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Abstrakt

Gangliosidy pai mezi sfingolipidy obsahujici kyselinu sialovouadhazi se na
bungéném povrchu vSech tyivociSnych burk. Zde pini funkci receptorovych molekul,
dale se tiastni mezibugnych interakci a diky sveé rigidni strukéuzpewuji buré¢nou
membranu a chrani tak fku pred Skodlivymi okolnimi vlivy.

Tato diplomova prace studuje vliv experimentalmlestazy na sloZzeni gangliosid
jaterni tkag. Cholestaza byla vyvolana podvazentakodi u potkari kmene Wistar.

V jatrech zviat s cholestazou ve srovnani s kontrolami bykteriSignifikantni naiist
celkové lipidni kyseliny sialové a ganglio8idh-série (GD1b, GT1b event. GD3). Tyto
vysledky zjiséné u obstruni cholestazy odpovidaji vysletik které publikoval Majer
a spol. Biomed. Chromatogr., 21, 446-450 (2007) tholestazy vyvolané
17-o— ethinylestradiolem, ale n@st gangliosid b-série je v naSi studii migjsi.

Dale tato prace zkoumala vliv modulace aktivitynoxygenasy 1 (HO-1) ip
cholestaze vyvolané podvazem &uodi (hemin jako aktivator HO-1, Sn-mesoporfyrin
jako inhibitor HO-1) na sloZzeni gangliogid U skupin zvfat s podavanym
Sn-mesoporfyrinem bylo zj&to zvySeni celkové kyseliny sialové, zatimco &kterych
gangliosidi a- i b- vétve byl zjiS&n pokles. U skupin zi@t s heminem aktivovanou HO-1
byla zvySené celkova lipidrvazana kyselina sialova beze&nve sloZzeni gangliosid

Exprese mRNA pro sialyltransferasu syntetizujici 3IG{3AT-2) jako Kkl¢ového
enzymu Vv biosyntéze gangliofidb-série vyraza vzrostla u zviat s podavanym

Sn-mesoporfyrinem.



Abstract

Gangliosides are sialic acid-containing glycospgblipids located on the cell
surface of all animal cell types. They play a ra¢ereceptor molecules, share in cell-to-cell
interaction and protect the cell against harmfwimmental factors by increasing of
rigidity of cell surface.

This diploma thesis studies an influence of experital cholestasis on hepatic

ganglioside composition. Cholestasis was inducebileyduct ligation in Wistar rats.
A significant increase of total lipid bound siakcid andb-series gangliosides (GD1b,
GT1b, event. GD3) was found in cholestatic liverewhcompared with controls. These
results found in obstructive cholestasis correspwiill the results Majer et al. Biomed.
Chromatogr., 21, 446-450 (2007), described in-1&thinylestradiol induced cholestasis,
but the increase di-series gangliosides was milder in our study.

As a second point, an effect of modulated hemegemgise 1 (HO-1) activity was
investigated in cholestatis induced bile duct Igat(HO-1 activator- hemine, HO-1
inhibitor- Sn-mesoporphyrin). An increase of a holipid sialic acid was found in
Sn-mesoporphyrin treated animals, but a decreas®roka- andb- seriesgangliosides
was observed. In group with activated HO-1 totalisiacid increased, but the composition
of gangliosides was not changed.

Expression of mRNA of key enzyme in biosynthdsiseries gangliosides, GD3

synthase significantly increased in Sn-mesoporphyeated animals.

» (In Czech)”
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Seznam zkratek

ALP alkalicka fosfatasa

ALT alaninaminotransferasa

AST aspartdtaminotransferasa

BSEP bile- salt export pump

CZK celkové Zlgové kyseliny

cMOAT canalicular multispecific organic-anion tegorter, kanalikularni multispecificky

transportér organickych ibnt

EE 17ea-ethinylestradiol

EE-cholestaza cholestaza indukovanadethinylestradiolem

GalT galaktosyltransferasa

GalNAcT  N-acetylgalaktosamintransferasa

GlcT glukosyltransferasa

GGT v- glutamyltranspeptidasa

GSL glykosfingolipid

HO-1 hemoxygenasa 1

HO-2 hemoxygenasa 2

HPTLC tenkovrstva chromatografie s vysokym r&ehim

CH chloroform

M methanol

MDR1 multidrug resistance P glycoprotein 1

MDR3 multidrug resistance P glycoprotein 3

MRP-2 multidrug resistance associated protein

NeuNAc kyselina N-acetylneuraminova

NTCP Na/Taurocholate cotransporting polypetidesaodiku zavisly taurocholatovy
kotransportni protein

OATP organic anion-transporting polypeptide, orgkyianiontovy transportér

OCT1 organic cation transporter, organicky katiogtransportér

PFIC syndrom progresivni familiarni intrahepat&nélestazy

RNA later  uchovavaci medium pro RNA

SAT-1 sialyltransferasa 1 syntetizujici GM3

SAT-2 sialyltransferasa 2 syntetizujici GD3

SAT-3 sialyltranferasa 3 syntetizujici GT3

V voda (destilovand)



Zkratky pro skupiny zvi Fat v experimentu

aBDL skupina zviat s podvazem Zéovodu @ile Duct Ligation) a HO-laktivovanou

heminem, 5-denni

aC kontrolni skupina Qontrols) zvfat sleg operovanych s HO-1 aktivovanou
heminem, 5-denni

BDL skupina zviat s podvazem Zéovodu Bile DuctL igation) 5-denni

iBDL skupina zviat s podvazem zéovodu @ile Duct Ligation) 5-denni, a HO-1
inhibovanou Sn-mesoporfyrinem,

C kontrolni skupinadontrols) zvfat sleg operovanych

iIC kontrolni skupina@ontrols) zvfat sleg operovanych s HO-thhibovanou
Sn-mesoporfyrinem, 5-denni

BDL'® skupina zwat s podvazem Zhovodu, 18-denni

C!®  kontrolni skupina z¥at sleg operovanych, 18-dennf

& pojem slep operovanych — viz kap 3.2.1



1. Uvod- Souasny stawe3ené problematiky

Diplomova prace ,Gangliosidy v jatrech u cholegtamdukované podvazanim
Zlutovodu* je pokr&ovanim vyzkumuieSeného v Hepatologické laboato Ustavu
klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. déké fakulty UK (Grant IGAMZ
NR/9366-3 a GAUK 251207). Diplomova prace navazuj@ gedchozi publikaci
laboratde, zejména na praci popisujici dramaticky vzest@temych gangliosidl
v jatrech potkana u estrogeny indukované choleStdegnim z moznych vykladyl viiv
estrogen na tyto gangliosidy.

Tato diplomova prace sleduje s pouzitim stejnyobtod sloZeni gangliosid
u cholestazy indukované podvazenbhodi. Porovnani obou typcholestaz maispet
k posouzeni, do jaké miry je vzestughto gangliosid zpisoben vlivem estrogénci
vlivy genetickymi, gipadré jinymi. PorévadZ vzestup gangliosidje Zejm¢ zpisoben
aktivaci utitych glykosyltransferas, je v Uvodufipojeno  podrobné pojednani
0 biosyntéze gangliosich jeji regulaci.

Chromatografické analyzy byly davany do souvislosthistochemickym
sledovanim zrn v lokalizaci gangliosidu GM1 u cholestazy indukoe estrogeny a toto
sledovani upozornilo na kumulaci GM1 gangliosidusttausoidalni membrany \ipack,
Ze je jaterni bikka @i cholestaze ohroZzena detergentniisgbenim vysokych koncentraci
Zlutovych kyselin v krni. A praw gangliosidim je gipisovana schopnost zpewani
membrany vzhledem k jejich rigigj$i struktue ve srovnani s fosfolipidy a u cholestazy
byl vzestup rigidity membrany popsan. Proto je pbdé pojednavano o chemickych
vlastnostech gangliosida o jejich fyziologické Uloze ip zpewiovani vrgjSi vrstvy
plazmatické membrény.

Podob® jsou v této diplomové praci u cholestazy indukavapodvazem
chromatografické analyzy spolu se stanovenim mRN#Iysnych glykosyltrasferas
davany do souvislosti s histologickymi nalezy, popianymi v diplomové praci Vaclava
Smida, obhajené na 1.LF BK

Krom¢ sledovani vlivu cholestdzy na sloZeni ganglibgel zkouman jest vliv

hepatoproteéniho enzymu hemoxygenasy.
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1.1. Glykosfingolipidy
Glykosfingolipidy jsou komplexni sl@éeniny patici do skupiny glykolipid.

Obsahuji hydrofilni sacharidovou a hydrofobni lprdu slozku.

Lipidova ¢ast se nazyva ceramid. Ceramidy jsou N-acylovan@atini baze (viz.
Obr. 1). Sfingoidni baze (long chain bases- LCBpatiesfingoidy (viz. Obr. 2) jsou
viceuhlikaté alifatické aminoalkoholy odvozené dihganinu ©-erythro-2-amino-1,3-
oktadekandiol). Byvaji to jeho homology, stereoismyy hydroxyderivaty nebo
nenasycené derivaty. Ceramid je tedy souborné cemngoro variabilni skupinu latek,

odliSujici se jak ve strukia sfingoidni baze, tak typu acylu mastné kyseliny.

Obr. 1: ceramid

MH 5

OH\/HAK/\/\/\/\/\/\/

oH

Obr. 2: sfingoidni baze- sfingosin

Sacharidova slozka vykazuje také velkou pestrosbzesi. Jedna se
0 oligosacharidové struktury sestavené u &mhmi negasgji z D-glukosy, D-galaktosy,
L-fukosy, N-acetyb-glukosaminu a N-acety-galaktosaminu. Monosacharidové
jednotky mohou byt- i B- anomery, jsou vzjendnpospojovany vazbami gzanymi
lokanty a Zn¢ jsou derivatizovany sulfate kyselinou sialovou. Kyselina sialova je
skupinové ozn&ni pro latky odvozené od kyseliny neuraminover(tbra-3,5-dideoxys-
glycero-nonulosovéa kyselina). \fippdk bylo dosud poznancekolik desitek &chto latek.
Jsou to pedevsim acetylovéi glykolylové derivaty, kdy jsou tyto skupiny vazama

aminoskupinu nebo hydroxyskupinu.
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Glykosfingolipidy jsou tedy bohatou skupinou latekznaujici se strukturni
rozmanitosti, ktera je podkladem pro jejich Sirokbohu v biologickych systémech.

Glykosfingolipidy se podle charakteru sacharidaeglsy ckli na:
¢ neutralni — obsahuji neutralni sacharidypiglukosu,pb-galaktosu -fukosu,
N-acetylb-glukosamin a N-acetyb-galaktosamin
e kyselé — obsahuji monosacharidové jednotky derwatiné kyselymi skupinami
jako jsou:
o sulfatova skupina —SfBl — sulfaty (sulfoglykosfingolipidy)
o skupina kyseliny sialové> gangliosidy (sialoglykosfingolipidy)

o fosfatova skupina- fosfoglykosfingolipidy

1.2. Nazvoslovi glykosfingolipid podle [IUPAC-IUB*?

Néazvoslovi glykosfingolipid se vzhledem k vysoké heterogéniipidové ¢asti
odvozuje pouze ze sacharidové slozky. LipidovaksloZe do nazv promitd obecnou
koncovkou —ceramid.

Pro nazvoslovny systém byloceno rekolik zakladnich pravidel:

e pocet monosacharidovych jednotek se vyjgd koncovkou —diosa, -triaosa,

-tetraosa, -pentaosa, atd.

e oligosacharidy se ro2tlji do sérii podle struktury a biogenetickéquznosti

e vazba 13 vs. -4 se u jinak totozné struktury oligosacharidu vitgel
piedponouso- pii rozliSeni vazeb mezi Il a lll monosacharidemes-pii rozliSeni
vazeb mezi Il a IV monosacharidem

e pro zapis zkracenych naxGSL byl vytvden systém symbol

Série glykosfingolipidi
VétSina glykosfingolipid je odvozovana od laktosylceramidu. Poditci ¢tvrté
monosacharidové jednotky se GSlLiaaiji do sérii: globo-, ganglio-, muko-, lakto-,

neolakto- a gala- (viz. Tab. 1, str. 13).
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Tab. 1: Série glykosfingolipida jejich strukturni motivy

Série Strukturni motiv glykosylu

globo- Gal@l—4)Gal31—4)Glc-
isoglobo- Gal(@1l—3)Gal31—4)Glc-
lakto- Gal1—3)GIcNAc(B1—3)Gal31—4)Glc-
neolakto{ Gal(31—4)GIcNAc(B1—3)Gal31—4)Glc-
muko- Galf1l—4)Gal@1—4)Glc-
ganglio- GalNAcpl—4)Gal(31—4)Glc-
gala- Gal@1—4)Gal-

Pravidla pro tvorbu zkrdcenych ndizglykosfingolipidi:

e ozna&eni série + piet monosacharidovych jednotek + koncovka —osylcetam

(pt. globotetraosylceramid)

e fimskoucislici se ozn&uje poloha monosacharidu vzhledem k ceramidu

e arabskouwislici v indexu se ozraje poloha atomu uhliku v monosacharidové

jednotce, na kterém je navazan subtituent , powsgvaké pro popistveni

oligosacharidovéheetzce

e specifikace anomernich struktur sacharid, 3-)

Tab. 2: Nazvoslovi glykosfingolipidile IUPAC- IUB™

Struktura Trivialni nazev Symbol
(zkrdceny symbol)
Gal(@1—4)Gal31—4)GIcCer| globotriaosylceramid GbOg@aer (GhCer)
GalNAc(P1—3) Gal@l—4)Gal(1l—4)GlcCer| globotetraosylceramid GbOg&zer (GhCer)
Gal(@1—3)Gal31—4)GlIcCer| isoglobotriaosylceramid| iGbOsgaer (iGkCer)
GalNAc(P1—3) Gal@l—3)Gal31—4)GlcCer| isoglobotetraosylceramid  iGbQszer (iGhCer)
Gal(31—4)Gal31—4)GlcCer| mukotriaosylceramid McOs@er (MgCer)
Gal(p1—3)Gal31—4)Gal31—4)GlcCer| mukotetraosylceramid McOgaer (Mc,Cer)
GIcNAc(p1—3)Gal1—4)GlcCer laktotriaosylceramid LcOg€&er (LgCer)
Gal(1—3) GIcNAc(1—3)Gal31—4)GlcCer| laktotetraosylceramid LcOg@er (Lc,Cer)
Gal(31—4) GIcNAc(31—3)Gal31—4)GlcCer| neolaktotetraosylceramid nLcQ€zr (nLgCer)
GalNAc(p1—4)Gal31—4)GlcCer| gangliotriaosylceramid GgOgaer (GgCer)
Gal(p1—3) GalNAc1—4)Gal31—4)GlIcCer| gangliotetraosylceramid GgQszer (GgCer)
Gal(@l—4)GalCer galabiosylceramid GaOsaer (GaCer)
Gal(p1—4)Gal@l—4)GalCer galatriaosylceramid GaOgzer (GaCer)
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Pro znanou jednoduchost se u gangliosidasto pouziva nazvoslovi podle
Svennerholm%'. Toto nazvoslovi vyuZiva k ozéeni gangliosidu jeho vlastnosti pigleni
na tenkovrstvé chromatografii (TLC). Nazev seitvtakto: pismeno G ozdaje
gangliosid, dale je pomoci pismena M (mono-), D) (d (tri-), Q (tetra-) nebo P (penta-)
vyjadien paet skupin kyseliny sialové v molekulec¢gslice na iteti pozici utuje pdadi
zény od startu s danym gangliosiderfi g¢leni na TLC (viz. Tab. 3). Radi zén pi

separaci TLC odpovida v obraceném sleditypmonosacharidovych jednotek v molekule.

Tab. 3: Nazvoslovi dle Svennerholfra

S%/Egarfz?hillfna Struktura gangliosidu
GM4 Neu5AcGalCe
GM3 Neu5Am3GaP4GlcCer
GM?2 GalNAcB4(NeuSA@3)GaB4GlcCer
GM1la Galp3GalNAd34(NeuSA@3)GapB4GlcCer
GM1b NeuS5Am3GaPB3GalNAP4Gap4GlcCer
GD3 Neu5A@m8Neu5A@3GaB4GlcCer
GD?2 GalNAcB4(NeuSA@8NeuSA@3)GaB4GlcCer
GDla NeuS5Am3GaPB3GalNAP4(NeuS5A@3)Gap4GlcCer
GD1b Galp3GalNAd34(NeuSA@8NeuSA@3)GaB4GlcCer
GTla Neu5Am8NeuSA@3GaB3GalNAPB4(Neus5A@3)Gap4GlcCer
GT1b Neu5Am3GaPp3GalNAcB4(Neu5Aa8Neu5A@3)Gap4GlcCer
GT1lc Galp3GalNAg34(NeuSA@8NeuSA@8NeuSA@3)Gap4GlcCer
GQ1b Neu5Am8NeuSA@3GaPB3GalNAPB4(NeuSAa8Neus5A@3)GaB4GlcCer

1.3. Biosyntéza glykosfingolipid

Biosyntéza je zahajena na cytosolické stramdoplazmatického retikfiayntézou
ceramidu jako jednoho ze zakladnich stavebnich karséngolipidi. Syntéza ceramidu
zainad kondenzaci serinu a palmitoyl-CoA katalyzovayédoxalfosfatem vazaném na
serin®1%* vznikly 3-ketosfinganin je NADPH-dependentni rethgdou redukovan na
sfinganin. DalSim krokem je reakce sfinganinu sl-&wyA na D-erythro-dihydroceramid
a dale na ceramid.

DalSi kroky biosyntézy jsou jiz lokalizovany v @dio aparatu za dasti
membrano¥ vazanych glykosyltransferas. K ceramidu jsou postu pripojovany
sacharidové podjednotky z aktivovanych nukleotidibvyderivati sacharid. Paadi
glykosylace a konkrétni konformace vznikajicich elaz je dana specifitou
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a kompartmentaci zZastrenych enzyni. Spolénym prekurzorem &tSiny glykolipida je
glukosylceramid a laktosylceramid. Jejich syntémabfha na cytosolické strarGolgiho
aparatu, kam  jsou lokalizovany figlusné  enzymy  glukosyltransferasa
a galaktosyltransferasa.rdhledre je popsana cela biosyntéza od kondenzace serinu

a palmitoyl-CoA aZ po laktosylceramid v publikaci Sandhoffa a Eahten*?

1.3.1. Biosyntéza gangliosiiélganglio- série

Gangliosidy gangliosérie se nachazeji v mozkovénitkkde probiha i jejich
syntéza. Syntézafit vétvi gangliosidi gangliosérie probihd zacasti gislusnych
sialyltransferas (SAT-1, SAT-2, SAT-3). Enzymy jsoprisre specifické. Kazda
sialyltransferasaipnasi zbytek kyseliny sialové ngpusny glykosylceramid takto:

SAT-1 na laktosylceramid za vzniku gangliosidu GNEAT-2 na GM3 za vzniku GD3

a SAT-3 na GD3 za vzniku Gt3'* Enzymy jsou svym aktivnim mistem orientovany do
lumen Golgiho aparattl Sialylace probiha wis- ¢asti, nasledujici glykosylace tvans-
casti. Enzymy katalyzujici glykosylaci maji SirSiegsfitu nez sialyltransferasy.
N-Acetylgalaktosamintransferasa  (GalNAcT) fepaSi  N-acetylgalaktosamin  na
laktosylceramid, GM3, GD3 a GT3 za vzniku GA2 (a#sM2), GM2, GD2 a GT2,
které tvdi 4 wtve gangliosid o, a, b, ¢%". Také dal&i enzymy sialyltransferasa 4 a 5 maiji
Sirokou specifitu. Sialyltransferasa 4 (SAT-4) kgaje syntézu GM1b z GA1l, GDla
z GMla a GT1b z GD1If sialyltransferasa 5 (SAT-5) syntézu GDl1lc, GT1§16

a GP1c z GM1b, GD1a, GT1b a GQ1b% GD3 na GT3 (viz. Obr.3, str.16)

Protoze biosyntéza probiha wiznych oddlenich Golgiho aparatu, jeteba
vznikajici gangliosidy uitym zpisobem mezi jednotlivymi oddily transportovat.
Predpoklada se, Ze transport probiha vesikularnouegion€&né produkty biosyntézy jsou
z Golgiho aparatu do membrany transportovany byamostednictvim vesikuf 22

U sava@ a ptaki prevaZzuje ¥tev a- ab-, zatimco ¥tev 0- (hojnd u Zab) adtev
c- (hojna u ryb) jsou u sauaminoritni. Gangliosidy vykazuji druhé\a tk&iove specifické

sloZeni, které je dovano z&asti genetickymi a jinymi faktofy.
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GlcCer «——— Cer
GlcT
{GaIT—l

LacCer ———» GM3 —» GD3 ——» GT3

SAT-1 SAT-2 SAT-3
l l l l GalNAcT

GA2 GM2 GD2 GT2
i l l l GalT-2
GA1 GM1la GD1b GTlc
l l l l SAT-4
GM1b GDla GT1b GQlc
l l l l SAT-5
GD1c GT1la GQ1b GP1c
= GDla = GT = GQ1lba = GPlax
0- série a- série b- série C- Série

Obr.3: Schéma éivi (sérii) biosyntézy gangliosidUcinkem specifickych sialyltrasferas
(SAT-1, SAT-2 a SAT-3) vznikaji z laktosylcerampmitup@ gangliosidy GM3, GD3 a
GT3 a z nich dalsimi glykosyltransferasami da#figjiosidy®.

1.3.2. Biosyntéza glykosfingolipid lakto- a neolakto- série

Biosyntéza sfingolipid lakto- a neolakto- série probihdepevsSim v Zlazovych
epithelidlnich biikach a prav&podobr i endothelialnich hitkach. Tyto glykosfingolipidy
jsou nositely antigenni specifity krevnich skupiBHy Lewis, | a i. Krevni skupina je
charakterizovana pravoligosacharidem glykosfingolipidu. Tyto glykolipgidjsou ¢asto

fukosylovany a sialovany.

1.3.3. Regulace biosyntézy

Kompletni regulace biosyntézy sfingoligiddosud nebyla zcela objasma
Predpoklada se, Ze na zastoupeni Kageh produkt biosyntetickych drah, budou mit
vliv kinetické parametry jednotlivych transferasjigh topologické usgadani a vzajemné
prostorové usp@dani enzym. Svou roli hraje i transkrimi regulace transferas
a v posledni dab byly zjiStny nové skuténosti o regulaci na drovni posttransia
modifikacé*?"

StarSi prace uvazovaly o &pé kontrole biosyntézy glykolipid kdy jsou

jednotlivé série inhibovany jejich vysSimi produkty pokusech in vitro bylofeba
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zjisténo, Ze N-acetylgalaktosamintransferasa (GalNAcTtetizujici GM2 v Golgiho
aparatu jater potkanje siln inhibovana GDla, sialyltransferasa syntetizujidd3G
(SAT-2) je inhibovana GQZR Tento jev nebyl dosud pozorovan in vivo nebo na
pokusech s bugnymi kulturami.

Dale bylo zjis¢no, Ze bionsyntéza-, b- vétve je ovlivrena pH tak, Ze snizenim pH
ze 7,4 na 6,2 v kultivenim médiu mySich mozkovych burk dojde reverzibila
k piesunu biosyntézg- vétve na biosyntézb- vétve®™. Je to mozno vysilit riznymi pH
optimy dvou kléovych regulanich glykosyltransferas- GalNAcCT a sialyltransferas
(SAT-2).

Jiny experiment ukazal vliv inhibitoru GalNAcT zileciho krevniho séra, ktery po
piidani ke kultivénimu meédiu bugk embrionalni kieci retiny ovliviuje pongr
GM3/GD1 a inhibuje diferenciai

V posledni dekad byl winén vyrazny pokrok ve vyzkumu regulace biosyntézy
gangliosidi. Bylo zjis€no, Ze je pisné regulovana aktivitami glykosyltransferas.
Biosyntéza gangliosidv paralelnich #tvich (sériich) vyZzaduje jemné stad subcelularni
distribuce a vzdjemné souhry glykosyltransferas
Biosyntéza je kontrolovana na aroti

e genove transkripce glykosyltransferas
e posttranslani modifikace glykosyltransferas
Regulace biosyntézy gangliositdna transkrip éni Urovni

Mechanismus regulujici expresi gemiznych glykosyltrasferas je dosud malo
prostudovan. Je Kiové charakterizovat struktury promaiptranskrignich faktoti nebo
komplexi transkrignich faktofi zapojenych v regulaci biosyntézy na transkripirovni.
Byly isolovany promotory 6-ti genglykosyltransferas syntetizujicich gangliosidyjicke
spolé&nou vlastnosti je, Zze vSechny jsou bez TATA box@GAAT boxu, aviak maji
nekolik Spl vazebnych mist v blizkosti startovacihistan transkripce. Tyto vlastnosti jsou
charakteristické pro ,housekeeping geny“. Terminuysekeeping” ozriaje permanentni
expresi s nizkou regulatd
Posttranslaéni modifikace glykosyltrasferas

Posttransleni modifikace glykosyltrasferas je oblasti vyzkurgangliosidi, ve
které byl v posledni de@bucinén zna&ny pokrok. Byly navrzeny dva mozné mechanismy
posttranslani kontroly.

(a) Fosforylace/defosforylace glykosyltransferage ,rychly” regulani mechanismus

reagujici na okamzité fyziologické peby. Rehlednym zpisobem jej shrnuje publikace
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Yu a Biebericha (20033, Bylo uk&zéano, Ze aktivity &holika sialyltransferas jsou
~-downregulovany“ fosforylaci &inkem proteinkinasy C v bezb&mém i burkiném
systému a tento efektibe byt zgtné vracen dinkem membranay vazanych fosfatas.
Naproti tomu aktivita N-acetylgalaktosamintransggra mize byt ,upregulovana“
fosforylaci &inkem proteinkinasy A. Fosforylace a defosforylgbtgkosyltransferas e
ovliviiovat jejich zapojeni do intracelularnich pocto jejich aktivaci a deaktivaci,
zapojeni v procesech btimé diferenciace, jejich translokaci).

(b) N-Glykosylace glykosyltransferasje dalezitym krokem v regulaci jejich aktivit,
polo¢asu Zivota, nitrobusgného transportu a lokalizaci . Vyslediady praci shrnuli Yu

a spol. (2004) vighledné préaci s nasletlnvedenymi hlavnimi zawy*”.

e Deglykosylace a reglykosylace glykosyltrasferas hrajeigme roli v jejich
transportu z ER do Golgiho aparatu. Vypadek reglylare zfsobuje, ze
glykosyltrasferasy nemusi byt transportovanyrdos-Golgi a dale.

e Potvrzuje seformovani komplexia glykosyltrasferas které ovliviuje rychly
transport gangliosidu k dalSimu enzymu a tim owjv expresi gangliosii
Dusledkem toho je, Ze ékteré gangliosidy existuji kratkou dobu a stavaji
se minoritnimi (pipad GM2 a GD2 gangliosigl. Formaci enzymovych kompléx
popsal jiz Roseman v roce 1970a byla exprimentatndokézana v letech 2000-
2002°*  Sialyltransferasa 2 (SAT-2) dimerizuje v endoplatickém retikulu
prostednictvim disulfidické vazby, coz ime stabilizovat tvorbu komplexu
s GM3®3 a podptit transport vytvéeného komplexu GM3-SAT-2 do Golgiho
aparatu. Heterodimer SAT-2 a GalNACT konvertuje GhW3GD3 a us#rni ho do
aktivniho mista GalNACT, ktera katalyzujéepnu GD3 na GD2(viz. Obr. 4,
str. 19).

e Pozorovani, Zeifdavek GM3 je pdeba ke stabilizovani SAT-2¢bem in vitro
translace nazraje moznost asistence GM3 jakigpidniho chaperonu pri
sbalovani proteinu.

e Ukazuje se, Ze gangliosidy mohou regulovat svojosymtézu vazbou ke
glykosyltransferasam a asistovat na  jejich vyzmavaMuzeme hoviit
o0 autoregulaci biosyntézy gangliosid. AvSak v gipadt SAT-2 bude tato

autoregulace pracovat pouzefitpmnosti GM3 v ER*2
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SAT-2-S—S+SAT-2 -

ER

SAT-2 —> | SAT-2
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D3 GD giho ap

Obr. 4: Regulace biosyntézy gangliasidpomoci tvorby komplexu SAT-2
a GalNAcT. V ER je SAT-2 dimerizovan disulfidick@zbou, kter4 wre stabilizovat
tvorbu komplexu s GM3 a podporovat tak transport 35S8AT-2 komplexu do Golgiho
aparatu. V Golgiho aparatu SAT-2 a GalNAcT wytvdeterodimer se vzajemnou
enzymovou aktivaci. V tomto heterodimeru SAT-2\jkateeg GM3 na GD3, ktery potom
nasnéruje do aktivniho mista GalNAcT. GalNAcT katalyz@®3 na GD2 a dalSi
glykosylace zavisi na aktiwjt subcelularni lokalizaci nebo formaci komplexuatStmi
glykosyltransferasarfil.

1.3.4.Vyzkum ulohy gangliosidi pomoci genovych mutaci

Vyznamny  pokrok v porozumdni  funkce  komplexnich  gangliosid
v eukaryotickych biikach gedstavuje vyvinuti mysi s genetickymi defekty ¥ityich
krocich biosyntézy>* Blokovani v¢asnych stadiich biosyntézy A-E je ukézano na Obr. 5
na str. 20. Genom mysi je poZmnén tak, Ze utité oblasti gefi zodpowdnych za
jednotlivé kroky biosyntetické drahy jsou poSkozenyedochazi k syntézéigluSnych
enzymi.

Pokusy s biilkami mysSi melanomové linie ukazaly, Zenky byly i pies defektni
sloZeni glykolipiai Zivotaschopné. Vykazovaly pouze malééamv buré¢né morfologii
a burgcném Kistu. Na zaklagl tohoto pozorovani byldanén zawr, Ze glykolipidy etrg
gangliosidi nejsou pro feziti buiky nutné®. Pozdjsi experimenty s geneticky
upravenymi mysmi vSak ukazaly, Ze experimenty imovhedokazi dostate¢ objasnit
funkci metaboliti, které jsou zapojeny do meziliiné interakce a jejich vyuziti pro tyto

studie je omezené.
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Pokusy s geneticky upravenymi mySmi naopak ukadalyZitou funkci gi vyvoji
mnohobugcnych organism. MySi s poSkozenym genem pro glukosyltransferasifiekt
A) hynou kolem 7.- 8. dne embryonalniho vyvojeja¢ v disledku nafistu apoptozy

v ektodermu. Diferencovala se zde pouze primitaardbd€na vrstva.

A
Gk Cer .1_|_ Cer
51T
B ‘tGalT—l C D
LacUCer GALS GDF e GT3
SAT-1 SAT-2 SAT.3
E ~l> ~l> —+ — AT
¥ L J
GA2 GAI2 GD32 GT2
‘l CRlT-2
a1 GM1a cBimn ¢Tie
l SAT-4
¥ L J : J
GM1h GD1a GT1h GQlc
1 SAT-5
¥ kL J L
GD1c zTla GQ1h GPlc
= Dle = Il = GQlbx = GPlew
0 série a- série h- s&xie c- s@ie

Obr. 5: Schéma &vi (sérii) biosyntézy gangliogic ozn@enim genového poskozeni pro
prislusny enzym. A ozsge defekt v GIcT, B oztiaje defekt v GalT-1, C ozdigie defekt
v SAT-1, D oznalje defekt v SAT-2 a E ozfuge defekt v GalNACT

Experimenty s defektem glukosyltransferasy bylyvatny i na bugénych
kulturach embryonélnich kmenovych kkn Mutantni buiky ale narozdil od ,knockout”
mySi vykazovaly podobnéustové Kivky jako normalni biiky, byly tedy schopné
diferenciac?’.

U mysi s inaktivovanym genem pro galaktosyltraresfe (defekt B) neprobihala
biosyntéza galaktosylceramidu, sulfatid GM4 gangliosidu. Byla zachovana schopnost
syntézy myelinu s té# normalni strukturou, kdy byl chyjici Gal-Cer nahrazen Glc-Cer
s hydroxylovanymi mastnymi kyselinami. Takovyto riwyeale vykazoval petelné

poSkozeni funkce a stability doprovazéadou klinickych piznaki jako je generalizovany
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tfes, ataxie (porucha koordinace polytporucha vedeni vzruchu %j*° Byla poskozena
i spermatogeneze vzhledem k biosyntéze seminolipitionogalaktosylglycerolu.

MyS s poskozenim genu pro sulfotransferasu iietsolfo-galaktosylceramidy,
sulfo-laktosylceramid a seminoligftl Projevuji se velmi podobné neurologickiézpaky
jako u mysi s poSkozenim tvorby galaktosylceramidu.

Byly vytvoieny dva kmeny mySi s poskozenim tvorby hlavnich kowych
gangliosidi. Kmen s poskozenim genu pro GalNAcCT (defekt E) yheschopen
syntetizovat GM2, GM1a, GD1a, GTla, GD2, GD1b, GTG&RQ1b. Kmen s poskozenim
genu pro SAT-2 netwd GD3, GD2, GD1b, GT1lb a GQ1b. Oba kmeny vykanguze
malé poSkozeni mozkovych funkci. Vyvoj homozygotmySi s poSkozenim GalNAcT
probiha tén¥ normale bez vyrazgjSiho histologického néalezu v tkanich centralniho
nervoveého systému. Byla zj$ia degenerace axora defekty myelinizace v nervovém
systém'. U mysi se projevovaly progresivni poruchy motoyich funkcf? Byly
nalezeny i defekty mimo nervovou tk&Samci byli sterilni s morfologickymi a futikimi
poruchami varldf. Byla naruena i furikhost imunitniho systému v odpali T burek
sleziny na interleukin.

Kiizenim kmene mySi s defektem SAT-2 a kmene s defektetal-4 GalNACT
(C + E) vznikly mysSi s dvojitou mutaci. Dokazalypeimovat pouze GM3 jako hlavni
gangliosid. Tyto mySi projevovaly vysokou citlivosé zvukové podity s nasledujicimi
smrtelnymi zachvaty.

MyS s poSkozenym genem pro SAT-1 (defekt C) pdatréchopnost biosyntézy
GM3 a nebyla zji#na ani pitomnost Zadného dalSiho gangliosidu, ktery se z3GM
nasleds tvori. Biosyntéza gangliosidje predstavovana v tomtotipact sérii0 (GM1b,
GD1c (=GD1L)) v mnozstvi, které odpovida celkovému obsahu kiasidta u normalnich
zvirat. Mutované mysi maji zénénou homeostazu glukosy,ehoz vyplyva role GM3
jako regulatoru signalizai cesty zprogedkované insulinem.

Nejnowjsi model mutovaného kmene jsou mySi s dvojitouamidstna GalNAcT
a SAT-1 (defekt E + D). Tyto mySi nejsou schopngfitvzadny glykolipid z ganglio-série.
Koncentrace laktosylceramidu je az 100x zvySenaid\sulfo-laktosylceramid ma slozeni
sfingoidi a mastnych kyselin podobné gangligsid detekovanym uéthto mySi. Po
odstaveni se u mladych mysi vyvijzké neurodegenerativni onemechkonzici smrtf®.

Homozygotni kmen mysSi s poskozenym genem pro SAmeprojevoval
pozorovatelnou z&mu ve vyvoji, nebyla ovlivéna délka Zivota zvat*. Tyto experimenty

vyvratily domrénku o &asti GD3 ab-vétve gangliosid na neuronalni diferenciaci,
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protoZze u tohoto mutantniho kmenu mySi dochézi ferehciaci bez fitomnosti
gangliosiadi b-vétve.

Z uvedeného textu vidime, Ze defekt s poSkozenim-3&pisobuje velice malé
poSkozeni, p kterém zvie mize dolle pezivat. U normalnich zdravych savoag.
potkani existuji kmeny, které maji aktivovany otve biosyntézya- i b- a kmeny které
maji b-vétev silre minoritni, coz je piklad kmene Wistar pouZitého v nasi studii, ktery

netrpi Zzadnymi zdravotnimi potizemi.

1.4. Chemické vlastnosti gangliosiil
1.4.1. Prostorova konformace molekuly gangliosid

Molekula gangliosidu je stabilizovana celdéadou vazebnych interakci, coz ji
oproti fosfolipidim davd mnohem &sSi pevnost. Interakce jsou fifpmné jak
v oligosacharidové, tak v ceramidové sloZce.

V ceramidu maji stabilizujici efekt vodikové ustky, donorem vodiku je
hydroxylova skupina, akceptorem vodiku karbonylamiklyslik s volnymi elektronovymi
pary. Intramolekulovd vodikova vazba mezi NH skopirsfingoidni baze a kyslikem
glykosidové vazby rive udrzovat pozici ceramidu vzhledem k oligosacioaeé ¢asti.
Toto uspadani Ize ale narusSit vznikem jinych vazebnychrakei gangliosid s jinymi
molekulami. Rigiditu molekuly a rowZ planarni usp@dani podporuje jednak amidova
vazba, tak dvojnd vazbatsans konfiguraci Amidova vazba wuje paralelni orientaci os
obou uhlikatychretzcli, coz zvySuje moznosti vzajemnych hydrofobnicleriaitci a tak
prispiva v pevnosti molekulylrans dvojna vazba C4-C5 umtidje kondenzaci ceramid
v tésrejSim uspdadani. DalSi zpewmi poskytuji solvaténi efekty v C3-C4-Cxasti
sfingosind® (viz. Obr.1 str. 11).

Stabilizujicim prvkem v oligosacharidovasti je kyselina sialova udrzujici vysoce
stabilni konformaci tvorbourit vodikovych vazeb se zbytkem oligosacharidu. Podsb
v konforma&nim uspd#adani slozigjSich gangliosid je dana p&tem sialylovych skupin
a sousednimi sacharidy.

Prostorové uspadani molekuly gangliosidu je ovli¥no vazbou katiorit na
oligosacharidovoutast. Vazebné misto se silmukleofilnim charakterem se nachazi
v oblasti vnitni galaktosy diky kyslikovym ataim sousedniho N-acetylgalaktosaminu
a kyseliny sialov&. V organismech je vyznamndeglevsim vazba G§ nasledna zima

konformace molekuly m& vliv na us@alani gangliosialve shlucich na povrchu membran.
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Ve vodnych disperzich v kyselém pi@sti tvai gangliosidy estery. Tyka se to
piedevsim gangliosids dwma sialovymi kyselinami v molekule. Esterova vaxhaika
mezi karboxylovou skupinou ¥$i kyseliny sialové a hydroxylovou skupinou na C-9
vnitini kyseliny sialov&*° Tvorbou esterové vazby se redukuje negativni nsiatgvych
kyselin. Estery jsou stabilni v rozmezi pH 2- 7meznich hodnotach pH dochazi ke
Stpeni esterové vazby a obronegativniho naboje. Tvorba a rozpadhto esteir muze
v prirock slouzit jako regulator negativniho naboje v mikmastedi bugcného povrchu

a k expresi novych antigennich struRfur

1.4.2. Amfifilni vlastnosti gangliosidi

Gangliosidy jsou diky ifitomnosti hydrofilni sacharidové a hydrofobni ceidoné
casti latky s amfifilnimi vlastnosti, co? vede ki@ agregaci ve vodnych roztocith

Ve vot se orientuji hydrofilngasti vol do vody a hydrofobni strem k jinym
hydrofobnim¢astem ostatnich molekul gangliosidvytvéii tak micely s ceramidovym
jadrem obklopenym oligosachardovymi zbytky. Micalg tvdi v roztocich o Sirokém
rozmezi koncentraci gangliogidod 10° do 10° M. P¥i vy3sich koncentracich faz 10"
vznikaji hexagonakuspdadané cylindrické struktury gangliosrd.

Molekularni hmotnost micel klesad s rostoucim ¢tpan sialylovych skupin
v molekule a stoupad se zvysSujici se nasycenosteramudové casti a délkou
sfingosinovych baz?.

Dynamika usptadani molekul gangliosiddo micelarnich Gtvarje rychld, zatimco
disociace probiha pomalu. Tvorba micel je owiva vlastnostmi okolniho prdsti,
dvoumocnymi a jednomocnymi ionty, jinymi lipidy agbeiny.

Gangliosidy narozdil od fosfolipida neutralnich glykosfingolipid netvdi ve
vodnych roztocich spontadéirdvojvrstevné struktury. Pro jejich vznik je v rokt nutna
pifitomnost lidpidi, které dvouvrstevné Utvargirg vytvéareji, nag. fosfolipida. V roztoku
gangliosiah a fosfatidylcholinu se tud dvouvrstevné liposomy, pokud pémnkoncentrace
gangliosid/fosfatidylcholin naggkrctil piechodovou hodnotu. Nad touto hodnotou vznikaji
smiSené micely. Ndp v roztoku GM1 a vajého fosfatidylcholinu f pH 7 je tato
hodnota 0,2. fechodova hodnota se sniZuje se zvySujicim sé&eposialylovych skupin
v molekule gangliosidu nebo s poklesem délkgtzce mastnych kyselin ve
fosfatidylcholind®.  V liposomech jsou gangliosidy lokalizovany do &&h vrstvy
fosfolipidové dvojvrstvy s oligosacharidovym zbymkevystavenym na povrchu, coz se

velmi podoba uspgadani v plazmatické membr&f>
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1.5. Molekularné-fyziologickd Uloha glykosfingolipidi v biologickych
membranéach

Glykosfingolipidy se ve vysokych koncentracich maxeji ve vijSi vrstw
plazmatické membrany vSech knJejich sloZeni je specifické prasity bungcny typ.

Pritomnost glykosfingolipid ve vysoké koncentraci na bigmych povrSich se
vyswtluje dwma divody:

¢ glykosfingolipidy zvySuji pevnost struktury plazrické membrany
e oligosacharidové zbytky glykosfingolipid zprostedkovavaji interakce
s exogennimi ligandy>’

Gangliosidy se na povrchu plazmatické membr&agto shlukuji do oblasti
zvanych mikrodomény. Model tekuté mozaiky Singerse a Nicolsthade jsou proteiny
nadhod rozmisény v homogenni kapalné lipidni dvojvrsfvbyl pozaji nahrazen
,deskovym* modele!. Tato fedstava ukazuje membranu sloZenou z té&gamych
a neusptadanych oblasti, jejichz heterogenita je dana stupnenasycenosti mastnych
kyselin. Poprvé byly klastry glykosfingolipid (GSL) spateny pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie na erytrocytarni membPdn pozdji i na dalSich typech
membrarf>®3a na liposomedéh.

Bylo zjiS&no, Ze GSL a glykosylfosfatidylinositolem (GPI)-kmé#vené proteiny
byly v polarizovanych hitkach gednostg smerovany do apikalni membrany. DalSim
zajimavym poznatkem bylo zji&ti, Ze membranové biologicky aktivni proteiny jsou

asociovany s GSL, které je obklogaji

1.6. Zlutovy systém

Zlugovy systém, ktery je twen Zlwovymi cestami, slouzi k transportu, modifikaci
a vylwovani zlwe do traviciho traktu. Zlusamotna je vyti@na pedevsdim hepatocyty,
cestou své kanalikularni membrany. Jde o aktivRfese a koncentraci soli Zovych
kyselin a dalSich latek jako konjugovaného biliruhicholesterolu, fosfolipid proteini,
elektrolyti a vody. Druhym vyznamnym faktorem ve wWdwani ZIgi, jsou Zlltoveé cesty
samotné. Cholangiocyty, bky vystylajici Zlwkové cesty, obsahuji chloridovy kanal
(CFTR) a kanal pro bikarbonat. Do &lusecernujici chloridovy aniont a bikarbonat
a vyznamg tak modifikuji finalni sloZzeni zZRki.

Samotné Zltové cesty zé&naji jako Zldové kapilary, jejichz sha je tvdena

pouze klkovi¢ vybihajici kanalikularni membranou hepatdcyiiyto kapilary se viévaji do
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Zlu¢ovych tubuti (Heringovy kanalky nebo téz cholangioly s kubickgpitelem) a ty déle
asti do interlobularnich Zbovodi. Jejich splynutim vznikaji segmentalni a poté taba
Zlucovody, aby nakonec vyustily z jater jako levy auyraaterni zl¢ovod. Ty se dale
spojuji do spoleného jaterniho vyvodu a jako ductus choledochusdastravici trubice,
konktrétré do duoden&’.

1.7. Hepatocyt a tvorba Zldi

Hepatocyt je funéné a morfologicky polarizovana fika sekréniho epitelu. Svou
bazolateralni (sinusoidalni) membranou zpemitovava pes membranové bilkovinné
pienaSeée absorpci ZIkovych kyselin, konjugovaného bilirubinu, cholestardosfolipida,
proteini, vody a elektrolyi. Dochazi k jejich fenosu pes hepatocyt a naslednému
vylou¢eni prostednictvim bilkovinnych fenaseéu kanalikularni (apikalni) membrany do
Zlwgi. Cely proces je pohé&n c¢innosti Na-K*-ATPasy v bazolateraini membearktera
udrZzuje chemicky gradient a potencialovy rozdil mbaepatocytem a jeho okolim.
Bungény gradient iont drasliku s sodiku se udrzuje v§mou dvou extracelularnich iant
drasliku zafi intracelularni ionty sodiku. Vznika tim nerovntneaelektrického néboje,
kdy je vnitek buiky oproti okoli zapor& nabity, coz pftahuje klad@ nabité ionty.
Cinnost N&-K*-ATPasy je ovliviina membréanovou fluiditou.

Na bazolateralni (sinusoidalni) memhfée nachazfada transportnich protein
pro absorbci organickych iaintTransportér NTCPipnasi Zltdové kyseliny konjugované
s taurinem nebo glycinem. Pracuje zacssmého symportu sodikovych iardo buiky.
DalSi transportér OATP slouzi praegmos aniornit Zlucovych kyselin, bromsulftaleinu,
bilirubinu a jinych organickych anioint Neni zavisly na kotransportu sodikovych tont
Pienase OCT 1 enasi organické katiorfly Mezi dal$i penaSeové proteiny na
bazolateralni membrérpati protein vyngiujici ion N&d za H a ion N& za ion HCO;,
které udrzuji intracelularni pH. Jsotitpmné také fenasSeée pro sulfat, neesterifikované
mastné kyseliny a organické kationty.

Transport Zlgovych kyselin cytosolem hepatocytu je umé&Zrpiedevsim diky
proteinu 3e-hydroxysteroidu-dehydrogenase. Transferasa ghmats a proteiny vazané
na mastné Kkyseliny se uplaji v mensi mie. Renosu Zldovych kyselin se
pravdEpodobré Ucastni i endoplazmatické retikulum a Golgiho apabdtle jsou Zldove
kyseliny genaSeny vezikularni drahou, kteréemaSi pedevSim proteiny tekuté faze
a ligandy, nap IgA a LDL.
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Kanalikularni membrana nese transportni proteiey skupiny ATP-vazajicich
kazetovych proteiin Jsou zodpasdné za sekreci latek do Zlu proti vysokym
koncentrénim gradienim. Multispecificky organicky aniontovy transport@OAT
ozna&ovany take jako MRP-2ipnasi glukuronid a konjugaty glutationu-S, tj. digironid
bilirubinu. Frenos Zlgovych soli zajist uje protein BSEP, jeh&idnost jecast&ne zavisla
na zporném intracelularnim elektrickém potencidla. kanalikularniho transportu jsou
zapojeny dva proteiny ze skupiny P-glykoproteifejichZ funkce je zavisla na ATP Je
to MDR1, ktery transportuje exogenni hydrofobni amgké kationty a MDRS,
fosfolipidovy translokator f@nasejici fosfatidylcholin. Voda a anorganické yofNa") do
Zluci difunduji pres €sné spoje diky osmotickému gradientu.

1.8. Cholestaza

Cholestaza je onemoam zpisobené nedostdtegym odtokem Zlgi z jaternim
burék do duodena. Porucha odtokudlmutze nastat v jakémkoli mistnezi bazolateralni
(sinusoidalni) membranou hepatocytu a VaterovoulgapSnizenim odtoku ztidochazi
rovneZ k retenci vSech latek v krvi, které jsou spatese ZIgi hepatocytem vykovany,
tzn. vody a organickych aniant(Zlucové kyseliny, bilirubin). V séru je poté zvySena
koncentrace celkovych Zavych kyselin a bilirubinu a rowi zvySend koncentrace
enzymi ALP a GGT. Vramci diagnostiky tohoto onemd&gh slouzi uvedené jako
specifické markery a jsou vygevany v souboru jaternich tést

Cholestaza se obetulle mista vzniku poruchy odtoku Zliklasifikuje na extra-
a intrahepatalni. Toto hrubé ratehi ale nepopisuje vlastnfipiny, kterych je cel&ada.

Extrahepatélni  (obstrdki) cholestaza vznikA mechanickou reldzkou
ve zZlwovych vyvodech mimo jatra. NgsgjSi pricinou extrahepatalni cholestazy je
konkrement ve spol@ém zlkovodu, dale karcinom pankreatu, benigni striktury
Zlu¢ovodu a cholangiokarcinom. Obsttuk typ obvykle zisobuje akutni cholestazu.

U intrahepatélni cholestazy jsou poruchy nachazeayfunkci hepatocytwi
v drobnych intrahepatalnich Zlvodech. Fi¢inou mohou byt cholestatické hepatitidy,
primarni biliarni cirh6za nebo primarni sklerézujgholangoitida. Dale mohou rozvinuti
syndromu cholestazy #apobit Iéky (polékova cholestaza), hormony, sekptiledéi je
podmirgno geneticky. Podstatou jsou poruchy &imych mechanisin hepatocytu, kdy
muze byt zasazen cytoskelet nebo membrany. Fluiditzssidalni membrany hepatocytu
je snizovana estrogeny, coz jEgmnou vzniku Ehotenské cholestazy. Experimentaje

pouzivan ethinylestradiol. Futikost membranovych transpoii§e modifikovanaiadou
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pro ®lo exogennich latek (n&p endotoxin sniZzuje aktivitu Na&K*-ATPasy
a pravépodobre pasobi i na snizeni exprese kanalikularniho multigipgého
transportéru cMOAT i pokusném modelu cholestazy sdruzené s kolifiyamyklosporin
A inhibuje na ATP zavislémipnosu zldovych kyselin pes kanalikularni membranu).
Funkce membranovych transpotténiuze byt poruSena i vidledku mutace vifsluSném
genu. Toto vzaaehse vyskytujici onemoeni je ozn&ovano jako progresivni familiarni
intrahepatalni cholestaza (PFIC). Rozeznavaji s PFIC typu 1 (Bylerova nemoc)
s mutaci v genu kodujici ATPasu typu P, PFIC typs thutaci BSEP, PFIC typu 3
s mutaci v genu pro MDR3 (fosfolipasa). DalSimiargase vyskytujici onemoeni jsou
benigni rekurentni cholestdza, Hodgkinova chorobaamayloidéza. Intrahepatélni
cholestaza rive byt akutni i chronicka.

Zadrzovani toxickych latekipcholestaze zjsobuje poSkozeni hepatocytu. Nejvice
se na hepatocelularnim poskozeni podili hydrofdmiové kyseliny, které majitiené
ueinky. Vyvolavaji jednak buktnou nekrézu a jsou spoddit apoptdzy’. Ziejms oba
druhy poskozeni biky jsou doprovazeny poruchami funkce mitochondidperimentals
pii cholestaze vyvolané podvazy &hvodi bylo zjiS€no poruSeni aktivity

mitochondrialniho enzymu respirhoietzce a-oxidacé™.

1.9. Gangliosidy u cholestazy indukované ethinylestdiolem

Vyzkum v oblasti vlivu patologickych stayaternich funkci na sloZeni gangliosid
v jaterni tkani dosud postrada dostate mnozstvi vysledk na jejichz zaklaglby se daly
ucinit komplexrejSi zawry.

Senn a spol. se patkem 90.let ¥novali vyzkumu sloZeni gangliosida aktivit
enzymi syntetizujicich gangliosidy v jaterni tkani a sépo podvazani ziovodi
u potkari kmene Wistdf. Byl pozorovan fetelny naist syntézy gangliosidb- vétve,
ovSem bez odpovidajiciho zvySeni exprese sialgfesasy syntetizujici GD3 (SAT-2).
Mechanismus tohoto jevu nebyl v této publikaci fagys\tlen.

Prvni studie zabyvajici se sledovanim slozZeni lgasida v jaterni tkani po
vyvolani cholestazy podavanim #&7ethinylestradiolu (EE) byly uskuteény Majerem
a spol. (2007) EE-cholestaza se pouZiva jako modelu piootenskou cholestazu.
U samic potkah kmene Wistar byla vyvolana&zka cholestaza subkutanni injikaci EE
rozpuséném v 0,2 ml 1,2- propandiolu (5 mg/kg hmotnostiitete) v pravidelném

intervalu 24 hodin po dobu 18 dni. Za totoznychidliggickych podminek byla drzena
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skupina kontrolnich zvat, kterym bylo injikovano pouze 0,2 ml 1,2- progexu bez EE
a skupina zvat bez jakékoli medikace.

Vyvin cholestazy byl dolozen &gnim biochemickych markér jaternich funkci
u EE medikovanych potkarv porovnani s kontrolni skupinou potKartj. aktivita jaterni
alaninaminotransaminasy (ALT) a aspartataminotraivsasy (AST), aktivita jaterni
alkalické fosfatasy (ALP), hladina bilirubinu alk@vych Zltovych kyselin (CZK) v séru,
viz. Tab. 4. Statistickou vyznamnost rozadihodnot marker jaternich funkci mezi
sledovanymi skupinami ukazuje P- hodnota mensiOr@Z, tedy vyrazné navyseni hladiny
bilirubinu a CZK vséru u EE medikovanych potkarco? je dokladem furskiho
poSkozeni jater. Morfologicky byla cholestaza poxdna mikroskopem na histologickych
fezech jako poskozeni struktury hepatécgttvorbou intracelularnich granuli Zawého
barviva zejména v perifernich oblastech jaternilokli. U zvirat s cholestazou doslo
k vyraznému ubytku hmotnosti (212 + 43 g) oprotnkolnim zviatim (293 + 32 g),
P- hodnota 0,004.

Tab. 4. Markery cholestazy u kontrolnich7atia zvfat s cholestazou indukovanou d-7-

ethinylestradiolem (Majer a kol., 2037)

Kontrolni
Marker potkani EE- potkani P- hodnota
ALT (pkat/l) 0,87 +£0,14 1,16 + 0,20 0,026
AST (ukat/l) 1,41 +0,28 1,85 + 0,96 0,374
ALP (ukat/l) 2,04 £ 0,40 2,75+ 1,50 0,394
bilirubin (ukat/l) 2,10+ 0,20 26,0+17,0 0,002
CZK (ukat/l) 39+25 589 + 186 0,002

Vysledky ukéazaly, Ze EE-cholestazaigpbuje celkové zvysSeni lipiddwazané
kyseliny sialové z 44,1 £+ 15,2 nmol/g vihké jatetkdére u kontrolnich zviat na 79,1 £ 9,0
nmol/g vihké jaterni tk&hu EE-medikovanych ziat, s P- hodnotou mensi 0,01. Bylo
zZjisttno, Ze toto zvySeni je primarndano zvySenim mnoZzstvi gangliosid- vétve
ab- vétve. Velice vyrazné je zvySeni syntézyétve, tj. GD3, GD1b a GT1b, v porovnani
s tim je zvySena- vétve mér vyznamné (marker biosyntetické draayvétve GDla je
zvySen zhruba 3x). Celk®seb- vétev podili na zvySeni gangliosi®4x aa- vétev 1,3X. ,
viz. Tab. 5 str. 29.

Vysledky této studie Majera a kol. (2007) jsou Y@d s pozorovanim Mesarica
a Deckera (19903, ktei studovali vliv pohlavnich steroidnich hormioma aktivitu
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sialyltransferasy syntetizujici GM3 (SAT-1) a GD3AT-2) v kultre hepatocyi.
Progesteron}- estradiol a testosteron zvySovaly aktivitu SATal?, nikoli aktivitu SAT-1.
Gangliosidy jsou obeeénlokalizovany pedevsSim v bu&né membrat a Majer
a kol. (2007) na zakla&dsvych vysledlt nabizi vyswtleni, Ze zvySeni biosyntéxy vétve
gangliosidi je sowdasti ochranného systému jaternich dkuproti Skodlivym @inkam
zvySené koncentrace Zwvych kyselin pi cholestdze. BDlezitou udlohu b-vétve
gangliosid: zjistili jiz Kasai a kol. na LEC potkanech (1993% vyblokovanymi geny pro

biosyntézib- vétve, které vedlo kéZkym jaternim porucham.

Tab. 5: Zmany v zastoupeni gangliogidu kontrolnich zvat a zvfat s cholestazou
indukovanou 1%-ethinylestradiolem (Majer a kol., 2067)

. . Kontrolni .
\I?élf[)es\yntetlcka Gangliosid potkani (E]EBF))(ZE:IQ; 9) P- hodnota
(n=6)(nmol/qg)

a- GM3 114+2,.2 7,1+0,6 0,001
GMla 78+24 10,5+ 3,0 0,146
GDla 3,6+1,0 11,8+ 3,0 0,001

b- GD3 0,08 + 0,03 20+1,2 0,002
GD2 0,02+0,03 | 0,32+0,34| 0,041
GD1b 0,10+£0,06 | 54+1,6 0,002
GT1b 0,06 + 0,03 6,4+2,6 0,002

1.10. Histologické znény v lokalizaci gangliosidi u cholestazy indukované
ethinylestradiolem a cholestazy indukované podvazam zlu¢ovodi

Tato diplomovéa prace souvisi s praci Vaclava &migZmeny v histochemické
lokalizaci gangliosid u experimentalni cholestazy“, obhajené na 1.iHé fakulé UK,>
ktera zpracovava histologicka pozorovani u chotgstddukované podvazem obdobnym
zpisobem jako jiz publikovanou studii nasi vyzkumnémky (Jirkovska a kol., 2007)
ktera sledovala histologické 2my v lokalizaci GM1 gangliosidu u cholestazy indukné
17-a-ethinylestradiolem (EE).

Zminéné prace upozornily na moznost zpevani sinusoidalni membrany
hepatocyi presunem gangliosid Tento @esun je interpretovan jako obrana hepatibcyt
proti detergentnimutisobeni vysoké koncetrace &hwych kyselin v sinusoidalniegisti,
které by vedlo k poSkozeni plazmatické membranyakt6ze hepatociyt
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V diplomové praci Vaclava Smida byla studovanaliaace GM1 gangliosidu na
fezech z jater potk@ns cholestazou vyvolanou podvazem ¢bodi a srovnavana
s kontrolnimi zvfaty sleg operovanymi. DalSim bodem bylo sledovani moZzného
hepatoproteéniho (Einku hemoxygenasy 1 (HO-1) na expresi GM1 ganglosi
u kontrolnich i cholestatickych zwit. Vliv HO-1 byl sledovan po aplikaci inhibitorud41
Sn-mesoporfyrinu a aktivatoru HO-1 heminu. K dete®&d11 gangliosidu byla u obou
typt cholestaz vyuzita vazebna afinita GM1 s B-podjekiootcholeratoxinu.

Prace dosfla mj. k nasledujicim zji8him:

a) Byl prokdzan zvySenyigsun GM1 pozitivity z cytoplazmy do sinusoidalnimizany

u skupin BDL a iBDL. Lze tedy usuzovat, Ze obstnikcholestaza indukovana podvazem
segmentalnich Ztwovodi potkana vede ke zmam lokalizace GM1 gangliosidu.
Podobnych vysledkdoséahla Jirkovska a spol

b) Byl zjistn kvalitativni rozdil v expresi gangliosidu GM1

- u kontrolnich zwiat exprese GM1 plynule lemovala sinusoidalni i ajsik membrany
a olras se vyskytovala i bodova, intracytoplazmatickaliaace.

- U zviat s obstrukni cholestdzou byla lokalizace vyzeaa plynule v sinusiodalnich

membranach (obzvl&St skupin BDL a iBDL)

1.11. Vyznam hemoxygenasy v hepatoprotekci

Hemoxygenasa (HO- E.C. 1.14.99.3.) je enzym lokahny v endoplazmatickém
retikulu ve vech typech bii Katalyzuje odbouravani hemu na oxid uhelnaty €6°
a biliverdin™>"®"" Biliverdin se dale fisobenim biliverdinreduktasy metabolizuje na
bilirubin’® (viz. Obr. 6 str. 31).

HO je plre funkéni pouze v komplexu s NADPH-dependentni flavoprasou
(oznaovanou také jako cytochrom-P450-reduktasa), spdle s biliverdinreduktasou.
Tento komplex vznik&d na endoplazmatickém retikifiisobenim enzyinza gFitomnosti
molekuly G je porfyrinovy kruh hemu &ben a oxidovan na methinovémastku za
vzniku jiz zmirénych katabolickych produit

Jsou znamy 2 isoenzymy hemoxygenasy- HO-1, HO-2iviék HO-2 je v buice
konstantni, zatimco HO-1 je inducibilni. Experim@nt se pro zvySeni aktivity HO-1
pouziva hemin, pro sniZzeni aktivity HO-1 Sn-mesbtyor.

Produkty katabolizmu hemu jiz dnes nemohou bytpéh§ pouze jako odpadni
latky s toxickymi @inky. Bylo totiZ zjiS&no, Ze pro organismus vykazigdu pozivnich
efekti. U CO bhyly zjiSény protizagtlivé, antiapoptotické, antiaterogenni,
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antiproliferativni a cytoprotektivnidinky. Tato rozmanitost aktivit zprastdkovana CO je
spojend s kéiovou ochrannou roli indukce HO-1 vizpusobovani tkani proti rozdilnym

formam stresf.

HEM
iferroprotporfyrin IX)
[=alapy [ sl
| /
T i
l:ilu, H IFH,
2.

.ﬂﬁ\ﬂ”u H H
’ég HoH \‘DAD biliverdin- NH H
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T N inthikce Fe reuktiza
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Ferriti HOOC CoOOH

i co Biliverdin I Bilirubin IXa
{(hydrofilni) (hydrofolbni)

Obr. 6: Katabolick& funkce hemoxygen&3y

Bilirubin mé silné antioxidani &inky ®®2 V malém mnoZstvi chrani vitamin A
pred autooxidaci, rowZ chrani kyselinu linolovou a dalSi nenasycené néaglyseliny
pred autooxidadf. Rovrs? pisobi jako vychytava singletového kysliku, reaguje se
superoxidovymi radikaly a je substratem pro peragydv gitomnosti HO, a organickych
hydroperoxid®. Studie Wu a kot? prokazala, Ze bilirubin vazany na albumin, tz\tae
bilirubin, chrani lidské komorové myocytyigal poSkozenim oxyradikaly. Dale bylo
zZjisteno, Ze biliverdin a bilirubin vazany na albuminudhi lidské erythrocyty a potkani
hepatocyty ped radikélovym poskozenfth Bilirubin méa rovigz protizastlivé Geinky
a vykazujetadu dalSich efelt snizuje Zilni adhezi leukoaytvyvolanou oxidanty, sniZzuje
aktivaci leukocytt a transendothelialni pohyb monoityt

Kation Fé" maze gispivat k ochranné roli HO proti rozdilnym formartresu
stimulaci vzniku ferritinu. Jedna molekula apofiému mize navazat az 45 tisic idnt

Zeleza a vykazuje cytoprotektivniinky ve smyslu ochranyipd oxid&nimi &inky
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Zeleza. Kation Fé se vaZe na reguiai protein ferritinu, ktery aktivuje zvy$enou exgire
ferritinu. Nektera pozorovani ukazala, Ze hladina ferritinu ygSena pi indukci HO-1

a snizenaip potlateni exprese HO-1. Nicmérabsolutni korelace exprese HO-1 s expresi
ferritinu prokazana nebyla. U potkanystavenym endotoxickému Soku byla pozorovana
zvySena exprese HO-1 nezavisle na hkaderritinu®®, naopak u cytotoxicity vyvolané
oxidatnim stresem byla indukce HO-1 zavisla na ferrftinu Dalsim mechanismem
ochrany biiky pied oxid&nimi vlastnostmi F& je zvySeni aktivity ATPasové pumpy
spole&né s expresi ferritinu, ATPasova pumpa zvySuje odstrani Zeleza

z intracelularniho prowedi®.
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2. Cil diplomové prace

Cilem diplomoveé prace je sledovani @amve sloZzeni gangliosidu cholestazy
vyvolané podvazem Ztovodi ve srovnani s vysledky publikovanymi u cholestazy

indukované ethinylestradiolem.

DalSim cilem je sledovat ovli¥ni spektra gangliosid po aktivaci a inhibici

enzymu hemoxygenasy.

Spektrum gangliositl je davano do souvislosti s mirou exprese mRNA&oki

sialyltransferasy syntetizujici GD3 (SAT-2).
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3. Material a metodika

3.1. Material

3.1.1. Biologicky materidl

Jéatra laboratornich potkakmene Wistar, samice

3.1.2. Chemikalie

Sn-mesoporfyrin (Frontier Scientific, Logan, UT, A)S

Hemin (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Standard GM1 (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Standard GA (fipraven v Hepatologické laboratdJKBLD 1.LF UK)
HPTLC Desky (Merck, Darmstandtghecko, Atr. 5633)

DEAE Sephadex A-50 (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)

Silikagel 60 (Merck, Darmstandt,éhhecko)

Resorcinol (Merck, Darmstandtghhecko)

Octan amonny (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Chlorid vapenaty (Chemapol, CZ)

Amoniak (Penta, CZ)

Hydroxid sodny (Penta, CZ)

Chloroform (Penta, CZ)

Kyselina octova (Penta, CZ)

Kyselina chlorovodikova (Penta, CZ)

Methanol (Penta, CZ)

Siran nkdnaty, pentahydrat (Penta, CZ)

n-Butanol (Penta, CZ)

n-Butylacetat (Penta, CZ)

Kyselina N-acetylneuraminova (Sigma, St. Louis, NUSA)
TagMan Gene Expression Master Mix (Applied BiosysteCA, USA)
QIAshredder kit (Qiagen, USA)

Kit pro izolaci mMRNA- RNeasy Plus Mini Kit (QiagelSA)

Kit pro prepis mMRNA na cDNA- High capacity RNA-to-cDNA Mast&ftix (Applied
Biosystems, CA, USA)
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3.1.3. Kistrojoveé vybaveni

ABI PRISM 7900 pro gPCR (AME Bioscience AIS)
Analytické vahy (GR 202- EC)

Centrifuga (Beckman GPR)

Denzitometr TLC scanner Il ,Camag (Muttenz, Svykays
Lyofilyzator (Christ alpha 1-4, B. Braun Biotechtérnational)
Orbitélni tepaka (Edmund Bihler, SWIP KM-2)
Predvazky (Kern 572)

Spektrofotometr- Specol 11 (Carl Zeiss- Jena)

Termal Cycler Techno TC512 (Chemos)

Ultrazvukovy homogenizator (Microson XL2000-010)
Vakuova odparka (Ingos RVP 200 A)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

Vortex mixer (Thermolyne)

Vyrobnik ledu Cool SD18L (Gpro)

3.2. Metodika

3.2.1. Experiment na zvfatech

Samice potkain kmene Wistar (laboratorni potkarRattus norvegicys byly
chovany za firozeného denniho cyklu a za kontrolované tepl@yirata n¢la volny
piistup k vod a potra¥.

Nakladani se zvaty kthem celého experimentu g#phalo kritéria pro
experimentalni préci s laboratornimi #aty a vSechny protokoly byly schvaleny
Odbornou komisi pro praci s pokusnymiiay 1.lékaské fakulty UK.

Experimentalni cholestaza byla u iati vyvolana chirurgickym zasahemyip
kterem byly podvazany drobné Zavody v jatrech. Tato metoda vylue pranik Zluci do
briSni dutiny rupturou intrahepatalnich &wodi a vznik biliarni peritonitidy.

Kontrolni zviata byla podrobena témuz chirurgickému zakroku mv3sez
podvazu Zlgovodi, tj. pouze laparotomii.

Inhibice HO-1 byla navozena jednorazovou davkowm®l/kg Sn-mesoporfyrinu
1.den intraperitonealni injekci.

Aktivace HO-1 byla navozena davkou 3@mol/kg heminu 0. a 3.den
intraperitoneals.

35



Zviratim byla provedena laparotomie pod etherovou anésf¥zhebo 18.den.
Odebrana jatra byla promyta fyziologickym roztokermeparinem, zvazena, rékha na
mensic¢asti a zmrazena. Z krevniho séra byly provedemynatesty pro posouzeni st@pn
rozvoje cholestazy. Konkrétnbyly sledovany tyto markery- celkove Zavé kyseliny
(CZK), celkovy bilirubin a ALP jako specifické miaary cholestazy a dale ALT a AST,
které jsou ukazateli obecného jaterniho posSkodatérni testy byly provedeny v Centralni
biochemické laborato UKBLD 1.LF UK akreditovanymi metodami.

V této diplomové praci jsouipvzaty vysledky réreni aktivity HO-1 jako pomocny
parametr ke sledovanému problému. Viastafemi aktivity HO-1 provagla Ing. Katgina
Vériova v ramcieseni své diplomové prace v hepatologické labtiraiéBLD 1. LF UK.
PiisluSnou metodiku publikovala ve své diplomové prdtrodukty katabolické drahy
hemu ve vztahu k patogenezi cholestazy”, VSCHT,9%00Pro ngieni byla pouZita
modifikovana metoda pro detekci CO vznikajiciho mwzkladu hemu pomoci plynové
chromatografi&.

Zvitata byla dle provedeného experimentu &eth na skupiny, které byly
oznaeny takto:

e (isté podvazy Zlkovodi:
» C- slepa operace, 5 dni
» BDL- podvaz Zlgovodi, 5 dni
» C!. slepa operace, 18 dni
» BDL' podvaz Zldovodi, 18 dni
e podvazy zldovodi + aktivace HO-1:
= aC- slepa operace, hemin, 5 dni
= aBDL- podvaz Zlgovodi, hemin, 5 dni
e podvazy Zldovodi + inhibice HO-1:
= |C- slepa operace, Sn-mesoporfyrin, 5 dni

» iBDL-podvaz Zlgovodi,Sn-mesoporfyrin,5dni

3.2.2. Izolace gangliosidl
Extrakce glykolipida z jaterni tkané

Vzorek kontrolnich jater o hmotnosti 3g v 15 métlmanolu byl nejprve jendn
nastihan a potom homogenizovan sonikaci. K homogenaglo tpiidano 15 mi
chloroformu a po dobu 30 minfiplaboratorni teplat v uzavené Erlenmayer@vbaice
probihala extrakce na orbitalnfepa&ce. Suspenze byla Zzfiltrovana do Erlenmayerovy
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baiky. Zbyly filtra¢ni kol& s jaterni tk&ni byl v nové Erlenmayeéobaice optovre
extrahovan ve 49 ml sfai A (viz. lonexova chromatografie nanici anionti) po dobu 30
minut na orbitalnifepace. Suspenze byla zfiltrovana a spojené filtrafyliokny na porgr

slozek snisi A ptidavkem 15 ml methanolu a 4 ml destilované vody.

lonexova chromatografie na stedné bazickém meni¢i anionta

DEAE Sephadex A-50 byl pouzit k separaci kyselygitu (gangliosidy, sulfatidy,
fosfolipidy) od neutralnich lipidl

Pouzivaji se nasledujici &hi sntsi:

e A chloroform- methanol- destilovana voda 30: 8@v/v/v)
e B chloroform- methanol- 0,8 M vodny octan amon3@:. 60: 8 (v/v/v)
e C 0,2 M octan amonny v methanolu

DEAE Sephadex A-50 bylipveden do acetatového cyklu veesiB. Suchy ionex
(15 g) byl vsypan do 200 ml €lni sn&si B, nechal se usadit a supernatant byl slit. Dale
byl ionex je& 3x promyt 200 ml ekni sn¥si B, poslednim podilem s B se ionex
ekvilibroval pres noc.

Na kolonku o piméru 1 cm byl nanesen Sephadex v acetatovem cykhuysdky
sloupce 3 cm po usazeni a nasteldyl 3x promyt 20 ml roztoku A pro odstrar volného
octanu.

Na kolonku byl opatrinanesen vzorek aijiok kolonou nastaven na 0,7 ml/min.

Po protéeni lipoidniho extraktu byl sloupec promyt 20 mttaku A a nasledh
5 ml methanolu.

Gangliosidy spokné s dalSimi kyselymi lipidy byly z kolonky vymyty 2@l

roztoku C.

Alkalicky katalyzovana methanolyza a dialyza

Po chromatografické separaci byly v roztoku vegéngliosidi piitomny dalSi
kyselé lipidy, pevazre fosfolipidy. Pro jejich odstrami bylo vyuZito vlastnosti esterové
vazby fosfolipidi, kterd podléha hydrolyze v alkalickém presli, zatimco gangliosidy
jsou diky amidové vazb stabilni. Gangliosidy vyt ve vodnych roztocich
makromolekularni micely, proto byla k dalSimiefSténi od hydrolyzovanych fosfolipid
a ostatnich nizkomolekularnich latek vyuZzita dialyDialyz&ni membranou projdou

pouze nizkomolekularni latky, zatimco micely gaosilii jsou zadrzerd}. K roztoku po
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chromatografické separaci séidaly 2 ml 1 M NaOH v methanolu a temperovalo s& p
37 °C 1 hod. Poté byla provedena neutralizace 2 klkyseliny octové v methanolu.

Z roztoku byl M odstraim zahu&tnim na vakuoveé rotai odparce na objem asi
1 ml (60 °C, 60 ot/min). Roztok byl paigani 6 ml destilované vody dialyzovan 2- 4 dny
proti destilované vod

Vzorek byl nasledhlyofilizovan.

PreciSténi na koloné silikagelu

Silikagel 60 (63- 10@m) byl grecisten promyvanim v centrifugaich zkumavkach
4x 15 objemy swsi CH: M: 2,5M NHOH, 30:60:8 (v/v/v) a poté byl stejnym igmbem
promyt 4x 15 objemy roztoku A (viz. lonexova chrdografie na mini¢i anionti). Po
kazdém promyvani byl silikagel centrifugovan (5 n8tis ot/min, 10 °C).

PrecisStenym suspendovanym silikagelem byla kolona éngru 1 cm napléna do
vySe 2 cm, nasledrbyl sloupec promyvan 20 ml $si CH (redestilovany): M, 2:1 (v:v),
poté 20 ml srési CH (redestilovany): M, 95: 5 (v/v).

Lyofilizovany vzorek byl rozpusgh v 1 ml smési CH: M, 1: 1 (v/v), déle bylipdan
1,5 ml chloroformu na korey poreér CH 4: 1 a vzorek byl nanesen na kolonu. Po eluci
sulfatidi 18 ml CH: M, 4: 1 (v/v), byly gangliosidy eluova2® ml CH: M, 1: 2 (v/v).

PreciSténi vzorkia

Vzorky jater iC a iBDL byly po aplikaci Sn-mesopginu i po uvedenych
pieciSt’ovacich krocich kontaminovany distotami, které se na HPTLC jevi jako&de
zabarveni, znan¢ zkreslujici denzitometrické vyhodnoceni. Byléisppupeno k dalSimu
pregistsni vzorku modifikaci vyepavani dle Folcla®® zalozeném na rozdilné polarit
netistot (hydrofobni) a gangliosid(hydrofilni).

Ke vzorkiim byl pridan 1 ml smsi CH: M, 2: 1 (v/v) a 20Qul destilované vody
a dikladre promichano na mixéru Wortex. Organicka a vodnée fagly rozdleny
centrifugaci (2,5tis ot/min, 5 min, 10°C). Hornio@ina) vrstva byla ignesena do nové
zkumavky a ke zbylé organické fazi byldigano 0,4 ml srsi M : V, 1. 1 (v/v). Po
promichani na mixéru Wortex se faze é&dg v centrifuze (2,5tis ot/min, 5 min, 10 °C).
Horni (vodnd) vrstva bylaipnesena k vodné fazi poeplchozi centrifugaci. Ke spojenym
vodnym vrstvam bylo fidano 1 ml CH a po promichani na Wortex mixéru atedeni
(2,5tis ot/min, 5 min, 10 °C) byla odebrana howddna) vrstva. Pro dalSi zpracovani

vzorku je vodny roztok gangliosicodpden pod N a rozpudin v 80ul CH:M 1:1, v:v.
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3.2.3. Fotometrické stanoveni celkové kyseliny s@ié

Metoda fotometrického stanoveni celkové kyselijosé™ je vhodna pouze pro
pieciSténé gangliosidy, nelze ji provéize vzorku celkového lipidniho extraktu.

Rednim zasobniho standardniho roztoku NeuNAc o komaein®,1 mM (navazka
0,773mg NeuNAc do 25 ml) bylaijpravena kalibréni fada s hodnotami 0; 12,5; 25;
50 nM NeuNAc (viz. Tab. 6).

Tab. 6: Kalibra’ni 7ada roztok NeuNAc

Koncentrace NeuNAc/nM 0 125 | 25,0 50,0
Roztoku stadardu NeuNAchl 0 50 100 200
Resorcinolovéginidlo/ul 200 200 200 200
Destilovana vodajl 200 150 100 0

Pred vlastnim stanovenim NeuNAc bylfgsaveno resorcinolové&nidlo o sloZzeni
40 ml koncentrované HCI, 5 ml zakladniho roztokusoreinolu, 0,125 ml
0,1 M CuSQ.5 H,0O a doplrno destilovanou vodou na 50 ml. Z&kladni roztokreisolu
byl pripraven rozpug&nim 2 g resorcinolu ve 100 ml vody a uchovavan &dérnahvi.

Pro stanoveni NeuNAc ve vzorku bylo odebranquP@zorku, gidano 200ul vody
a 200ul resorcinolovéhainidla. Fipravené roztoky bylyikladne promichany na mixéru
Wortex a 15 min zafvany ve vrouci vodni lazni. Po vyjmuti byly zkunkgvochlazeny
a ke vSem roztakn pridano 0,6 ml roztoku butylacetat : butanolu (85:15y). Po
protrepani se odtlila vodnéd a organicka faze. Horni organicka féyéa odebrana pro

zmeieni absorbanceigh = 580 nm.

3.2.4. TLC gangliosida

Vyvijeci komora byla vyloZzena filtt@im papirem Whatmann 3 a vyvijeci &m
(CH: M: 0,2% CaGH 50: 45: 11, v/viv) nalita do vySky asi 1 cm.

Vzorky gangliosid po pecisteni na silikagelu byly odgany ve vakuové rotai
odparce na objem 1- 2 ml, dood@ay pod N a rozpustny v 80ul CH:M 1:1, v:v. Vzorky
byly na TLC desku nandSeny injgk stikatkou Hamilton v objemu Sul rovnhomerng
v malych kapkach nai€e drahy 0,5 cm umisié 1 cm od dolniho okraje desky. Jako
standard bylo na kazdou desku naneseno 5 pul roztdudardu GM1 o koncentraci

97,1 uM (ptipraven navazenim a rozp&sim 0,6 g GM1 ve 4 ml V). TLC deska se

39



nechala vyvijet, dokudelo vyvijeci smisi nedosahlo 1 cm pod jeji horni okraj. Poté byla
deska dkladne osuSena.

K detekci gangliosiél bylo pouZito resorcinolovéinidlo®. Friprava cinidla je
uvedena v kapitole 3.2.3. Fotometrické stanovelkiogé kyseliny sialové. Poipstikani

¢inidlem se deskaipkryla sklem a susila v susérpii 95 °C po dobu 35 min.

3.2.5. Denzitometrické vyhodnoceni TLC chromatogram

Denzitometrické vyhodnoceni bylo provedeno demzétstem Camagip 580 nm
v odraZzeném sile s pouzitim softwaru CATs3. Kvantifikace bylsopedena porovnanim
miry denzity gangliosidu se standardem GM1. Stahda1 o znamé koncentraci byl

vzdy nanesen na kazdé TLC desce.

3.2.6. Stanoveni exprese mMRNA pro sialyltransferassyntetizujici GD3 (SAT-2)
Homogenizace jaterni tkaré

Zmrazena jaterni tk&byla uchovavdna v RNA lateruip80 °C. Homogenizace
byla provedena rozdrcenim zmrzlé tkame feci misce v tekutém dusiku. Z je#nn
nadrcené tkan bylo pro izolaci mMRNA navazeno mnozstvi od 10-1§ m okamZit

zchlazeno v K(l). Zbyly homogenat byl vracen &pdo RNA lateru a uloZen do -80 °C.

Izolace mRNA z jaterni tkané
Z jednotlivych vzork byla izolovana mRNA pomaoci kit,RNeasy Plus Mini Kit"
a ,QlAshredder”. Bylo postupovanagsreé dle navodu vyrobce kitu. 1zolovana mRNA

byla uchovavanaip-80 °C.

Prepis mMRNA na cDNA

Ziskand mRNA byla igpsana do cDNA pomoci ,High Capacity mRNA-to-
cDNA* kitu. Pro pepis jednoho vzorku mRNA na cDNA bylo do Eppendeyfo
zkumavky pipetovano ful RNA vody (tj. bez obsahu RNas), & ,Master Mix"
(AppliedBiosystems) a gl mRNA. Nasledovala centrifugacei (3,5tis ot/min. Poté byl
proveden vlastni figpis na cDNA v termocycleru. Ziskana cDNA byla buwiamzit

zpracovéana pro real-time PCR analyzu nebo uschquanz0 °C.
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Kvantifikace mRNA pomoci real-time PCR
Pomoci real-time PCR byla sledovana mira expresel $AT-2. Jako endogenni
kontrola byl zvolenp-aktin, ktery vykazuje &n¢ stabilni expresi a slouzi k relativni
kvantifikaci exprese cilového genu. &npro RT-PCR obsahovala B cDNA (pomer
ifedni cDNA:voda- 1:4), 0,6ul smesi primef a fluorescetné znaené sondy, 6ul
»TagMan master mix“ a 0,4l deionizované vody.
Teplotni program pro jeden cyklus vypadal takto:
e 90- 95 °C po dobu 10 min TagMan enzymu
e 095-99 °C po dobu 15 s pro denaturaci DNA
e 60 °C po dobu 1 min pro annealing
Vystupem real-time PCR byly CT hodnoty, pro cil@enSAT-2 a kontrolni gen
B-aktin. CT hodnota (zkratka z anglického ,treshojale”) uvadi poet cykl, pri kterém
fluorescence uvolmé sondy dosahne prahové hodnoty. Vysledky expi#seého genu

byly vyjadieny v % exprese kontrolniho genu.

3.2.7. Statisticka analyza

Data jsou prezentovana jakoupwr a snérodatna odchylka (SD). Statisticka
vyznamnost rozdil mezi prondnnymi byla vyhodnocovéana t-testem iigadt normalniho
rozckleni hodnot nebo Mann- Whitney testem pokud datgomenormals rozlozZena.
Rozdily byly povaZzovany za statisticky signifikahtkdyZz hodnoty P byly mensSi nez 0,05.
Pro vyhodnoceni byl pouZzit statisticky program NCRS7.
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4. Vysledky

V této praci byly sledovany ziny v zastoupeni jednotlivych gangliogid jatrech
potkana kmene Wistar u extrahepatalni cholestazplapé podvazem Ztovodi. Byla
srovhavana skupina kontrolnich #ati na kterych byla provedena slepa operace, se
skupinou zviat s extrahepatalni cholestazou.

Déale byl sledovan a porovnavan vliv inhibice HGsfh-mesoporfyrinem a vliv
aktivace HO-1 heminem na zastoupeni jednotlivyamgtiasidi v jatrech potkana kmene
Wistar s experimentalni cholestdzou. Byly srovngvéontrolni skupiny s kontrolami
s aktivovanou/inhibovanou HO-1 a dale skupiny svazeém oproti podvain

s aktivovanou/inhibovanou HO-1.

4.1. Jaterni testy

Pro zjiSeni stupr vyvoje cholestazy byly stanoveny hodnoty sérovgdrkefi,
tzv. jaterni testy: CZK, bilirubin, ALP, ALT, ASTSpecifickymi markery cholestazy jsou
CZK, bilirubin a ALP. Ostatni ALT, AST dokumentugibecné poskozeni jater. Skupiny
zvitat byly porovnany pro zji8ni statisticky vyznamnych rozdi(Tab. 8-13).

Pro potvrzeni udsgEnosti zakroku vedouciho k aktivaci/inhibici HO-1lyld

stanovena celkova aktivita HO. Vysledky uvadi Tab.

Tab. 7: Hodnoty celkové aktivity HO u sledovany&upsn zvfat, aktivita uvadna
v pmol CO/hod/mg tkan

Skupina zviat ﬁgl/\;/)l?m/hod/mg tka
C 327,67+47,5

BDL 199,43+36,5

ic 175,5+63,6

iBDL 59,25+7,05

aC 833,6+176,59

aBDL 640,63+122,86

V Tab. 7 jsou uvedeny pmérné hodnoty celkové aktivity HO ze vzdrk
jednotlivych skupin zvat. Potvrzuji usgsny zékrok, jehoz cilem bylo vyvolat sniZzeni
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anebo zvySeni aktivity HO-1. Po aplikaci Sn-mestporu vykazuje celkovd HO vyrazné
snizeni aktivity, po aplikaci heminu vykazuje celadHO vyrazné zvySeni aktivity.

Tab. 8: Srovnani hodnot sérovych markkontrol C a podvazBDL

Seérovy marker C (n=6) BDL (n=7) P-hodnotal

CZK (umol/l) 17,33+10,05 372,00+142,94 <0,001

Bilirubin (umol/l) | 1,35£0,71 | 250,3+43,32 <0,001

ALP (ukat/l) 2,00+0,32 | 4,41%0,32 <0,001
ALT (pkat/l) 0,7+0,06 | 0,91 +0,20 0,031
AST (ukat/l) 2,42+0,57 | 3,27 +0,47 0,014

V Tab. 8 jsou statisticky vyhodnoceny sérové markeezi skupinami C (5-denni
kontrola) a BDL (5-denni podvaz). #&h cholestazy byl potvrzen zj&tim statisticky
vyznamnych rozdil s P-hodnotami menSimi 0,05 u vSech sledovanychkaté&h jaterni
cholestazy CZK, bilirubinu, ALP i markérjaterniho poskozeni ALT a AST mezi

porovnavanymi skupinami.

Tab. 9: Srovnani hodnot sérovych markkontrol C® a podvai BDL'®

BDL™
Sérovy marker & (n=6) (n=11) P-hodnota

CZK (umolll)  |11,83+6,24 | 304,64+77,32 <0,001

Bilirubin (umol/l) | 2,27+0,90 233,25+32,72 <0,001

ALP (ukat/l) 1,7120,49 | 4,59+0,47 <0,001
ALT (ukat/l) 0,81+0,52 | 0,95+0,26 0,031
AST (ukat/l) 1,9621,03 | 6,69+2,55 0,001

V Tab. 9 jsou statisticky vyhodnoceny sérové markerezi skupinami &
(18-denni kontrola) a BD® (18-denni podvaz). Podobibyl pribéh cholestazy potvrzen
i u 18-denniho experimenRrhodnotami mensimi nez 0,05 u vSech sledovanyvygeh

markern.
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Tab. 10: Srovnani hodnot sérovych matkkontrol iC s inhibici HO-1 a podvaiaBDL
s inhibici HO-1

Sérovy marker iC (n=6) IBDL (n=8) P-hodnota

CZK (umol/l)  |14,00+13,83 562,75+216,30 0,002

Bilirubin (umol/l) | 2,00£0,30 | 192,90+78,76 < 0,001

ALP (ukat/l) 1,85+0,31 | 3,51+0,98 0,002
ALT (ukat/l) 0,65 0,06 | 0,98+0,40 0,071
AST (ukat/l) 1,5520,21 | 4,36+1,48 0,001

V Tab. 10 na str. 43 jsou statisticky vyhodnoceésogé markery mezi skupinami
iC (5-denni kontrola s inhibici HO-1) a iBDL (5-d&n podvaz s inhibici HO-1).
U sledovanych markércholestazy byly zjighy P-hodnoty mensi nez 0,05, coz potvrzuje
prabéh cholestazy. Jaterni poSkozeni potvrzuji stakigticyznamné vysledky pro ALT
a AST.

Tab. 11: Srovnani hodnot sérovych matkkontrol aC s aktivaci HO-1 a podvaaBDL
s aktivaci HO-1

Seérovy marker aC (n=5) aBDL (n=8) P-hodnota

CZK (umol/l) 29,8+21,28 | 638,38+201,23 0,003

Bilirubin (umol/l) | 3,76+0,97 | 291,31+40,69 0,003

ALP (ukat/l) 2,08+2,06 | 4,60+3,70 0,057
ALT (pkat/l) 0,54 +0,03 | 1,21+0,39 0,003
AST (ukat/l) 1,53+0,50 | 6,40+3,90 0,003

V Tab. 11 jsou statisticky vyhodnoceny sérové ragrkmezi skupinami aC
(5-denni kontrola s aktivaci HO-1) a aBDL (5-demuidvaz s aktivaci HO-1). #&osch
cholestazy byl potvrzen zji&tim statisticky vyznamnych rozdik P-hodnotami mensimi
0,05 u marker cholestazy CZK a bilirubinu. Jaterni poskozenivpmiji statisticky

vyznamneé vysledky pro ALT a AST.
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Tab. 12: Srovnani hodnot sérovych matkerkontrol C a podvaziC s inhibici HO-1

Sérovy marker C (n=6) iIC (n=6) P-hodnota
CZK (umol/l) 17,33+10,05] 14,00+13,83 0,260
Bilirubin (umol/l) | 1,35+0,71 2,00+0,30 0,066
ALP (ukat/l) 2,00+0,32 1,85+0,31 0,429
ALT (ukat/l) 0,7 +0,06 0,65 +0,06 0,185
AST (ukat/l) 2,42+0,57 1,55+0,21 0,006

V Tab. 12 jsou statisticky vyhodnoceny sérové mirkeezi skupinami C (5-denni
kontrola) a iC (5-denni kontrola s inhibici HO-KBromé AST nebyly zjiS¢ény Zadné
statisticky vyznamné rozdily sérovych markemezi porovnavanymi skupinami

a pribeh cholestazy nebyl potvrzen.

Tab. 13: Srovnani hodnot sérovych markerkontrol C a kontrol aC s aktivaci HO-1

Sérovy marker C (n=6) aC (n=5) P-hodnota
CZK (umol/l) 17,33+10,05] 29,8+21,28 0,463
Bilirubin (umol/l) | 1,35+0,71 3,76+0,97 0,001
ALP (ukat/l) 2,00+0,32 2,08+2,06 0,100
ALT (ukat/l) 0,7 +0,06 0,54 +0,03 0,001
AST (ukat/l) 2,42+0,57 1,53+0,50 0,028

V Tab. 13 jsou statisticky vyhodnoceny sérové ragrku skupin C (5-denni
kontrola) a aC (5-denni kontrola s aktivaci HOStatisticky vyznamné P-hodnoty mensi
nez 0,05 byly zjigny u bilirubinu, ALT a AST. ZvySeni koncentraceitibinu u skupiny
aC potvrzuje aktivaci HO-1 vlivem heminu.

Prib¢h cholestazy byl potvrzen na zakdagtatistického vyhodnoceni jaternich test

u vSech skupin z¥at po operativnim zakroku s podvazemiakodi.

4.2. Stanoveni celkové lipid& vazané kyseliny sialové

Ve vzorcich izolovanych gangliosidbyla stanovena celkova lipiinvazana
kyselina sialova. Vysledky jsou uvedeny v Tab.nk4 str. 46. V tabulce je pro kazdou
skupinu zviat uvedena imérna hodnota NeuNAc a jeji smodatna odchylka stanovena
z daného p&tu vzorki ve skupig. Vysledky jsou uvaghy v nmol NeuNAc v 1 g vihké

jaterni tkas.
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Tab. 14: Koncentrace celkové lipilnvazané kyseliny sialové u sledovanyh skupin
(C, BDL, C® BDL', iC, iBDL, aC, aBDL) uvéatha v nmol/g vihké jaterni tkén

. Pacet vzorki c(nmol/
Skupina ve skupir Pn(‘imérigg)
C 6 17,33+3,47
BDL 7 26,51+3,90
c'® 6 17,67+10,51
BDL'® 11 30,1+17,05
iC 3 29,32+1,57
iBDL 8 51,57+6,20
aC 4 29,58+9,82
aBDL 8 52,04+9,05

Tab. 15: Zrany v obsahu celkové kyseliny sialové v uvedenyghirgch.
Posouzeni vyznamnosti

Srovnavaneé skupiny | P- hodno|ta
C BDL 0,001
c'® BDL'® 0,020
iC iBDL <0,001
aC aBDL 0,003
C iC 0,001
C aC 0,021
BDL iBDL <0,001
BDL aBDL <0,001

Rozdily v obsahu kyseliny sialové mezi skupindayly statisticky vyhodnoceny
(viz. Tab. 15). Statisticky vyznamné rozdily mekuginami jsou vyjateny P hodnotou
mensSi 0,05. Statisticky vyznamné rozdily v obsahauWNAc byly nalezeny mezi
skupinami kontrol a podvaz(C x BDL, C® x BDL*, iC x iBDL, aC x aBDL, C x iC,
C x aC), kdy byl sledovan n#t NeuNAc u podvarz oproti kontrolam. DalSi statisticky
vyznamny naist obsahu NeuNAc byl zj& mezi skupinou 5-dennich podviea podva#
s aktivovanou/inhibovanou HO-1 (BDL x aBDL, BDLiBDL).
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4.3. Vyhodnoceni TLC chromatograni

Obsah jednotlivych gangliosid ve vzorcich byl zji&n denzitometrickym
proméienim TLC desek po detekci resorcinolovymidlem. Mnozstvi jednotlivych
gangliosidi byla pgepcitana dle poréru denzitometrickych ploch pik vzhledem ke
standardu GM1 aplikovaném na kazdou TLC desku adigma v mnozZstvi vazané
kyseliny sialové. Vlivem rozdil mezi TLC deskami zjsobenymi rozdily v detekci
resorcinolovynxinidlem, tj. intenzitou posiku, zal¥atim aj., bylo nutné denzitometrické
odezvy z jednotlivych TLC desek sjednotit kahekn faktorem vztazenym na stejné
mnozstvi standardu GM1. Vysledky jsou uvedeny uliedch 16-24. Signifikantni zény
gangliosidh z chromatografickych analyz uvadinmepledr zakreslené ve schématu
biosyntézy gangliositl s vyznagenim nasobku zvySeni/snizeni (Obr. 8-13). Ukazk& TL

chromatogramu je uvedena na Obr. 7.

GM3

GM1
GD3

GD1la

GD1b

PV LW

GT1b

aC aBDL

Obr. 7: Ukazka chromatografickéhceldni. Srovnani gangliosid skupin aC (5-denni
kontrola s aktivaci HO-1) a aBDL (5-denni podvazakg8vaci HO-1)- ukézka
chromatogramuZatimco ve skupinaC pevladaji gangliosidy a- série, ve skupaBDL
se Zetelr¥ objevuji gangliosidy b- série.
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Tab. 16: Koncentrace gangliogsidnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny C a BDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid BDL P-hodnota
C (nmol/g) |(nmol/g)
n=4 n=4
a- GM3 2,73+0,95 4,11+2,31 0,206
GMla 2,37+2,16 3,07+1,79 0,533
GDla 2,47+1,62 5,42+3,13 0,063
b- GD3 0,79+0,53 1,41+0,83 0,147
GTlb 0,31+0,28 0,73+0,37 0,046
GD1b 0,77+0,58 1,83+0,71 0,032

V Tab. 16 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tkaw u skupin C (5-denni kontrola) a BDL (5-denni pagvaMezi €mito
skupinami byl zaznamenan statisticky vyznamny foadtT1b a GD1b, kdy je sledovéan
jejich naist u podvazu (BDL) oproti kontrole (C).

GlcCer «——— Cer
GlcT
%GalTl

LacCer — » GM3 ———» GD3 ———» GT3

SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l l GalNAcT
GA2 GM2 GD2 GT2
GalT 2 GalT 2
2 JAX
GA1l GM1la GT1c
l SAT 4
T 2,4X
GM1b GDla GQlc
SAT 5,
SATX
GDl1c GTla Gle GPlc
= GD1le = GTak = GQlbe = GPla
0- série a- série b- série C- Série

Obr. 8: Signifikantni zemy ve sloZeni gangliosidi podvazu proti slepoperovanym

zviratum, 5-denni, s vyzdanim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny BDL @joti
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Tab. 17: Koncentrace gangliosignmol/g jaterni tkae#) vzorki ze skupiny € a BDL'®,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid 18 BDL™ P-hodnota
C~" (nmol/g) | (hmol/qg)
n=4 n="7
a- GM3 2,56+2,01 1,76+0,66 0,340
GMla 2,24+1,33 2,95+1,47 0,387
GDla 1,73+0,79 3,17+2,58 0,219
b- GD3 0,47+0,27 1,80+0,52 3,001
GTlb 0,35+0,26 0,67+0,47 0,162
GD1b 0,44+0,16 1,56+1,23 0,046

V Tab. 17 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tka® u skupin G? (18-denni kontrola) a BDE (18-denni podvaz). Mezémito
skupinami byl zji&n statisticky vyznamny rozdil u GD3 a GD1b, kdysjedovan jejich
narist u podvazu (BDt®) oproti kontrole (&7).

GlcCer «——— Cer

GlcT
%GalTl T 3,8x
LacCer ———» GM3

@ GT3
SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l GalNAcT
GA2 GM2 GD2 GT2
GalT 2 GalT 2 GalT 2
J3’5X
GA1 GM1a ( GDy GTlc
l l l l SAT 4
GM1b GD1la GT1b GQlc
SAT 5,
i i i SATx
GD1c GTla GQ1b GP1c
= GDla = GTi = GQlba = GPla
0- série a- série b- série C- Série

Obr. 9: Signifikantni zemy ve sloZeni gangliosidi podvazu proti slepoperovanym

zviratiim, 18-denni, s vyzdenim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny'Broti C*?)
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Tab. 18: Koncentrace gangliosidnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny iC a iBDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid  |. IBDL P-hodnota
iC (nmol/g) |(nmol/g)
n=3 n="7
a- GM3 3,36+2,67 1,78+1,39 0,197
GMla 1,66+1,37 1,42+1,26 0,751
GDla 1,50+1,02 2,65+1,56 0,154
b- GD3 0,64+0,44 0,76+0,48 0,474
GTlb 0,17+0,12 0,31+0,17 0,099
GD1b 0,36+0,29 0,82+0,44 0,048

V Tab. 18 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin iC (5-denni kontrola s inhibici HO-1) BDL (5-denni podvaz
s inhibici HO-1). Mezidmito skupinami byl zji&in statisticky vyznamny rozdil u GD1b,
kdy je sledovan jeho ndst u podvazu s inhibici HO-1 (iBDL) oproti kontroseinhibici
HO (iC).

GlcCer «——— Cer

GlcT
LGaITl
LacCer ——» GM3 ——» GD3 ——» GT3

SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l l GalNAcT

GA2 GM2 GD2 GT2
GalT 2 GalT 2 GalT 2
tIz,sx
GA1 GM1a ( GDy GTlc
l l l l SAT 4
GM1b GD1la GT1b GQlc
SAT 5,
l l l SATx
GD1c GTla GQ1b GP1lc
= GD1a = GTk = GQlbe = GPlw
0- série a- serie b- série c- série

Obr.10: Signifikantni zemy ve sloZeni gangliosidi podvazu s inhibici HO-1 proti slép
operovanym zyétum s inhibici HO-1 s vyzi@anim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny
IBDL proti iC)
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Tab. 19: Koncentrace gangliogsidqnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny aC a aBDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid aC (nmol/g) ?an?(;_I/g) P-hodnota
n=3 n=7

a- GM3 12,11+7,06 | 10,01+7,59 0,638
GMla 9,47+8,04 7,00+4,83 0,518
GDla 4,88+2,71 7,90+4,94 0,167

b- GD3 0,92+0,67 2,10+1,32 0,190
GT1b 0,11+0,04 1,06+0,43 ;001
GD1b 0,37+0,24 2,75+1,56 0,007

V Tab. 19 jsou uvedena mnoZstvi sledovanych gesigli v nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin aC (kontrola s aktivaci HO-1) a aBDL (pad s aktivaci HO-1).
Mezi tmito skupinami byly zji&ny statisticky vyznamné rozdily u GT1b a GD1b, kely
sledovan jejich ndist u podvazu s aktivaci HO-1 (aBDL) oproti kontraeaktivaci

HO-1 (aC).
GlcCer «——— Cer

GlcT
LGaITl
LacCer ———» GM3 ——» GD3 ———» GT3
SAT 1 SAT 2 SAT 3
l l l l GalNAcT

GA2 GM2 GD2 GT2
L l GalT 2 GalT 2 L GalT 2
GA1 GM1a ( GDy J7,4x GTlc

l l oo |57

GM1b GD1la GQ1c
SAT 5,
i i i SATX
GDl1c GTla GQ1b GP1c
= GD1le = GTak = GQlbe = GPla
0- série a- série b- série C- Série

Obr. 11: Signifikantni zemy ve slozeni gangliosidi podvazu s aktivaci HO-1 proti step
operovanym zwatim s aktivaci HO-1 s vyzexsnim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny

aBDL proti aC)
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Tab. 20: Koncentrace gangliosidnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny C a iC,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid C (nmol/g) | iC (nmol/g) | P-hodnota
n=4 n=3
a- GM3 2,73+0,95 3,36+2,67 0,597
GMla 2,37+2,16 1,66+1,37 0,514
GDla 2,47+1,62 1,50+1,02 0,245
b- GD3 0,79+0,53 0,64+0,44 0,602
GTlb 0,31+0,28 0,17+0,12 0,262
GD1b 0,77+0,58 0,36+0,29 0,297

V Tab. 20 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin C (5-denni kontrola) a iC (5-denni kolat®inhibici HO-1). Nebyly
zde zjiSény Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi porowamdwni skupinami.

Tab. 21: Koncentrace gangliogsigqnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny BDL a iBDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid (Bn?nLoI/g) I(Iialt_)llg) P-hodnota
n=4 n="7

a- GM3 4,11+2,31 1,78+1,39 0,046
GMla 3,07+1,79 1,42+1,26 0,069
GDla 5,42+3,13 2,65+1,56 0,109

b- GD3 1,41+0,83 0,76+0,48 0,124
GT1b 0,73+0,37 0,31+0,17 0,020
GD1b 1,83+0,71 0,82+0,44 0,008

V Tab. 21 jsou uvedena mnoZstvi sledovanych gasigli v nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin BDL (5-denni podvaz) a iBDL (5-denni pads inhibici HO-1).
Mezi €mito skupinami byly zji&ny statisticky vyznamné rozdily u GM3, GT1b a GD1b,
kdy je sledovéno jejich snizeni u skupiny iBDL (ped s inhibici HO-1) oproti BDL
(podvaz).
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GlcCer «——— Cer

GlcT
£6a|T1 l 2,3x
LacCer GD3 —» GT3
SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l GalNAcT
GA2 GM2 GD2 GT2
i GalT 2 GalT 2 L
GA1 GM1a tiz,zx GTlc
l l l SAT 4
lz,sx
GM1b GDla GQlc
SAT 5,
i i i SATx
GD1c GT1la GQ1b GP1c
= GD1la. = GTi = GQlba = GPla
0- série a- série b- série C- Série

Obr.12: Signifikantni zemy ve sloZzeni gangliosidi podvazu s inhibici HO-1 proti

podvazu s vyzi@anim nasobku snizeni koncentrace (skupiny iBDti BL)

Tab. 22: Koncentrace gangliogsigqnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny C a aC,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid C (hmol/g) | aC (nmol/g)| P-hodnota
n= 4 n=3

a- GM3 2,73+x0,95 | 12,11+7,06| 0,010
GMla 2,37+2,16 | 9,47+8,04 0,066
GDla 2,47+1,62 | 4,88+2,71 0,100

b- GD3 0,79+0,53 | 0,92+0,67 0,764
GTib 0,31+0,28 | 0,11+0,04 0,081
GD1b 0,77+0,58 | 0,37+0,24 0,201

V Tab. 22 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin C (5-denni kontrola) a aC (5-denni kdatsoaktivaci HO-1). Mezi
témito skupinami byly zji&ny statisticky vyznamné rozdily u GM3, kdy je sledo jeho
narst u skupiny aC (kontrola s aktivaci HO-1) oprotikontrola).
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GlcCer «——— Cer
GlcT

£6a|T1 T 4,4x
LacCer GD3 —» GT3
SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l GalNAcT
GA2 GM2 GD2 GT2
i GalT 2 GalT 2 L
GA1l GM1la GD1b GTilc
l l l l SAT 4
GM1b GD1la GTilb GQlc
SAT 5,
l l l SATx
GD1c GT1la GQ1b GP1c
= GD1la = GTak = GQlba = GPlax
0- série a- série b- série C- Série

Obr.13: Signifikantni zemy ve sloZeni gangliosidi sle@ operovanym s aktivaci HO-1

proti slep operovanym s vyzei@anim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny aC @joti

Tab. 23: Koncentrace gangliogsigqnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny BDL a aBDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid (Bn?nLoI 19) ?nBrr?(i_l 19) P-hodnota
n=4 n=7
a- GM3 4,11+2,31 10,01+7,59 0,096
GMla 3,07+1,79 7,00+4,83 0,067
GDla 5,42+3,13 7,90+4,94 0,482
b- GD3 1,41+0,83 2,10+1,32 0,268
GT1b 0,73+0,37 1,06+0,43 0,144
GD1b 1,83+0,71 2,75%£1,56 0,181

V Tab. 23 jsou uvedena mnoZstvi sledovanych

gasidgtiov nmol na g vihké

jaterni tkag u skupin BDL (5-denni podvaz) a aBDL (5-denni pade aktivaci HO-1).

Mezi €mito skupinami nebyly sledovany zadné statisticignamné rozdily.
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Tab. 24: Koncentrace gangliosignmol/g jaterni tkae#) vzorki ze skupinyC*®a BDL,
n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid 18 BDL P-hodnota
C~" (nmol/g) | (hmol/qg)
n=4 n=4
a- GM3 2,56+2,01 4,11+2,31 0,244
GMla 2,24+1,33 3,07+1,79 0,371
GDla 1,73+0,79 5,42+3,13 0,063
b- GD3 0,47+0,27 1,41+0,83 0,023
GTlb 0,35+0,26 0,73+0,37 0,060
GD1b 0,44+0,16 1,83+0,71 0,001

V Tab. 24 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tka® u skupin G® (18-denni kontrola) a BDL (5-denni podvaz). Sty
vyznamneé rozdily byly zjighy mezi ¢mito skupinami u GD3 a GD1b, kdy byl sledovan
jejich naast u skupiny BDL (podvaz) oproti *€(kontrola).

Vysledky statistické analyzy vyhodnocujici @my mezi porovnavanymi skupinami
zvirat v obsahu celkové lipidni NeuNAc a v zastoupdefi®sanych gangliosid Ize

shrnout v nasledujicim zhodnoceni.

Vliv cholestazy vyvolané podvazem Zayodi zpisobuje zvysSenb-série gangliosidl
a celkové NeuNAc :
» BDL (5-denni podvaz) proti C (5-denni kontrola)¥y&eni gangliosiél b-série -
GT1b, GD1b a zvySeni celkové NeuNAc
= BDL'® (18-denni podvaz) proti ‘€ (18-denni kontrola)- zvySeni gangliosid
b-série- GD1b,GD3 a zvySeni celkové NeuNAc

Podobny trend vlivem cholestazy je patrny i ze s&m nasledujicich skupin:
» BDL (5-denni podvaz s inhibici HO-1) proti iC (®4dni kontrola s inhibici
HO-1) - zvySeni gangliosidb-série GD1b a celkové NeuNAc
» aBDL (5-denni podvaz s aktivaci HO-1) proti aC di kontrola s aktivaci
HO-1)- zvySeni gangliosid b-série GT1b, GD1b a celkové NeuNAc
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Vliv Sn-mesoporfyrinu zfisobuje zvySeni celkové NeuNAc, &ny v zastoupeni
gangliosidh jsou még jednoznané:
» |C (5-denni kontrola s inhibici HO-1) proti C (5+d& kontrola)- zvySeni celkové
NeuNAc, ale nebyla sledovana Zzadn&menv zastoupeni gangliosid
» iBDL (5-denni podvaz s inhibici HO-1) proti BDL (enni podvaz)- zvySeni
celkové NeuNAc a snizeni gangliogig-série GM3, b-série GT1b, GD1b

Vliv heminu zpisobuje zvySeni gangliogida-série mezi #kterymi porovnavanymi
skupinami:
» aC (5-denni kontrola s aktivaci HO-1) proti C (5wde kontrola)- zvySeni
gangliosidi a-série GM1, GM3 a zvySeni celkové NeuNAc
» aBDL (5-denni podvaz s aktivaci HO-1) proti BDL dBnni podvaz)- beze

zmeny v zastoupeni gangliosidzvyseni celkové NeuNAc

4.4. Stanoveni exprese mRNA pro sialyltransferaswystetizujici GD3 (SAT-2)
Vzhledem k tomu, Ze u skupin zai s vyvolanou cholestazou dochazelo ke zvySeni
gangliosidi b- vétve, zjisSEné vysledky jsme chli ovéfit i na molekularg- biologickée

arovni a proto bylo fistoupeno ke stanoveni mMRNAddveého enzymip- vétve, SAT-2.

Tab. 25: Exprese mRNA pro sialyltransferasu sinigti GD3 (SAT-2) u jednotlivych

skupin zviat vyjadiena v % uci expresi mRNA prg-aktin (endogenni kontrola)

Skupina |Exprese SAT-2 / % kontroly
zvitat prameér=SD

C 52,9+20,0
BDL 17,5+6,9

aC 48,2+26,2
aBDL 15,3+6,8

iC 383,8+123,1

iBDL 111,7+54,3

e Zvysledki (Tab. 25) je patrné, Ze dochazi ke snizeni exprdd&A pro cilovy enzym
SAT-2 u skupin zvit s podvazy oprotiffslusné kontrolni skupénzvirat:
C (5-denni kontrola) x BDL (5-denni podvaz)
aC (5-denni kontrola s aktivaci HO-1) x ABDL (5-dépodvaz s aktivaci HO-1)
iC (5-denni kontrola s inhibici HO-1) x IBDL (5-deinpodvaz s inhibici HO-1)
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e DalSim zjiSénim je, Ze skupiny z¥at s aplikovanym Sn-mesoporfyrinem iC (5-denni
kontrola s inhibici HO-1) a iBDL (5-denni podvazinibici HO-1) vykazuji
nékolikanasobny ndist exprese mRNA pro SAT-2 oproti kontrolnim skupm&
(5-denni kontrola) a BLD (5-denni podvaz).

Data z Tab. 26 jsourphledré znazorgna v grafu 1.

Exprese mRNA pro SAT-2

500% -

400% ~

——

300% +

200% ~

% kontroly

HH

100% -

iC iBDL aC aBDL Cc BDL

skupiny zvi fat

Graf 1: Vysledky stanoveni mRNA odpovidajici SATskedovanych skupin.
Zatimco vlivem cholestazy (kontroldkrovnavana s podvazeBDL, kontrolni

+ aktivovanou HO-1aC srovnavana s podvazem + aktivovanou HGBDL) dochazi
k poklesu exprese mRNA, u skupin s inhibovanou Kl@#+itrolaiC, podvaaBDL)
dochazi keietelnému narstu mRNA pro SAT-2.
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5. Diskuse

P¥i posuzovani zin ve sloZeni gangliosidje nejprve nutno zminit, Ze jsou
popsany druhay a tkaowvé specifické rozdily ve slozeni, které jecowvano z casti
genetickymi faktory". MiZe byt ovliviovano hormony, chemikaliemi nebo maligni
transformaci buwk. Toto sloZeni mize prochazet zsmami, které jsou ovlikovany
zménami v aktivitach glykosyltransferasgastnicich se v biosyntéZeV mysich jatrech
byly pozorovany zrny v expresi gangliosidv zavislosti na #ku®®.

Detailni vySateni jednotlivych variaci ve slozeni gangliasiétteré provedl Schitz-
Henninger a spdf, zjistilo odchylky ve sloZeni gangliosidv jatrech potkana kmene
Wistar. Zde byly zvySeny gangliosidy- série (GD3, GD1b, GT1b), coz korelovalo
s aktivitou sialyltranferasy syntetizujici GD3 (S&J. Tyto zngény vykazovaly odchylky
mezi mladymi a starSimi zigty i rozdily mezi samci a samicemi.

Vzhledem k uvedenym zji&tim je teba poznamenat, Ze jak v publikaci Majera
a spol’, tak v praci provathé mnou, byly pouZity samice potkakmene Wistar. V daném
experimentu vzdy stejného 8tél2 tydni), u nichz byla dle Majera zji&ta zvySena mira
exprese gangliosid b- série az po vyvolani cholestazy indukované od7-
ethinylestradiolem.

Zatimco Majer a spol. (2007)sledovali zmny gangliosid po vyvolani
intrahepatalni cholestdzy Litethinylestradiolem, v mé diplomové praci bylydsdgany
zmeny v gangliosidech po vyvolani obsteuk extrahepatalni cholestazyj piz se uzasr
Zlucovodi experimentalé napodobuje jejich podvazem.

Po metodické strance jsem pouzila postupy andtégeko v praci Majera a spol..
Visolaci gangliosid jsem pouzila dkladrgjSi postup peciSténi gangliosid zejména
pouzitim afinitni chromatografie na kolonDEAE Sephadexu a finalni purifikaci
na kolor¢ silikagelu, coz vedlo k&Simu zaoseni zon v nasledujici chromatografii na
tenké vrst¢. Postupy vlastniho chromatografickéhéleti i denzitometrie a rowa
fotometrické stanoveni celkové lipidni kyselinylsia& bylo identické jako v praci Majera
a spol. Proto Ize vysledky v mé praci a praci Magispol. vzajeminporovnat (viz. dale).

Vyhodnocovani detekovanych zorelehi na tenké vrstv maZze poskytovat,
ve srovhani s metodamiimichz je gangliosid v roztoku nagpii fotometrii, mér presnée
vysledky. Chromatografie na tenké vists naslednou denzitometrii je vSak stéle
nejrozsfergjSi metodou i analyze gangliositla m& i pes semikvantiativni vystupiadu
vyhod. ModergjSi postupy, jako je ndp HPLC dleni na kolonce aminosilikagelu

58



(LichrosorbNH, Merck Darmstad?f, umo#uji sice dleni nederivatizovanych
gangliosiah v komplikované sisi gradient, je vSak pi ni &Zké odliSit gangliosidy od
piipadné negangliosidov&imesi poskytujici pi 215 nm rovi&Zz odezvu. Proto metoda
neposkytuje zvlastni vyhody bez napojeni na syd®iMS. Toto zéizeni nebylo vSak
k dispozici.

Pro denzitometrické &ieni jsem vychazela z prace Smida a Reinisové (1473)
podle niz poskytovalo vyhodnoceni barevnych zongliasidi po resorcinolové detekci
srovnatelné vysledky s fotometrickou metodou pudsdnou Suzukim (1965}, pii niz
byly jednotlivé zény gangliosidvySkrabany a gangliosidy eluovany a provedenams ni
resorcinolova reakce ve zkumavce. V praci SmidaemiBové bylo zji&tno, Ze stejné
mnoZzstvi mono-, di-, trisialogangliosiddava denzitometrickym &enim ploch pik
odezvu v porru 1:2:3 a fotometrickym #ifenim linearni kalibraci do 0,4umol
gangliosidu (tj. piblizn¢ do 6 nmol lipidé vazané kyseliny sialové). Linearni kalibraci pro
0,1-6 nmol lipide vdzané kyseliny sialové uiznych gangliosid zjistili také Chigorno
a kol. (1982)°? za pouZiti alternativni metody detekce kyselinglsié s Ehrlichovym
¢inidlem (p-dimethylaminobenzaldehydem-HCI). Z toho vyplyvé,gbomoci denzitometrie
je mozno vyjatbvat ziskané hodnoty jako procentuelni zastoupssiliy sialové
a v pipact kalibratniho standardu i jako absolutni hodnoty kyselirglasié v nmolech.
Chigorno a spol. zjistili, Ze Ize pouzit jedinéharglardu GM1 gangliosidu. V této praci
jsem pouzila k vyp&tu rovnez standard monosialogangliosidu GM1 o znamé konaeint
aplikovany na kazdou desku v nmolech vazané kygsiadové. Vliv rozdili detekce mezi
TLC deskami zfisobeny odliSnostmi v pdas#tu resorcinolovyméinidlem, tj. intenzitou
postiku, zalratim aj., byly sjednoceny kor&kim faktorem vztazenym denzitometrickou

odezvu stejného mnozstvi standardu GM1 na jediyotif LC deskach.

Tato prace dosgla k nasledujicim zjiS€nim ohledné vlivu cholestazy:

Vzorky s cholestazou vykazuji oproti kontrolnim wkom nafst gangliosid
b-vétve (GT1lb, GD1b, fipadré GD3), cemuz odpovida i prokazany riatem celkové
lipidn¢ vazané kyseliny sialové (celkové gangliosidy).olafiS€ni je platné pro srovnani
skupin C proti BDL, & x BDL'), iC (5-dennf kontrola s inhibici HO-1) x iBDL @enni
podvaz s inhibici HO-1) a aC (5-denni kontrola svaici HO-1) x aBDL (5-denni podvaz
s aktivaci HO-1). Na zakladechto vysledk lze fici, Ze cholestaza vyvolana podvazem
Zlucovoda zpasobuje néist gangliosid b-vétve a celkové NeuNAc, které vsSak jsou

vyrazre niz8i nez u EE-cholestazy (Majer a spol., 2607to Ize vysutlit dvema faktory.
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U EE-cholestazy vysoké koncentracecbiych kyselin atakuji membranu hepatdcye
sinusoidalni strany, zatimco u cholestazy vyvolpodvazem psobi nahromashé CZK
ze strany sinusoidalni i kanalikularni. Druhym fakim je vliv estrogein U t€hotenské
cholestazy byla zjiha snizena fluidita membran (Smith and Gordon, Y888ktera
muze byt zfisobena pray vysSi koncentraci gangliosidv membras. To by mohlo
souviset i se znamym faktem, Zé&i pehotenské cholestazestg§inou nevznikd Zzadné

periportalni poskozeni hepatocytu, které je typmkgvem u obstrulni cholestazy.

Vliv inhibice a aktivace hemoxygenasy:

U vzorka s aplikovanym heminem (5-denni kontrola aC) oprokiontrolnim
vzorkim (C 5-denni) dochazi ke zvySeni gangliosaekétve. U srovnani aC proti C bylo
rovnéZz zaznamenano statisticky vyznamné navySeni celki@dNAc. U srovnani skupin
aBDL proti BDL byl potvrzen pouze n#st celkové NeuNAc. Z vysledk mizeme
usuzovat, Zze HO-1 aktivovana heminem vyvolavaistagangliosid a-vétvé a celkové
NeuNAc. Na vysutleni toho jevu se zatri dalSi vyzkum v laboratoskolitele.

Kontrolni vzorky s HO-1 inhibovanou Sn-mesoporfigiin (iC) oproti kontrolnim
vzorkim (C) nevykazuji zrny ve sloZeni gangliosid byl pouze zji&n nafst celkové
NeuNAc u iC oproti C. Pokud srovnavame vzorky sles@zou v kombinaci
s Sn-mesoporfyrinem inhibovanou HO-1 (iBDL) pro#iovkim s cholestazou (BDL), je
zde vyznamneé sniZzeni gangliosidi iBDL proti BDL sniZeni gangliosida- i b-vétve.

Srovnani zvySeni gangliosic- vétve s mirou exprese mRNA, &tivého enzymu
pro syntézu GD3, sialyltransferasy 2 (SAT-2), ifregslo @éekavané vysledky, protozéip
zvySenych gangliosidech-vétve odpovidajici mMRNA nebyla zvySena, byl zde n&opa
zjistétn pokles exprese SAT-2. ZvySeni biosyntézy ganiglio®-série probiha iejme
jinym zpisobem nez zvySenim exprese mRNA pro SAT-2. K pogobiwysledkim
nezvy$ené mRNA pro GalT-2 a SAT-2, délspMajer a spol. u EE cholestdzg Smid pro
GalT-2 u cholestazy indukované podvaZe8enn a spol. (199%)se viak zniiuji 0 ukité
dosazené korelaci mezi stanovenim aktivity glykivagferas a vysledky analyzy
gangliosidi. Je tedy jestv naSem vyzkumu pibné sledovat aktivity glykosyltransferas.
Stanoveni aktivit glykosytransferas se vymykalo nastemieSeni v rAmci mé diplomové
prace, proto bude zahrnuto v dalSim vyzkumu Hepgické laboratie.

Vysledky chromatografické analyzy v této, Majer@ract a histologickych studii
Jirkovské a spdla Smida maZe @inést vysetleni v tom, Ze zvySeni mnoZzstvi ganglidsid
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v plazmatické membré&npii cholestaze je wezité pro jeji zpeveni proti detergetnim
aeinkim CZK.
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6. Souhrn

Prace se zabyvala vyzkumem vlivu experimentélniestazy vyvolané podvazem
Zlucovodi laboratornich potkankmene Wistar na zénu ve slozZeni jaternich gangliosid

Vysledkem je zji&ini, Ze obstruéni cholestaza zisobuje zvySeni celkové kyseliny
sialové (celkovych gangliosidl a gangliosid b- vétve (GD1b, GTlb, fipadre GD3).
Tyto vysledky koreluji se zéwy studie cholestdzy indukované d+thinylestradiolem
Majera a spot.

Modulace HO-1 se projevila zvySenim celkové NeuNA&ajimavym zji&nim byl
pokles gangliosi@l a- , b- vétve po inhibici HO-1 u cholestatickych potkafiBDL vs.
BDL).

U skupin s inhibovanou HO-1 (kontrola iC, podva®DiB dochazi ke #etelnému
naristu mRNA pro SAT-2, ktiového enzymu v biosyntéze gangliasio- série. Vlivem
cholestazy a aktivaci HO-1 dochazi k poklesu mMRNASRAT-2.

Rozdily v koncentracich gangliosicd expresich mRNA je mozné vyt viivem
posttranslani modifikace. Stanoveni aktivitiiglusnych glykosyltranferas bude jednim
z dalSich cii vyzkumné skupiny Hepatologické laborad.. LF UK.

Vysledky této studie potvrzuji, Ze zvySeni mnozgpaingliosidi v plazmatické
membrag pii cholestaze je iezité pro jeji zpevéni proti detergetmim E&inkam

Zlucovych kyselin.
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Abstrakt

Gangliosidy pai mezi sfingolipidy obsahujici kyselinu sialovouadhazi se na
bungéném povrchu vSech tyivociSnych burk. Zde pini funkci receptorovych molekul,
dale se tiastni mezibugnych interakci a diky sveé rigidni strukéuzpewuji buré¢nou
membranu a chrani tak fku pred Skodlivymi okolnimi vlivy.

Tato diplomova prace studuje vliv experimentalmlestazy na sloZzeni gangliosid
jaterni tkag. Cholestaza byla vyvolana podvazentakodi u potkari kmene Wistar.

V jatrech zviat s cholestazou ve srovnani s kontrolami bykteriSignifikantni naiist
celkové lipidni kyseliny sialové a ganglio8idh-série (GD1b, GT1b event. GD3). Tyto
vysledky zjiséné u obstruni cholestazy odpovidaji vysletik které publikoval Majer
a spol. Biomed. Chromatogr., 21, 446-450 (2007) tholestazy vyvolané
17-o— ethinylestradiolem, ale n@st gangliosid b-série je v naSi studii migjsi.

Dale tato prace zkoumala vliv modulace aktivitynoxygenasy 1 (HO-1) ip
cholestaze vyvolané podvazem &uodi (hemin jako aktivator HO-1, Sn-mesoporfyrin
jako inhibitor HO-1) na sloZzeni gangliogid U skupin zvfat s podavanym
Sn-mesoporfyrinem bylo zj&to zvySeni celkové kyseliny sialové, zatimco &kterych
gangliosidi a- i b- vétve byl zjiS&n pokles. U skupin zi@t s heminem aktivovanou HO-1
byla zvySené celkova lipidrvazana kyselina sialova beze&nve sloZzeni gangliosid

Exprese mRNA pro sialyltransferasu syntetizujici 3IG{3AT-2) jako Kkl¢ového
enzymu Vv biosyntéze gangliofidb-série vyraza vzrostla u zviat s podavanym

Sn-mesoporfyrinem.



Abstract

Gangliosides are sialic acid-containing glycospgblipids located on the cell
surface of all animal cell types. They play a ra¢ereceptor molecules, share in cell-to-cell
interaction and protect the cell against harmfwimmental factors by increasing of
rigidity of cell surface.

This diploma thesis studies an influence of experital cholestasis on hepatic

ganglioside composition. Cholestasis was inducebileyduct ligation in Wistar rats.
A significant increase of total lipid bound siakcid andb-series gangliosides (GD1b,
GT1b, event. GD3) was found in cholestatic liverewhcompared with controls. These
results found in obstructive cholestasis correspwiill the results Majer et al. Biomed.
Chromatogr., 21, 446-450 (2007), described in-1&thinylestradiol induced cholestasis,
but the increase di-series gangliosides was milder in our study.

As a second point, an effect of modulated hemegemgise 1 (HO-1) activity was
investigated in cholestatis induced bile duct Igat(HO-1 activator- hemine, HO-1
inhibitor- Sn-mesoporphyrin). An increase of a holipid sialic acid was found in
Sn-mesoporphyrin treated animals, but a decreas®roka- andb- seriesgangliosides
was observed. In group with activated HO-1 totalisiacid increased, but the composition
of gangliosides was not changed.

Expression of mRNA of key enzyme in biosynthdsiseries gangliosides, GD3

synthase significantly increased in Sn-mesoporphyeated animals.

» (In Czech)”
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Seznam zkratek

ALP alkalicka fosfatasa

ALT alaninaminotransferasa

AST aspartdtaminotransferasa

BSEP bile- salt export pump

CZK celkové Zlgové kyseliny

cMOAT canalicular multispecific organic-anion tegorter, kanalikularni multispecificky

transportér organickych ibnt

EE 17ea-ethinylestradiol

EE-cholestaza cholestaza indukovanadethinylestradiolem

GalT galaktosyltransferasa

GalNAcT  N-acetylgalaktosamintransferasa

GlcT glukosyltransferasa

GGT v- glutamyltranspeptidasa

GSL glykosfingolipid

HO-1 hemoxygenasa 1

HO-2 hemoxygenasa 2

HPTLC tenkovrstva chromatografie s vysokym r&ehim

CH chloroform

M methanol

MDR1 multidrug resistance P glycoprotein 1

MDR3 multidrug resistance P glycoprotein 3

MRP-2 multidrug resistance associated protein

NeuNAc kyselina N-acetylneuraminova

NTCP Na/Taurocholate cotransporting polypetidesaodiku zavisly taurocholatovy
kotransportni protein

OATP organic anion-transporting polypeptide, orgkyianiontovy transportér

OCT1 organic cation transporter, organicky katiogtransportér

PFIC syndrom progresivni familiarni intrahepat&nélestazy

RNA later  uchovavaci medium pro RNA

SAT-1 sialyltransferasa 1 syntetizujici GM3

SAT-2 sialyltransferasa 2 syntetizujici GD3

SAT-3 sialyltranferasa 3 syntetizujici GT3

V voda (destilovand)



Zkratky pro skupiny zvi Fat v experimentu

aBDL skupina zviat s podvazem Zéovodu @ile Duct Ligation) a HO-laktivovanou

heminem, 5-denni

aC kontrolni skupina Qontrols) zvfat sleg operovanych s HO-1 aktivovanou
heminem, 5-denni

BDL skupina zviat s podvazem Zéovodu Bile DuctL igation) 5-denni

iBDL skupina zviat s podvazem zéovodu @ile Duct Ligation) 5-denni, a HO-1
inhibovanou Sn-mesoporfyrinem,

C kontrolni skupinadontrols) zvfat sleg operovanych

iIC kontrolni skupina@ontrols) zvfat sleg operovanych s HO-thhibovanou
Sn-mesoporfyrinem, 5-denni

BDL'® skupina zwat s podvazem Zhovodu, 18-denni

C!®  kontrolni skupina z¥at sleg operovanych, 18-dennf

& pojem slep operovanych — viz kap 3.2.1



1. Uvod- Souasny stawe3ené problematiky

Diplomova prace ,Gangliosidy v jatrech u cholegtamdukované podvazanim
Zlutovodu* je pokr&ovanim vyzkumuieSeného v Hepatologické laboato Ustavu
klinické biochemie a laboratorni diagnostiky 1. déké fakulty UK (Grant IGAMZ
NR/9366-3 a GAUK 251207). Diplomova prace navazuj@ gedchozi publikaci
laboratde, zejména na praci popisujici dramaticky vzest@temych gangliosidl
v jatrech potkana u estrogeny indukované choleStdegnim z moznych vykladyl viiv
estrogen na tyto gangliosidy.

Tato diplomova prace sleduje s pouzitim stejnyobtod sloZeni gangliosid
u cholestazy indukované podvazenbhodi. Porovnani obou typcholestaz maispet
k posouzeni, do jaké miry je vzestughto gangliosid zpisoben vlivem estrogénci
vlivy genetickymi, gipadré jinymi. PorévadZ vzestup gangliosidje Zejm¢ zpisoben
aktivaci utitych glykosyltransferas, je v Uvodufipojeno  podrobné pojednani
0 biosyntéze gangliosich jeji regulaci.

Chromatografické analyzy byly davany do souvislosthistochemickym
sledovanim zrn v lokalizaci gangliosidu GM1 u cholestazy indukoe estrogeny a toto
sledovani upozornilo na kumulaci GM1 gangliosidusttausoidalni membrany \ipack,
Ze je jaterni bikka @i cholestaze ohroZzena detergentniisgbenim vysokych koncentraci
Zlutovych kyselin v krni. A praw gangliosidim je gipisovana schopnost zpewani
membrany vzhledem k jejich rigigj$i struktue ve srovnani s fosfolipidy a u cholestazy
byl vzestup rigidity membrany popsan. Proto je pbdé pojednavano o chemickych
vlastnostech gangliosida o jejich fyziologické Uloze ip zpewiovani vrgjSi vrstvy
plazmatické membrény.

Podob® jsou v této diplomové praci u cholestazy indukavapodvazem
chromatografické analyzy spolu se stanovenim mRN#Iysnych glykosyltrasferas
davany do souvislosti s histologickymi nalezy, popianymi v diplomové praci Vaclava
Smida, obhajené na 1.LF BK

Krom¢ sledovani vlivu cholestdzy na sloZeni ganglibgel zkouman jest vliv

hepatoproteéniho enzymu hemoxygenasy.
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1.1. Glykosfingolipidy
Glykosfingolipidy jsou komplexni sl@éeniny patici do skupiny glykolipid.

Obsahuji hydrofilni sacharidovou a hydrofobni lprdu slozku.

Lipidova ¢ast se nazyva ceramid. Ceramidy jsou N-acylovan@atini baze (viz.
Obr. 1). Sfingoidni baze (long chain bases- LCBpatiesfingoidy (viz. Obr. 2) jsou
viceuhlikaté alifatické aminoalkoholy odvozené dihganinu ©-erythro-2-amino-1,3-
oktadekandiol). Byvaji to jeho homology, stereoismyy hydroxyderivaty nebo
nenasycené derivaty. Ceramid je tedy souborné cemngoro variabilni skupinu latek,

odliSujici se jak ve strukia sfingoidni baze, tak typu acylu mastné kyseliny.

Obr. 1: ceramid

MH 5

OH\/HAK/\/\/\/\/\/\/

oH

Obr. 2: sfingoidni baze- sfingosin

Sacharidova slozka vykazuje také velkou pestrosbzesi. Jedna se
0 oligosacharidové struktury sestavené u &mhmi negasgji z D-glukosy, D-galaktosy,
L-fukosy, N-acetyb-glukosaminu a N-acety-galaktosaminu. Monosacharidové
jednotky mohou byt- i B- anomery, jsou vzjendnpospojovany vazbami gzanymi
lokanty a Zn¢ jsou derivatizovany sulfate kyselinou sialovou. Kyselina sialova je
skupinové ozn&ni pro latky odvozené od kyseliny neuraminover(tbra-3,5-dideoxys-
glycero-nonulosovéa kyselina). \fippdk bylo dosud poznancekolik desitek &chto latek.
Jsou to pedevsim acetylovéi glykolylové derivaty, kdy jsou tyto skupiny vazama

aminoskupinu nebo hydroxyskupinu.

11



Glykosfingolipidy jsou tedy bohatou skupinou latekznaujici se strukturni
rozmanitosti, ktera je podkladem pro jejich Sirokbohu v biologickych systémech.

Glykosfingolipidy se podle charakteru sacharidaeglsy ckli na:
¢ neutralni — obsahuji neutralni sacharidypiglukosu,pb-galaktosu -fukosu,
N-acetylb-glukosamin a N-acetyb-galaktosamin
e kyselé — obsahuji monosacharidové jednotky derwatiné kyselymi skupinami
jako jsou:
o sulfatova skupina —SfBl — sulfaty (sulfoglykosfingolipidy)
o skupina kyseliny sialové> gangliosidy (sialoglykosfingolipidy)

o fosfatova skupina- fosfoglykosfingolipidy

1.2. Nazvoslovi glykosfingolipid podle [IUPAC-IUB*?

Néazvoslovi glykosfingolipid se vzhledem k vysoké heterogéniipidové ¢asti
odvozuje pouze ze sacharidové slozky. LipidovaksloZe do nazv promitd obecnou
koncovkou —ceramid.

Pro nazvoslovny systém byloceno rekolik zakladnich pravidel:

e pocet monosacharidovych jednotek se vyjgd koncovkou —diosa, -triaosa,

-tetraosa, -pentaosa, atd.

e oligosacharidy se ro2tlji do sérii podle struktury a biogenetickéquznosti

e vazba 13 vs. -4 se u jinak totozné struktury oligosacharidu vitgel
piedponouso- pii rozliSeni vazeb mezi Il a lll monosacharidemes-pii rozliSeni
vazeb mezi Il a IV monosacharidem

e pro zapis zkracenych naxGSL byl vytvden systém symbol

Série glykosfingolipidi
VétSina glykosfingolipid je odvozovana od laktosylceramidu. Poditci ¢tvrté
monosacharidové jednotky se GSlLiaaiji do sérii: globo-, ganglio-, muko-, lakto-,

neolakto- a gala- (viz. Tab. 1, str. 13).
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Tab. 1: Série glykosfingolipida jejich strukturni motivy

Série Strukturni motiv glykosylu

globo- Gal@l—4)Gal31—4)Glc-
isoglobo- Gal(@1l—3)Gal31—4)Glc-
lakto- Gal1—3)GIcNAc(B1—3)Gal31—4)Glc-
neolakto{ Gal(31—4)GIcNAc(B1—3)Gal31—4)Glc-
muko- Galf1l—4)Gal@1—4)Glc-
ganglio- GalNAcpl—4)Gal(31—4)Glc-
gala- Gal@1—4)Gal-

Pravidla pro tvorbu zkrdcenych ndizglykosfingolipidi:

e ozna&eni série + piet monosacharidovych jednotek + koncovka —osylcetam

(pt. globotetraosylceramid)

e fimskoucislici se ozn&uje poloha monosacharidu vzhledem k ceramidu

e arabskouwislici v indexu se ozraje poloha atomu uhliku v monosacharidové

jednotce, na kterém je navazan subtituent , powsgvaké pro popistveni

oligosacharidovéheetzce

e specifikace anomernich struktur sacharid, 3-)

Tab. 2: Nazvoslovi glykosfingolipidile IUPAC- IUB™

Struktura Trivialni nazev Symbol
(zkrdceny symbol)
Gal(@1—4)Gal31—4)GIcCer| globotriaosylceramid GbOg@aer (GhCer)
GalNAc(P1—3) Gal@l—4)Gal(1l—4)GlcCer| globotetraosylceramid GbOg&zer (GhCer)
Gal(@1—3)Gal31—4)GlIcCer| isoglobotriaosylceramid| iGbOsgaer (iGkCer)
GalNAc(P1—3) Gal@l—3)Gal31—4)GlcCer| isoglobotetraosylceramid  iGbQszer (iGhCer)
Gal(31—4)Gal31—4)GlcCer| mukotriaosylceramid McOs@er (MgCer)
Gal(p1—3)Gal31—4)Gal31—4)GlcCer| mukotetraosylceramid McOgaer (Mc,Cer)
GIcNAc(p1—3)Gal1—4)GlcCer laktotriaosylceramid LcOg€&er (LgCer)
Gal(1—3) GIcNAc(1—3)Gal31—4)GlcCer| laktotetraosylceramid LcOg@er (Lc,Cer)
Gal(31—4) GIcNAc(31—3)Gal31—4)GlcCer| neolaktotetraosylceramid nLcQ€zr (nLgCer)
GalNAc(p1—4)Gal31—4)GlcCer| gangliotriaosylceramid GgOgaer (GgCer)
Gal(p1—3) GalNAc1—4)Gal31—4)GlIcCer| gangliotetraosylceramid GgQszer (GgCer)
Gal(@l—4)GalCer galabiosylceramid GaOsaer (GaCer)
Gal(p1—4)Gal@l—4)GalCer galatriaosylceramid GaOgzer (GaCer)
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Pro znanou jednoduchost se u gangliosidasto pouziva nazvoslovi podle
Svennerholm%'. Toto nazvoslovi vyuZiva k ozéeni gangliosidu jeho vlastnosti pigleni
na tenkovrstvé chromatografii (TLC). Nazev seitvtakto: pismeno G ozdaje
gangliosid, dale je pomoci pismena M (mono-), D) (d (tri-), Q (tetra-) nebo P (penta-)
vyjadien paet skupin kyseliny sialové v molekulec¢gslice na iteti pozici utuje pdadi
zény od startu s danym gangliosiderfi g¢leni na TLC (viz. Tab. 3). Radi zén pi

separaci TLC odpovida v obraceném sleditypmonosacharidovych jednotek v molekule.

Tab. 3: Nazvoslovi dle Svennerholfra

S%/Egarfz?hillfna Struktura gangliosidu
GM4 Neu5AcGalCe
GM3 Neu5Am3GaP4GlcCer
GM?2 GalNAcB4(NeuSA@3)GaB4GlcCer
GM1la Galp3GalNAd34(NeuSA@3)GapB4GlcCer
GM1b NeuS5Am3GaPB3GalNAP4Gap4GlcCer
GD3 Neu5A@m8Neu5A@3GaB4GlcCer
GD?2 GalNAcB4(NeuSA@8NeuSA@3)GaB4GlcCer
GDla NeuS5Am3GaPB3GalNAP4(NeuS5A@3)Gap4GlcCer
GD1b Galp3GalNAd34(NeuSA@8NeuSA@3)GaB4GlcCer
GTla Neu5Am8NeuSA@3GaB3GalNAPB4(Neus5A@3)Gap4GlcCer
GT1b Neu5Am3GaPp3GalNAcB4(Neu5Aa8Neu5A@3)Gap4GlcCer
GT1lc Galp3GalNAg34(NeuSA@8NeuSA@8NeuSA@3)Gap4GlcCer
GQ1b Neu5Am8NeuSA@3GaPB3GalNAPB4(NeuSAa8Neus5A@3)GaB4GlcCer

1.3. Biosyntéza glykosfingolipid

Biosyntéza je zahajena na cytosolické stramdoplazmatického retikfiayntézou
ceramidu jako jednoho ze zakladnich stavebnich karséngolipidi. Syntéza ceramidu
zainad kondenzaci serinu a palmitoyl-CoA katalyzovayédoxalfosfatem vazaném na
serin®1%* vznikly 3-ketosfinganin je NADPH-dependentni rethgdou redukovan na
sfinganin. DalSim krokem je reakce sfinganinu sl-&wyA na D-erythro-dihydroceramid
a dale na ceramid.

DalSi kroky biosyntézy jsou jiz lokalizovany v @dio aparatu za dasti
membrano¥ vazanych glykosyltransferas. K ceramidu jsou postu pripojovany
sacharidové podjednotky z aktivovanych nukleotidibvyderivati sacharid. Paadi
glykosylace a konkrétni konformace vznikajicich elaz je dana specifitou
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a kompartmentaci zZastrenych enzyni. Spolénym prekurzorem &tSiny glykolipida je
glukosylceramid a laktosylceramid. Jejich syntémabfha na cytosolické strarGolgiho
aparatu, kam  jsou lokalizovany figlusné  enzymy  glukosyltransferasa
a galaktosyltransferasa.rdhledre je popsana cela biosyntéza od kondenzace serinu

a palmitoyl-CoA aZ po laktosylceramid v publikaci Sandhoffa a Eahten*?

1.3.1. Biosyntéza gangliosiiélganglio- série

Gangliosidy gangliosérie se nachazeji v mozkovénitkkde probiha i jejich
syntéza. Syntézafit vétvi gangliosidi gangliosérie probihd zacasti gislusnych
sialyltransferas (SAT-1, SAT-2, SAT-3). Enzymy jsoprisre specifické. Kazda
sialyltransferasaipnasi zbytek kyseliny sialové ngpusny glykosylceramid takto:

SAT-1 na laktosylceramid za vzniku gangliosidu GNEAT-2 na GM3 za vzniku GD3

a SAT-3 na GD3 za vzniku Gt3'* Enzymy jsou svym aktivnim mistem orientovany do
lumen Golgiho aparattl Sialylace probiha wis- ¢asti, nasledujici glykosylace tvans-
casti. Enzymy katalyzujici glykosylaci maji SirSiegsfitu nez sialyltransferasy.
N-Acetylgalaktosamintransferasa  (GalNAcT) fepaSi  N-acetylgalaktosamin  na
laktosylceramid, GM3, GD3 a GT3 za vzniku GA2 (a#sM2), GM2, GD2 a GT2,
které tvdi 4 wtve gangliosid o, a, b, ¢%". Také dal&i enzymy sialyltransferasa 4 a 5 maiji
Sirokou specifitu. Sialyltransferasa 4 (SAT-4) kgaje syntézu GM1b z GA1l, GDla
z GMla a GT1b z GD1If sialyltransferasa 5 (SAT-5) syntézu GDl1lc, GT1§16

a GP1c z GM1b, GD1a, GT1b a GQ1b% GD3 na GT3 (viz. Obr.3, str.16)

Protoze biosyntéza probiha wiznych oddlenich Golgiho aparatu, jeteba
vznikajici gangliosidy uitym zpisobem mezi jednotlivymi oddily transportovat.
Predpoklada se, Ze transport probiha vesikularnouegion€&né produkty biosyntézy jsou
z Golgiho aparatu do membrany transportovany byamostednictvim vesikuf 22

U sava@ a ptaki prevaZzuje ¥tev a- ab-, zatimco ¥tev 0- (hojnd u Zab) adtev
c- (hojna u ryb) jsou u sauaminoritni. Gangliosidy vykazuji druhé\a tk&iove specifické

sloZeni, které je dovano z&asti genetickymi a jinymi faktofy.
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GlcCer «——— Cer
GlcT
{GaIT—l

LacCer ———» GM3 —» GD3 ——» GT3

SAT-1 SAT-2 SAT-3
l l l l GalNAcT

GA2 GM2 GD2 GT2
i l l l GalT-2
GA1 GM1la GD1b GTlc
l l l l SAT-4
GM1b GDla GT1b GQlc
l l l l SAT-5
GD1c GT1la GQ1b GP1c
= GDla = GT = GQ1lba = GPlax
0- série a- série b- série C- Série

Obr.3: Schéma éivi (sérii) biosyntézy gangliosidUcinkem specifickych sialyltrasferas
(SAT-1, SAT-2 a SAT-3) vznikaji z laktosylcerampmitup@ gangliosidy GM3, GD3 a
GT3 a z nich dalsimi glykosyltransferasami da#figjiosidy®.

1.3.2. Biosyntéza glykosfingolipid lakto- a neolakto- série

Biosyntéza sfingolipid lakto- a neolakto- série probihdepevsSim v Zlazovych
epithelidlnich biikach a prav&podobr i endothelialnich hitkach. Tyto glykosfingolipidy
jsou nositely antigenni specifity krevnich skupiBHy Lewis, | a i. Krevni skupina je
charakterizovana pravoligosacharidem glykosfingolipidu. Tyto glykolipgidjsou ¢asto

fukosylovany a sialovany.

1.3.3. Regulace biosyntézy

Kompletni regulace biosyntézy sfingoligiddosud nebyla zcela objasma
Predpoklada se, Ze na zastoupeni Kageh produkt biosyntetickych drah, budou mit
vliv kinetické parametry jednotlivych transferasjigh topologické usgadani a vzajemné
prostorové usp@dani enzym. Svou roli hraje i transkrimi regulace transferas
a v posledni dab byly zjiStny nové skuténosti o regulaci na drovni posttransia
modifikacé*?"

StarSi prace uvazovaly o &pé kontrole biosyntézy glykolipid kdy jsou

jednotlivé série inhibovany jejich vysSimi produkty pokusech in vitro bylofeba
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zjisténo, Ze N-acetylgalaktosamintransferasa (GalNAcTtetizujici GM2 v Golgiho
aparatu jater potkanje siln inhibovana GDla, sialyltransferasa syntetizujidd3G
(SAT-2) je inhibovana GQZR Tento jev nebyl dosud pozorovan in vivo nebo na
pokusech s bugnymi kulturami.

Dale bylo zjis¢no, Ze bionsyntéza-, b- vétve je ovlivrena pH tak, Ze snizenim pH
ze 7,4 na 6,2 v kultivenim médiu mySich mozkovych burk dojde reverzibila
k piesunu biosyntézg- vétve na biosyntézb- vétve®™. Je to mozno vysilit riznymi pH
optimy dvou kléovych regulanich glykosyltransferas- GalNAcCT a sialyltransferas
(SAT-2).

Jiny experiment ukazal vliv inhibitoru GalNAcT zileciho krevniho séra, ktery po
piidani ke kultivénimu meédiu bugk embrionalni kieci retiny ovliviuje pongr
GM3/GD1 a inhibuje diferenciai

V posledni dekad byl winén vyrazny pokrok ve vyzkumu regulace biosyntézy
gangliosidi. Bylo zjis€no, Ze je pisné regulovana aktivitami glykosyltransferas.
Biosyntéza gangliosidv paralelnich #tvich (sériich) vyZzaduje jemné stad subcelularni
distribuce a vzdjemné souhry glykosyltransferas
Biosyntéza je kontrolovana na aroti

e genove transkripce glykosyltransferas
e posttranslani modifikace glykosyltransferas
Regulace biosyntézy gangliositdna transkrip éni Urovni

Mechanismus regulujici expresi gemiznych glykosyltrasferas je dosud malo
prostudovan. Je Kiové charakterizovat struktury promaiptranskrignich faktoti nebo
komplexi transkrignich faktofi zapojenych v regulaci biosyntézy na transkripirovni.
Byly isolovany promotory 6-ti genglykosyltransferas syntetizujicich gangliosidyjicke
spolé&nou vlastnosti je, Zze vSechny jsou bez TATA box@GAAT boxu, aviak maji
nekolik Spl vazebnych mist v blizkosti startovacihistan transkripce. Tyto vlastnosti jsou
charakteristické pro ,housekeeping geny“. Terminuysekeeping” ozriaje permanentni
expresi s nizkou regulatd
Posttranslaéni modifikace glykosyltrasferas

Posttransleni modifikace glykosyltrasferas je oblasti vyzkurgangliosidi, ve
které byl v posledni de@bucinén zna&ny pokrok. Byly navrzeny dva mozné mechanismy
posttranslani kontroly.

(a) Fosforylace/defosforylace glykosyltransferage ,rychly” regulani mechanismus

reagujici na okamzité fyziologické peby. Rehlednym zpisobem jej shrnuje publikace
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Yu a Biebericha (20033, Bylo uk&zéano, Ze aktivity &holika sialyltransferas jsou
~-downregulovany“ fosforylaci &inkem proteinkinasy C v bezb&mém i burkiném
systému a tento efektibe byt zgtné vracen dinkem membranay vazanych fosfatas.
Naproti tomu aktivita N-acetylgalaktosamintransggra mize byt ,upregulovana“
fosforylaci &inkem proteinkinasy A. Fosforylace a defosforylgbtgkosyltransferas e
ovliviiovat jejich zapojeni do intracelularnich pocto jejich aktivaci a deaktivaci,
zapojeni v procesech btimé diferenciace, jejich translokaci).

(b) N-Glykosylace glykosyltransferasje dalezitym krokem v regulaci jejich aktivit,
polo¢asu Zivota, nitrobusgného transportu a lokalizaci . Vyslediady praci shrnuli Yu

a spol. (2004) vighledné préaci s nasletlnvedenymi hlavnimi zawy*”.

e Deglykosylace a reglykosylace glykosyltrasferas hrajeigme roli v jejich
transportu z ER do Golgiho aparatu. Vypadek reglylare zfsobuje, ze
glykosyltrasferasy nemusi byt transportovanyrdos-Golgi a dale.

e Potvrzuje seformovani komplexia glykosyltrasferas které ovliviuje rychly
transport gangliosidu k dalSimu enzymu a tim owjv expresi gangliosii
Dusledkem toho je, Ze ékteré gangliosidy existuji kratkou dobu a stavaji
se minoritnimi (pipad GM2 a GD2 gangliosigl. Formaci enzymovych kompléx
popsal jiz Roseman v roce 1970a byla exprimentatndokézana v letech 2000-
2002°*  Sialyltransferasa 2 (SAT-2) dimerizuje v endoplatickém retikulu
prostednictvim disulfidické vazby, coz ime stabilizovat tvorbu komplexu
s GM3®3 a podptit transport vytvéeného komplexu GM3-SAT-2 do Golgiho
aparatu. Heterodimer SAT-2 a GalNACT konvertuje GhW3GD3 a us#rni ho do
aktivniho mista GalNACT, ktera katalyzujéepnu GD3 na GD2(viz. Obr. 4,
str. 19).

e Pozorovani, Zeifdavek GM3 je pdeba ke stabilizovani SAT-2¢bem in vitro
translace nazraje moznost asistence GM3 jakigpidniho chaperonu pri
sbalovani proteinu.

e Ukazuje se, Ze gangliosidy mohou regulovat svojosymtézu vazbou ke
glykosyltransferasam a asistovat na  jejich vyzmavaMuzeme hoviit
o0 autoregulaci biosyntézy gangliosid. AvSak v gipadt SAT-2 bude tato

autoregulace pracovat pouzefitpmnosti GM3 v ER*2
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Obr. 4: Regulace biosyntézy gangliasidpomoci tvorby komplexu SAT-2
a GalNAcT. V ER je SAT-2 dimerizovan disulfidick@zbou, kter4 wre stabilizovat
tvorbu komplexu s GM3 a podporovat tak transport 35S8AT-2 komplexu do Golgiho
aparatu. V Golgiho aparatu SAT-2 a GalNAcT wytvdeterodimer se vzajemnou
enzymovou aktivaci. V tomto heterodimeru SAT-2\jkateeg GM3 na GD3, ktery potom
nasnéruje do aktivniho mista GalNAcT. GalNAcT katalyz@®3 na GD2 a dalSi
glykosylace zavisi na aktiwjt subcelularni lokalizaci nebo formaci komplexuatStmi
glykosyltransferasarfil.

1.3.4.Vyzkum ulohy gangliosidi pomoci genovych mutaci

Vyznamny  pokrok v porozumdni  funkce  komplexnich  gangliosid
v eukaryotickych biikach gedstavuje vyvinuti mysi s genetickymi defekty ¥ityich
krocich biosyntézy>* Blokovani v¢asnych stadiich biosyntézy A-E je ukézano na Obr. 5
na str. 20. Genom mysi je poZmnén tak, Ze utité oblasti gefi zodpowdnych za
jednotlivé kroky biosyntetické drahy jsou poSkozenyedochazi k syntézéigluSnych
enzymi.

Pokusy s biilkami mysSi melanomové linie ukazaly, Zenky byly i pies defektni
sloZeni glykolipiai Zivotaschopné. Vykazovaly pouze malééamv buré¢né morfologii
a burgcném Kistu. Na zaklagl tohoto pozorovani byldanén zawr, Ze glykolipidy etrg
gangliosidi nejsou pro feziti buiky nutné®. Pozdjsi experimenty s geneticky
upravenymi mysmi vSak ukazaly, Ze experimenty imovhedokazi dostate¢ objasnit
funkci metaboliti, které jsou zapojeny do meziliiné interakce a jejich vyuziti pro tyto

studie je omezené.
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Pokusy s geneticky upravenymi mySmi naopak ukadalyZitou funkci gi vyvoji
mnohobugcnych organism. MySi s poSkozenym genem pro glukosyltransferasifiekt
A) hynou kolem 7.- 8. dne embryonalniho vyvojeja¢ v disledku nafistu apoptozy

v ektodermu. Diferencovala se zde pouze primitaardbd€na vrstva.

A
Gk Cer .1_|_ Cer
51T
B ‘tGalT—l C D
LacUCer GALS GDF e GT3
SAT-1 SAT-2 SAT.3
E ~l> ~l> —+ — AT
¥ L J
GA2 GAI2 GD32 GT2
‘l CRlT-2
a1 GM1a cBimn ¢Tie
l SAT-4
¥ L J : J
GM1h GD1a GT1h GQlc
1 SAT-5
¥ kL J L
GD1c zTla GQ1h GPlc
= Dle = Il = GQlbx = GPlew
0 série a- série h- s&xie c- s@ie

Obr. 5: Schéma &vi (sérii) biosyntézy gangliogic ozn@enim genového poskozeni pro
prislusny enzym. A ozsge defekt v GIcT, B oztiaje defekt v GalT-1, C ozdigie defekt
v SAT-1, D oznalje defekt v SAT-2 a E ozfuge defekt v GalNACT

Experimenty s defektem glukosyltransferasy bylyvatny i na bugénych
kulturach embryonélnich kmenovych kkn Mutantni buiky ale narozdil od ,knockout”
mySi vykazovaly podobnéustové Kivky jako normalni biiky, byly tedy schopné
diferenciac?’.

U mysi s inaktivovanym genem pro galaktosyltraresfe (defekt B) neprobihala
biosyntéza galaktosylceramidu, sulfatid GM4 gangliosidu. Byla zachovana schopnost
syntézy myelinu s té# normalni strukturou, kdy byl chyjici Gal-Cer nahrazen Glc-Cer
s hydroxylovanymi mastnymi kyselinami. Takovyto riwyeale vykazoval petelné

poSkozeni funkce a stability doprovazéadou klinickych piznaki jako je generalizovany
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tfes, ataxie (porucha koordinace polytporucha vedeni vzruchu %j*° Byla poskozena
i spermatogeneze vzhledem k biosyntéze seminolipitionogalaktosylglycerolu.

MyS s poskozenim genu pro sulfotransferasu iietsolfo-galaktosylceramidy,
sulfo-laktosylceramid a seminoligftl Projevuji se velmi podobné neurologickiézpaky
jako u mysi s poSkozenim tvorby galaktosylceramidu.

Byly vytvoieny dva kmeny mySi s poskozenim tvorby hlavnich kowych
gangliosidi. Kmen s poskozenim genu pro GalNAcCT (defekt E) yheschopen
syntetizovat GM2, GM1a, GD1a, GTla, GD2, GD1b, GTG&RQ1b. Kmen s poskozenim
genu pro SAT-2 netwd GD3, GD2, GD1b, GT1lb a GQ1b. Oba kmeny vykanguze
malé poSkozeni mozkovych funkci. Vyvoj homozygotmySi s poSkozenim GalNAcT
probiha tén¥ normale bez vyrazgjSiho histologického néalezu v tkanich centralniho
nervoveého systému. Byla zj$ia degenerace axora defekty myelinizace v nervovém
systém'. U mysi se projevovaly progresivni poruchy motoyich funkcf? Byly
nalezeny i defekty mimo nervovou tk&Samci byli sterilni s morfologickymi a futikimi
poruchami varldf. Byla naruena i furikhost imunitniho systému v odpali T burek
sleziny na interleukin.

Kiizenim kmene mySi s defektem SAT-2 a kmene s defektetal-4 GalNACT
(C + E) vznikly mysSi s dvojitou mutaci. Dokazalypeimovat pouze GM3 jako hlavni
gangliosid. Tyto mySi projevovaly vysokou citlivosé zvukové podity s nasledujicimi
smrtelnymi zachvaty.

MyS s poSkozenym genem pro SAT-1 (defekt C) pdatréchopnost biosyntézy
GM3 a nebyla zji#na ani pitomnost Zadného dalSiho gangliosidu, ktery se z3GM
nasleds tvori. Biosyntéza gangliosidje predstavovana v tomtotipact sérii0 (GM1b,
GD1c (=GD1L)) v mnozstvi, které odpovida celkovému obsahu kiasidta u normalnich
zvirat. Mutované mysi maji zénénou homeostazu glukosy,ehoz vyplyva role GM3
jako regulatoru signalizai cesty zprogedkované insulinem.

Nejnowjsi model mutovaného kmene jsou mySi s dvojitouamidstna GalNAcT
a SAT-1 (defekt E + D). Tyto mySi nejsou schopngfitvzadny glykolipid z ganglio-série.
Koncentrace laktosylceramidu je az 100x zvySenaid\sulfo-laktosylceramid ma slozeni
sfingoidi a mastnych kyselin podobné gangligsid detekovanym uéthto mySi. Po
odstaveni se u mladych mysi vyvijzké neurodegenerativni onemechkonzici smrtf®.

Homozygotni kmen mysSi s poskozenym genem pro SAmeprojevoval
pozorovatelnou z&mu ve vyvoji, nebyla ovlivéna délka Zivota zvat*. Tyto experimenty

vyvratily domrénku o &asti GD3 ab-vétve gangliosid na neuronalni diferenciaci,
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protoZze u tohoto mutantniho kmenu mySi dochézi ferehciaci bez fitomnosti
gangliosiadi b-vétve.

Z uvedeného textu vidime, Ze defekt s poSkozenim-3&pisobuje velice malé
poSkozeni, p kterém zvie mize dolle pezivat. U normalnich zdravych savoag.
potkani existuji kmeny, které maji aktivovany otve biosyntézya- i b- a kmeny které
maji b-vétev silre minoritni, coz je piklad kmene Wistar pouZitého v nasi studii, ktery

netrpi Zzadnymi zdravotnimi potizemi.

1.4. Chemické vlastnosti gangliosiil
1.4.1. Prostorova konformace molekuly gangliosid

Molekula gangliosidu je stabilizovana celdéadou vazebnych interakci, coz ji
oproti fosfolipidim davd mnohem &sSi pevnost. Interakce jsou fifpmné jak
v oligosacharidové, tak v ceramidové sloZce.

V ceramidu maji stabilizujici efekt vodikové ustky, donorem vodiku je
hydroxylova skupina, akceptorem vodiku karbonylamiklyslik s volnymi elektronovymi
pary. Intramolekulovd vodikova vazba mezi NH skopirsfingoidni baze a kyslikem
glykosidové vazby rive udrzovat pozici ceramidu vzhledem k oligosacioaeé ¢asti.
Toto uspadani Ize ale narusSit vznikem jinych vazebnychrakei gangliosid s jinymi
molekulami. Rigiditu molekuly a rowZ planarni usp@dani podporuje jednak amidova
vazba, tak dvojnd vazbatsans konfiguraci Amidova vazba wuje paralelni orientaci os
obou uhlikatychretzcli, coz zvySuje moznosti vzajemnych hydrofobnicleriaitci a tak
prispiva v pevnosti molekulylrans dvojna vazba C4-C5 umtidje kondenzaci ceramid
v tésrejSim uspdadani. DalSi zpewmi poskytuji solvaténi efekty v C3-C4-Cxasti
sfingosind® (viz. Obr.1 str. 11).

Stabilizujicim prvkem v oligosacharidovasti je kyselina sialova udrzujici vysoce
stabilni konformaci tvorbourit vodikovych vazeb se zbytkem oligosacharidu. Podsb
v konforma&nim uspd#adani slozigjSich gangliosid je dana p&tem sialylovych skupin
a sousednimi sacharidy.

Prostorové uspadani molekuly gangliosidu je ovli¥no vazbou katiorit na
oligosacharidovoutast. Vazebné misto se silmukleofilnim charakterem se nachazi
v oblasti vnitni galaktosy diky kyslikovym ataim sousedniho N-acetylgalaktosaminu
a kyseliny sialov&. V organismech je vyznamndeglevsim vazba G§ nasledna zima

konformace molekuly m& vliv na us@alani gangliosialve shlucich na povrchu membran.
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Ve vodnych disperzich v kyselém pi@sti tvai gangliosidy estery. Tyka se to
piedevsim gangliosids dwma sialovymi kyselinami v molekule. Esterova vaxhaika
mezi karboxylovou skupinou ¥$i kyseliny sialové a hydroxylovou skupinou na C-9
vnitini kyseliny sialov&*° Tvorbou esterové vazby se redukuje negativni nsiatgvych
kyselin. Estery jsou stabilni v rozmezi pH 2- 7meznich hodnotach pH dochazi ke
Stpeni esterové vazby a obronegativniho naboje. Tvorba a rozpadhto esteir muze
v prirock slouzit jako regulator negativniho naboje v mikmastedi bugcného povrchu

a k expresi novych antigennich struRfur

1.4.2. Amfifilni vlastnosti gangliosidi

Gangliosidy jsou diky ifitomnosti hydrofilni sacharidové a hydrofobni ceidoné
casti latky s amfifilnimi vlastnosti, co? vede ki@ agregaci ve vodnych roztocith

Ve vot se orientuji hydrofilngasti vol do vody a hydrofobni strem k jinym
hydrofobnim¢astem ostatnich molekul gangliosidvytvéii tak micely s ceramidovym
jadrem obklopenym oligosachardovymi zbytky. Micalg tvdi v roztocich o Sirokém
rozmezi koncentraci gangliogidod 10° do 10° M. P¥i vy3sich koncentracich faz 10"
vznikaji hexagonakuspdadané cylindrické struktury gangliosrd.

Molekularni hmotnost micel klesad s rostoucim ¢tpan sialylovych skupin
v molekule a stoupad se zvysSujici se nasycenosteramudové casti a délkou
sfingosinovych baz?.

Dynamika usptadani molekul gangliosiddo micelarnich Gtvarje rychld, zatimco
disociace probiha pomalu. Tvorba micel je owiva vlastnostmi okolniho prdsti,
dvoumocnymi a jednomocnymi ionty, jinymi lipidy agbeiny.

Gangliosidy narozdil od fosfolipida neutralnich glykosfingolipid netvdi ve
vodnych roztocich spontadéirdvojvrstevné struktury. Pro jejich vznik je v rokt nutna
pifitomnost lidpidi, které dvouvrstevné Utvargirg vytvéareji, nag. fosfolipida. V roztoku
gangliosiah a fosfatidylcholinu se tud dvouvrstevné liposomy, pokud pémnkoncentrace
gangliosid/fosfatidylcholin naggkrctil piechodovou hodnotu. Nad touto hodnotou vznikaji
smiSené micely. Ndp v roztoku GM1 a vajého fosfatidylcholinu f pH 7 je tato
hodnota 0,2. fechodova hodnota se sniZuje se zvySujicim sé&eposialylovych skupin
v molekule gangliosidu nebo s poklesem délkgtzce mastnych kyselin ve
fosfatidylcholind®.  V liposomech jsou gangliosidy lokalizovany do &&h vrstvy
fosfolipidové dvojvrstvy s oligosacharidovym zbymkevystavenym na povrchu, coz se

velmi podoba uspgadani v plazmatické membr&f>

23



1.5. Molekularné-fyziologickd Uloha glykosfingolipidi v biologickych
membranéach

Glykosfingolipidy se ve vysokych koncentracich maxeji ve vijSi vrstw
plazmatické membrany vSech knJejich sloZeni je specifické prasity bungcny typ.

Pritomnost glykosfingolipid ve vysoké koncentraci na bigmych povrSich se
vyswtluje dwma divody:

¢ glykosfingolipidy zvySuji pevnost struktury plazrické membrany
e oligosacharidové zbytky glykosfingolipid zprostedkovavaji interakce
s exogennimi ligandy>’

Gangliosidy se na povrchu plazmatické membr&agto shlukuji do oblasti
zvanych mikrodomény. Model tekuté mozaiky Singerse a Nicolsthade jsou proteiny
nadhod rozmisény v homogenni kapalné lipidni dvojvrsfvbyl pozaji nahrazen
,deskovym* modele!. Tato fedstava ukazuje membranu sloZenou z té&gamych
a neusptadanych oblasti, jejichz heterogenita je dana stupnenasycenosti mastnych
kyselin. Poprvé byly klastry glykosfingolipid (GSL) spateny pomoci skenovaci
elektronové mikroskopie na erytrocytarni membPdn pozdji i na dalSich typech
membrarf>®3a na liposomedéh.

Bylo zjiS&no, Ze GSL a glykosylfosfatidylinositolem (GPI)-kmé#vené proteiny
byly v polarizovanych hitkach gednostg smerovany do apikalni membrany. DalSim
zajimavym poznatkem bylo zji&ti, Ze membranové biologicky aktivni proteiny jsou

asociovany s GSL, které je obklogaji

1.6. Zlutovy systém

Zlugovy systém, ktery je twen Zlwovymi cestami, slouzi k transportu, modifikaci
a vylwovani zlwe do traviciho traktu. Zlusamotna je vyti@na pedevsdim hepatocyty,
cestou své kanalikularni membrany. Jde o aktivRfese a koncentraci soli Zovych
kyselin a dalSich latek jako konjugovaného biliruhicholesterolu, fosfolipid proteini,
elektrolyti a vody. Druhym vyznamnym faktorem ve wWdwani ZIgi, jsou Zlltoveé cesty
samotné. Cholangiocyty, bky vystylajici Zlwkové cesty, obsahuji chloridovy kanal
(CFTR) a kanal pro bikarbonat. Do &lusecernujici chloridovy aniont a bikarbonat
a vyznamg tak modifikuji finalni sloZzeni zZRki.

Samotné Zltové cesty zé&naji jako Zldové kapilary, jejichz sha je tvdena

pouze klkovi¢ vybihajici kanalikularni membranou hepatdcyiiyto kapilary se viévaji do
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Zlu¢ovych tubuti (Heringovy kanalky nebo téz cholangioly s kubickgpitelem) a ty déle
asti do interlobularnich Zbovodi. Jejich splynutim vznikaji segmentalni a poté taba
Zlucovody, aby nakonec vyustily z jater jako levy auyraaterni zl¢ovod. Ty se dale
spojuji do spoleného jaterniho vyvodu a jako ductus choledochusdastravici trubice,
konktrétré do duoden&’.

1.7. Hepatocyt a tvorba Zldi

Hepatocyt je funéné a morfologicky polarizovana fika sekréniho epitelu. Svou
bazolateralni (sinusoidalni) membranou zpemitovava pes membranové bilkovinné
pienaSeée absorpci ZIkovych kyselin, konjugovaného bilirubinu, cholestardosfolipida,
proteini, vody a elektrolyi. Dochazi k jejich fenosu pes hepatocyt a naslednému
vylou¢eni prostednictvim bilkovinnych fenaseéu kanalikularni (apikalni) membrany do
Zlwgi. Cely proces je pohé&n c¢innosti Na-K*-ATPasy v bazolateraini membearktera
udrZzuje chemicky gradient a potencialovy rozdil mbaepatocytem a jeho okolim.
Bungény gradient iont drasliku s sodiku se udrzuje v§mou dvou extracelularnich iant
drasliku zafi intracelularni ionty sodiku. Vznika tim nerovntneaelektrického néboje,
kdy je vnitek buiky oproti okoli zapor& nabity, coz pftahuje klad@ nabité ionty.
Cinnost N&-K*-ATPasy je ovliviina membréanovou fluiditou.

Na bazolateralni (sinusoidalni) memhfée nachazfada transportnich protein
pro absorbci organickych iaintTransportér NTCPipnasi Zltdové kyseliny konjugované
s taurinem nebo glycinem. Pracuje zacssmého symportu sodikovych iardo buiky.
DalSi transportér OATP slouzi praegmos aniornit Zlucovych kyselin, bromsulftaleinu,
bilirubinu a jinych organickych anioint Neni zavisly na kotransportu sodikovych tont
Pienase OCT 1 enasi organické katiorfly Mezi dal$i penaSeové proteiny na
bazolateralni membrérpati protein vyngiujici ion N&d za H a ion N& za ion HCO;,
které udrzuji intracelularni pH. Jsotitpmné také fenasSeée pro sulfat, neesterifikované
mastné kyseliny a organické kationty.

Transport Zlgovych kyselin cytosolem hepatocytu je umé&Zrpiedevsim diky
proteinu 3e-hydroxysteroidu-dehydrogenase. Transferasa ghmats a proteiny vazané
na mastné Kkyseliny se uplaji v mensi mie. Renosu Zldovych kyselin se
pravdEpodobré Ucastni i endoplazmatické retikulum a Golgiho apabdtle jsou Zldove
kyseliny genaSeny vezikularni drahou, kteréemaSi pedevSim proteiny tekuté faze
a ligandy, nap IgA a LDL.
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Kanalikularni membrana nese transportni proteiey skupiny ATP-vazajicich
kazetovych proteiin Jsou zodpasdné za sekreci latek do Zlu proti vysokym
koncentrénim gradienim. Multispecificky organicky aniontovy transport@OAT
ozna&ovany take jako MRP-2ipnasi glukuronid a konjugaty glutationu-S, tj. digironid
bilirubinu. Frenos Zlgovych soli zajist uje protein BSEP, jeh&idnost jecast&ne zavisla
na zporném intracelularnim elektrickém potencidla. kanalikularniho transportu jsou
zapojeny dva proteiny ze skupiny P-glykoproteifejichZ funkce je zavisla na ATP Je
to MDR1, ktery transportuje exogenni hydrofobni amgké kationty a MDRS,
fosfolipidovy translokator f@nasejici fosfatidylcholin. Voda a anorganické yofNa") do
Zluci difunduji pres €sné spoje diky osmotickému gradientu.

1.8. Cholestaza

Cholestaza je onemoam zpisobené nedostdtegym odtokem Zlgi z jaternim
burék do duodena. Porucha odtokudlmutze nastat v jakémkoli mistnezi bazolateralni
(sinusoidalni) membranou hepatocytu a VaterovoulgapSnizenim odtoku ztidochazi
rovneZ k retenci vSech latek v krvi, které jsou spatese ZIgi hepatocytem vykovany,
tzn. vody a organickych aniant(Zlucové kyseliny, bilirubin). V séru je poté zvySena
koncentrace celkovych Zavych kyselin a bilirubinu a rowi zvySend koncentrace
enzymi ALP a GGT. Vramci diagnostiky tohoto onemd&gh slouzi uvedené jako
specifické markery a jsou vygevany v souboru jaternich tést

Cholestaza se obetulle mista vzniku poruchy odtoku Zliklasifikuje na extra-
a intrahepatalni. Toto hrubé ratehi ale nepopisuje vlastnfipiny, kterych je cel&ada.

Extrahepatélni  (obstrdki) cholestaza vznikA mechanickou reldzkou
ve zZlwovych vyvodech mimo jatra. NgsgjSi pricinou extrahepatalni cholestazy je
konkrement ve spol@ém zlkovodu, dale karcinom pankreatu, benigni striktury
Zlu¢ovodu a cholangiokarcinom. Obsttuk typ obvykle zisobuje akutni cholestazu.

U intrahepatélni cholestazy jsou poruchy nachazeayfunkci hepatocytwi
v drobnych intrahepatalnich Zlvodech. Fi¢inou mohou byt cholestatické hepatitidy,
primarni biliarni cirh6za nebo primarni sklerézujgholangoitida. Dale mohou rozvinuti
syndromu cholestazy #apobit Iéky (polékova cholestaza), hormony, sekptiledéi je
podmirgno geneticky. Podstatou jsou poruchy &imych mechanisin hepatocytu, kdy
muze byt zasazen cytoskelet nebo membrany. Fluiditzssidalni membrany hepatocytu
je snizovana estrogeny, coz jEgmnou vzniku Ehotenské cholestazy. Experimentaje

pouzivan ethinylestradiol. Futikost membranovych transpoii§e modifikovanaiadou
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pro ®lo exogennich latek (n&p endotoxin sniZzuje aktivitu Na&K*-ATPasy
a pravépodobre pasobi i na snizeni exprese kanalikularniho multigipgého
transportéru cMOAT i pokusném modelu cholestazy sdruzené s kolifiyamyklosporin
A inhibuje na ATP zavislémipnosu zldovych kyselin pes kanalikularni membranu).
Funkce membranovych transpotténiuze byt poruSena i vidledku mutace vifsluSném
genu. Toto vzaaehse vyskytujici onemoeni je ozn&ovano jako progresivni familiarni
intrahepatalni cholestaza (PFIC). Rozeznavaji s PFIC typu 1 (Bylerova nemoc)
s mutaci v genu kodujici ATPasu typu P, PFIC typs thutaci BSEP, PFIC typu 3
s mutaci v genu pro MDR3 (fosfolipasa). DalSimiargase vyskytujici onemoeni jsou
benigni rekurentni cholestdza, Hodgkinova chorobaamayloidéza. Intrahepatélni
cholestaza rive byt akutni i chronicka.

Zadrzovani toxickych latekipcholestaze zjsobuje poSkozeni hepatocytu. Nejvice
se na hepatocelularnim poskozeni podili hydrofdmiové kyseliny, které majitiené
ueinky. Vyvolavaji jednak buktnou nekrézu a jsou spoddit apoptdzy’. Ziejms oba
druhy poskozeni biky jsou doprovazeny poruchami funkce mitochondidperimentals
pii cholestaze vyvolané podvazy &hvodi bylo zjiS€no poruSeni aktivity

mitochondrialniho enzymu respirhoietzce a-oxidacé™.

1.9. Gangliosidy u cholestazy indukované ethinylestdiolem

Vyzkum v oblasti vlivu patologickych stayaternich funkci na sloZeni gangliosid
v jaterni tkani dosud postrada dostate mnozstvi vysledk na jejichz zaklaglby se daly
ucinit komplexrejSi zawry.

Senn a spol. se patkem 90.let ¥novali vyzkumu sloZeni gangliosida aktivit
enzymi syntetizujicich gangliosidy v jaterni tkani a sépo podvazani ziovodi
u potkari kmene Wistdf. Byl pozorovan fetelny naist syntézy gangliosidb- vétve,
ovSem bez odpovidajiciho zvySeni exprese sialgfesasy syntetizujici GD3 (SAT-2).
Mechanismus tohoto jevu nebyl v této publikaci fagys\tlen.

Prvni studie zabyvajici se sledovanim slozZeni lgasida v jaterni tkani po
vyvolani cholestazy podavanim #&7ethinylestradiolu (EE) byly uskuteény Majerem
a spol. (2007) EE-cholestaza se pouZiva jako modelu piootenskou cholestazu.
U samic potkah kmene Wistar byla vyvolana&zka cholestaza subkutanni injikaci EE
rozpuséném v 0,2 ml 1,2- propandiolu (5 mg/kg hmotnostiitete) v pravidelném

intervalu 24 hodin po dobu 18 dni. Za totoznychidliggickych podminek byla drzena
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skupina kontrolnich zvat, kterym bylo injikovano pouze 0,2 ml 1,2- progexu bez EE
a skupina zvat bez jakékoli medikace.

Vyvin cholestazy byl dolozen &gnim biochemickych markér jaternich funkci
u EE medikovanych potkarv porovnani s kontrolni skupinou potKartj. aktivita jaterni
alaninaminotransaminasy (ALT) a aspartataminotraivsasy (AST), aktivita jaterni
alkalické fosfatasy (ALP), hladina bilirubinu alk@vych Zltovych kyselin (CZK) v séru,
viz. Tab. 4. Statistickou vyznamnost rozadihodnot marker jaternich funkci mezi
sledovanymi skupinami ukazuje P- hodnota mensiOr@Z, tedy vyrazné navyseni hladiny
bilirubinu a CZK vséru u EE medikovanych potkarco? je dokladem furskiho
poSkozeni jater. Morfologicky byla cholestaza poxdna mikroskopem na histologickych
fezech jako poskozeni struktury hepatécgttvorbou intracelularnich granuli Zawého
barviva zejména v perifernich oblastech jaternilokli. U zvirat s cholestazou doslo
k vyraznému ubytku hmotnosti (212 + 43 g) oprotnkolnim zviatim (293 + 32 g),
P- hodnota 0,004.

Tab. 4. Markery cholestazy u kontrolnich7atia zvfat s cholestazou indukovanou d-7-

ethinylestradiolem (Majer a kol., 2037)

Kontrolni
Marker potkani EE- potkani P- hodnota
ALT (pkat/l) 0,87 +£0,14 1,16 + 0,20 0,026
AST (ukat/l) 1,41 +0,28 1,85 + 0,96 0,374
ALP (ukat/l) 2,04 £ 0,40 2,75+ 1,50 0,394
bilirubin (ukat/l) 2,10+ 0,20 26,0+17,0 0,002
CZK (ukat/l) 39+25 589 + 186 0,002

Vysledky ukéazaly, Ze EE-cholestazaigpbuje celkové zvysSeni lipiddwazané
kyseliny sialové z 44,1 £+ 15,2 nmol/g vihké jatetkdére u kontrolnich zviat na 79,1 £ 9,0
nmol/g vihké jaterni tk&hu EE-medikovanych ziat, s P- hodnotou mensi 0,01. Bylo
zZjisttno, Ze toto zvySeni je primarndano zvySenim mnoZzstvi gangliosid- vétve
ab- vétve. Velice vyrazné je zvySeni syntézyétve, tj. GD3, GD1b a GT1b, v porovnani
s tim je zvySena- vétve mér vyznamné (marker biosyntetické draayvétve GDla je
zvySen zhruba 3x). Celk®seb- vétev podili na zvySeni gangliosi®4x aa- vétev 1,3X. ,
viz. Tab. 5 str. 29.

Vysledky této studie Majera a kol. (2007) jsou Y@d s pozorovanim Mesarica
a Deckera (19903, ktei studovali vliv pohlavnich steroidnich hormioma aktivitu
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sialyltransferasy syntetizujici GM3 (SAT-1) a GD3AT-2) v kultre hepatocyi.
Progesteron}- estradiol a testosteron zvySovaly aktivitu SATal?, nikoli aktivitu SAT-1.
Gangliosidy jsou obeeénlokalizovany pedevsSim v bu&né membrat a Majer
a kol. (2007) na zakla&dsvych vysledlt nabizi vyswtleni, Ze zvySeni biosyntéxy vétve
gangliosidi je sowdasti ochranného systému jaternich dkuproti Skodlivym @inkam
zvySené koncentrace Zwvych kyselin pi cholestdze. BDlezitou udlohu b-vétve
gangliosid: zjistili jiz Kasai a kol. na LEC potkanech (1993% vyblokovanymi geny pro

biosyntézib- vétve, které vedlo kéZkym jaternim porucham.

Tab. 5: Zmany v zastoupeni gangliogidu kontrolnich zvat a zvfat s cholestazou
indukovanou 1%-ethinylestradiolem (Majer a kol., 2067)

. . Kontrolni .
\I?élf[)es\yntetlcka Gangliosid potkani (E]EBF))(ZE:IQ; 9) P- hodnota
(n=6)(nmol/qg)

a- GM3 114+2,.2 7,1+0,6 0,001
GMla 78+24 10,5+ 3,0 0,146
GDla 3,6+1,0 11,8+ 3,0 0,001

b- GD3 0,08 + 0,03 20+1,2 0,002
GD2 0,02+0,03 | 0,32+0,34| 0,041
GD1b 0,10+£0,06 | 54+1,6 0,002
GT1b 0,06 + 0,03 6,4+2,6 0,002

1.10. Histologické znény v lokalizaci gangliosidi u cholestazy indukované
ethinylestradiolem a cholestazy indukované podvazam zlu¢ovodi

Tato diplomovéa prace souvisi s praci Vaclava &migZmeny v histochemické
lokalizaci gangliosid u experimentalni cholestazy“, obhajené na 1.iHé fakulé UK,>
ktera zpracovava histologicka pozorovani u chotgstddukované podvazem obdobnym
zpisobem jako jiz publikovanou studii nasi vyzkumnémky (Jirkovska a kol., 2007)
ktera sledovala histologické 2my v lokalizaci GM1 gangliosidu u cholestazy indukné
17-a-ethinylestradiolem (EE).

Zminéné prace upozornily na moznost zpevani sinusoidalni membrany
hepatocyi presunem gangliosid Tento @esun je interpretovan jako obrana hepatibcyt
proti detergentnimutisobeni vysoké koncetrace &hwych kyselin v sinusoidalniegisti,
které by vedlo k poSkozeni plazmatické membranyakt6ze hepatociyt
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V diplomové praci Vaclava Smida byla studovanaliaace GM1 gangliosidu na
fezech z jater potk@ns cholestazou vyvolanou podvazem ¢bodi a srovnavana
s kontrolnimi zvfaty sleg operovanymi. DalSim bodem bylo sledovani moZzného
hepatoproteéniho (Einku hemoxygenasy 1 (HO-1) na expresi GM1 ganglosi
u kontrolnich i cholestatickych zwit. Vliv HO-1 byl sledovan po aplikaci inhibitorud41
Sn-mesoporfyrinu a aktivatoru HO-1 heminu. K dete®&d11 gangliosidu byla u obou
typt cholestaz vyuzita vazebna afinita GM1 s B-podjekiootcholeratoxinu.

Prace dosfla mj. k nasledujicim zji8him:

a) Byl prokdzan zvySenyigsun GM1 pozitivity z cytoplazmy do sinusoidalnimizany

u skupin BDL a iBDL. Lze tedy usuzovat, Ze obstnikcholestaza indukovana podvazem
segmentalnich Ztwovodi potkana vede ke zmam lokalizace GM1 gangliosidu.
Podobnych vysledkdoséahla Jirkovska a spol

b) Byl zjistn kvalitativni rozdil v expresi gangliosidu GM1

- u kontrolnich zwiat exprese GM1 plynule lemovala sinusoidalni i ajsik membrany
a olras se vyskytovala i bodova, intracytoplazmatickaliaace.

- U zviat s obstrukni cholestdzou byla lokalizace vyzeaa plynule v sinusiodalnich

membranach (obzvl&St skupin BDL a iBDL)

1.11. Vyznam hemoxygenasy v hepatoprotekci

Hemoxygenasa (HO- E.C. 1.14.99.3.) je enzym lokahny v endoplazmatickém
retikulu ve vech typech bii Katalyzuje odbouravani hemu na oxid uhelnaty €6°
a biliverdin™>"®"" Biliverdin se dale fisobenim biliverdinreduktasy metabolizuje na
bilirubin’® (viz. Obr. 6 str. 31).

HO je plre funkéni pouze v komplexu s NADPH-dependentni flavoprasou
(oznaovanou také jako cytochrom-P450-reduktasa), spdle s biliverdinreduktasou.
Tento komplex vznik&d na endoplazmatickém retikifiisobenim enzyinza gFitomnosti
molekuly G je porfyrinovy kruh hemu &ben a oxidovan na methinovémastku za
vzniku jiz zmirénych katabolickych produit

Jsou znamy 2 isoenzymy hemoxygenasy- HO-1, HO-2iviék HO-2 je v buice
konstantni, zatimco HO-1 je inducibilni. Experim@nt se pro zvySeni aktivity HO-1
pouziva hemin, pro sniZzeni aktivity HO-1 Sn-mesbtyor.

Produkty katabolizmu hemu jiz dnes nemohou bytpéh§ pouze jako odpadni
latky s toxickymi @inky. Bylo totiZ zjiS&no, Ze pro organismus vykazigdu pozivnich
efekti. U CO bhyly zjiSény protizagtlivé, antiapoptotické, antiaterogenni,
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antiproliferativni a cytoprotektivnidinky. Tato rozmanitost aktivit zprastdkovana CO je
spojend s kéiovou ochrannou roli indukce HO-1 vizpusobovani tkani proti rozdilnym

formam stresf.

HEM
iferroprotporfyrin IX)
[=alapy [ sl
| /
T i
l:ilu, H IFH,
2.

.ﬂﬁ\ﬂ”u H H
’ég HoH \‘DAD biliverdin- NH H
o g 0 € — .2
T N inthikce Fe reuktiza
G oYY
¥ HoGo CO0H
Ferriti HOOC CoOOH

i co Biliverdin I Bilirubin IXa
{(hydrofilni) (hydrofolbni)

Obr. 6: Katabolick& funkce hemoxygen&3y

Bilirubin mé silné antioxidani &inky ®®2 V malém mnoZstvi chrani vitamin A
pred autooxidaci, rowZ chrani kyselinu linolovou a dalSi nenasycené néaglyseliny
pred autooxidadf. Rovrs? pisobi jako vychytava singletového kysliku, reaguje se
superoxidovymi radikaly a je substratem pro peragydv gitomnosti HO, a organickych
hydroperoxid®. Studie Wu a kot? prokazala, Ze bilirubin vazany na albumin, tz\tae
bilirubin, chrani lidské komorové myocytyigal poSkozenim oxyradikaly. Dale bylo
zZjisteno, Ze biliverdin a bilirubin vazany na albuminudhi lidské erythrocyty a potkani
hepatocyty ped radikélovym poskozenfth Bilirubin méa rovigz protizastlivé Geinky
a vykazujetadu dalSich efelt snizuje Zilni adhezi leukoaytvyvolanou oxidanty, sniZzuje
aktivaci leukocytt a transendothelialni pohyb monoityt

Kation Fé" maze gispivat k ochranné roli HO proti rozdilnym formartresu
stimulaci vzniku ferritinu. Jedna molekula apofiému mize navazat az 45 tisic idnt

Zeleza a vykazuje cytoprotektivniinky ve smyslu ochranyipd oxid&nimi &inky
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Zeleza. Kation Fé se vaZe na reguiai protein ferritinu, ktery aktivuje zvy$enou exgire
ferritinu. Nektera pozorovani ukazala, Ze hladina ferritinu ygSena pi indukci HO-1

a snizenaip potlateni exprese HO-1. Nicmérabsolutni korelace exprese HO-1 s expresi
ferritinu prokazana nebyla. U potkanystavenym endotoxickému Soku byla pozorovana
zvySena exprese HO-1 nezavisle na hkaderritinu®®, naopak u cytotoxicity vyvolané
oxidatnim stresem byla indukce HO-1 zavisla na ferrftinu Dalsim mechanismem
ochrany biiky pied oxid&nimi vlastnostmi F& je zvySeni aktivity ATPasové pumpy
spole&né s expresi ferritinu, ATPasova pumpa zvySuje odstrani Zeleza

z intracelularniho prowedi®.
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2. Cil diplomové prace

Cilem diplomoveé prace je sledovani @amve sloZzeni gangliosidu cholestazy
vyvolané podvazem Ztovodi ve srovnani s vysledky publikovanymi u cholestazy

indukované ethinylestradiolem.

DalSim cilem je sledovat ovli¥ni spektra gangliosid po aktivaci a inhibici

enzymu hemoxygenasy.

Spektrum gangliositl je davano do souvislosti s mirou exprese mRNA&oki

sialyltransferasy syntetizujici GD3 (SAT-2).
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3. Material a metodika

3.1. Material

3.1.1. Biologicky materidl

Jéatra laboratornich potkakmene Wistar, samice

3.1.2. Chemikalie

Sn-mesoporfyrin (Frontier Scientific, Logan, UT, A)S

Hemin (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Standard GM1 (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Standard GA (fipraven v Hepatologické laboratdJKBLD 1.LF UK)
HPTLC Desky (Merck, Darmstandtghecko, Atr. 5633)

DEAE Sephadex A-50 (Pharmacia, Uppsala, Svédsko)

Silikagel 60 (Merck, Darmstandt,éhhecko)

Resorcinol (Merck, Darmstandtghhecko)

Octan amonny (Sigma, St. Louis, MO, USA)

Chlorid vapenaty (Chemapol, CZ)

Amoniak (Penta, CZ)

Hydroxid sodny (Penta, CZ)

Chloroform (Penta, CZ)

Kyselina octova (Penta, CZ)

Kyselina chlorovodikova (Penta, CZ)

Methanol (Penta, CZ)

Siran nkdnaty, pentahydrat (Penta, CZ)

n-Butanol (Penta, CZ)

n-Butylacetat (Penta, CZ)

Kyselina N-acetylneuraminova (Sigma, St. Louis, NUSA)
TagMan Gene Expression Master Mix (Applied BiosysteCA, USA)
QIAshredder kit (Qiagen, USA)

Kit pro izolaci mMRNA- RNeasy Plus Mini Kit (QiagelSA)

Kit pro prepis mMRNA na cDNA- High capacity RNA-to-cDNA Mast&ftix (Applied
Biosystems, CA, USA)
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3.1.3. Kistrojoveé vybaveni

ABI PRISM 7900 pro gPCR (AME Bioscience AIS)
Analytické vahy (GR 202- EC)

Centrifuga (Beckman GPR)

Denzitometr TLC scanner Il ,Camag (Muttenz, Svykays
Lyofilyzator (Christ alpha 1-4, B. Braun Biotechtérnational)
Orbitélni tepaka (Edmund Bihler, SWIP KM-2)
Predvazky (Kern 572)

Spektrofotometr- Specol 11 (Carl Zeiss- Jena)

Termal Cycler Techno TC512 (Chemos)

Ultrazvukovy homogenizator (Microson XL2000-010)
Vakuova odparka (Ingos RVP 200 A)

Vortex Genie 2 (Scientific Industries)

Vortex mixer (Thermolyne)

Vyrobnik ledu Cool SD18L (Gpro)

3.2. Metodika

3.2.1. Experiment na zvfatech

Samice potkain kmene Wistar (laboratorni potkarRattus norvegicys byly
chovany za firozeného denniho cyklu a za kontrolované tepl@yirata n¢la volny
piistup k vod a potra¥.

Nakladani se zvaty kthem celého experimentu g#phalo kritéria pro
experimentalni préci s laboratornimi #aty a vSechny protokoly byly schvaleny
Odbornou komisi pro praci s pokusnymiiay 1.lékaské fakulty UK.

Experimentalni cholestaza byla u iati vyvolana chirurgickym zasahemyip
kterem byly podvazany drobné Zavody v jatrech. Tato metoda vylue pranik Zluci do
briSni dutiny rupturou intrahepatalnich &wodi a vznik biliarni peritonitidy.

Kontrolni zviata byla podrobena témuz chirurgickému zakroku mv3sez
podvazu Zlgovodi, tj. pouze laparotomii.

Inhibice HO-1 byla navozena jednorazovou davkowm®l/kg Sn-mesoporfyrinu
1.den intraperitonealni injekci.

Aktivace HO-1 byla navozena davkou 3@mol/kg heminu 0. a 3.den
intraperitoneals.
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Zviratim byla provedena laparotomie pod etherovou anésf¥zhebo 18.den.
Odebrana jatra byla promyta fyziologickym roztokermeparinem, zvazena, rékha na
mensic¢asti a zmrazena. Z krevniho séra byly provedemynatesty pro posouzeni st@pn
rozvoje cholestazy. Konkrétnbyly sledovany tyto markery- celkove Zavé kyseliny
(CZK), celkovy bilirubin a ALP jako specifické miaary cholestazy a dale ALT a AST,
které jsou ukazateli obecného jaterniho posSkodatérni testy byly provedeny v Centralni
biochemické laborato UKBLD 1.LF UK akreditovanymi metodami.

V této diplomové praci jsouipvzaty vysledky réreni aktivity HO-1 jako pomocny
parametr ke sledovanému problému. Viastafemi aktivity HO-1 provagla Ing. Katgina
Vériova v ramcieseni své diplomové prace v hepatologické labtiraiéBLD 1. LF UK.
PiisluSnou metodiku publikovala ve své diplomové prdtrodukty katabolické drahy
hemu ve vztahu k patogenezi cholestazy”, VSCHT,9%00Pro ngieni byla pouZita
modifikovana metoda pro detekci CO vznikajiciho mwzkladu hemu pomoci plynové
chromatografi&.

Zvitata byla dle provedeného experimentu &eth na skupiny, které byly
oznaeny takto:

e (isté podvazy Zlkovodi:
» C- slepa operace, 5 dni
» BDL- podvaz Zlgovodi, 5 dni
» C!. slepa operace, 18 dni
» BDL' podvaz Zldovodi, 18 dni
e podvazy zldovodi + aktivace HO-1:
= aC- slepa operace, hemin, 5 dni
= aBDL- podvaz Zlgovodi, hemin, 5 dni
e podvazy Zldovodi + inhibice HO-1:
= |C- slepa operace, Sn-mesoporfyrin, 5 dni

» iBDL-podvaz Zlgovodi,Sn-mesoporfyrin,5dni

3.2.2. Izolace gangliosidl
Extrakce glykolipida z jaterni tkané

Vzorek kontrolnich jater o hmotnosti 3g v 15 métlmanolu byl nejprve jendn
nastihan a potom homogenizovan sonikaci. K homogenaglo tpiidano 15 mi
chloroformu a po dobu 30 minfiplaboratorni teplat v uzavené Erlenmayer@vbaice
probihala extrakce na orbitalnfepa&ce. Suspenze byla Zzfiltrovana do Erlenmayerovy
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baiky. Zbyly filtra¢ni kol& s jaterni tk&ni byl v nové Erlenmayeéobaice optovre
extrahovan ve 49 ml sfai A (viz. lonexova chromatografie nanici anionti) po dobu 30
minut na orbitalnifepace. Suspenze byla zfiltrovana a spojené filtrafyliokny na porgr

slozek snisi A ptidavkem 15 ml methanolu a 4 ml destilované vody.

lonexova chromatografie na stedné bazickém meni¢i anionta

DEAE Sephadex A-50 byl pouzit k separaci kyselygitu (gangliosidy, sulfatidy,
fosfolipidy) od neutralnich lipidl

Pouzivaji se nasledujici &hi sntsi:

e A chloroform- methanol- destilovana voda 30: 8@v/v/v)
e B chloroform- methanol- 0,8 M vodny octan amon3@:. 60: 8 (v/v/v)
e C 0,2 M octan amonny v methanolu

DEAE Sephadex A-50 bylipveden do acetatového cyklu veesiB. Suchy ionex
(15 g) byl vsypan do 200 ml €lni sn&si B, nechal se usadit a supernatant byl slit. Dale
byl ionex je& 3x promyt 200 ml ekni sn¥si B, poslednim podilem s B se ionex
ekvilibroval pres noc.

Na kolonku o piméru 1 cm byl nanesen Sephadex v acetatovem cykhuysdky
sloupce 3 cm po usazeni a nasteldyl 3x promyt 20 ml roztoku A pro odstrar volného
octanu.

Na kolonku byl opatrinanesen vzorek aijiok kolonou nastaven na 0,7 ml/min.

Po protéeni lipoidniho extraktu byl sloupec promyt 20 mttaku A a nasledh
5 ml methanolu.

Gangliosidy spokné s dalSimi kyselymi lipidy byly z kolonky vymyty 2@l

roztoku C.

Alkalicky katalyzovana methanolyza a dialyza

Po chromatografické separaci byly v roztoku vegéngliosidi piitomny dalSi
kyselé lipidy, pevazre fosfolipidy. Pro jejich odstrami bylo vyuZito vlastnosti esterové
vazby fosfolipidi, kterd podléha hydrolyze v alkalickém presli, zatimco gangliosidy
jsou diky amidové vazb stabilni. Gangliosidy vyt ve vodnych roztocich
makromolekularni micely, proto byla k dalSimiefSténi od hydrolyzovanych fosfolipid
a ostatnich nizkomolekularnich latek vyuZzita dialyDialyz&ni membranou projdou

pouze nizkomolekularni latky, zatimco micely gaosilii jsou zadrzerd}. K roztoku po
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chromatografické separaci séidaly 2 ml 1 M NaOH v methanolu a temperovalo s& p
37 °C 1 hod. Poté byla provedena neutralizace 2 klkyseliny octové v methanolu.

Z roztoku byl M odstraim zahu&tnim na vakuoveé rotai odparce na objem asi
1 ml (60 °C, 60 ot/min). Roztok byl paigani 6 ml destilované vody dialyzovan 2- 4 dny
proti destilované vod

Vzorek byl nasledhlyofilizovan.

PreciSténi na koloné silikagelu

Silikagel 60 (63- 10@m) byl grecisten promyvanim v centrifugaich zkumavkach
4x 15 objemy swsi CH: M: 2,5M NHOH, 30:60:8 (v/v/v) a poté byl stejnym igmbem
promyt 4x 15 objemy roztoku A (viz. lonexova chrdografie na mini¢i anionti). Po
kazdém promyvani byl silikagel centrifugovan (5 n8tis ot/min, 10 °C).

PrecisStenym suspendovanym silikagelem byla kolona éngru 1 cm napléna do
vySe 2 cm, nasledrbyl sloupec promyvan 20 ml $si CH (redestilovany): M, 2:1 (v:v),
poté 20 ml srési CH (redestilovany): M, 95: 5 (v/v).

Lyofilizovany vzorek byl rozpusgh v 1 ml smési CH: M, 1: 1 (v/v), déle bylipdan
1,5 ml chloroformu na korey poreér CH 4: 1 a vzorek byl nanesen na kolonu. Po eluci
sulfatidi 18 ml CH: M, 4: 1 (v/v), byly gangliosidy eluova2® ml CH: M, 1: 2 (v/v).

PreciSténi vzorkia

Vzorky jater iC a iBDL byly po aplikaci Sn-mesopginu i po uvedenych
pieciSt’ovacich krocich kontaminovany distotami, které se na HPTLC jevi jako&de
zabarveni, znan¢ zkreslujici denzitometrické vyhodnoceni. Byléisppupeno k dalSimu
pregistsni vzorku modifikaci vyepavani dle Folcla®® zalozeném na rozdilné polarit
netistot (hydrofobni) a gangliosid(hydrofilni).

Ke vzorkiim byl pridan 1 ml smsi CH: M, 2: 1 (v/v) a 20Qul destilované vody
a dikladre promichano na mixéru Wortex. Organicka a vodnée fagly rozdleny
centrifugaci (2,5tis ot/min, 5 min, 10°C). Hornio@ina) vrstva byla ignesena do nové
zkumavky a ke zbylé organické fazi byldigano 0,4 ml srsi M : V, 1. 1 (v/v). Po
promichani na mixéru Wortex se faze é&dg v centrifuze (2,5tis ot/min, 5 min, 10 °C).
Horni (vodnd) vrstva bylaipnesena k vodné fazi poeplchozi centrifugaci. Ke spojenym
vodnym vrstvam bylo fidano 1 ml CH a po promichani na Wortex mixéru atedeni
(2,5tis ot/min, 5 min, 10 °C) byla odebrana howddna) vrstva. Pro dalSi zpracovani

vzorku je vodny roztok gangliosicodpden pod N a rozpudin v 80ul CH:M 1:1, v:v.
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3.2.3. Fotometrické stanoveni celkové kyseliny s@ié

Metoda fotometrického stanoveni celkové kyselijosé™ je vhodna pouze pro
pieciSténé gangliosidy, nelze ji provéize vzorku celkového lipidniho extraktu.

Rednim zasobniho standardniho roztoku NeuNAc o komaein®,1 mM (navazka
0,773mg NeuNAc do 25 ml) bylaijpravena kalibréni fada s hodnotami 0; 12,5; 25;
50 nM NeuNAc (viz. Tab. 6).

Tab. 6: Kalibra’ni 7ada roztok NeuNAc

Koncentrace NeuNAc/nM 0 125 | 25,0 50,0
Roztoku stadardu NeuNAchl 0 50 100 200
Resorcinolovéginidlo/ul 200 200 200 200
Destilovana vodajl 200 150 100 0

Pred vlastnim stanovenim NeuNAc bylfgsaveno resorcinolové&nidlo o sloZzeni
40 ml koncentrované HCI, 5 ml zakladniho roztokusoreinolu, 0,125 ml
0,1 M CuSQ.5 H,0O a doplrno destilovanou vodou na 50 ml. Z&kladni roztokreisolu
byl pripraven rozpug&nim 2 g resorcinolu ve 100 ml vody a uchovavan &dérnahvi.

Pro stanoveni NeuNAc ve vzorku bylo odebranquP@zorku, gidano 200ul vody
a 200ul resorcinolovéhainidla. Fipravené roztoky bylyikladne promichany na mixéru
Wortex a 15 min zafvany ve vrouci vodni lazni. Po vyjmuti byly zkunkgvochlazeny
a ke vSem roztakn pridano 0,6 ml roztoku butylacetat : butanolu (85:15y). Po
protrepani se odtlila vodnéd a organicka faze. Horni organicka féyéa odebrana pro

zmeieni absorbanceigh = 580 nm.

3.2.4. TLC gangliosida

Vyvijeci komora byla vyloZzena filtt@im papirem Whatmann 3 a vyvijeci &m
(CH: M: 0,2% CaGH 50: 45: 11, v/viv) nalita do vySky asi 1 cm.

Vzorky gangliosid po pecisteni na silikagelu byly odgany ve vakuové rotai
odparce na objem 1- 2 ml, dood@ay pod N a rozpustny v 80ul CH:M 1:1, v:v. Vzorky
byly na TLC desku nandSeny injgk stikatkou Hamilton v objemu Sul rovnhomerng
v malych kapkach nai€e drahy 0,5 cm umisié 1 cm od dolniho okraje desky. Jako
standard bylo na kazdou desku naneseno 5 pul roztdudardu GM1 o koncentraci

97,1 uM (ptipraven navazenim a rozp&sim 0,6 g GM1 ve 4 ml V). TLC deska se
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nechala vyvijet, dokudelo vyvijeci smisi nedosahlo 1 cm pod jeji horni okraj. Poté byla
deska dkladne osuSena.

K detekci gangliosiél bylo pouZito resorcinolovéinidlo®. Friprava cinidla je
uvedena v kapitole 3.2.3. Fotometrické stanovelkiogé kyseliny sialové. Poipstikani

¢inidlem se deskaipkryla sklem a susila v susérpii 95 °C po dobu 35 min.

3.2.5. Denzitometrické vyhodnoceni TLC chromatogram

Denzitometrické vyhodnoceni bylo provedeno demzétstem Camagip 580 nm
v odraZzeném sile s pouzitim softwaru CATs3. Kvantifikace bylsopedena porovnanim
miry denzity gangliosidu se standardem GM1. Stahda1 o znamé koncentraci byl

vzdy nanesen na kazdé TLC desce.

3.2.6. Stanoveni exprese mMRNA pro sialyltransferassyntetizujici GD3 (SAT-2)
Homogenizace jaterni tkaré

Zmrazena jaterni tk&byla uchovavdna v RNA lateruip80 °C. Homogenizace
byla provedena rozdrcenim zmrzlé tkame feci misce v tekutém dusiku. Z je#nn
nadrcené tkan bylo pro izolaci mMRNA navazeno mnozstvi od 10-1§ m okamZit

zchlazeno v K(l). Zbyly homogenat byl vracen &pdo RNA lateru a uloZen do -80 °C.

Izolace mRNA z jaterni tkané
Z jednotlivych vzork byla izolovana mRNA pomaoci kit,RNeasy Plus Mini Kit"
a ,QlAshredder”. Bylo postupovanagsreé dle navodu vyrobce kitu. 1zolovana mRNA

byla uchovavanaip-80 °C.

Prepis mMRNA na cDNA

Ziskand mRNA byla igpsana do cDNA pomoci ,High Capacity mRNA-to-
cDNA* kitu. Pro pepis jednoho vzorku mRNA na cDNA bylo do Eppendeyfo
zkumavky pipetovano ful RNA vody (tj. bez obsahu RNas), & ,Master Mix"
(AppliedBiosystems) a gl mRNA. Nasledovala centrifugacei (3,5tis ot/min. Poté byl
proveden vlastni figpis na cDNA v termocycleru. Ziskana cDNA byla buwiamzit

zpracovéana pro real-time PCR analyzu nebo uschquanz0 °C.
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Kvantifikace mRNA pomoci real-time PCR
Pomoci real-time PCR byla sledovana mira expresel $AT-2. Jako endogenni
kontrola byl zvolenp-aktin, ktery vykazuje &n¢ stabilni expresi a slouzi k relativni
kvantifikaci exprese cilového genu. &npro RT-PCR obsahovala B cDNA (pomer
ifedni cDNA:voda- 1:4), 0,6ul smesi primef a fluorescetné znaené sondy, 6ul
»TagMan master mix“ a 0,4l deionizované vody.
Teplotni program pro jeden cyklus vypadal takto:
e 90- 95 °C po dobu 10 min TagMan enzymu
e 095-99 °C po dobu 15 s pro denaturaci DNA
e 60 °C po dobu 1 min pro annealing
Vystupem real-time PCR byly CT hodnoty, pro cil@enSAT-2 a kontrolni gen
B-aktin. CT hodnota (zkratka z anglického ,treshojale”) uvadi poet cykl, pri kterém
fluorescence uvolmé sondy dosahne prahové hodnoty. Vysledky expi#seého genu

byly vyjadieny v % exprese kontrolniho genu.

3.2.7. Statisticka analyza

Data jsou prezentovana jakoupwr a snérodatna odchylka (SD). Statisticka
vyznamnost rozdil mezi prondnnymi byla vyhodnocovéana t-testem iigadt normalniho
rozckleni hodnot nebo Mann- Whitney testem pokud datgomenormals rozlozZena.
Rozdily byly povaZzovany za statisticky signifikahtkdyZz hodnoty P byly mensSi nez 0,05.
Pro vyhodnoceni byl pouZzit statisticky program NCRS7.
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4. Vysledky

V této praci byly sledovany ziny v zastoupeni jednotlivych gangliogid jatrech
potkana kmene Wistar u extrahepatalni cholestazplapé podvazem Ztovodi. Byla
srovhavana skupina kontrolnich #ati na kterych byla provedena slepa operace, se
skupinou zviat s extrahepatalni cholestazou.

Déale byl sledovan a porovnavan vliv inhibice HGsfh-mesoporfyrinem a vliv
aktivace HO-1 heminem na zastoupeni jednotlivyamgtiasidi v jatrech potkana kmene
Wistar s experimentalni cholestdzou. Byly srovngvéontrolni skupiny s kontrolami
s aktivovanou/inhibovanou HO-1 a dale skupiny svazeém oproti podvain

s aktivovanou/inhibovanou HO-1.

4.1. Jaterni testy

Pro zjiSeni stupr vyvoje cholestazy byly stanoveny hodnoty sérovgdrkefi,
tzv. jaterni testy: CZK, bilirubin, ALP, ALT, ASTSpecifickymi markery cholestazy jsou
CZK, bilirubin a ALP. Ostatni ALT, AST dokumentugibecné poskozeni jater. Skupiny
zvitat byly porovnany pro zji8ni statisticky vyznamnych rozdi(Tab. 8-13).

Pro potvrzeni udsgEnosti zakroku vedouciho k aktivaci/inhibici HO-1lyld

stanovena celkova aktivita HO. Vysledky uvadi Tab.

Tab. 7: Hodnoty celkové aktivity HO u sledovany&upsn zvfat, aktivita uvadna
v pmol CO/hod/mg tkan

Skupina zviat ﬁgl/\;/)l?m/hod/mg tka
C 327,67+47,5

BDL 199,43+36,5

ic 175,5+63,6

iBDL 59,25+7,05

aC 833,6+176,59

aBDL 640,63+122,86

V Tab. 7 jsou uvedeny pmérné hodnoty celkové aktivity HO ze vzdrk
jednotlivych skupin zvat. Potvrzuji usgsny zékrok, jehoz cilem bylo vyvolat sniZzeni
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anebo zvySeni aktivity HO-1. Po aplikaci Sn-mestporu vykazuje celkovd HO vyrazné
snizeni aktivity, po aplikaci heminu vykazuje celadHO vyrazné zvySeni aktivity.

Tab. 8: Srovnani hodnot sérovych markkontrol C a podvazBDL

Seérovy marker C (n=6) BDL (n=7) P-hodnotal

CZK (umol/l) 17,33+10,05 372,00+142,94 <0,001

Bilirubin (umol/l) | 1,35£0,71 | 250,3+43,32 <0,001

ALP (ukat/l) 2,00+0,32 | 4,41%0,32 <0,001
ALT (pkat/l) 0,7+0,06 | 0,91 +0,20 0,031
AST (ukat/l) 2,42+0,57 | 3,27 +0,47 0,014

V Tab. 8 jsou statisticky vyhodnoceny sérové markeezi skupinami C (5-denni
kontrola) a BDL (5-denni podvaz). #&h cholestazy byl potvrzen zj&tim statisticky
vyznamnych rozdil s P-hodnotami menSimi 0,05 u vSech sledovanychkaté&h jaterni
cholestazy CZK, bilirubinu, ALP i markérjaterniho poskozeni ALT a AST mezi

porovnavanymi skupinami.

Tab. 9: Srovnani hodnot sérovych markkontrol C® a podvai BDL'®

BDL™
Sérovy marker & (n=6) (n=11) P-hodnota

CZK (umolll)  |11,83+6,24 | 304,64+77,32 <0,001

Bilirubin (umol/l) | 2,27+0,90 233,25+32,72 <0,001

ALP (ukat/l) 1,7120,49 | 4,59+0,47 <0,001
ALT (ukat/l) 0,81+0,52 | 0,95+0,26 0,031
AST (ukat/l) 1,9621,03 | 6,69+2,55 0,001

V Tab. 9 jsou statisticky vyhodnoceny sérové markerezi skupinami &
(18-denni kontrola) a BD® (18-denni podvaz). Podobibyl pribéh cholestazy potvrzen
i u 18-denniho experimenRrhodnotami mensimi nez 0,05 u vSech sledovanyvygeh

markern.
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Tab. 10: Srovnani hodnot sérovych matkkontrol iC s inhibici HO-1 a podvaiaBDL
s inhibici HO-1

Sérovy marker iC (n=6) IBDL (n=8) P-hodnota

CZK (umol/l)  |14,00+13,83 562,75+216,30 0,002

Bilirubin (umol/l) | 2,00£0,30 | 192,90+78,76 < 0,001

ALP (ukat/l) 1,85+0,31 | 3,51+0,98 0,002
ALT (ukat/l) 0,65 0,06 | 0,98+0,40 0,071
AST (ukat/l) 1,5520,21 | 4,36+1,48 0,001

V Tab. 10 na str. 43 jsou statisticky vyhodnoceésogé markery mezi skupinami
iC (5-denni kontrola s inhibici HO-1) a iBDL (5-d&n podvaz s inhibici HO-1).
U sledovanych markércholestazy byly zjighy P-hodnoty mensi nez 0,05, coz potvrzuje
prabéh cholestazy. Jaterni poSkozeni potvrzuji stakigticyznamné vysledky pro ALT
a AST.

Tab. 11: Srovnani hodnot sérovych matkkontrol aC s aktivaci HO-1 a podvaaBDL
s aktivaci HO-1

Seérovy marker aC (n=5) aBDL (n=8) P-hodnota

CZK (umol/l) 29,8+21,28 | 638,38+201,23 0,003

Bilirubin (umol/l) | 3,76+0,97 | 291,31+40,69 0,003

ALP (ukat/l) 2,08+2,06 | 4,60+3,70 0,057
ALT (pkat/l) 0,54 +0,03 | 1,21+0,39 0,003
AST (ukat/l) 1,53+0,50 | 6,40+3,90 0,003

V Tab. 11 jsou statisticky vyhodnoceny sérové ragrkmezi skupinami aC
(5-denni kontrola s aktivaci HO-1) a aBDL (5-demuidvaz s aktivaci HO-1). #&osch
cholestazy byl potvrzen zji&tim statisticky vyznamnych rozdik P-hodnotami mensimi
0,05 u marker cholestazy CZK a bilirubinu. Jaterni poskozenivpmiji statisticky

vyznamneé vysledky pro ALT a AST.
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Tab. 12: Srovnani hodnot sérovych matkerkontrol C a podvaziC s inhibici HO-1

Sérovy marker C (n=6) iIC (n=6) P-hodnota
CZK (umol/l) 17,33+10,05] 14,00+13,83 0,260
Bilirubin (umol/l) | 1,35+0,71 2,00+0,30 0,066
ALP (ukat/l) 2,00+0,32 1,85+0,31 0,429
ALT (ukat/l) 0,7 +0,06 0,65 +0,06 0,185
AST (ukat/l) 2,42+0,57 1,55+0,21 0,006

V Tab. 12 jsou statisticky vyhodnoceny sérové mirkeezi skupinami C (5-denni
kontrola) a iC (5-denni kontrola s inhibici HO-KBromé AST nebyly zjiS¢ény Zadné
statisticky vyznamné rozdily sérovych markemezi porovnavanymi skupinami

a pribeh cholestazy nebyl potvrzen.

Tab. 13: Srovnani hodnot sérovych markerkontrol C a kontrol aC s aktivaci HO-1

Sérovy marker C (n=6) aC (n=5) P-hodnota
CZK (umol/l) 17,33+10,05] 29,8+21,28 0,463
Bilirubin (umol/l) | 1,35+0,71 3,76+0,97 0,001
ALP (ukat/l) 2,00+0,32 2,08+2,06 0,100
ALT (ukat/l) 0,7 +0,06 0,54 +0,03 0,001
AST (ukat/l) 2,42+0,57 1,53+0,50 0,028

V Tab. 13 jsou statisticky vyhodnoceny sérové ragrku skupin C (5-denni
kontrola) a aC (5-denni kontrola s aktivaci HOStatisticky vyznamné P-hodnoty mensi
nez 0,05 byly zjigny u bilirubinu, ALT a AST. ZvySeni koncentraceitibinu u skupiny
aC potvrzuje aktivaci HO-1 vlivem heminu.

Prib¢h cholestazy byl potvrzen na zakdagtatistického vyhodnoceni jaternich test

u vSech skupin z¥at po operativnim zakroku s podvazemiakodi.

4.2. Stanoveni celkové lipid& vazané kyseliny sialové

Ve vzorcich izolovanych gangliosidbyla stanovena celkova lipiinvazana
kyselina sialova. Vysledky jsou uvedeny v Tab.nk4 str. 46. V tabulce je pro kazdou
skupinu zviat uvedena imérna hodnota NeuNAc a jeji smodatna odchylka stanovena
z daného p&tu vzorki ve skupig. Vysledky jsou uvaghy v nmol NeuNAc v 1 g vihké

jaterni tkas.
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Tab. 14: Koncentrace celkové lipilnvazané kyseliny sialové u sledovanyh skupin
(C, BDL, C® BDL', iC, iBDL, aC, aBDL) uvéatha v nmol/g vihké jaterni tkén

. Pacet vzorki c(nmol/
Skupina ve skupir Pn(‘imérigg)
C 6 17,33+3,47
BDL 7 26,51+3,90
c'® 6 17,67+10,51
BDL'® 11 30,1+17,05
iC 3 29,32+1,57
iBDL 8 51,57+6,20
aC 4 29,58+9,82
aBDL 8 52,04+9,05

Tab. 15: Zrany v obsahu celkové kyseliny sialové v uvedenyghirgch.
Posouzeni vyznamnosti

Srovnavaneé skupiny | P- hodno|ta
C BDL 0,001
c'® BDL'® 0,020
iC iBDL <0,001
aC aBDL 0,003
C iC 0,001
C aC 0,021
BDL iBDL <0,001
BDL aBDL <0,001

Rozdily v obsahu kyseliny sialové mezi skupindayly statisticky vyhodnoceny
(viz. Tab. 15). Statisticky vyznamné rozdily mekuginami jsou vyjateny P hodnotou
mensSi 0,05. Statisticky vyznamné rozdily v obsahauWNAc byly nalezeny mezi
skupinami kontrol a podvaz(C x BDL, C® x BDL*, iC x iBDL, aC x aBDL, C x iC,
C x aC), kdy byl sledovan n#t NeuNAc u podvarz oproti kontrolam. DalSi statisticky
vyznamny naist obsahu NeuNAc byl zj& mezi skupinou 5-dennich podviea podva#
s aktivovanou/inhibovanou HO-1 (BDL x aBDL, BDLiBDL).
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4.3. Vyhodnoceni TLC chromatograni

Obsah jednotlivych gangliosid ve vzorcich byl zji&n denzitometrickym
proméienim TLC desek po detekci resorcinolovymidlem. Mnozstvi jednotlivych
gangliosidi byla pgepcitana dle poréru denzitometrickych ploch pik vzhledem ke
standardu GM1 aplikovaném na kazdou TLC desku adigma v mnozZstvi vazané
kyseliny sialové. Vlivem rozdil mezi TLC deskami zjsobenymi rozdily v detekci
resorcinolovynxinidlem, tj. intenzitou posiku, zal¥atim aj., bylo nutné denzitometrické
odezvy z jednotlivych TLC desek sjednotit kahekn faktorem vztazenym na stejné
mnozstvi standardu GM1. Vysledky jsou uvedeny uliedch 16-24. Signifikantni zény
gangliosidh z chromatografickych analyz uvadinmepledr zakreslené ve schématu
biosyntézy gangliositl s vyznagenim nasobku zvySeni/snizeni (Obr. 8-13). Ukazk& TL

chromatogramu je uvedena na Obr. 7.

GM3

GM1
GD3

GD1la

GD1b

PV LW

GT1b

aC aBDL

Obr. 7: Ukazka chromatografickéhceldni. Srovnani gangliosid skupin aC (5-denni
kontrola s aktivaci HO-1) a aBDL (5-denni podvazakg8vaci HO-1)- ukézka
chromatogramuZatimco ve skupinaC pevladaji gangliosidy a- série, ve skupaBDL
se Zetelr¥ objevuji gangliosidy b- série.
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Tab. 16: Koncentrace gangliogsidnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny C a BDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid BDL P-hodnota
C (nmol/g) |(nmol/g)
n=4 n=4
a- GM3 2,73+0,95 4,11+2,31 0,206
GMla 2,37+2,16 3,07+1,79 0,533
GDla 2,47+1,62 5,42+3,13 0,063
b- GD3 0,79+0,53 1,41+0,83 0,147
GTlb 0,31+0,28 0,73+0,37 0,046
GD1b 0,77+0,58 1,83+0,71 0,032

V Tab. 16 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tkaw u skupin C (5-denni kontrola) a BDL (5-denni pagvaMezi €mito
skupinami byl zaznamenan statisticky vyznamny foadtT1b a GD1b, kdy je sledovéan
jejich naist u podvazu (BDL) oproti kontrole (C).

GlcCer «——— Cer
GlcT
%GalTl

LacCer — » GM3 ———» GD3 ———» GT3

SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l l GalNAcT
GA2 GM2 GD2 GT2
GalT 2 GalT 2
2 JAX
GA1l GM1la GT1c
l SAT 4
T 2,4X
GM1b GDla GQlc
SAT 5,
SATX
GDl1c GTla Gle GPlc
= GD1le = GTak = GQlbe = GPla
0- série a- série b- série C- Série

Obr. 8: Signifikantni zemy ve sloZeni gangliosidi podvazu proti slepoperovanym

zviratum, 5-denni, s vyzdanim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny BDL @joti
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Tab. 17: Koncentrace gangliosignmol/g jaterni tkae#) vzorki ze skupiny € a BDL'®,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid 18 BDL™ P-hodnota
C~" (nmol/g) | (hmol/qg)
n=4 n="7
a- GM3 2,56+2,01 1,76+0,66 0,340
GMla 2,24+1,33 2,95+1,47 0,387
GDla 1,73+0,79 3,17+2,58 0,219
b- GD3 0,47+0,27 1,80+0,52 3,001
GTlb 0,35+0,26 0,67+0,47 0,162
GD1b 0,44+0,16 1,56+1,23 0,046

V Tab. 17 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tka® u skupin G? (18-denni kontrola) a BDE (18-denni podvaz). Mezémito
skupinami byl zji&n statisticky vyznamny rozdil u GD3 a GD1b, kdysjedovan jejich
narist u podvazu (BDt®) oproti kontrole (&7).

GlcCer «——— Cer

GlcT
%GalTl T 3,8x
LacCer ———» GM3

@ GT3
SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l GalNAcT
GA2 GM2 GD2 GT2
GalT 2 GalT 2 GalT 2
J3’5X
GA1 GM1a ( GDy GTlc
l l l l SAT 4
GM1b GD1la GT1b GQlc
SAT 5,
i i i SATx
GD1c GTla GQ1b GP1c
= GDla = GTi = GQlba = GPla
0- série a- série b- série C- Série

Obr. 9: Signifikantni zemy ve sloZeni gangliosidi podvazu proti slepoperovanym

zviratiim, 18-denni, s vyzdenim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny'Broti C*?)
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Tab. 18: Koncentrace gangliosidnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny iC a iBDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid  |. IBDL P-hodnota
iC (nmol/g) |(nmol/g)
n=3 n="7
a- GM3 3,36+2,67 1,78+1,39 0,197
GMla 1,66+1,37 1,42+1,26 0,751
GDla 1,50+1,02 2,65+1,56 0,154
b- GD3 0,64+0,44 0,76+0,48 0,474
GTlb 0,17+0,12 0,31+0,17 0,099
GD1b 0,36+0,29 0,82+0,44 0,048

V Tab. 18 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin iC (5-denni kontrola s inhibici HO-1) BDL (5-denni podvaz
s inhibici HO-1). Mezidmito skupinami byl zji&in statisticky vyznamny rozdil u GD1b,
kdy je sledovan jeho ndst u podvazu s inhibici HO-1 (iBDL) oproti kontroseinhibici
HO (iC).

GlcCer «——— Cer

GlcT
LGaITl
LacCer ——» GM3 ——» GD3 ——» GT3

SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l l GalNAcT

GA2 GM2 GD2 GT2
GalT 2 GalT 2 GalT 2
tIz,sx
GA1 GM1a ( GDy GTlc
l l l l SAT 4
GM1b GD1la GT1b GQlc
SAT 5,
l l l SATx
GD1c GTla GQ1b GP1lc
= GD1a = GTk = GQlbe = GPlw
0- série a- serie b- série c- série

Obr.10: Signifikantni zemy ve sloZeni gangliosidi podvazu s inhibici HO-1 proti slép
operovanym zyétum s inhibici HO-1 s vyzi@anim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny
IBDL proti iC)
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Tab. 19: Koncentrace gangliogsidqnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny aC a aBDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid aC (nmol/g) ?an?(;_I/g) P-hodnota
n=3 n=7

a- GM3 12,11+7,06 | 10,01+7,59 0,638
GMla 9,47+8,04 7,00+4,83 0,518
GDla 4,88+2,71 7,90+4,94 0,167

b- GD3 0,92+0,67 2,10+1,32 0,190
GT1b 0,11+0,04 1,06+0,43 ;001
GD1b 0,37+0,24 2,75+1,56 0,007

V Tab. 19 jsou uvedena mnoZstvi sledovanych gesigli v nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin aC (kontrola s aktivaci HO-1) a aBDL (pad s aktivaci HO-1).
Mezi tmito skupinami byly zji&ny statisticky vyznamné rozdily u GT1b a GD1b, kely
sledovan jejich ndist u podvazu s aktivaci HO-1 (aBDL) oproti kontraeaktivaci

HO-1 (aC).
GlcCer «——— Cer

GlcT
LGaITl
LacCer ———» GM3 ——» GD3 ———» GT3
SAT 1 SAT 2 SAT 3
l l l l GalNAcT

GA2 GM2 GD2 GT2
L l GalT 2 GalT 2 L GalT 2
GA1 GM1a ( GDy J7,4x GTlc

l l oo |57

GM1b GD1la GQ1c
SAT 5,
i i i SATX
GDl1c GTla GQ1b GP1c
= GD1le = GTak = GQlbe = GPla
0- série a- série b- série C- Série

Obr. 11: Signifikantni zemy ve slozeni gangliosidi podvazu s aktivaci HO-1 proti step
operovanym zwatim s aktivaci HO-1 s vyzexsnim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny

aBDL proti aC)

51



Tab. 20: Koncentrace gangliosidnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny C a iC,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid C (nmol/g) | iC (nmol/g) | P-hodnota
n=4 n=3
a- GM3 2,73+0,95 3,36+2,67 0,597
GMla 2,37+2,16 1,66+1,37 0,514
GDla 2,47+1,62 1,50+1,02 0,245
b- GD3 0,79+0,53 0,64+0,44 0,602
GTlb 0,31+0,28 0,17+0,12 0,262
GD1b 0,77+0,58 0,36+0,29 0,297

V Tab. 20 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin C (5-denni kontrola) a iC (5-denni kolat®inhibici HO-1). Nebyly
zde zjiSény Zadné statisticky vyznamné rozdily mezi porowamdwni skupinami.

Tab. 21: Koncentrace gangliogsigqnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny BDL a iBDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid (Bn?nLoI/g) I(Iialt_)llg) P-hodnota
n=4 n="7

a- GM3 4,11+2,31 1,78+1,39 0,046
GMla 3,07+1,79 1,42+1,26 0,069
GDla 5,42+3,13 2,65+1,56 0,109

b- GD3 1,41+0,83 0,76+0,48 0,124
GT1b 0,73+0,37 0,31+0,17 0,020
GD1b 1,83+0,71 0,82+0,44 0,008

V Tab. 21 jsou uvedena mnoZstvi sledovanych gasigli v nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin BDL (5-denni podvaz) a iBDL (5-denni pads inhibici HO-1).
Mezi €mito skupinami byly zji&ny statisticky vyznamné rozdily u GM3, GT1b a GD1b,
kdy je sledovéno jejich snizeni u skupiny iBDL (ped s inhibici HO-1) oproti BDL
(podvaz).
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GlcCer «——— Cer

GlcT
£6a|T1 l 2,3x
LacCer GD3 —» GT3
SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l GalNAcT
GA2 GM2 GD2 GT2
i GalT 2 GalT 2 L
GA1 GM1a tiz,zx GTlc
l l l SAT 4
lz,sx
GM1b GDla GQlc
SAT 5,
i i i SATx
GD1c GT1la GQ1b GP1c
= GD1la. = GTi = GQlba = GPla
0- série a- série b- série C- Série

Obr.12: Signifikantni zemy ve sloZzeni gangliosidi podvazu s inhibici HO-1 proti

podvazu s vyzi@anim nasobku snizeni koncentrace (skupiny iBDti BL)

Tab. 22: Koncentrace gangliogsigqnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny C a aC,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid C (hmol/g) | aC (nmol/g)| P-hodnota
n= 4 n=3

a- GM3 2,73+x0,95 | 12,11+7,06| 0,010
GMla 2,37+2,16 | 9,47+8,04 0,066
GDla 2,47+1,62 | 4,88+2,71 0,100

b- GD3 0,79+0,53 | 0,92+0,67 0,764
GTib 0,31+0,28 | 0,11+0,04 0,081
GD1b 0,77+0,58 | 0,37+0,24 0,201

V Tab. 22 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tkag u skupin C (5-denni kontrola) a aC (5-denni kdatsoaktivaci HO-1). Mezi
témito skupinami byly zji&ny statisticky vyznamné rozdily u GM3, kdy je sledo jeho
narst u skupiny aC (kontrola s aktivaci HO-1) oprotikontrola).
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GlcCer «——— Cer
GlcT

£6a|T1 T 4,4x
LacCer GD3 —» GT3
SAT 1 SAT 2 SAT 3,5
l l l GalNAcT
GA2 GM2 GD2 GT2
i GalT 2 GalT 2 L
GA1l GM1la GD1b GTilc
l l l l SAT 4
GM1b GD1la GTilb GQlc
SAT 5,
l l l SATx
GD1c GT1la GQ1b GP1c
= GD1la = GTak = GQlba = GPlax
0- série a- série b- série C- Série

Obr.13: Signifikantni zemy ve sloZeni gangliosidi sle@ operovanym s aktivaci HO-1

proti slep operovanym s vyzei@anim nasobku zvySeni koncentrace (skupiny aC @joti

Tab. 23: Koncentrace gangliogsigqnmol/g jaterni tka#) vzorki ze skupiny BDL a aBDL,

n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid (Bn?nLoI 19) ?nBrr?(i_l 19) P-hodnota
n=4 n=7
a- GM3 4,11+2,31 10,01+7,59 0,096
GMla 3,07+1,79 7,00+4,83 0,067
GDla 5,42+3,13 7,90+4,94 0,482
b- GD3 1,41+0,83 2,10+1,32 0,268
GT1b 0,73+0,37 1,06+0,43 0,144
GD1b 1,83+0,71 2,75%£1,56 0,181

V Tab. 23 jsou uvedena mnoZstvi sledovanych

gasidgtiov nmol na g vihké

jaterni tkag u skupin BDL (5-denni podvaz) a aBDL (5-denni pade aktivaci HO-1).

Mezi €mito skupinami nebyly sledovany zadné statisticignamné rozdily.
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Tab. 24: Koncentrace gangliosignmol/g jaterni tkae#) vzorki ze skupinyC*®a BDL,
n- pa‘et zviat ve skupidi

Skupina zwviat
Série Gangliosid 18 BDL P-hodnota
C~" (nmol/g) | (hmol/qg)
n=4 n=4
a- GM3 2,56+2,01 4,11+2,31 0,244
GMla 2,24+1,33 3,07+1,79 0,371
GDla 1,73+0,79 5,42+3,13 0,063
b- GD3 0,47+0,27 1,41+0,83 0,023
GTlb 0,35+0,26 0,73+0,37 0,060
GD1b 0,44+0,16 1,83+0,71 0,001

V Tab. 24 jsou uvedena mnoZzstvi sledovanych gasigtiov nmol na g vihké
jaterni tka® u skupin G® (18-denni kontrola) a BDL (5-denni podvaz). Sty
vyznamneé rozdily byly zjighy mezi ¢mito skupinami u GD3 a GD1b, kdy byl sledovan
jejich naast u skupiny BDL (podvaz) oproti *€(kontrola).

Vysledky statistické analyzy vyhodnocujici @my mezi porovnavanymi skupinami
zvirat v obsahu celkové lipidni NeuNAc a v zastoupdefi®sanych gangliosid Ize

shrnout v nasledujicim zhodnoceni.

Vliv cholestazy vyvolané podvazem Zayodi zpisobuje zvysSenb-série gangliosidl
a celkové NeuNAc :
» BDL (5-denni podvaz) proti C (5-denni kontrola)¥y&eni gangliosiél b-série -
GT1b, GD1b a zvySeni celkové NeuNAc
= BDL'® (18-denni podvaz) proti ‘€ (18-denni kontrola)- zvySeni gangliosid
b-série- GD1b,GD3 a zvySeni celkové NeuNAc

Podobny trend vlivem cholestazy je patrny i ze s&m nasledujicich skupin:
» BDL (5-denni podvaz s inhibici HO-1) proti iC (®4dni kontrola s inhibici
HO-1) - zvySeni gangliosidb-série GD1b a celkové NeuNAc
» aBDL (5-denni podvaz s aktivaci HO-1) proti aC di kontrola s aktivaci
HO-1)- zvySeni gangliosid b-série GT1b, GD1b a celkové NeuNAc
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Vliv Sn-mesoporfyrinu zfisobuje zvySeni celkové NeuNAc, &ny v zastoupeni
gangliosidh jsou még jednoznané:
» |C (5-denni kontrola s inhibici HO-1) proti C (5+d& kontrola)- zvySeni celkové
NeuNAc, ale nebyla sledovana Zzadn&menv zastoupeni gangliosid
» iBDL (5-denni podvaz s inhibici HO-1) proti BDL (enni podvaz)- zvySeni
celkové NeuNAc a snizeni gangliogig-série GM3, b-série GT1b, GD1b

Vliv heminu zpisobuje zvySeni gangliogida-série mezi #kterymi porovnavanymi
skupinami:
» aC (5-denni kontrola s aktivaci HO-1) proti C (5wde kontrola)- zvySeni
gangliosidi a-série GM1, GM3 a zvySeni celkové NeuNAc
» aBDL (5-denni podvaz s aktivaci HO-1) proti BDL dBnni podvaz)- beze

zmeny v zastoupeni gangliosidzvyseni celkové NeuNAc

4.4. Stanoveni exprese mRNA pro sialyltransferaswystetizujici GD3 (SAT-2)
Vzhledem k tomu, Ze u skupin zai s vyvolanou cholestazou dochazelo ke zvySeni
gangliosidi b- vétve, zjisSEné vysledky jsme chli ovéfit i na molekularg- biologickée

arovni a proto bylo fistoupeno ke stanoveni mMRNAddveého enzymip- vétve, SAT-2.

Tab. 25: Exprese mRNA pro sialyltransferasu sinigti GD3 (SAT-2) u jednotlivych

skupin zviat vyjadiena v % uci expresi mRNA prg-aktin (endogenni kontrola)

Skupina |Exprese SAT-2 / % kontroly
zvitat prameér=SD

C 52,9+20,0
BDL 17,5+6,9

aC 48,2+26,2
aBDL 15,3+6,8

iC 383,8+123,1

iBDL 111,7+54,3

e Zvysledki (Tab. 25) je patrné, Ze dochazi ke snizeni exprdd&A pro cilovy enzym
SAT-2 u skupin zvit s podvazy oprotiffslusné kontrolni skupénzvirat:
C (5-denni kontrola) x BDL (5-denni podvaz)
aC (5-denni kontrola s aktivaci HO-1) x ABDL (5-dépodvaz s aktivaci HO-1)
iC (5-denni kontrola s inhibici HO-1) x IBDL (5-deinpodvaz s inhibici HO-1)
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e DalSim zjiSénim je, Ze skupiny z¥at s aplikovanym Sn-mesoporfyrinem iC (5-denni
kontrola s inhibici HO-1) a iBDL (5-denni podvazinibici HO-1) vykazuji
nékolikanasobny ndist exprese mRNA pro SAT-2 oproti kontrolnim skupm&
(5-denni kontrola) a BLD (5-denni podvaz).

Data z Tab. 26 jsourphledré znazorgna v grafu 1.

Exprese mRNA pro SAT-2

500% -

400% ~

——

300% +

200% ~

% kontroly

HH

100% -

iC iBDL aC aBDL Cc BDL

skupiny zvi fat

Graf 1: Vysledky stanoveni mRNA odpovidajici SATskedovanych skupin.
Zatimco vlivem cholestazy (kontroldkrovnavana s podvazeBDL, kontrolni

+ aktivovanou HO-1aC srovnavana s podvazem + aktivovanou HGBDL) dochazi
k poklesu exprese mRNA, u skupin s inhibovanou Kl@#+itrolaiC, podvaaBDL)
dochazi keietelnému narstu mRNA pro SAT-2.
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5. Diskuse

P¥i posuzovani zin ve sloZeni gangliosidje nejprve nutno zminit, Ze jsou
popsany druhay a tkaowvé specifické rozdily ve slozeni, které jecowvano z casti
genetickymi faktory". MiZe byt ovliviovano hormony, chemikaliemi nebo maligni
transformaci buwk. Toto sloZeni mize prochazet zsmami, které jsou ovlikovany
zménami v aktivitach glykosyltransferasgastnicich se v biosyntéZeV mysich jatrech
byly pozorovany zrny v expresi gangliosidv zavislosti na #ku®®.

Detailni vySateni jednotlivych variaci ve slozeni gangliasiétteré provedl Schitz-
Henninger a spdf, zjistilo odchylky ve sloZeni gangliosidv jatrech potkana kmene
Wistar. Zde byly zvySeny gangliosidy- série (GD3, GD1b, GT1b), coz korelovalo
s aktivitou sialyltranferasy syntetizujici GD3 (S&J. Tyto zngény vykazovaly odchylky
mezi mladymi a starSimi zigty i rozdily mezi samci a samicemi.

Vzhledem k uvedenym zji&tim je teba poznamenat, Ze jak v publikaci Majera
a spol’, tak v praci provathé mnou, byly pouZity samice potkakmene Wistar. V daném
experimentu vzdy stejného 8tél2 tydni), u nichz byla dle Majera zji&ta zvySena mira
exprese gangliosid b- série az po vyvolani cholestazy indukované od7-
ethinylestradiolem.

Zatimco Majer a spol. (2007)sledovali zmny gangliosid po vyvolani
intrahepatalni cholestdzy Litethinylestradiolem, v mé diplomové praci bylydsdgany
zmeny v gangliosidech po vyvolani obsteuk extrahepatalni cholestazyj piz se uzasr
Zlucovodi experimentalé napodobuje jejich podvazem.

Po metodické strance jsem pouzila postupy andtégeko v praci Majera a spol..
Visolaci gangliosid jsem pouzila dkladrgjSi postup peciSténi gangliosid zejména
pouzitim afinitni chromatografie na kolonDEAE Sephadexu a finalni purifikaci
na kolor¢ silikagelu, coz vedlo k&Simu zaoseni zon v nasledujici chromatografii na
tenké vrst¢. Postupy vlastniho chromatografickéhéleti i denzitometrie a rowa
fotometrické stanoveni celkové lipidni kyselinylsia& bylo identické jako v praci Majera
a spol. Proto Ize vysledky v mé praci a praci Magispol. vzajeminporovnat (viz. dale).

Vyhodnocovani detekovanych zorelehi na tenké vrstv maZze poskytovat,
ve srovhani s metodamiimichz je gangliosid v roztoku nagpii fotometrii, mér presnée
vysledky. Chromatografie na tenké vists naslednou denzitometrii je vSak stéle
nejrozsfergjSi metodou i analyze gangliositla m& i pes semikvantiativni vystupiadu
vyhod. ModergjSi postupy, jako je ndp HPLC dleni na kolonce aminosilikagelu
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(LichrosorbNH, Merck Darmstad?f, umo#uji sice dleni nederivatizovanych
gangliosiah v komplikované sisi gradient, je vSak pi ni &Zké odliSit gangliosidy od
piipadné negangliosidov&imesi poskytujici pi 215 nm rovi&Zz odezvu. Proto metoda
neposkytuje zvlastni vyhody bez napojeni na syd®iMS. Toto zéizeni nebylo vSak
k dispozici.

Pro denzitometrické &ieni jsem vychazela z prace Smida a Reinisové (1473)
podle niz poskytovalo vyhodnoceni barevnych zongliasidi po resorcinolové detekci
srovnatelné vysledky s fotometrickou metodou pudsdnou Suzukim (1965}, pii niz
byly jednotlivé zény gangliosidvySkrabany a gangliosidy eluovany a provedenams ni
resorcinolova reakce ve zkumavce. V praci SmidaemiBové bylo zji&tno, Ze stejné
mnoZzstvi mono-, di-, trisialogangliosiddava denzitometrickym &enim ploch pik
odezvu v porru 1:2:3 a fotometrickym #ifenim linearni kalibraci do 0,4umol
gangliosidu (tj. piblizn¢ do 6 nmol lipidé vazané kyseliny sialové). Linearni kalibraci pro
0,1-6 nmol lipide vdzané kyseliny sialové uiznych gangliosid zjistili také Chigorno
a kol. (1982)°? za pouZiti alternativni metody detekce kyselinglsié s Ehrlichovym
¢inidlem (p-dimethylaminobenzaldehydem-HCI). Z toho vyplyvé,gbomoci denzitometrie
je mozno vyjatbvat ziskané hodnoty jako procentuelni zastoupssiliy sialové
a v pipact kalibratniho standardu i jako absolutni hodnoty kyselirglasié v nmolech.
Chigorno a spol. zjistili, Ze Ize pouzit jedinéharglardu GM1 gangliosidu. V této praci
jsem pouzila k vyp&tu rovnez standard monosialogangliosidu GM1 o znamé konaeint
aplikovany na kazdou desku v nmolech vazané kygsiadové. Vliv rozdili detekce mezi
TLC deskami zfisobeny odliSnostmi v pdas#tu resorcinolovyméinidlem, tj. intenzitou
postiku, zalratim aj., byly sjednoceny kor&kim faktorem vztazenym denzitometrickou

odezvu stejného mnozstvi standardu GM1 na jediyotif LC deskach.

Tato prace dosgla k nasledujicim zjiS€nim ohledné vlivu cholestazy:

Vzorky s cholestazou vykazuji oproti kontrolnim wkom nafst gangliosid
b-vétve (GT1lb, GD1b, fipadré GD3), cemuz odpovida i prokazany riatem celkové
lipidn¢ vazané kyseliny sialové (celkové gangliosidy).olafiS€ni je platné pro srovnani
skupin C proti BDL, & x BDL'), iC (5-dennf kontrola s inhibici HO-1) x iBDL @enni
podvaz s inhibici HO-1) a aC (5-denni kontrola svaici HO-1) x aBDL (5-denni podvaz
s aktivaci HO-1). Na zakladechto vysledk lze fici, Ze cholestaza vyvolana podvazem
Zlucovoda zpasobuje néist gangliosid b-vétve a celkové NeuNAc, které vsSak jsou

vyrazre niz8i nez u EE-cholestazy (Majer a spol., 2607to Ize vysutlit dvema faktory.
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U EE-cholestazy vysoké koncentracecbiych kyselin atakuji membranu hepatdcye
sinusoidalni strany, zatimco u cholestazy vyvolpodvazem psobi nahromashé CZK
ze strany sinusoidalni i kanalikularni. Druhym fakim je vliv estrogein U t€hotenské
cholestazy byla zjiha snizena fluidita membran (Smith and Gordon, Y888ktera
muze byt zfisobena pray vysSi koncentraci gangliosidv membras. To by mohlo
souviset i se znamym faktem, Zé&i pehotenské cholestazestg§inou nevznikd Zzadné

periportalni poskozeni hepatocytu, které je typmkgvem u obstrulni cholestazy.

Vliv inhibice a aktivace hemoxygenasy:

U vzorka s aplikovanym heminem (5-denni kontrola aC) oprokiontrolnim
vzorkim (C 5-denni) dochazi ke zvySeni gangliosaekétve. U srovnani aC proti C bylo
rovnéZz zaznamenano statisticky vyznamné navySeni celki@dNAc. U srovnani skupin
aBDL proti BDL byl potvrzen pouze n#st celkové NeuNAc. Z vysledk mizeme
usuzovat, Zze HO-1 aktivovana heminem vyvolavaistagangliosid a-vétvé a celkové
NeuNAc. Na vysutleni toho jevu se zatri dalSi vyzkum v laboratoskolitele.

Kontrolni vzorky s HO-1 inhibovanou Sn-mesoporfigiin (iC) oproti kontrolnim
vzorkim (C) nevykazuji zrny ve sloZeni gangliosid byl pouze zji&n nafst celkové
NeuNAc u iC oproti C. Pokud srovnavame vzorky sles@zou v kombinaci
s Sn-mesoporfyrinem inhibovanou HO-1 (iBDL) pro#iovkim s cholestazou (BDL), je
zde vyznamneé sniZzeni gangliosidi iBDL proti BDL sniZeni gangliosida- i b-vétve.

Srovnani zvySeni gangliosic- vétve s mirou exprese mRNA, &tivého enzymu
pro syntézu GD3, sialyltransferasy 2 (SAT-2), ifregslo @éekavané vysledky, protozéip
zvySenych gangliosidech-vétve odpovidajici mMRNA nebyla zvySena, byl zde n&opa
zjistétn pokles exprese SAT-2. ZvySeni biosyntézy ganiglio®-série probiha iejme
jinym zpisobem nez zvySenim exprese mRNA pro SAT-2. K pogobiwysledkim
nezvy$ené mRNA pro GalT-2 a SAT-2, délspMajer a spol. u EE cholestdzg Smid pro
GalT-2 u cholestazy indukované podvaZe8enn a spol. (199%)se viak zniiuji 0 ukité
dosazené korelaci mezi stanovenim aktivity glykivagferas a vysledky analyzy
gangliosidi. Je tedy jestv naSem vyzkumu pibné sledovat aktivity glykosyltransferas.
Stanoveni aktivit glykosytransferas se vymykalo nastemieSeni v rAmci mé diplomové
prace, proto bude zahrnuto v dalSim vyzkumu Hepgické laboratie.

Vysledky chromatografické analyzy v této, Majer@ract a histologickych studii
Jirkovské a spdla Smida maZe @inést vysetleni v tom, Ze zvySeni mnoZzstvi ganglidsid
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v plazmatické membré&npii cholestaze je wezité pro jeji zpeveni proti detergetnim
aeinkim CZK.
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6. Souhrn

Prace se zabyvala vyzkumem vlivu experimentélniestazy vyvolané podvazem
Zlucovodi laboratornich potkankmene Wistar na zénu ve slozZeni jaternich gangliosid

Vysledkem je zji&ini, Ze obstruéni cholestaza zisobuje zvySeni celkové kyseliny
sialové (celkovych gangliosidl a gangliosid b- vétve (GD1b, GTlb, fipadre GD3).
Tyto vysledky koreluji se zéwy studie cholestdzy indukované d+thinylestradiolem
Majera a spot.

Modulace HO-1 se projevila zvySenim celkové NeuNA&ajimavym zji&nim byl
pokles gangliosi@l a- , b- vétve po inhibici HO-1 u cholestatickych potkafiBDL vs.
BDL).

U skupin s inhibovanou HO-1 (kontrola iC, podva®DiB dochazi ke #etelnému
naristu mRNA pro SAT-2, ktiového enzymu v biosyntéze gangliasio- série. Vlivem
cholestazy a aktivaci HO-1 dochazi k poklesu mMRNASRAT-2.

Rozdily v koncentracich gangliosicd expresich mRNA je mozné vyt viivem
posttranslani modifikace. Stanoveni aktivitiiglusnych glykosyltranferas bude jednim
z dalSich cii vyzkumné skupiny Hepatologické laborad.. LF UK.

Vysledky této studie potvrzuji, Ze zvySeni mnozgpaingliosidi v plazmatické
membrag pii cholestaze je iezité pro jeji zpevéni proti detergetmim E&inkam

Zlucovych kyselin.
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