipitat, tzv. peleta — biela, plocha castica.

7. Supernatant sa opatrne vyleje a peleta sa premyva v 1 ml 75% etanolu, ktory bol
zachladeny v mraznicke (RNA je nestabilnéd a nizka teplota znizuje riziko degradacie).

Skumavky sa vlozia do centrifigy na 5 min pri 7500 g a teplote 4 °C.

9. Po vybrati sa alkohol vyleje, skiimavka s peletou sa vysusi a resuspenduje v API,

v objeme asi 50 pl.
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'Y Tkanivo v W/ vodnou fazou supernatantu \ [ p oo v/ 1Y)
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Priprava Pridanie Extrakcia RNA z Precipitacia Cistenie pelety Susenie Suspendcia
vzorku chloroformu vodnej fazi RNA v etanole pelety RNA vo vode

Obr. 5: Izolacia RNA krok po kroku. Pri tkanivach s vysokym podielom tuku je vhodné medzi
krokom 1 a 2 zaradit centrifugaciu (10 min, 4 °C, 12000 g) pre separaciu lipidov a lepsiu

vytaznost izolacie. Medzi krokom 3 a 4 sa méze pridat’ glykogén. vytvorené v: BioRender.com

5.2.2. Analyza kvalitativnych a kvantitativnych parametrov RNA

Na to, aby RNA mohla byt pouzita v d’alSich metddach, je potrebné stanovit’
presni koncentraciu a parametre Cistoty. VyuZiva sa spektrofotometrické stanovenie

na Nanodrope — spektrofotometer skonstruovany tak, aby analyzoval malé objemy.
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Princip:

Molekuly v roztokoch po expozicii elektromagnetickym Ziarenim urcitej vlnovej
dizky prechadzaju do excitovaného stavu. V dosledku prechodu do stavu s vyssou
energiou molekula absorbuje Cast’ elektromagnetického Ziarenia, odpovedajice rozdielu

energetickych hladin excitovanej a neexcitovanej molekuly.

Transmitancia (T) vyjadruje mnozstvo elektromagnetického Ziarenia o urcitej
vlnovej dizke, ktoré preslo molekulou. Pokial T ma hodnotu 1, absorpcia je nulova.
Pri spektrofotometrii sa meria absorbancia (A). Absorbancia predstavuje zaporny
dekadicky logaritmus transmitancie (A= -logT). Plati teda, ze s rastucou absorpciou
rastie absorbancia. Absorbanciou je mozné vyjadrit’ koncentraciu latky v roztoku. Plati
Lambert-Beerov zdkon, tzn. absorbancia je priamo umerna koncentrcii absorbujlce;j

molekuly v roztoku a Sirke absorbujucej vrstvy (kyvety) (Subhanova 2022).

Nukleové kyseliny najviac absorbuji pri 260 nm. BeZzné kontaminanty
nukleovych kyselin - fenoly a proteiny, absorbujii okolo vinovej dizky 280 nm, a preto
sa k vyjadreniu Cistoty nukleovych kyselin vyuziva pomer absorbancii pri 260 a 280 nm
(A260/280). RNA sa povazuje za dostato¢ne cCistu, pokial sa A260/280 pohybuje
okolo 1,8 - 2,0. Pokial’ je pomer niZ§i, znaci to pritomnost’ spominanych necistot, ktoré
absorbuju  blizko 280 nm. Sekundarnym ukazovatelom cistoty RNA je pomer
absorbancii  pri vinovej dizke 260 a 230 nm (A260/230). Idealna hodnota je 2,0 - 2,2.
NiZz8ie ¢islo opdt znaci pritomnost’ ne€istot, ktoré¢ absorbuji pri 230 nm. V pripade
izolacie nukleovych kyselin sa jednd hlavne o TRIzol, ktory absorbuje blizko 230 a 270

nm.

Postup:

1. Kyveta Nanodropu sa ocisti kusom buniciny.

2. Meranie slepého vzorku (tzv. blank) rozpustadla - APL

3. Nanesie sa 1 pl vzorku a spusti sa analyza na pocitaci. Po analyze sa kyveta opét
oCisti. 4. V pripade neuspokojivého vysledku sa vzorka reanalyzuje, aby sa vylucila
chyba merania.

Po cely ¢as merania je potrebné ulozit’ vzorky do l'adu a vyberajli sa len na ¢as nutny

pre pipetovanie, aby sa predislo predc¢asnej degradacii RNA.
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5.2.3. Polymerazova ret'azova reakcia

Reverzna transkripcia

Izolovana RNA musi byt pred PCR prepisana do komplementdrnej DNA

(cDNA, z angl. complementary DNA) reverznou transkripciou.

1. Prepocita sa objem vzhladom ku koncentracii RNA tak, aby bol v kazdej vzorke
1 ug RNA a prepipetuje sa do Cistych skumaviek. Nasledne sa do skumavky pipetuju
zlozky RT KITu, ktory obsahuje:

e primer (ndhodny hexamérovy primer) - 1 pl

e API-do 12 pul (podl'a objemu RNA)

e pufer-4 pul

e RiboLock inhibitor RN4z - 1 ul

e dNTPs Mix (deoxynukleotid trifosfaty) - 2 ul

e RevertAid RT (reverzna transkriptaza) - 1 pl

2. Reverzna transkripcia prebiehala v jednom kroku pri teplote 42 °C, 60 min pomocou

termo-cykleru. Po dokonceni reakcie sa pokracuje v d’alSich krokoch PCR.

Polymerazova retazova reakcia
Princip:

Principom PCR je amplifikécia (replikacia) fragmentu nukleovej kyseliny, ktory
je ohraniceny tsekom baz - primery. Tie st komplementarne s génom, ktory exprimuje
sledované proteiny. Proces PCR pozostidva z troch nasledovnych krokov, ktoré sa

cyklicky opakuju (viz. Obr. 6).

1. Denaturacia: Dvojvlaknovd DNA, ktora sluzi ako templat k replikacii je spojena
vodikovymi vézbami, ktoré nie su pri vysokych teplotach stabilné. V tomto kroku je
teplota v termo-cykleri 94 - 98 °C, co spdsobi rozpojenie vldkien a vznik

jednovldknovej DNA.
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2. Hybridizacia: Prebieha pri teplote 50 - 65 °C. Primery, ktoré st v reakénej zmesi
v nadbytku hybridizujd s komplementarnymi sekvenciami béaz templatovej

jednovladknovej DNA.

3. Polymerizacia: Teplota v tejto faze je 72 - 80 °C a dochadza v nej k syntéze druhého
vlakna. DNA polymeraza nasadd na primer a katalyzuje syntézu komplementarneho

ret'azca s jednovlaknovym templatom (Kadri 2019).
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Obr. 6: ¢cDNA sa pri zahrievani vo vysokej teplote denaturuje na dve samostatné vidikna -
denaturacia. Teplota sa znizi, na konce jednotlivych viakien nasadaju primery, komplementarne
s bazami na DNA - hybridizacia. V tretom kroku nastiva syntéza komplementarneho retazca -

polymerizacia (Kadri 2019). vytvorené v: BioRender.com

Génova expresia sa stanovuje pomocou kvantifikacnej PCR v redlnom case
(RT-qPCR, z angl. real time — quantitative polymerase chain reaction), pomocou ktorej
vieme urcit’ relativnu koncentraciu DNA v analyzovanom vzorku. Detekcia je zaloZena
na zachytdvani emitovaného fluorescentného signalu, ktory je umerny s mnozstvom
produktu vyprodukovanym pocas jednotlivych cyklov. Kompletnd syntéza trva

v zavislosti od analyzy 20 - 40 cyklov.
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V prvej faze je mnozstvo DNA nizke, fluorescencia nepresahuje prah pozadia a
teda nie je detekovatel'na. Od urcitého cyklu sa fluorescenény signdl dostane nad prah
pozadia a je mozna detekcia. V tejto faze sa DNA replikuje exponencialne, preto sa
oznacuje aj ako exponencialna. Nasleduje spomalenie syntézy - linearna faza, kedy je
zna¢nd Cast’ primerov a dNTPs spotrebovand, a tomu zodpoveda aj znizujuce sa tempo
amplifikacie. S ubtdajicimi vychodiskovymi zlozkami sa reakcia dostdva do plateu

fazy, kedy sa amplifikacia takmer zastavi (viz. Obr. 7) (Stephenson, 2016).

Amplifikacna krivka

4. faza - plateu

3. faza- linearna

Fluorescenény
signal

2. fdza - exponencialna

% N\ Threshold

wwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwwww

1. faza - nedetekovatelny signal

Cyklus

Obr. 7: Amplifikacna krivka. Ct — cycle of threshold (Stephenson, 2016). vytvorené

v: Biorender.com

Pre kvantifikaciu DNA sa pouziva hodnota Ct (z angl. cycle of threshold), ktora
odraza cyklus, v ktorom sa koncentracia DNA dostala nad prah detekovatelnosti. Aby
bolo mozné jednotlivé vzorky porovnavat, je vybrana referencnd vzorka, na ktoru sa
vztahuji vSetky vzorky za pouzitia nasledovného vztahu: ACt = Ctyzorka - Ctreferencna
vzorka. ACt sa nasledne dosadi do vzorca 22, Pre kvantifikaciu je obvykle pouZity ako
vnutorny Standard referencny gén (tzv. housekeeping gene). Ako referencné gény sa

pouzivaju gény, ktoré koduju proteiny nevyhnutné pre zachovanie zékladnych funkcii
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v bunke a teda ich expresia by mala byt stabilna pri vSetkych testovanych vzorkach.

Pre vypodet sa pouziva nasledovny vztah: AACt= 2 2 oma / 2 “Chousekeeper-

Postup:
1. Kazda vzorka cDNA s objemom 1 pl je napipetovana do PCR dosticky za sebou,
v triplikate. Takto sa napipetuje do troch radov (jedna rada pre referenny gén a dve

pre stanovované gény glukozovych transportérov).

2. Nasledne sa k vzorkam napipetuju zlozky reak¢énej zmesi:
e TagMan™ Fast Advanced Master Mix - 5 ul
e TagMan™ génova expresnd esej Specificka pre studovany gén- 1,5 pl
e APIvoda—3,5ul

Po priprave zmesi sa dosticka utesni foliou.

3. Nastavenie RT-qPCR amplifikéacie je nasledujice: 95 °C 20 sek, potom 40 cyklov
pri 95 °C na 1 sek, a 60 °C na 20 sek.

4. Po ukonceni reakcie sa vysledky interpretuji pomocou Ct hodnot oproti referencne;j
vzorke a ACt sa dosadi do vzorca 22“'. Nakoniec sa spo¢itané hodnoty vietkych vzoriek

porovnaju s referenénym génom a dosadia sa do grafu.

5.2.4. Odber glukdzy a inzulinu

Praca s laboratdrnymi mySami bola realizovand odborne vyskolenym
persondlom, v stlade s etickymi zdsadami. MySiam bola odobratd gluk6za a inzulin
po celono¢nom lac¢neni. Pre €o najvysSiu presnost’ experimentu musia mysi pochadzat’
z rovnakého kmena a musia mat’ rovnaké pohlavie, vek a zdravotny stav, aby bola
metabolickd homeostaza v skupine podobnd a nevznikali velké rozdiely v ramci

skupiny (Benedeé-Ubieto et al., 2020).
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Postup:
1. Mys$i sa veCer pred experimentom umiestnia do samostatnych cistych klietok

bez pristupu k potrave a s pristupom k pitnej vode.

2. Mysi sa odstrihne kusok z konca chvostika, prva kvapka krvi sa zlikviduje a d’alsia

sa naberie na testovaci pruzok glukometra a zmeria sa glukoza.

3. Nasledne sa do skimavky odoberie krv na stanovenie inzulinu. Krv sa scentrifiguje a

plazma sa zamrazi pre d’alSie stanovenie.

5.2.5 Enzymova imuno-analyza

ELISA (enzyme-linked immuno sorbent assay) je metdda na kvantitativhu
analyzu antigénov. Analyza je zalozena na Specifickej interakcii antigénu a protilatky.
K jednej z tychto dvoch zloziek je naviazany enzym, ktory katalyzuje reakciu za vzniku
farebného produktu, ktory sa stanovuje spektrofotometricky alebo luminiscenc¢nou

spektroskopiou. Koncentracia produktu je priamo imerné antigénu vo vzorke.

Existuje niekol’ko variant ELISA podla wusporiadania jednotlivych
komponentov: priama, nepriama, sendviova a kompetitivna ELISA. My sme
postupovali sendvicovou metddou, ktorej usporiadanie je nasledovné (viz. Obr. 8).
Dosticka m& na dne jamiek naviazani primarnu protilatku proti stanovovanému
antigénu. Antigén sa na nu naviaze a po vymyti je pridand druha - sekundarna
protilatka, ktora je znaCend a naviaze sa na antigén. Sekundarna protilatka je
detekovatelnd a vytvara farebny produkt, ktory je spektrofotometricky vyhodnoteny a

jeho koncentracia je umerna so stanovovanym antigénom (LabGuide).
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Obr. 8: Sendvicova ELISA. AG - antigén, E - enzym, TMB - 3,3'.5,5"-tetrametylbenzidin

(LabGuide), vytvorené v.: Biorender.com

Postup:

1. Pred zacatim analyzy sa kit vytiahne z chladniCky, aby sa vSetky chemikalie

vytemperovali na laboratornu teplotu.

2. Pufrom sa nariedi zasobny roztok konjugatu. Objem pufru predstavuje 10-ndsobok

oproti objemu konjugétu (1 ml zasobného roztoku sa riedi 10 ml pufra).

3. Destilovanou vodou sa nariedi pufer k premyvaniu. Destilovana voda ide do roztoku

v 20-nasobku objemu pufra (20 ml pufra a 400 ml vody)

4. Pripravia sa kontrolné roztoky, ktoré st vo forme lyofilizdtu a rozpustia sa
prislusnym mnozstvom vody. Objem vody, v ktorom by mal byt lyofilizat
rekonstituovany, je uvedeny v kazdom kite v Certifikate analyzy. Kontroly sa nechaju

na 30 min odstat’. Pri pouziti musi byt’ kvapalina ¢ira.
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5. Do prvého stipca sa pipetuje kalibraéna rada. Kalibra¢na rada musi byt na kazdej
analyzovanej mikrodosticke. Ked’ze vzorky maju objem 5 pl, zvolia sa podl'a vyrobcu
kitu Standardy o koncentracii 0, 0,188 , 0,5, 1,25, 3,75, 6,9 ng/ml a kontroly urovne 2

a 3, a do d’alsich jamiek st napipetované analyzované vzorky.

6. Do kazdej jamky sa napipetuje 75 pl konjugatu, mikrodosticka sa natesno uzavrie a
nechd sa inkubovat 2 hod pri laboratérnej teplote, na trepacke mikrodostiiek

nastavenej na 700 otacok / min.

7. Po inkubdcii sa zleje obsah mikrodosticky a 6-krat sa premyje pufrom na premyvanie
s objemom 350 pl. Medzi jednotlivymi premytiami sa vZdy mikrodosticka obrati, aby sa
obsah vylial a nésledne niekolko krat poklepe o papierovu utierku. Po poslednom

premyti je nutné dokladne odstranit’ zostatkovy pufer.

8. Do kazdej jamky sa napipetuje 100 pl substratu TMB (3,3',5,5'-tetrametylbenzidin).
Znova sa mikrodosticka zakryje a nechd inkubovat v trepacke po dobu 30 min

pri 700 otackach / min.

9. Do kazdej jamky sa napipetuje 100 ul STOP roztoku. Mikrodosti€¢kou sa jemne

poklepe, aby sa obsah premiesal a odstranili sa bubliny.

10. Farebny produkt sa vyhodnoti spektrofotometricky pri 450 nm. Zhotovi sa
kalibracné krivka, z ktorej sa dopocitaju koncentracie vzoriek. V pripade, Ze niektora
zo vzoriek mala vysSiu koncentradciu ako najviac koncentrovany Standardny roztok,
mala by sa dand vzorka nariedit’ $tandardom s nulovou koncentraciou a zopakovat

meranie.

Stanoveny inzulin sa pouzil k urCeniu indexu HOMA-IR pre zhodnotenie
inzulinovej  senzitivity, ktory sa pocita podla nasledujuceho  vzorca:
HOMA-IR= (inzulin na la¢no [pIU/ml] x glukéza na laéno [mmol/l]) /22,5.
Cislo v menovateli — 22,5 predstavuje normaliza¢ny faktor, ktory zohl'adiuje idedlnu

hodnotu glykémie (4,5 mmol/l) a inzulinu (5 pIU/ml) nala¢no. To znamen4, Ze idedlna
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hodnota u l'udi je HOMA-IR = 1,0. Za uspokojivll inzulinovu citlivost’ sa povazuju

hodnoty do 2,0.

Inzulin sa prevedie z jednotiek SI na IU. Vztah, ktory plati: 1 ulU/ml =
26 IU/mg (vztah prevzaty z Biovendor (2018) z protokolu pre analyzu mySieho
inzulinu pomocou ELISA). Vysledky sa nésledne spracuji graficky a porovnaju

s kontrolnou skupinou.

5.2.4. Statistick4 analyza

Pre Statisticki analyzu sme pouzili neparovy dvojvyberovy t-test pomocou
softwaru GraphPad Prism verzia 9.3. p<0.05 (znacena ako *) je povazované ako medze
Statistickej vyznamnosti vo vSetkych experimentoch, p<0.01 je znacené ako **,

p<0.0001 je znacené ako ****,
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6. VYSLEDKY PRACE

6.1. Optimalizacia i1zolacie RNA z tukového tkaniva mysi

K izolacii RNA bolo pouzité tkanivo zo skupiny mysi na MASH diéte. Tuk
predstavuje problém pri izolacii nukleovych kyselin. Znizuje vyslednu vytaznost’
a ¢Gistotu. Cistota RNA z tkaniv mysi na MASH diéte bola vyznamne niZ§ia v porovnani
s RNA izolovanou z tkaniv na chovnej diéte. Preto bola zvolena stratégia odstranenia

tuku pred izolaciou a pridanie glykogénu.

Vzorky sa po homogenizacii v Trizole scentrifugovali na 12000 g, pri teplote 4
°C, po dobu 10 min, ¢o viedlo k separacii tukovej a vodnej fazy. Vodna faza obsahujuca
RNA bola prepipetovana do cistych skiimaviek a pokracovalo sa v protokole beznej

izolacie metddou fenol/chloroform (viz. kapitola 5.2.1.).

Celkom sa izolovalo 24 vzoriek bez glykogénu a 24 s glykogénom. V prvej sade
vzoriek sa nepodarilo izolovat RNA v dostatocnej koncentracii a kvalite. Hlavnym
problémom bola nedostato¢na precipitacia RNA pocas izolécie, resp. tvorba priehl'adnej

pelety, o nasledne komplikovalo ¢istenie RNA pomocou etanolu.

Do druhej sady vzoriek bol pridany glykogén pre zlepSenie precipiticie RNA.
Pridavok glykogénu viedol k tvorbe bielej pelety, co v dosledku znamenalo vyznamné
zvySenie koncentracie (viz. Obrdzok 9). Vzorky bez glykogénu mali priemernt

koncentraciu 564,26 ng/ml oproti vzorkdm, kde bol pridany glykogén — 3745,14 ng/ml.
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Obr.9: Hodnotenie koncentracie RNA s a bez pouZitia glykogénu

Zlepsila sa aj kvalita (viz. Obrazok 10). V prvej sade vzoriek predstavovala —

A260/280 = 1,89 a A260/230 = 1,55. V druhej sade sa podarili vzorky vo vyssej kvalite

—A260/280 =1,91 a A 260/230 = 2,00.
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Obrazok 10: Hodnotenie cistoty RNA bez glykogénu a s pridanim glykogénu

52



6.2. Vysledky expresie glukdzovych transportérov

Pomocou RT-qPCR bola analyzovand expresia transportérov Glutl, Glut2,
Glut4 a Sgltl v tkanivach: pecen, tenké crevo, tukové tkanivo. Tkaniva pochadzali
zmySi na MASH di¢te a ako kontrolnd skupina boli pouzité tkaniva z mysi

na Standardnej chovnej diéte.

Pecern

GLUT?2 je najvyznamnejSim transportérom glukoézy v peceni. Pri rasticej zat'azi
na absorpciu glukézy do obehu, v pripadoch ako je MASH, DM2 a inzulinova
rezistencia rastie aj vyznam transportéru GLUTI1. V pripade GLUTI1 sa zvySuje
expresia pri spomenutych stavoch. U mys$i na MASH diéte nedoSlo k zvySeniu
expresie Glut2 transportéru oproti kontrolnej skupine na normalnej diéte (viz. Obr. 11).
mRNA (z angl. messenger ribonucleic acid) Glutl transportéru bola zvySena u mysi
na MASH diéte (viz. Obr. 9), ¢o koreluje so zvySenou koncentraciou glukézy v krvnom

obehu.
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Obr. 11 : Grafické spracovanie vysledkov expresie transportérov Glut2 a Glutl v peceni u mysi

na MASH diéte a na chovnej diéte. mRNA bola u Glutl zvysend, u Glut2 takmer bez zmeny.
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Tenke crevo (ileum)

SGLTI1 je transportér, ktory sa uplatituje hlavne v obdobi hladovania, kedy
prebieha absorpcia glukézy proti koncentraénému gradientu. Postprandidlne jeho ulohu
preberd vo vysokej miere GLUT2. Pri zvySenom prijme glukdzy vzrastaju naroky
na absorp¢nu kapacitu, o ma za nasledok zvysenie expresie jednotlivych transportérov
na membrane enterocytu. To dokazuju aj vysledky z RT-qPCR, kedy bola zistena
zvySend mRNA transportéru Glut2 a Sgltl u mysi na MASH diéte (viz. Obr. 12).
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Obr. 12 : Grafické spracovanie vysledkov expresie transportérov Glut2 a Sgitl v tenkom creve
u mysi na MASH diéte a na chovnej diéte. mRNA obidvoch transportérov, Glut2 a Sgitl bola

zvySenad.

Tukové tkanivo

V tukovom tkanive je glukdza prendSand prevazne za ucasti GLUT1 a GLUT4
transportéru. Vysoky kaloricky prijem indukuje zvySeny tok glukozy do tukového
tkaniva, v ktorom je zaroven pritomnéd aj inzulinova rezistencia, na o reaguju aj
transkripné mechanizmy, ktoré inhibuji na inzuline zévisly GLUT4 a naopak indukujt
expresiu GLUT1. Potvrdzuji to aj vysledky RT-qPCR, pretoze mRNA Glutl bola
zvySena a mRNA Glut4 transportéru bola oproti kontrole v nizSom zastipeni (viz.

Obr.13).
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Obr. 13 : Grafické spracovanie vysledkov expresie transportérov Glutl a Glut4 v tukovom

tkanive u mysi na MASH diéte a na chovnej diéte.

55



6.3. Hodnotenie glukdzovej tolerancie

Glukézova tolerancia sa vyhodnocuje viacerymi spdésobmi. V tejto praci
prebehlo stanovenie inzulinu a glukdzy nalac¢no a vypocet HOMA-IR. Dokézali sme, ze
u mysi na MASH diéte je gluk6zova tolerancia a inzulinova senzitivita znizend, comu
nasvedcovali vSetky tri zvolené parametre, ktoré boli oproti kontrolnej skupine
vyznamne zvysené. Glykémia nala¢no bola u mysi na chovnej diéte 8,5 mmol/l a

u mys$i na MASH diéte 10,1 mmol/l (viz. Obr. 15).
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Obr. 15: Glykémia nalacno. U mysi na MASH diéte je glykémia vyssSia oproti kontrolnej

skupine.

Koncentracia inzulinu nala¢no bola pri kontrolnej skupiny stanovend v priemere
na 8,64 plU/ml a v skupine na MASH diéte na 15,76 plU/ml (viz. Obr. 14).
Koncentréacia inzulinu pocas analyzy bola stanovena v jednotkach ng/ml. Graficky sa

interpretoval po prevedeni na pnIU/ml.
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Obr. 16: Inzulin nalacno. U mysi na MASH diéte je koncentracia inzulinu vyssia oproti

kontrolnej skupine

Index HOMA-IR vysiel u kontrolnej skupiny na chovnej diéte 3,29 a u MASH
skupiny 7,07 (viz. Obr. 17). To znamend, Ze inzulinovd senzitivita bola podstatne

znizena u mysi na MASH diéte.
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Obr. 15: Index HOMA-IR. Hodnota HOMA-IR bola u mysi na MASH diéte vyrazne vysSia

v porovnani s kontrolou
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7. DISKUSIA

MAFLD a MASH ako manifestacie metabolického syndrému v peceni su stavy,
ktoré sa prejavujui na zaciatku steat6zou, ktora po rokoch méze progredovat’ do fibrozy
pecene a v najhorSom pripade az do cirhozy alebo HCC. Rozvoj MAFLD je spojeny
s inzulinovou rezistenciou a porucha glukézovej homeostazy, ktora je nasledkom
znizenej citlivosti tkaniv na inzulin, je podnetom pre akumulaciu lipidov v peceni
z dovodu odklonenia metabolizmu makronutrientov smerom k lipogenéze (Machado a
Diehl 2016). Pocas dlhodobej, nerieSenej] MAFLD dochédza k chemotaxii mediatorov
fibrogenézy a zapalu a rozvija sa MASH (Sakurai et al. 2021).

Mechanizmy, ktoré maju cely proces na svedomi su stale predmetom mnohych
vyskumov, jednak z hladiska pochopenia patogenézy, ale aj pre skimanie bunkovych
Struktir ako potencidlnych terapeutickych cielov. Téma MAFLD je vel'mi komplexna a
netyka sa len vyskumov na molekularnej urovni. Vyskum smeruje aj k lepSej

diagnostike a prevencii ochorenia.

Prvym cielom v mojej praci bolo optimalizovat' izolaciu RNA z tukového
tkaniva. Izol4cia z tkaniv je problémova. Tkanivd obsahuju kontaminanty ako tuk,
proteiny, molekuly ECM, alebo je problém s malym obsahom buniek. Tukové tkanivo
ma problém s vysokym podielom tuku, takisto aj s malym obsahom buniek. Tymto
faktorom treba prisposobit’ postup izolacie tak, aby mal vysledny produkt vhodné
kvantitativne a kvalitativne parametre pre dalSie metody. Hlavnym cielom bolo
porovnat’ izolaciu bez glykogénu a s pridanim glykogénu. Nasledna spektrofotometricka
analyza dokazala, Ze glykogén zlepSuje vytaznost, ale aj Cistotu. Sposobov, ako zlepsit’
kvalitu RNA z tkaniv, je viac. Glykogén funguje ako nosi¢, ktory sa viaze na RNA,

zlepSuje precipitaciu a zviditelfiuje peletu tym, ze je nerozpustny v etanole.

Zhang H. et al. (2023) optimalizovali izoldciu RNA z tuku tym, Ze tkaniva
homogenizovali zachladené tekutym dusikom na —40 °C. Centrifugacia v prvom kroku
bola rozdelen4 na 2-krat po 5 minit, v niektorych krokoch prebiehala na 16000 g. Dalsi
postup bola klasicka fenol/chloroformova extrakcia bez pouzitia glykogénu. Nakoniec
precipitovanu peletu trikrat premyli v etanole a resuspendovali. Nizka teplota zniZuje

degradabilitu RNA a vysSia relativna centrifugacna sila zabezpeci lepSie oddelenie faz,
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a teda nizSiu kontaminaciu vrchnej fdzy fenolmi. Pri porovnani vysledkov z ¢lanku a
z mojej prace je vidiet, ze pridavok glykogénu zabezpecil ovela vysSiu vytaznost’
oproti postupu autorov (aj ked’ nie je uvedeny presny objem vody ani objem
odpipetovanej vodnej fazy, da sa predpokladat, ze ked autori pracovali s rovnakymi
objemami reagencii, odber RNA bol v zhruba podobnom objeme). Co sa &istoty tyka,
taktiez sa ako schopnejsi ukazal glykogén. Izoldcia RNA ma mnoho premennych
(Tudsky faktor, mnozstvo a kvalita biologického materialu), ktoré vplyvaju na vyslednu

kvalitu vzoriek, takze sa neda jednoznacne dokazat’, ktory sposob je vyhodne;jsi.

DalSou ¢astou mojej prace bolo stanovenie expresie transportérov glukézy
Glutl, Glut2, Glut4 a Sgltl v tkanive tenkého c¢reva, peCene a tuku mysSi. Strava
s vysokym obsahom tuku a jednoduchych cukrov sposobuje zmeny vo fyziologickych
funkcidch metabolizmu. Nasledkom zniZenej glukdézovej tolerancie a inzulinovej
senzitivity je aj ovplyvnenie expresie gluko6zovych transportérov. Transportéry pre
glukdzu su intenzivne Studované, pretoze predstavuju potencidlne terapeutické ciele pre
terapiu nielen MAFLD, ale aj DM2. Latky, ktoré inhibujo SGLT1 st potencidlnymi
antidiabetickymi lie¢ivami (lo et al. 2019). Inhibicia GLUT1 je skimand skor
z hladiska protinddorovej terapie (Airley a Mobasheri 2007), nez antidiabetickej, ale
GLUTH4 je solidny adept v terapii DM2. V stavoch so zniZenou inzulinovou senzitivitou
je expresia GLUT4 zniZend. Stimul4cia expresie vyvolava lepSiu glukézovu toleranciu

(Wallberg-Henriksson a Zierath 2001).

V peceni mysi na diéte MASH bola indukovanéd expresia Glutl transportéru,
Glut2 bol takmer bez zmeny. To sa takmer zhoduje aj s tym, na o prisli Karim et al.
(2014). Na Tl'udskych tkanivach sledovali expresiu GLUT transportérov v peceni.
GLUT!1 vykazoval vysokll mieru expresie oproti zdravej peceni a expresia GLUT2 sa
takmer nepohla. V tenkom ¢reve bola u mysi na MASH diéte zvySend mRNA obidvoch
transportérov - Glut2 a Sgltl. Moje zistenia sa zhoduju s doterajSimi poznatkami o tom,
ze zvySeny prijem D-glukdzy ovplyviiuje mieru expresie glukézovych transportérov
v tenkom creve. Miyamoto et al. (1993) v publikacii o vplyve prijmu jednoduchych
cukrov na expresiu transportérov dosli k rovnakému zaveru. Tukové tkanivo
vykrmovanych mysi vykazovalo zvySeni expresiu Glutl azniZeni expresiu Glut4.
Zavery publikéacii ohl'adom expresie Glut v tukovom tkanive vychadzaji rovnako

pre Glut4, teda je pozorované zniZenie expresie. Glutl vysiel v publikacii Pedersen et
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al. (1991) s opacnym vysledkom. Potkany na diéte s vysokym obsahom tuku mali
znizen expresiu obidvoch transportérov. Tento rozdiel by mohol byt spdsobeny
rozlicnou potravou laboratornych zvierat. Spominand vysokotucna diéta nemusela
zahfnat aj zvysSeny prijem sacharidov, takZze naroky na transport gluk6zy mohli byt

splnené aj pri nizkej expresii Glutl.

Diagnostika MAFLD a MASH je komplikovand, pretoze tukova pecenn sa
neprejavuje takmer ziadnymi symptomami a povedomie o prevencii je nizke. Nie je
vel'a materidlov, ktoré by sa dostali do ruk praktickych lekarov, aj ked existuje
niekol’ko hodnotiacich systémov, ktoré vyuzivaju jednoducho ziskateIné¢ data, su
relativne spolahlivé a malo nakladné (Szdntova et al. 2022). Poslednou ¢ast’ou moje;j
prace bolo porovnat’ toleranciu glukézovej zataze u mysi na MASH diéte pomocou
indexu HOMA-IR. HOMA-IR sa pocitalo na zdklade glykémie nala¢no a inzulinémie
nala¢no.  V porovnani s pracou publikovanou autormi Fraulob et al. (2010), sa daje
celkom zhodovali. Podarilo sa potvrdit, ze vysokotu¢na diéta zhorSuje toleranciu
na glukézovu zataz. ZvysSend bola glykémia aj inzulinémia nalacno. V ¢lanku, aj
v mojej praci, mali mysi nala¢no glukézu a inzulin vyssi oproti kontrolnej skupine. Tym
padom boli porovnatené aj indexy HOMA-IR. V mojej praci je HOMA-IR do 10,
v ¢lanku bol 44-100. Je to tym, Ze Fraulob et al. (2010) pouzili pre inzulin jednotky
molarnej koncentracie (pmol/l). Prepocet medzi je SI jednotkami a medzinarodnymi -
IU bolo komplikované vyhl'adat, navyse sa zdroje rozchadzali v tom, ¢i je tento vypocet
relevantny u zvieracich modelov. Kazdopadne s urCitostou sa podla vypocitaného
HOMA-IR da povedat, ze glukdzova tolerancia bola u MASH skupiny narusend. Nejde
vSak urcit, ¢i mala glukdzovu toleranciu kontrolnd skupina v norme. Glykémia nalacno
bola vysSia nez fyziologické rozmedzie, inzulin podla pouZitého vypoctu tiez, ale
doévodom pre vyssie hodnoty nemusi byt prediabetes. Vyssiu glykémiu mohol sposobit’

stres, naruseny rezim a zmena cirkadidlneho rytmu pred testom.
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8. ZAVER

Metabolicky syndrom je subor ochoreni, ktoré vznikaju ako nésledok obezity a
dlhodobého kalorického nadbytku. V dneSnej konzumnej dobe, kedy jedlo nesluzi len
ako prostriedok prezitia, sa Coraz viac stretdivame s nadvdhou a zdravotnymi
komplikéciami, ktoré s fiou suvisia. Jednou z diagndz, ku ktorej sa dd nezdravym
zivotnym Stylom dopracovat je MAFLD. MAFLD je charakterizovand zvysSenou
utilizaciou tuku v peceni a spravidla je sprevddzana inzulinovou rezistenciou, ktora
negativne ovplyviuje glukdozovi homeostazu. V mojej praci som sa konkrétne venovala
charakterizacii expresie gluk6zovych transportérov, ktorych produkcia je vplyvom diéty
pozmenend. Druhd Cast’ mojej prace pozostdvala z porovnania glukézovej tolerancie
myS$i na MASH diéte, a to za pomoci diagnostického indexu HOMA-IR, ktory slazi ako

jeden z prostriedkov pre odhalenie inzulinovej rezistencie.

Prvym ciastkovym cielom bolo optimalizovat' izolaciu RNA z tukového
tkaniva, ¢o sa podarilo splnit. Ukdazalo sa, ze glykogén je klicovym pridavkom
v izolacii RNA z problematickych tkaniv a zlepsil kvalitativne aj kvantitativne

parametre izolovanych vzoriek.

V druhej casti mojej prace som pomocou RT-qPCR stanovila mRNA
glukézovych transportérov v tkanivach pecene, tenkého creva (ileum) a tuku.
Porovnavala som expresiu u mySi na MASH diéte oproti mySiam kfmenych
Standardnou chovnou diétou. Expresia glukézovych transportérov tak bola stanovena
v sulade s doterajSimi poznatkami, jedini odchylku predstavoval transportér Glutl

v tukovom tkanive.

Poslednym cielom bolo porovnanie glukézovej tolerancie u mysi kfmenych
na MASH diéte s kontrolnou skupinou na chovnej diéte, a to na zaklade glykémie a
inzulinémie. Z tychto hodndt som vypocitala index HOMA-IR. Vysledok vysiel tak,
ako sa oCakavalo, teda Ze strava s vysokym obsahom tuku a cukrov zhorsuje glukézova

homeostazu.
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