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Abecedni seznam zkratek:

cDNA — komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CYP — cytochrom P450

DHA - kyselina dokosahexaenova

EPA — kyselina eikosapentaenova

gDNA — genomova DNA

HDL — lipoproteiny s vysokou hustotou

HDL-ch — HDL-cholesterol

HHTg — hereditarné hypertriglycerdemicky

HPRT - Hypoxantin-guanin fosforibosyltransferasa
Mikro - mikronizovany

MRNA — messengerova RNA

PUFA — polynenasycena mastna kyselina

RNA - ribonukleova kyselina

rRNA — ribozomalni RNA

RT-PCR - polymerasova fetézova reakce v realném Case
STD - standardni laboratorni dieta

UV — ultrafialové svétlo



1. UvOoD

Hereditarni  hypertriglyceridemiéti potkani predstavuji zvifeci neobézni model
pro metabolicky syndrom. Pojmem metabolicky syndrom se oznacuje soubor pfibuznych
abnormalit souvisejicich s kardiovaskularni morbiditou a mortalitou a vznikem diabetu II.
typu. Navzdory rozsahlému vyzkumu v této oblasti jeSté neexistuje pfesna a obecné
pfijatelnd definice, ktera by popisovala, co je soucasti tohoto syndromu. Bylo v3ak
navrzeno nékolik doporu€eni na definice popisujici, co je soucasti tohoto onemocnéni.
V pfedchozich studiich bylo zjisténo, Ze jednim z podplrnych prostfedkl na lécbu
metabolického syndromu je silymarin pochazejici ze semen rostliny Silybum marianum
(ostropestiec mariansky). Podobné vhodné se také jevi uzivani polynenasycenych
mastnych kyselin, které jsou bézné dostupné v dieté.

Cilem této prace bylo seznameni se s biologickym materidlem a jeho zpracovanim
za UCelem stanoveni exprese mMRNA cytochromd P450, enzym( dulezitych
pro metabolismus cizorodych i endogennich latek v organismu. Dale také vypracovani
literarni reSerSe zabyvajici se problematikou souvisejici s tématem prace. Hlavnim cilem
praktické ¢asti bylo stanoveni exprese mRNA CYP2E1 a CYP3A v tkanich HHTg potkanu
pomoci real-time PCR (RT-PCR) a statistické zpracovani ziskanych vysledkd a jejich

porovnani mezi jednotlivymi skupinami potkand, liSicimi se podavanou dietou.



2. TEORETICKA CAST

2.1. Metabolicky syndrom

Jedna se o soubor pfibuznych abnormalit, ktery se nejprve oznacoval jako syndrom X
a az pozdéji byl nazvan metabolickym syndromem nebo také syndromem inzulinové
rezistence (Zicha et al., 2006). Historie existence metabolického syndromu ma svuj
pocCatek ve dvacatych letech minulého stoleti. Navzdory rozsahlému vyzkumu v této
oblasti je5té neexistuje pfesna a obecné pfijatelna definice, ktera by popisovala, co je
soucasti tohoto syndromu (Federspil et al., 2006). Nedavno bylo navrzeno nékolik
doporuceni pro definici metabolického syndromu. Ve studii Narodniho vzdélavaciho
programu byla navrzena nasledujici kritéria: abdominalni obezita (muzi: obvod pasu >
102 cm, zeny: obvod pasu = 89 cm), glukosa nala¢no ( = 6,1 az < 7,0 mmol/l), krevni
tlak ( = 130/80 mm Hg), koncentrace triglyceridd (1,7 mmol/l) a HDL-cholesterol (HDL-
ch; muzi: < 1,04 mmol/l, zeny: < 1,3 mmol/l). Mezinarodni organizace pro lécbu
diabetu doporucila podobnou definici. Pokud jsou pfitomny tfi nebo vice z téchto péti
kritérii, Ize hovofit o metabolickém syndromu. (Zicha et al., 2006). Tyto faktory jsou
spojeny s kardiovaskularni morbiditou a mortalitou a vznikem diabetu Il. typu (Galassi
et al., 2006; Mottillo et al., 2010)

V souCasné dobé neexistuji Zzadna léCiva, ktera by mohla ovlivnit vSechny slozky
tykajici se metabolického syndromu. Napfiklad hypertriglyceridémie je obvykle 1é€ena
fibraty, jez stimuluji receptory aktivujici enzymy, které se podileji na katabolismu
triglyceridu. V pfipadé hypercholesterolémie je prvni volbou léku statin. Statiny jsou
skupina léciv, o kterych je znamo, Ze inhibuji de novo syntézu cholesterolu v jatrech.
Pacienti trpici diabetem typu Il jsou obvykle Zzavisli na léCivych pfipravcich,
které stimuluji sekreci inzulinu nebo jsou senzibilizatory inzulinu Ci si pacienti pfimo
aplikuji exogenni inzulin nebo jeho analogy. Z bylinnych prostfedkt dostupnych
pro podpurnou lé€bu metabolického syndromu Ize zafadit extrakty z rostlin bohatych
na polyfenoly. Jednou z léCivych bylin bohatych na polyfenolové slou€eniny je

ostropestfec mariansky (Silybum marianum L.) (Valenzuela & Garrido, 1994)



2.2. Cytochromy P450

Cytochromy P450 tvofi nadfazenou skupinu hem enzym( nachéazejicich se od bakterii az
po lidi. Své jméno enzymy dostaly diky svému umisténi na membrané uvnitf buriky (cyto)
a obsahu hem pigmentu (chrom a P), ktery po vystaveni pusobeni oxidu uhelnatého
absorbuje svétlo pfi vinové délce 450 nm. Pfevazné jsou exprimovany v jatrech,
ale vyskytuji se také v ostatnich tkanich, jako jsou napfiklad tenké stfevo, ledviny, €i plice.
(Lynch & Price, 2007). Rodina lidskych cytochromt P450 obsahuje 57 genu. Tyto geny
koduji enzymy, které mohou ovliviiovat metabolismus Iéku, riznych chemikalii, kyseliny
arachidonové a eikosanoidl; metabolismus cholesterolu a biosyntézu Zlu€ovych kyselin;
steroidni syntézu a metabolismus; syntézu a metabolismus vitaminu D3; hydroxylaci
kyseliny retinové a mnoho dalSich (Nebert & Russell, 2002). V souvislosti s metabolickym
syndromem se do popfedi dostava pravé metabolismus cholesterolu a jeho mozZné
ovlivnéni lékovymi interakcemi.

Jednotlivé enzymy a jejich pfisluSné geny jsou oznaCovany zkratkou CYP, ktera je
nasledovana arabskou Cislici vyjadfujici Cislo rodiny. Toto Cislo muze byt spojeno s funkci
enzymu nebo muze byt zvoleno libovolné. Cytochromy P450, které tvofi rodinu, by mély
mit ze 40 % podobné sekvence. Pokud je tfeba rodinu dale rozdélit, vytvafi se podskupina
zaloZzena na vy3Si podobnosti sekvence (az 55 %). Podskupiny v jedné rodiné jsou
oznaceny postupné jako napf. CYP3A, CYP3B atd. Jednotlivi ¢lenové podskupin jsou
opét oznaceni arabskymi Cislicemi (napf. CYP3A4) (Anzenbacher & Anzenbacherova,
2001).

Cytochromy P450 se tradi¢né oznadluji jako hydroxylasy, oxidasy s kombinovanou
funkci a monooxygenasy. Jejich hlavnim ukolem je aktivovat molekularni kyslik za vzniku
reaktivnich forem. Ty mohou napadat relativné inertni chemickda mista, aby doslo
k zavedeni hydroxylové skupiny do struktur s malo reaktivnimi nebo nereaktivnimi
uhlovodikovymi Fetézci a aromatickymi kruhy. To slouzi k usnadnéni biotransformace
slou€enin, které nemaji funkéni skupiny vhodné pro konjugaci. Mechanismus pusobeni
enzymU CYPs je zobrazen na Obr. 1 a reakce jsou nasledujici. BEéhem katalytického cyklu
se substrat navaze na CYP, pfiCemz se méni konformace spinového stavu hemového
Zeleza z nizkospinového na vysokospinovy. V pfitomnosti NADPH-cytochrom P450
oxidoreduktasy, donoru elektrond (NADPH nebo NADH) a cytochromu b5 dochazi
k redukci oxidaéniho stavu hemového Zeleza z Fe** na Fe?, a takto redukované hemové
Zelezo muZe reagovat s tripletnim molekularnim kyslikem. Jeden elektron z Fe?* a jeden
elektron z tripletniho kysliku dava vznik meziproduktu s vazbou Fe**-O,, ktery je relativné

stabilni, mdZze v8ak disociovat na Fe*" a superoxidovy anion. Uvolnéni superoxidu je
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doprovazeno vznikem peroxidu vodiku, ten je zdrojem Skodlivych kyslikovych radikald.
Ze superoxidového aniontu vznika negativné nabity Zelezo-peroxidovy komplex, a to opét
za ucasti NADPH-cytochrom P450 oxidoreduktasy, donoru elektron a cytochromu b5.
Nasleduje protonace za vzniku Fe®* a rozstépeni vazby O-O. Odstépuje se molekula vody
a vznika reaktivni komplex Zeleza s atomarnim kyslikem. V posledni fazi se atomarni
kyslik pfesouva z komplexu Zeleza na substrat a vznika hydroxylovany substrat. Tento
hydroxylovany substrat je polarnéjSi nez samotny substrat, ktery byl na Uplném zacatku
tohoto katalytického cyklu. Vznikly hydroxylovany substrat se nakonec uvolfiuje a enzym
se vraci do plGvodniho nizkospinového stavu, kdy je opét pfipraven k reakci s dalsi

molekulou substratu. (Goeptar et al., 1995; Meunier et al., 2004).
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Obrazek 1: Obecné schéma reakci katalytického cyklus CYP450  (pfevzato

a upraveno z Guengerich, 2013)

Enzymy CYPs maji velky vyznam pfedevSim v odbouravani latek z téla, tedy jejich
oxidaci na polarnéjsi metabolity, které se snadno z organismu vyluéuji. Vzhledem k tomu,
ze se timto zpusobem metabolizuje vétSina IéCiv, mohou na urovni enzymli CYPs
vzniknout interakce s témito latkami. LéCiva nebo latky obecné mohou byt metabolizovany
jednim enzymem CYP nebo vice enzymy, zaroverih mohou byt tzv. inhibitory nebo

induktory téchto enzymd. Inhibitory blokuji metabolickou aktivitu jednoho nebo vice
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enzymU CYPs. Inhibice CYP latkou se projevuje zejména, pokud je podana dalsi latka,
ktera se metabolizuje stejnym CYP. V takovém pfipadé se sou€asné podana latka nemusi
metabolizovat a zvySuje se pak jeji plazmaticka koncentrace. U I[éCiv s tzv. uzkym
terapeutickym oknem by mohlo dojit u pacienta k pfedavkovani a zvySeni nezadoucich
ucinku léCiva. Rozsah, v némz inhibitor ovliviiuje metabolismus IéCiva, zavisi na faktorech,
jako je davka inhibitoru a jeho afinita k enzymu CYP. Induktory naopak zvysuji aktivitu
CYPs zvySenim syntézy enzymu (Lynch & Price, 2007).

Jak jiz bylo zminéno, CYPs hraji kli€ovou roli, mimo jiné, pfi metabolismu
cholesterolu. Hlavnim zplGsobem jeho degradace je pfeména na ZluCové kyseliny.
Syntézu zlu€ovych kyselin z cholesterolu iniciuje jaterni enzym CYP7A1 zavedenim
hydroxylové skupiny do a-konfigurace na sedmém uhliku B-kruhu cholesterolu. Jedna se
o klasickou nebo tzv. neutralni cestu biosyntézy primarnich zlu€ovych kyselin (kyseliny
cholové a chenodeoxycholové) z cholesterolu. CYP8B1 je sterol 12a-hydoxylasa, ktera se
konkrétné uplatiiuje pfi syntéze kyseliny cholové. Zlu¢ové kyseliny mohou byt také
tvofeny alternativni, tzv. kyselou cestou, pfi niz se zapojuje CYP27A1, ktery hydroxyluje
cholesterol na  27-hydroxycholesterol, a CYP7B1, ktery vede k pfeméné
27-hydroxycholesterolu na 7a,27-dihydroxycholesterol. Enzym CYP7B1 je exprimovan
hlavné v ledvinach a mozku, protoZe se zapojuje také i do syntézy steroidnich hormon.
DalSim ¢lenem superrodiny P450, ktery se exprimuje hlavné v mozkovych neuronech je
CYP46A1, ktery zpUsobuje hydroxylaci cholesterolu, pfipadné 4p-hydroxycholestrolu,
v poloze 24. Oxysteroly, tedy oxidované produkty cholesterolu, volné prochazi pfes
hematoencefalickou = membranu  (na  rozdil od  samotného  cholesterolu).
48-hydroxycholestrol vznika puasobenim CYP3A4/5. Enzym CYP3A4 je nejvice
zastoupenym CYP u lidi a metabolizuje vétSinu IéCiv. Vzhledem ktomu, Ze se timto
enzymem (i enzymem CYP3A5) metabolizuje cholesterol na 4B-hydroxycholestrol (ktery
je dale pravdépodobné prfemériovan na Zlu€ové kyseliny plisobenim CYP7A1, CYP27A1
nebo CYP46), stanovenim plazmatické koncentrace tohoto metabolitu bychom mohli zjistit
aktivitu enzymu CYP3A4/5 in vivo. (Eggertsen et al., 1996; Lorbek et al., 2012; Lund et
al., 1999; Matuskova et al., 2014; Nebert & Russell, 2002; Stiles et al., 2009).
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PRIMARNI ZLUCOVE KYSELINY
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Obrazek 2: Schéma tvorby Zlu€ovych kyselin z cholesterolu za u€asti cytochromu (pfevzato

a upraveno z MatuSkova et al., 2014)

2.3. CYP2E1 & CYP3A

2.3.1. CYP2E1

CYP2E1 je jediny ¢len podrodiny CYP2E jak u Clovéka (Nelson et al., 1996),
tak i potkana. Ma dvé fyziologické role a to pfi detoxikaci a podpofe vyzZivy. Pokud se
jedna o xenobiotika, jako je ethanol, CYP2E1 zde zastava detoxikacni roli a zabranuje
tomu, aby ethanol dosahl nadpriimérné hladiny (Martignoni et al., 2006). Z hlediska vyzivy
hraje CYP2E1 vyznamnou roli v pfipadé, Ze pFevlada hladovéni a/nebo nizky obsah
sacharidl z dlvodu jeho podilu na metabolismu mastnych kyselin a jeho schopnosti
preménit ketony na glukosu (Lieber, 1997).

Metabolismem zprostfedkovanym CYP2E1 se tvofi kyslikové radikaly a pfi
pfekroCeni bunécnych detoxikacnich systému dochazi k oxidativnimu stresu s riznymi
patologickymi nasledky. To plati nejen tehdy, je-li nutno metabolizovat pfebytek alkoholu,
ale i kdyz se CYP2E1 musi vypofadavat s nadbytkem ketond a mastnych kyselin

spojenych s diabetem a/nebo obezitou (Lieber, 2004). Kromé ethanolu se podili také
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na biotransformaci mnoha malych neutralnich a relativné hydrofilnich substratd jako jsou
halogenované uhlovodiky (napf. chloroform), znichz je vétSina hepatotoxicka
(Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001). Z |éCiv metabolizovanych CYP2E1 |ze zafadit
tékava anestetika, paracetamol €i chlorzoxazon, ktery se pouziva jako selektivni marker
aktivity CYP2EL in vivo (Yamazaki & Guo, 1995).

Regulace exprese CYP2E1 je slozita a zahrnuje transkripéni, translacni
a posttranslaéni mechanismy (Martignoni et al., 2006). Aktivity CYP2E1 mohou byt
snizeny ucinkem i nékterych slozek potravin, jako je diallylsulfid, ktery je pfitomny

v esneku nebo cibuli, a po konzumaci kostalové zeleniny (loannides, 1999).

2.3.2. CYP3A

Rodina CYP3 u lidi sestava z jediné podskupiny (CYP3A), ve které jsou ¢tyfi funkéni geny
(CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 a CYP3A43) (P.B. Danielson, 2002). Jsou exprimovany
hlavné v jatrech, ale také v zaludku, plicich, tenkém stfevé a ledvinach (Martignoni et al.,
2006).

také nejvice zastoupenym CYP vjatrech a gastrointestinalnim traktu u lidi. Bylo
prokazano, ze metabolizuje Sirokou Skalu IéCiv od taxolu po sildenafil. Mezi Iéky,
které jsou povazovany za klasické substraty CYP3A4, patfi blokatory vapnikového kanalu
s dihyropyridinovou strukturou (nifedipin), vétSina makrolidovych antibiotik (napf.
klarithromycin), benzodiazepinova sedativa (diazepam), antiarytmika (amiodaron)
Ci modulatory imunitniho systému (cyklosporin). Podili se v8ak také na pfeméné kofeinu
v téle (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001; P.B. Danielson, 2002; Thummel &
Wilkinson, 1998). Kromé pfemeény léku se CYP3A také podili na oxidaci rdznych
endogennich substratl, jako jsou steroidy, Zlu€ové kyseliny a kyselina retinova (Marill et
al., 2000).

Jednéd se o pomérné nestabilni enzym se slozitym mechanismem uc€inku
(Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001). Metabolicka aktivita CYP3A4 je totiz v lidskych
populacich vysoce variabilni. Bylo zjisténo vice nez 20 variant alel pro tento gen, z nichz
nékteré jsou spojeny bud s vySSimi nebo nizSimi rychlostmi katalytické aktivity (Dai et al.,
2001; P.B. Danielson, 2002).

Skute¢nost, Ze CYP3A4 metabolizuje vice nez 120 ruznych |ékd a do jisté miry se
podili na metabolismu témér 60 % lécivych pfFipravkl, naznacuje moznost nezadoucich
lékovych interakci, které mohou vést k extrémné zvySené nebo snizené hladiné jednoho

z interagujicich Iékd pfi uzivani vice léCiv najednou (Anzenbacher & Anzenbacherova,

14



2001; McKinnon et al., 1995; Shimada et al., 1994). Rada b&Znych légivych pFipravka,
jako jsou antifungalni Ié€iva (napf. flukonazol), maji inhibiéni uc€inek na tento CYP,
coz muze mit za nasledek zvySené plazmatické hladiny a prodlouzenou dobu clearance
pro souCasné podavané substraty CYP3A4. Dokonce i pfirodni latky z potravy mohou
interferovat s jeho funkci. Napfiklad grapefruitova stava obsahuje inhibitor CYP3A4, ktery
muze zpusobit mnohonasobné zvySeni sérovych koncentraci nékterych I[éCiv (P.B.
Danielson, 2002).

U potkana bylo zjisténo vice forem CYP3A nez u lidi, konktrétné to jsou: CYP3A1,
3A2, 3A9, 3A18, 3A23 a 3A62. Rozdilné formy sebou nesou rozdily v metabolismu I&Civ.
Mnoho substratd bézné metabolizovatelnych lidskym CYP3A, jako jsou napfriklad
blokatory vapnikového kanalu, nejsou metabolizovany potkanim CYP3A1. Rovnéz typicky
induktor lidského enzymu CYP3A rifampicin nema na potkani formu zadny ucinek
(Guengerich, 1997; Lu & Li, 2001; Martignoni et al., 2006; Smith, 1991).

2.4. Silymarin

Silymarin, jakozto standardizovany extrakt ze semen rostliny Silybum marianum
(ostropestfec mariansky), byl pouzivan v podparné lé¢bé onemocnéni jater po cela staleti.
(Wellington & Jarvis, 2001). SuSené extrakty ze semen této rostliny obsahuji pfiblizné
60 % silymarinu. Silymarin je tvofen flavonolignany: nejvice zastoupenym silybinem
(cca 50-60 %), dale napf. isosilybinem (cca 5 %), silychristinem (cca 20 %) a silydianinem
(cca 10 %). Hlavni u€innou slozkou je silybin. (Radjabian & Huseini, 2010). Silymarin je
vyznamny pro své metabolické (Loguercio & Festi, 2011), anti-hepatotoxické, antioxidani
(Trouillas et al.,, 2008), imunomodula¢ni (Pradhan & Girish, 2013), antivirové
a protizanétlivé ucinky (Federico et al., 2007). Tradi¢né je silybin pouzivan k 1é&bé otrav
muchomurkou zelenou (Amanita phalloides) a Ize jej uzit i k prevenci komplikaci
spojenych s transplantaci jater (Enjalbert et al., 2002).

Hlavni hepatoprotektivni mechanismus silymarinu se zaklada na péti vlastnostech,
kterymi jsou 1) aktivita proti peroxidaci tuk(, 2) schopnost regulovat membranovou
permeabilitu a navysit tak membranovou stabilitu v pfitomnosti xenobiotickych poskozeni,
3) moznost regulovat jadernou expresi, 4) inhibice transformace hvézdicovych hepatocytu
v myofibroblastech, které jsou zodpovédné za ukladani kolagenovych vidken
zpUsobujicich cirhdézu, 5) navic silymarin pravdépodobné také pulsobi v jadre,
kde navySuje syntézu ribozomalnich proteind pomoci stimulace RNA polymerasy |

a transkripce rRNA. Dikazem téchto tvrzeni je, Ze silymarin je u€inné hepatoprotektivum

15



proti tetrachlormethanu, ethanolu, fenylhydrazinu, paracetamolu a Fadé dalSich
hepatotoxickych latek (Saller at al., 2007).

Biologicka dostupnost silymarinu po peroralnim podani je obecné velmi nizka
(pfiblizné 2 % podané davky) (Morazzoni et al., 1993). Proto byly vyvinuty Iékové formy se
ZlepSenou biologickou dostupnosti silymarinu. Ve formé fytosomU ma velmi dobrou
biologickou dostupnost u potkanlt. Dosahuje 6-10nasobného zlepSeni ve srovnani se
standardni formou (Kidd & Head, 2005). Biologicka dostupnost mikronizované formy
silymarinu je nizSi nez v pfipadé té fytosomaini, je vSak vy$Si nez u standardizovaného
extraktu (asi o 85 % vyssi) (Di Pierro et al., 2008). Tyto udaje potvrdila studie Poruby et al.
(2015). Rovnéz je v ni prokazano, ze silymarin vyrazné snizil hladinu sérovych triglycerid(
u testovanych hereditarné hypertriglyceridemickych (HHTg) potkanu, zvysSil u nich hladinu
HDL-ch a snizil hladinu sérové glukézy. Celkova hladina cholesterolu v krvi se
ve srovnani s kontrolou pfili§ nezménila. Zvyseni hladin HDL-ch se povazuje za prevenci
kardiovaskularnich onemocnéni, protoze HDL-ch hraje dulezitou roli pfi zpétném
transportu cholesterolu (M. Poruba et al., 2015). Existuji také klinické udaje
o hypolipidemickém ucinku silymarinu. Silymarin inhibuje lipoxygenazové cesty, a tim
prokazuje anti-aterosklerotické ucinky (Bialecka, 1997; Radjabian & Huseini, 2010).
V roce 2006 klinicka studie ukazala, Ze také vyrazné zlepSuje glukosovou toleranci
u pacientu trpicich diabetem typu Il (Huseini et al., 2006). Silymarin také zvySuje sekreci
tedy jako pfinosny pro IéCbu pfiznaku spojenych s metabolickym syndromem (M. Poruba
et al., 2015; Vecera et al., 2013). Je vSak potfeba mit na paméti, Ze ucinky silymarinu
(silybinu) se muzou liSit in vivo a in vitro a pfi vySSich koncentracich mohou byt

pro bunééné kultury toxické (Miguez et al., 1994).
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Obrazek 3: Strukturni vzorec Silybinu
2.5. Polynenasycené mastné kyseliny

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) jsou do téla bézné pfijimany v potravé,
protoze si je lidské télo samo nedokaze syntetizovat. RozliSujeme dva zakladni typy
téchto kyselin: omega-6 PUFA a omega-3 PUFA. Hlavnim zdrojem omega-3 PUFA je rybi
tuk. Vyzivové nejvyznamnéjSi z omega-3 PUFA jsou kyselina eikosapentaenova (EPA)
a kyselina dokosahexaenova (DHA). Zdrojem omega-6 PUFA je hlavné slunecnicovy ole;.
Tyto kyseliny jsou pfedmétem zajmu pfi IéEbé kardiovaskularnich onemocnéni (Leaf et al.,
2003; Ruxton et al., 2004; Ulven et al., 2016). Rovnéz byl prokazan jejich pfiznivy ucinek
proti srde¢ni arytmii (Leaf et al., 2003), a mimo jiné také snizuji celkovy cholesterol
a HDL-ch v séru (Ulven et al., 2016).

Obrazek 4: Strukturni vzorec EPA
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Obrazek 5: Strukturni vzorec DHA

2.6. Hereditarné hypertriglyceridemicti potkani

Hereditarné hypertriglyceridemiéti (HHTg) potkani pfedstavuji  zvifeci model
metabolického syndromu (Vrana & Kazdova, 1990). Nejsou v3ak obézni, coZz naznaduje,
ze relace urcitych pfiznaki metabolického syndromu nejsou pfrili§ tésné (Zicha et al.,
2006). Tato zvifata, vyselektovana z potkanu kmene Wistar, vykazuji hypertriglyceridémii,
steatdzu jater, inzulinovou rezistenci a také hypertenzi (Ve€era et al., 2013; Vrana &
Kazdova, 1990). Kazda z téchto abnormalit byla prokazana jako spojena se zhordenou
endotelialni funkci, coz doklada snizena relaxace hrudni aorty, zavisla na endotelu (Zicha
et al., 2006).

Hypertriglyceridémie je nezavislym rizikovym faktorem onemocnéni koronarni
arterie a podili se na vyvoji aterosklerézy a hypertenze. Kromé jizZ zmifiované rezistence
na inzulin byva hypertriglyceridémie spojovana také se snizenym HDL-ch
a hyperinzulinémii (Zicha et al., 2006).

Kolektiv Vrana a Kazdova (1990) ve své praci pozorovali, Zze vysoky pfijem
sacharidl zpUsobuje fadu metabolickych zmén, které mohou mit patologické nasledky.
Hlavnim duvodem je zvySena hladina triglyceridu v plazmé a mira vyuziti tkafiové glukosy
(Zicha et al., 2006). Bylo zjisténo, Ze vysoka hladina triglyceridd je vyznamnym faktorem
mnoha zmén struktury a funkce buné&né membrany u HHTg potkanu (Devynck et al.,
1998). Chronické intervence vedouci ke zvySeni nebo snizeni plazmatickych hladin
triglyceridd modifikuji membranovou viskozitu a metabolismus cyklickych nukleotidd
v trombocytech potkand HHTg (Kune$ et al., 2000; Pernollet et al., 2001). Paralelné
s narGstem plazmatickych triglyceridl se také objevuje jiz zmifiovana hypertenze (Zicha et
al., 2006) s tim, ze vysSi krevni tlak byva spiSe u samct HHTg potkanl (Kunes et al.,
2002). Je zde rovnéz znacné nepfizniva rovnovaha mezi systémy ovliviujicimi zvySovani

a snizovani tlaku krve, coz naznaduje relativni nedostatek oxidu dusnatého.
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Na zakladé jiz ziskanych poznatk( (Zicha et al., 2006), nékterych vySe zminénych,
je HHTg potkan vhodnym modelem ke studiu metabolického syndromu, jak z hlediska
fenotypizace, tak i genotypizace.

2.7. Real-Time PCR

Jedna se o metodu, ktera slouzi ke kvantifikaci DNA a transkripce. Zakladem této metody
je klasicka PCR, ale s pouzitim jiného, specialniho pfistroje, diky némuz je mnozstvi DNA
zaznamenavano po kazdém cyklu. Detekce DNA je mozna diky fluorescencné& znaCenym
sondam. Pfi této studii byly pouzivany TagMan sondy, ale béZzné se pouZivaji také
SyberGreen barvy, které jsou v8ak méné specifické a vazou se kamkoliv na nukleotidovy
fetézec. Fluorescence je vyzafovana az po navazani substratu na DNA, nikoliv
substratem samotnym. Hladina fluorescence tedy odpovida mnozstvi pfitomné DNA a jeji
intenzita je pozorovana pro kazdou jamku zvlast. Kvantifikace mlze byt bud relativni,
kdy je intenzita fluorescence porovnavana s intenzitou v jiném vzorku, nebo absolutni,
kdy je mnozstvi DNA odecitano z kalibra¢ni kfivky. Pro RT-PCR jsou podstatné tzv. C;
hodnoty (cycle of treshold), které uvadéji, ve kterém cyklu doslo k narlstu fluorescence
nad prah pozadi. Abychom zjistili, zda na zalatku bylo nanasSeno stejné mnozZstvi
testovanych vzork(i, vyhodnocuje se také vnitini kontrola. Jako vnitfni kontrola se
pouzivaji tzv. referenéni geny, nejcastéji ,housekeeping“ geny (Heid et al., 1996; Livak &
Schmittgen, 2001; Nishimura et al., 2003).
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3. METODY

3.1. Biologicky material

Celkem 23 samcU hereditarné hypertriglyceridemického (HHTg) potkana (stafi 3 mésice,
hmotnost 340 — 350 g) bylo chovano za standardnich laboratornich podminek s volnym
pristupem ke krmivu a vodé. Laboratorni zvifata byla krmena ad libitum standardni dietou
(STD; kontrolni skupina), STD obohacenou o mikronizovany silymarin (SM; 1 % v STD),
STD obohacenou o omega-3 polynenasycené mastné kyseliny (PUFA; 300 mg/kg/den),
nebo STD obsahujici kombinaci mikronizovaného silymarinu a omega-3
polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA+SM; stejné davky jako v predeSlych dietach).
Po ctyfech tydnech byla zvifata dekapitovana, exsanguinovana a z kazdého jedince byla
odebrana tkan tenkého stfeva, ktera byla viozena do stabilizacniho pufru. Poté byly

vzorky uskladnény pfi -70°C pfed dalSim zpracovanim.
VSechny procedury byly provedeny v souladu s etickymi standardy zékona Ceské

republiky ¢. 359/2012 Sh. o ochrané zvifat a byla schvélena etickou komisi MSMT, Ceska
republika.

3.2. Pouzité chemikalie

Silymarin mikronizovany (Favea, Kopfivnice, CR)

omega-3 polynenasycené mastné kyseliny: smés 310 mg DHA (kyselina
dokosahexaenova) a 43 mg EPA (kyselina eikosapentaneova) (kat. €. 130616; Smart City
S.A., Lucemburk, LU))

2-merkaptoethanol (kat. . M3148; Sigma-Aldrich, Praha, CR)
99,8% ethanol pro UV spektroskopii (kat. &. 71380-11000; Penta, Praha, CR)

Stabilizaéni pufr RNAlater™ Soln. (Ref. AM7021, LOT 00484983; Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA)

3.3. Pouzité soupravy

RNeasy® Plus Mini Kit (Cat. no 74134 a 74136, Qiagen)
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Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Ref. 05081963001, Roche)

3.4. Pouzité pristroje a zarizeni

Centrifuga Centrifuge 5804 R (Eppendorf)

Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf)

Centrifuga Multi-spin (Biosan)

DNA/RNA UV-cleaner box, UVC/T-AR (Biosan)
Homogenizator (Precellys)

Kapalinovy manipulator Echo 550 (Labcyte)

Laminarni box biohazard (Merci)

Termocykler LightCycler 1536 Instrument (Roche)
Mikropipety research 200; 100; 20; 10; 2,5 pl (Eppendorf)
NanoPhotometr® NGO (Implen)

Termocykler (Eppendorf)

3.5. Izolace a purifikace RNA z tenkého streva

Nejprve byla pfipravena smés RTL plus pufru (soulasti kitu) a 2-merkaptoethanolu
(na 1 ml RTL plus pufru bylo pfidano 10 ul 2-merkaptoethanolu). Z této smési bylo
odebrano 600 pl do kazdé z pfedem pfipravenych homogenizacnich zkumavek Precellys.
Ke smési ve zkumavkach bylo nasledné jesté pfidano cca 30 mg stfevni tkané.
Pro dukladnou homogenizaci byly vzorky vlozeny do homogenizatoru Precellys (nejprve
na 4 s a 7 500 ot./min a poté znovu 6 s, 6 500 ot./min). Po homogenizaci byly zkumavky
stoCeny na centrifuze (1 min, 11 393 g). Ziskany lyzat byl pfelit do fialovych zkumavek
(QlAshredder, Quiagen, Hilden, D) a opét stoCen (75 s, 11 393 g). Na odstranéni gDNA
byly pfipraveny bezbarvé zkumavky a spodni ¢ast fialovych zkumavek byla pfemisténa
do nich. Vzorky byly sto€eny (30 s, 6 742 g). Do zkumavek s odstranénymi kolonkami bylo
pfidano 600 pl ethanolu (70%, pro UV spektroskopii), obsah byl promichan a 600 pl
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z kazdé zkumavky bylo pfeneseno do novych rGzovych kolonek. Opét bylo provedeno
stoceni (15 s, 6 724 g). Objem, ktery protekl pfes kolonky, byl vylit do odpadu a kolonky
byly vraceny do mikrozkumavek a stoeny (15 s, 6 742 g). Opét byl odstranén filtrat.
Zachycena RNA na kolonce byla dale procisténa.

K RNA bylo pfidano 700 pul RW pufru (soucast kitu) a vzorky byly stoéeny (15 s,
6 742 g). Filtrat byl odstranén a do zkumavek bylo pfidano 500 pyl RPE pufru (soucast
kitu). Vzorky byly znovu stoeny (15 s, 6 742 g). Tento krok byl znovu zopakovan,
ale tentokrat byly zkumavky viozeny do centrifugy na 2 min pfi 6 742 g. Kolonky byly
vyjmuty ze zkumavek a umistény do novych 1,5 ml mikrozkumavek, u kterych byl
odstranén vrsek, a opét byly sto€eny (1 min, max. otacky). Kolonky byly znovu vyjmuty
a premistény do Cistych popsanych mikrozkumavek, ve kterych se RNA uchovava
pfi -70 °C. Na kolonku bylo jesté pfidano 25 ul RNase free vody a opét probéhlo stoéeni
(1 min, 6 742 g). Koncentrace izolované RNA byla zméfena spektrofotometricky
na pristroji NanoPhotometr pfi vinové délce 260/230 nm. Vzorky u kterych nebyla Cistota

optimalni, byly znovu precistény. Takto pfipravené vzorky byly zmrazeny.

3.6. Syntéza cDNA

Po rozmrazeni izolované mRNA byly mikrozkumavky lehce sto¢eny na centrifuze. B€hem
celé prace byly vzorky uchovavany na ledu. Do sterilnich mikrozkumavek byla pfipravena

smeés templatovych primerd podle nasledujici tabulky:

Tabulka 1: Pfiprava smési templatovych primeru.

Koncentrace Koneéna Objem pipetovany
pracovniho roztoku koncentrace/mnozstvi na 1 test
RNA rizna 1000 ng rizny
Oligo(dT),g Primer 50 pmol/pl 0,75 pmol/l 0,3 pl
Hexamer Primer 600 pmol/l 51 umol/ 17l
PCR voda doplfiovana, tak aby celkovy objem ¢&inil 11,4 pl
Celkovy objem 11,4 pl

Pripravené smési byly inkubovany 10 min pfi teploté 65 °C a poté umistény zpét na led.

Timto krokem byla zajisténa denaturace sekundarni struktury RNA. Dale byly
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do mikrozkumavek pfidany dalSi komponenta jejichZ sezham a mnozstvi je uveden

v tabulce:

Tabulka 2: Pfiprava smési komponentl pro reverzni transkripci.

Koncentrace Koneéna Objem pipetovany
pracovniho roztoku koncentrace na 1 test
Transkriptor High
Fidelity reverzni N .
transkriptasa 5X Ix 40wl
reakéni pufr
Protektor-inhibitor
RNas 40 U/ul 20U 0,5 pl
Deoxynukleotidova
smés 10 mmol/l 1 mmol/l 2,0 pl
DDT 100 mmol/l 5 mmol/l 1,0 pl
Transkriptor High
Fidelity rererzni 9 U/l 10U 1,1 ul
stranskriptasa
PCR voda 0,6 pl
Celkovy objem 20 ul

* 5x a 1x koncentrovangjsi

Smés byla opatrné promichana a inkubovana 10 minut pfi teploté 29 °C. Poté byla teplota
zvySena na 45 °C po dobu 30 min. Aby doslo k inaktivaci Transkriptor High Fidelity
reverzni transkriptasy bylo nutné jes$té na 5 min zménit teplotu na 85 °C. Vzorky byly
umistény na led, aby se v nich probihajici reakce zastavily. Takto vytvofena cDNA byla

pouzita pro analyzu pomoci RT-PCR.

Tabulka 3: Podminky RT-PCR amplifikace s pouzitim primeru.

Proces Teplota [°C] Cas [s] Pocet cyklu
Pre-denaturace 95 60 1
Denaturace 95 5
Hybridizace 60 45
30
Elongace 60
Ochlazeni 40 10 1
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Vypocet objem0 nanasenych na zdrojovou desticku:

Tabulka 4: Vypocet objemu nanaseného na jednu jamku pro cDNA.

Objem cDNA 0,5 pl
Pocet fadku 4
Pocet sloupcu 14
Pocet jamek 56
Objem cDNA 28 ul
Objem source 60 pl
Mrtvy objem 15 ul
Vypocitany objem 43 l
rezerva 5ul
Pocet jamek 1

Vypocitany objem na jednu jamku 48 ul

Tabulka 5: Objemy jednotlivych komponent nanasenych na jednu jamku zdrojové destiCky
pro cDNA.

cDNA 4,8 ul
Voda 38,4 pl
Setup Control 20x 4,8 ul

Tabulka 6: Vypocet objemu Master Mixu nanaseného na jednu jamku.

Objem master mixu 0,5 ul
Pocet fadku 32
Pocet sloupcu 6
Pocet jamek 192
Objem PCR smési 96 pl
Objem source 60 pl
Mrtvy objem 15l
Vypocitany objem 111 pl
rezerva 5l
Pocet jamek 3

Vypocitany objem na 1 jamku 52 pl
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Tabulka 7: Objemy jednotlivych komponent nanaSenych na jednu jamku zdrojové desticky

pro Master Mix.

Master Mix 20,8 ul
Assay 20x 5,2 ul
Voda 26 pl

Takto vypoctené objemy byly nasledné nanaseny na dvé 284 jamkové zdrojové desticky.

Cisla v tabulce oznaduji pofadi vzork(

1| 2| 3| 4| 5| 6| 7| 8| 9| 10| 11| 12| 13| 14| 15| 16| 17| 18| 19| 20| 21| 22| 23| 24
&, 16
B 1|17
12|18
D3 (19
E | 4|20
Fl5([21
5| 6|22
ulz|23

8

9
K |10
L |11
|12
M |13
b |1a
P |15

Obrazek 6: Schéma nanaseni cDNA na 384 jamkovou source destiCku.
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Obrazek 7: Rozmisténi jednotlivych gent na 384 jamkové source destice pro nanaseni

Master Mixu.
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Pro samotnhou analyzu byly patficné objemy na destiCku nanadeny kapalinovym

manipulatorem Echo 550.

3.7.  Vyhodnoceni vysledkii metodou 2 4!

Vystupem z RT-PCR byly tzv. Ct hodnoty. Nejprve byly ode€teny hodnoty Ct pro konkrétni
gen od hodnoty Ct housekeeping genu, cozZ je v tomto pfipadé gen pro Hypoxantin-guanin

fosforibosyltransferasu (Hprt). Tyto rozdily jsou uvedeny v nasledujici tabulce:

Tabulka 8: Rozdily hodnot Ct analyzovanych a housekeeping genu ze stfevni tkané meazi
skupinami HHTg potkand.

Vzorek

E Cyp3a Cyp2e Hprt
1 -0,02 2,03 0,00
o 2 0,08 1,79 0,00
o 3 0,16 0,82 0,00
€ 13 014 221 0,00
* 14 0,21 1,66 0,00
15 0,29 0,00
4 0,07 226 0,00
- 5 0,02 245 0,00
E 6 0,14 2,10 0,00
E 16 0,17 0,00
e 17 -0,19 2,52 0,00
18 -0,02 1,30 0,00
7 -0,15 2,23 0,00
8 0,12 2,49 0,00
< 9 0,27 2,28 0,00
z 19 0,22 2,04 0,00
20 0,14 2,15 0,00
21 0,05 2,40 0,00
10 0,26 1,22 0,00
+ £ 11 0,30 1,81 0,00
g § 12 0,10 1,93 0,00
A= 22 0,32 2,22 0,00
23 0,14 2,23 0,00

Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), Silymarin (STD + mikronizovany silymarin), PUFA (STD +
omega-3 nenasycené mastné kyseliny) a PUFA + silymarin (STD + silymarin + omega-3 nenasycené mastné
kyseliny).
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Tyto hodnoty byly dale zpracovany jako 2 -AACt Vysledky jsou uvedeny nize:

Tabulka 9: Rozdily hodnot Ct upravené metodou 2 -Adet pro studované geny mezi skupinami HHTg
potkana.

Vzcgrek Cyp3a Cyp2e Hprt
1 1,01 0,24 1,00
o 2 0,94 0,29 1,00
3 3 0,90 1,00
€ 13 091 0,22 1,00
* 14 0,87 0,32 1,00
15 0,82 1,00
4 1,05 0,21 1,00
: 5 1,02 0,18 1,00
E 6 0,91 0,23 1,00
B 16 0,89 1,00
= 17 1,14 0,17 1,00
18 1,01 1,00
7 1,11 0,21 1,00
8 0,92 0,18 1,00
< 9 0,83 0,21 1,00
z 19 0,86 0,24 1,00
20 1,11 0,23 1,00
21 0,97 0,19 1,00
10 0,83 0,29 1,00
+ £ 11 0,81 0,26 1,00
g g 12 0,93 0,22 1,00
a = 22 0,80 0,21 1,00
23 0,91 0,27 1,00

Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), Silymarin (STD + mikronizovany silymarin), PUFA (STD +
omega-3 nenasycené mastné kyseliny) a PUFA + silymarin (STD + silymarin + omega-3 nenasycené mastné
kyseliny).

Poté byla tato Cisla vztazena ke kontrole. Vysledné hodnoty jsou uvedeny v

nasledujici tabulce:
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Tabulka 10: Hodnoty 2 analyzovanych gend HHTg potkan( vztaZzeny ke kontrolni skupiné.

Vzcérek Cyp3a Cyp2e Hprt

1 1,11 0,92 1,00

o 2 1,04 1,08 1,00

o 3 0,99 1,00

€ 13 1,00 0,81 1,00

* 14 0,95 1,19 1,00

15 0,90 1,00

1,16 0,78 1,00

c 5 1,12 0,69 1,00

E 6 1,00 0,88 1,00

B 16 0,98 1,00

= 17 1,26 0,65 1,00

18 1,12 1,00

7 1,22 0,80 1,00

8 1,02 0,67 1,00

< 9 0,91 0,77 1,00

5 19 0,95 0,92 1,00

20 1,22 0,85 1,00

21 1,07 0,71 1,00

10 0,92 1,00

+ £ 11 0,89 1,07 1,00
§ g 12 1,03 0,99 1,00
- = 22 0,88 0,81 1,00
23 1,00 0,80 1,00

Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), Silymarin (STD + mikronizovany silymarin), PUFA (STD +
omega-3 nenasycené mastné kyseliny) a PUFA + silymarin (STD + silymarin + omega-3 nenasycené mastné
kyseliny).

Takto ziskané hodnoty byly zprimérovany v jednotlivych skupinach podle diety zvlast

pro kazdy gen a vysledky byly zaneseny do grafu.

3.8. Statistické hodnoceni vysledkt

V$echny data ziskanych komparativni metodou 2**“ byla statisticky analyzovana pomoci
programu Statistica 12 (StatSoft, Praha CR). Pro statistickou analyzu byl pouzit

neparametricky Kruskal-Wallistv test, ktery porovnaval vSechny skupiny potkand mezi
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sebou, a Mann-Whitneyho U test, ktery porovnaval jen 2 vybrané skupiny. Testovani

vyznamnosti bylo provedeno na hladiné vyznamnosti 0,05.
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4. VYSLEDKY A DISKUZE

Tabulka 11: Vysledky spektrofotometrického méfeni koncentrace a Cistoty mRNA izolované ze

stfevni tkané HHTg potkan( na rizné dieté.

Skupina  SampleID  260/280  260/230 Kor[‘rclgem{]ace mRNA[pI]  Voda[pl]
< PUFA TS 01 2,18 2,02 298,3 3,35 6,05
= PUFA TS 02 2,20 2,17 2825,0 0,35 9,05
S PUFA TS 03 2,17 2,20 2088,7 0,48 8,92
£ PUFA_TS 04 2,02 2,16 1693,9 0,59 8,81
£ PUFA TS 05 2,16 2,08 2142,8 0,47 8,93
% PUFA_TS 06 2,15 2,24 2064,2 0,48 8,92
< PUFA_TS 07 2,19 1,95 1720,6 0,58 8,82
L PUFA_TS 08 2,18 2,33 4654,5 0,21 9,19
& PUFA_TS 09 2,12 2,23 3020,3 0,33 9,07
+ £ PUFA_ TS 10 2,15 2,31 3570,3 0,28 9,12
% g PUFA_TS 11 2,15 2,34 44825 0,22 9,18
o= PUFA_ TS 12 2,07 2,32 1784,2 0,56 8,84
= PUFA_ TS 13 2,21 2,21 702,1 1,42 7,98
= PUFA TS 14 2,17 2,14 488,3 2,05 7,35
S PUFA_TS 15 2,08 2,06 399,7 2,50 6,90
£ PUFA_TS 16 2,16 2,30 546,0 1,83 7,57
£ PUFA TS 17 2,05 2,34 1260,4 0,79 8,61
%’ PUFA_TS 18 2,15 2,26 3201,6 0,31 9,09
< PUFA_TS 19 2,17 2,25 5577,8 0,18 9,22
L PUFA_TS 20 2,06 2,46 1662,3 0,60 8,80
& PUFA_TS 21 2,07 2,45 1996,5 0,50 8,90
$,Ec PURATS22 216 2,31 44376 0,23 9,17
T &% PUFA TS 23 2,08 2,40 2810,8 0,36 9,04

Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), Silymarin (STD + mikronizovany silymarin), PUFA (STD +
omega-3 nenasycené mastné kyseliny) a PUFA + silymarin (STD + silymarin + omega-3 nenasycené mastné

kyseliny).

Pomér 260/280 nm udava Cistotu nukleovych kyselin, pro RNA by tato hodnota méla byt
kolem 2,0. Pokud je menSi, nez 1,75 je vzorek znacné& kontaminovan proteiny. Pomér

260/230 nm udavajici Cistotu by se mél pohybovat v rozmezi 2,0 - 2,2. Pokud je tato

v v
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Tabulka 12: Prtmérné hodnoty relativnihno mnozstvi mRNA CYP3A, CYP2E1 a housekeeping

genu v tenkém stfevé ve skupinach HHTg potkant, ziskané vyhodnocenim metodou 2

vztazenim ke kontrole.

Cyp3a Cypze Hprt

Kontrola 1,00 1,00 1,00

Silymarin mikro 1,11 0,75 1,00

PUFA 1,06 0,79 1,00
PUFA +

silymarin 0,95 0,92 1,00

-AACt

a

Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), Silymarin (STD + mikronizovany silymarin), PUFA (STD +
omega-3 nenasycené mastné kyseliny) a PUFA + silymarin (STD + silymarin + omega-3 nenasycené mastné

kyseliny)

Hondoty 2 -8Act

Cyp3a

Cyp2e

Hprt

M Kontrola

H Silymarin

m PUFA

M PUFA + silymarin

Graf 1. Zména exprese mRNA sledovanych gent Cyp3a a Cyp2el u HHTg potkana po &tyrech

- standardni laboratorni dieta (STD), Silymarin mikro
(STD + mikronizovany silymarin), PUFA (STD + omega-3 nenasycené mastné Kkyseliny)

tydnech podavané diety. Kontrola

a PUFA + silymarin (STD + silymarin + omega-3 nenasycené mastné kyseliny).

Ohledné stanovovani exprese mRNA vybranych CYPs ve stfevni tkani potkanl doposud
nevy$lo mnoho praci. Stejné tak na Ustavu farmakologie LF UP byla exprese mRNA

CYPs stanovovana pouze v jaterni tkani, jelikoZz je to misto s nejhojné&jSim vyskytem
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téchto enzymd. PFi zpracovavani této problematiky jsem tedy nevychazela z Zadnych
predpokladd.

Konkrétné jsem se zabyvala vlivem pfirodnich latek (silymarin a PUFA) na expresi
mRNA, u kterych byl prokazan urcCity ucinek v souvislosti s pfiznaky metabolického
syndromu. Silymarin stejné, jako DHA a EPA, napomaha pfi snizovani celkové hladiny
cholesterolu, navic byl prokazan jeho vliv na zvySovani hladiny HDL-ch, ktery se uplatfuje
pfi reverznim transportu cholesterolu. Také je vyznamna jeho schopnost snizovat hladinu
sérové glukézu u HHTg potkand. Ve studii R. Vecefi et al. (2013) je prokazana schopnost
silymarinu vyznamné zvySit expresi mRNA jaterniho CYP2C6 u stejného zvifeciho
modelu, jaky byl pouzit i pro mou praci. Jedna se vSak o jinou tkan a jiny enzym, takze se
nedalo Uplné oCekavat, ze by vysledky byly totozné.

Hereditarné hypertriglyceridemicti potkani byli zvoleni pro mou praci, jelikoz
predstavuji zvifeci neobézni model metabolického syndromu. Pro studii bylo vybrano 23
samcl potkanu, ktefi byli rozdéleni do 4 skupin na zakladné podavané diety. Prvni
skupiné, jakozto kontrole, byla podavana standardni laboratorni dieta (STD), druha
skupina dostavala STD v kombinaci s mikronizovanym silymarinem, tfeti skupina STD
a PUFA a posledni skupiné byla spolu s STD podavana kombinace mikronizovany
silymarin + PUFA. Takto nastavenou dietou byli potkani krmeni 4 tydny.

Co se tyCe vysledku prace, u CYP3A nebyla zjisténa zadna vyrazna zména v expresi
MRNA u experimentalnich skupin v porovnani s kontrolni skupinou potkan(i. U skupiny
potkanu, kterym byl podavan mikronizovany silymarin nebo PUFA, doSlo pouze
k nepatrnému zvySeni exprese, coZz se neda povazovat za vyznamné. Stejné tak je to
i s minimalnim poklesem exprese MRNA v pfipadé skupiny potkanl, kterym byla
podavana kombinace silymarinu a PUFA. Pro CYP2El je zGrafu 1 patrné,
Ze v pfipadech, kdy byl potkandm podavan mikronizovany silymarin, PUFA nebo
kombinace obou latek, doSlo k malému poklesu exprese mRNA. Nejvétsi pokles byl
zaznamenan Vv pripadé diety obsahujici samotny silymarin. Tyto zmény byly statisticky
vyhodnoceny pomoci neparametrickych testd (Kruskal-Wallisova testu a Mann Whitneyho
U testu) a vySly jako statisticky nevyznamné. Také bylo zjisténo, Ze ve stievni tkani HHTg
potkanu se nachazi pomérné malo genu Cyp2el. Hodnoty ziskané ze vzorkl 3, 15, 16
a 18 pro gen Cyp2e1 nebyly zahrnuty do vysledkl, protoze se pfili§ odliSovaly od
ostatnich.

Tyto vysledky je mozno vnimat celkem pozitivné. Pokud by totiz doSlo k vyraznému
snizeni exprese MRNA CYP3A, jez se podili na metabolismu zhruba 60 % léCivych latek,
mohlo by v pfipadé sou€asného podani substratu CYP3A dojit k Iékovym interakcim. P¥Fi
takové interakci, kdy se léCivo méné metabolizuje na neucinnou latku, by uU€inna slozka

kolovala v organismu déle a v hor8im pfipadé by mohlo dojit az k pfedavkovani l1éCivem.
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V pfipadé latek, sledovanych v této praci, nedoslo k vyraznym zménam v expresi mRNA
CYP3A, a mohu tedy fici, Ze uZiti téchto pfirodnich sloZek se zda byt bezpeéné v Iécbé
metabolického syndromu. Naopak mirné snizeni exprese mRNA CYP2E1 se jevi jako
pozitivni. PFfi nadmé&rném metabolismu zprostfedkovaném timto enzymem dochazi
k oxidaci malych molekul, jez jsou reaktivni a zanétlivé. Pfi jejich nahromadéni dochazi
k oxidativnimu stresu v tkanich, coz mize mit patologické nasledky (Lieber, 2004).

Je vSak nutné mit na paméti, ze vysledky ziskané z této studie, kde byli pouziti HHTg
potkani, nemusi zcela odpovidat disledkim, jaké by byly u ¢lovéka. Cytochromy P450
potkanu nejsou zcela identické s lidskymi, i kdyz mohou vykazovat vysokou sekvencéni
identitu. Rovnéz je podstatné zminit, ze CYP3A4 je u lidskych populaci vysoce variabilni.
Existuje vice nez 20 variant alel pro tento gen, které jsou spojeny bud s vyS$Simi,
nebo nizsimi rychlostmi katalytické aktivity. U potkanu bylo také zjisténo vice forem tohoto
CYP, nez u lidi, coz sebou nese i urdité rozdily v metabolismu léciv (Martignoni et al.,
2006).

Jelikoz tato oblast nebyla dosud pfili§ zkoumana, nabizi se zde spousta moznosti
studia aktivity a exprese mMRNA CYPs ve stfevni tkani a pfipadného vlivu rznych IéCiv,

at’ jiz v souvislosti s metabolickym syndromem, &i dalSimi civilizanimi onemocnénimi.
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5. ZAVER

Cilem této bakalafské prace bylo stanoveni exprese mRNA CYP2E1 a CYP3A u HHTg
potkanu, kterym byla podavana standardni laboratorni dieta samotna (kontrolni skupina)
nebo s obsahem PUFA, silymarinu nebo kombinaci obou. V této praci bylo zjisténo,
ze nedoSlo k zadnym vyraznym zménam v expresi mMRNA CYP3A u zadné z testovanych
skupin v porovnani s kontrolni skupinou. U CYP2E1 bylo detekovano mirné snizeni
exprese mMRNA u skupin potkanu, kterym byl podavan silymarin, PUFA a jejich
kombinace. Toto snizeni v8ak bylo vyhodnoceno jako statisticky nevyznamné. Ziskané
vysledky se jevi vcelku jako pozitivni z pohledu metabolismu predevS§im I[éCivych
pripravkl zprostfedkovaného témito CYPs.

Ohledné problematiky tykajici se této prace byla vypracovana literarni reSerSe.
Ke stanoveni exprese byla pouzita metoda RT-PCR a data z ni ziskana byla statisticky
zpracovana a porovnana mezi jednotlivymi skupinami potkanu, liSicimi se podavanou

dietou.
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