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1. Uvod

Metabolicky syndrom (MetS) pfedstavuje soubor vzajemné se dopliujicich rizikovych
faktorti zahrnujicich inzulinovou rezistenci, dyslipidemii, hypertenzi a abdominalni obe-
zitu, které spolecné zvysuji riziko kardiovaskuldrnich onemocnéni a rozvoje diabetu 2.
typu. Prevalence MetS se v globalnim métitku pohybuje v desitkach procent dospélé po-
pulace, pficemz jeji vyskyt je spojen se zménami zivotniho stylu a demografickymi fak-
tory. Zaroven je dnes ziejmé, Ze metabolicky syndrom miize postihnout i neobézni je-
dince (tzv. lean MetS), coz dale komplikuje diagnostiku a 1é¢bu tohoto onemocnéni.

Patofyziologické mechanismy MetS jsou multifaktorialni a zahrnuji poruchy in-
zulinové signalizace, zmény lipidového a energetického metabolismu, chronicky niz-
kostupniovy (tichy) zanét a narusenou redoxni homeostazu. Tyto procesy vedou k §iro-
kému spektru molekuldrnich a bunéénych zmén v cilovych tkénich, zejména v jatrech a
gastrointestinalnim traktu, které hraji klicovou roli v absorpci, distribuci, biotransformaci
a exkreci cizorodych latek (xenobiotik), napt. farmak, i endogennich latek. Pochopeni
téchto zmén je zasadni pro preklinické modelovani farmakoterapie a pro predikci farma-
kokinetickych konsekvenci 1écby u pacientli s MetS.

Katalytickymi centry procesu biotransformace jsou enzymy prvni faze, zejména
isoformy cytochromu P450 (CYP), a enzymy druhé faze (UGT, SULT, GST, COMT
apod.), spolu s membranovymi transportéry z rodiny ABC. Regulace exprese a aktivity
téchto proteinli je fizena komplexni siti jadernych receptorii a transkripcnich faktort
(napt. PPARa, PXR, CAR, AhR), které reaguji na endogenni signaly, dietni sloZky 1 far-
maka. Zmény v expresi téchto enzymu a transportért mohou vyznamné ovlivnit farma-
kokinetiku 1é¢iv, vetné fenofibratu, a tim i jejich G¢innost a bezpecnost v kontextu MetS.

Fenofibrat a jeho aktivni metabolit kyselina fenofibrova jsou klinicky pouZzivané
fibraty uréené k 1écbé hypertriglyceridémie. Jejich ucinek je zprosttedkovéan aktivaci
PPARa, ¢imZ dochazi k modulaci lipidového metabolismu 1 exprese genti zapojenych do
biotransformace cizorodych i endogennich latek. Silymarin, komplex flavonolignand z
ostropestice marianského, je v experimentalnim i klinickém vyzkumu zkouméan pro své
interakce mezi fenofibratem, silymarinem a zménénym metabolickym prostiedim MetS
jsou dosud nedostateéné prozkoumany a piedstavuji dileZitou oblast preklinického vy-

zkumu.
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Zviteci modely metabolického syndromu (napi. HHTg, SHR, SHR-CRP, ovarie-
ktomizované samice Wistar) poskytuji moznost detailniho zkoumani molekulérnich
zmén v regulaci enzymt a transportérti v podminkach odpovidajicich jednotlivym kom-
ponentim MetS. Srovnavaci studium genové exprese, mnozstvi proteinu a enzymove ak-
tivity v jatrech a tenkém stfevé mezi témito modely a kontrolnimi kmeny umoznuje iden-
tifikovat modelové specifické rozdily s pfimym dopadem na interpretaci farmakologic-
kych dat a na vybér vhodnych modeli pro evaluaci farmakoterapii.

Vysledky predkladané disertacni prace by tak mohly pfispivat k lepSimu pocho-
penti, jak specifické fenotypy metabolického syndromu ovliviiuji expresi a funkci klico-
vych biotransformacnich systémi a jak tyto zmény mohou modifikovat farmakokinetiku

1é¢iv, zejména fenofibratu, véetné mozného vlivu silymarinu pti kombinované terapii.
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2. Cile préce

Cilem predkladané diserta¢ni prace je charakterizovat a porovnat expresni profil vybra-
nych enzymu biotransformace, transportért a transkripcnich faktort v jatrech a tenkém
sttevé u vybranych neobéznich potkanich modelii metabolického syndromu a posoudit,
jak se tyto modely lis$i od kontrolnich zvitat z hlediska molekularnich determinant meta-
bolismu xenobiotik.

Préace byla zaméfena na komplexni hodnoceni zmén na urovni genové exprese,
mnozstvi proteinu a enzymove aktivity s cilem pfispét k lepSimu pochopeni modelové
specifickych rozdild v regulaci biotransformacnich systémi, které mohou mit vyznamny

dopad na farmakokinetiku 1é¢iv.

Konkrétni dil¢i cile prace byly nésledujici:

e Stanoveni a porovnani relativni genové exprese biotransformaénich enzymu,
transportéri a transkrip¢nich faktort v jatrech a tenkém stievé neobéznich potka-
nich modeld samct Wistar, HHTg, SHR, SHR-CRP a samic Wistar-SHAM a
Wistar-OVX

e Stanoveni mnozstvi relativnino proteinu enzym, transportérii a transkrip¢nich
faktord v jatrech neobéznich potkanich modeli samct Wistar, HHTg, SHR a
SHR-CRP

e Stanoveni relativni enzymové aktivity vybranych forem cytochromu P450 v jat-
rech neobéznich potkanich modelt samcti Wistar, HHTg, SHR a SHR-CRP

e Zavedeni LC-MS metody stanoveni kyseliny fenofibroveé v jaternim homogenatu.
Stanoveni mnozstvi kyseliny fenofibrove v jaterni tkani potkana HHTg a porov-

nani pti monoterapii a v kombinaci fenofibratu se silymarinem
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3. Teoreticka ¢ast disertacni prace

3.1. Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom (MetS), ¢asto také oznaCovany jako syndrom X, Reaveniiv syn-
drom, civiliza¢ni syndrom, ,,deadly quartet” nebo syndrom inzulinové rezistence, je kom-
plexnim souborem patologickych faktori vyskytujicich se zaroven, které mohou vést ke
zrychleni vyvoje kardiovaskularnich onemocnéni (KVVO) a také mohou mit vliv na rozvoj
onkologickych a psychiatrickych chorob [1,2]. Poprvé byl koncept MetS piedstaven
Vv druhé poloving 20. stoleti, kdy byly poprvé popisovany vztahy mezi obezitou, hyper-
tenzi, dyslipidémii a inzulinovou rezistenci, coz jsou faktory patfici mezi hlavni
symptomy MetS, které zvySuji morbiditu a mortalitu tohoto syndromu [3]. Dusledkem
MetS je pak vyznamné zvySené riziko rozvoje zdvaznych komplikaci, jako jsou atero-
sklerdza, infarkt myokardu, cévni mozkova ptihoda, nealkoholové ztu¢néni jater (NA-
FLD), které se nové oznacuje jako metabolicka dysfunkce spojena se steatotickym one-
mocnénim jater (MASLD), a chronické onemocnéni ledvin [4,5].

Definici MetS existuje n€kolik a riizné zdravotnické organizace k nim pfistupuji
S mirnymi odchylkami. Svétova zdravotnicka organizace (WHO) poprvé v roce 1998 vy-
dala kritéria pro diagnostiku MetS s inzulinovou rezistenci, jakozto kliCovym faktorem,
nacez nasledovaly dal$i vyklady [6]. V soucasnosti je MetS nejcastéji diagnostikovan dle
harmonizovane definice konsenzualné piijaté v roce 2009 pfednimi mezinarodnimi orga-
nizacemi, mezi néz patii napiiklad International Diabetes Federation nebo American
Heart Association, a dalsi. Podle této definice musi pacient vykazovat alespon tii sou-

Casné vyskytujici se rizikové faktory (viz Tab. 1) [1].

Tab. 1. Faktory definujici metabolicky syndrom u dospélych jedinci [1,7].

Obvod pasu muzi: > 102 cm; zeny: > 88 cm

specifikovano danou populaci / zemi
ZvySeny krevni tlak / 1é¢ba hypertenze > 130/85 mmHg
Triglyceridy v krvi / 1é¢ba dyslipidémie > 1,7 mmol/l
Glykémie nala¢no / 1é¢ba antidiabetiky > 5,6 mmol/l

HDL-cholesterol muzi: <1,03 mmol/l; Zeny: <1,29 mmol/l
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Dle epidemiologickych dat je zjevné, Zze prevalence metabolického syndromu
V populaci celosvétove stoupd, zejména vSak v ekonomicky vyspélych zemich. Divodem
je spojeni nezdravého Zivotniho stylu a stres [8]. Castgji je také MetS diagnostikovan u
déti a adolescenti [9]. Vzrustajici trend vyznamnosti tohoto problému vefejného zdravi
podtrhuje potiebu ucinnych diagnostickych a terapeutickych strategii. Z uvedeného vy-
plyva, ze diagnostika metabolického syndromu neni striktné vazana na obezitu; mize se
rozvinout i u neobéznich jedinct, coz je stav oznaCovany jako Lean Metabolic Syndrome
(LMS), v pfipadé soubézného vyskytu inzulinové rezistence, hypertenze a dyslipidémie
[10]. Pro komplexni pochopeni celého syndromu je nezbytny detailni pohled na tyto kli-

¢ové komponenty, jejich patogenezi a vzajemné interakce.

3.2. Inzulinova rezistence

Stav organismu, kde buriky kosterniho svalstva, adipocyty a hepatocyty nejsou schopny
efektivné reagovat na inzulin, se nazyva inzulinova rezistence (IR). Tento jev je prekur-
zorem hypertenze, dyslipidémie, a také metabolickych poruch, jako je Diabetes Mellitus
2. typu (T2DM), ¢i MASLD (diive NAFLD), z ¢ehoz lze vyvodit, Ze IR ptedstavuje Kli-
covy patologicky znak MetS [11,12].

Mechanismus IR neni zcela objasnén, existuje v§ak nékolik teorii, které ho do jisté
miry popisuji. Mezi zasadni a nejvice studiemi podlozené faktory patii vliv ektopické
akumulace lipidu v jatrech a kosternim svalstvu, coz ma za nasledek naruSeni signalni
drahy inzulinu, konkrétné fosforylace tyrosinovych zbytki inzulinového receptoru a sub-
stratu inzulinového receptoru IRS1/2, coz vede k down-regulaci transportéru glukézy
GLUT4 a snizenému vychytavani glukozy buikami [11]. K dal§im faktorm pfispivaji-
cim k IR patii chronicky zanét (zejména nizkostupnovy adipocytarni zanét vedouci k pro-
dukci prozanétlivych cytokinil), oxidacni stres, mitochondridlni dysfunkce, ¢i dysbioza
sttevniho mikrobiomu [13,14].

Inzulinova signalizace je komplexni proces projevujici se inzulinovou selektivi-
tou. Nékteré signalizacni drahy inzulinu tedy mohou byt postizeny vice nez jiné. V jatrech
muze IR primarné ovlivnit potlaeni glukoneogeneze, zatimco lipogeneze zlistane rela-
tivné citlivéjsi na inzulin. Selektivni inzulinové rezistence mize vést ke zvysené produkci
glukozy v jatrech a zaroven k steatdze. Takovy faktor vyznamné piispiva k rozvoji hy-

pertenze a dyslipidémie [11].
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Dalsim dusledkem IR je kompenza¢ni hyperinzulinémie, pti které dochazi k nad-
mérné sekreci inzulinu v pankreatu. Dlouhodobé zvysena sekrece tohoto hormonu pak
vede k rozvoji T2DM, hypertenze zpisobenou zvySenou retenci sodnych ionti v ledvi-
nach a aktivaci sympatiku, a v disledku zvysené syntézy VLDL v jatrech i k dyslipidemii
[11,15].

3.3. Hypertenze

Hypertenze je zavaznym onemocnénim a dilezitym faktorem MetS. V soucasnosti je de-
finovana, dle Evropské kardiologické spole¢nosti (ESC), jako chronické zvyseni krev-
niho tlaku. P¥i ambulantnim méfeni KT jsou za hypertenzi povazovany hodnoty nad
140/90 mmHg, ale definice a klasifikace se 1i§i v zavislosti na metodé¢ méteni (ambu-
lantni, domaci, 24 h monitoring), jak je detailngji uvedeno v Tab. 2 [16]. Dlouhodobé
zvyseni krevniho tlaku zvySuje riziko vaznych zdravotnich komplikaci, zejména srdec-
niho selhéni, cévni mozkové piihody, ischemické choroby srde¢ni, ¢i selhani ledvin [16].

Patofyziologie hypertenze je multifaktorialni a zahrnuje komplexni interakce
mezi genetickymi predispozicemi a faktory zivotniho stylu. Mezi hlavni mechanismy
patii dlouhodob¢ zvysena aktivita renin-angiotenzin-aldosteronového systému (RAAS),
zvysena aktivita sympatiku, endotelialni dysfunkce, remodelace cév a poruchy regulace
objemu tekutin [16].

Hypertenze se déli na primarni (esencialni), u které neni zjevna pficina, a sekun-
darni, kdy je zvyseni krevniho tlaku disledkem jiné choroby, napf. onemocnéni ledvin
[16]. Dle nejnovéjsich doporuceni Evropské kardiologické spolecnosti z roku 2024 jiz
neni krevni tlak rozd€lovan do tradi¢nich stupnii zavaznosti, ale je kategorizovan jako
normalni, zvy3eny nebo odpovidajici hodnotdm hypertenze, viz Tab. 2 [16]. Casto se viak
Ize setkat s rozdélenim do 3 stupiti hypertenze, jak bylo uvadéno v doporucenich z roku
2018 [16,17].
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Tab. 2. Klasifikace krevniho tlaku dle typu méfeni, podle doporuceni Evropské kardiolo-
gické spolecnosti 2024 pro management hypertenze [16].

Kategorie KT vordinaci KT doma Denni ABPM 24 h ABPM  ABPM v noci

Normotenze <120/70 <120/70 <120/70 <115/65 <110/60
Zvyseny KT <140/90 <135/85 <135/85 <130/80 <120/70
Hypertenze >140/90 >135/85 >135/85 >135/85 >120/70

Seznam zkratek: KT — krevni tlak, ABPM — ambulantni monitorovani krevniho tlaku.

3.3.1. Lécba hypertenze

Terapie hypertenze, stejn¢ jako u ostatnich faktor MetS, je zalozena primarné na zméné
zivotospravy, kterd zahrnuje riizna dietni opatieni (napt. omezeni pfijmu soli), zvySeni
fyzické aktivity, redukci t€lesné hmotnosti, ¢i omezeni alkoholu [16]. Pti nedostate¢ném
snizeni krevniho tlaku nebo u pacientti s vysokym kardiovaskularnim rizikem nasleduje
farmakoterapie.

Farmakologicka 1é¢ba hypertenze vyuziva nékolik hlavnich skupin 1ékt. Prvni
volbou jsou vétSinou inhibitory RAAS, jako jsou inhibitory angiotenzin konvertujiciho
enzymu (ACE inhibitory) nebo blokatory angiotenzinovych receptoru (sartany). Dale by-
vaji uplatiovana diuretika, blokatory kalciovych kandli a beta-blokatory. Pro dosaZeni
cilovych hodnot krevniho tlaku se ¢asto vyuziva kombinovana terapie témito 1éky [16].
Cilem 1é¢by je snizit krevni tlak a minimalizovat tak riziko dlouhodobych komplikaci

hypertenze.

3.4. Dyslipidémie

Terminem dyslipidémie je oznacovan soubor metabolickych poruch, které vedou k ab-
normalnim koncentracim lipida a lipoproteint v plazmé. Mezi jeji klicové charakteristiky
patii zvySené hladiny triglyceridi (TAG) a/nebo nizkodenzitnich lipoproteini (LDL), ¢i
snizené mnozstvi vysokodenzitnich lipoproteinti (HDL) [18]. Dysregulace poméru lipo-
proteinli mliZe nastat vlivem genetickych predispozic a oznacuje se, podobné jako u hy-
pertenze, jako primarni dyslipidémie, nebo vlivem nezdravych stravovacich a pohybo-
vych navykd, ¢i v souvislosti s jingym onemocnénim, kdy je oznaovana jako sekun-
darni [18]. Priméarni dyslipidéemie vznika v disledku genetickych predispozic a jeji rozvoj

muze byt zpisoben monogennimi ¢i polygennimi faktory, s dédi¢nosti autozomalni nebo
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véazanou na pohlavni chromozom X [19]. Hlavnimi divody vzniku primarni dyslipidémie
zahrnuji poruchy regulace lipoproteind, které hraji hlavni roli v pifenosu lipida v krvi [20].

Sekundarni dyslipidémie je pak dusledkem jinych zakladnich onemocnéni, jako
je naptiklad hypotyredza, chronické onemocnéni ledvin, ¢i diabetes mellitus (zejména
T2DM), nebo je ovlivnéna faktory Zivotniho stylu, jako jsou nezdravé stravovaci navyky
(napt. vysoky piijem nasycenych tuki) a nedostatek fyzické aktivity [18—20]. Bez ohledu
na etiologii pfedstavuje dyslipidémie vyznamny rizikovy faktor pro rozvoj aterosklerozy

a nasledn¢ KVO, v¢etné ischemické choroby srde¢ni a cévni mozkové piihody [18-20].

3.4.1. Patofyziologie dyslipidémie v kontextu metabolického syndromu

Ve spojeni s MetS je dyslipidémie asto charakterizovana specifickou kombinaci zvyse-
nych triglyceridd, snizeného HDL-cholesterolu a zvySenym mnozstvim tzv. malych den-
znich LDL (sdLDL) [18-20]. Tento dyslipidemicky profil je Gzce spojen s IR a visceralni
obezitou, jenz vedou k dysfunkci adipocytl a zvysené lipolyze, ¢imz dochazi ke zvyse-
nému piisunu volnych mastnych kyselin do jater a stimulaci syntézy a sekrece TAG a
lipoproteint s velmi nizkou hustotou (VLDL) [12,20]. Je dileZité poznamenat, Ze rozvoj
patologii v lipidovém profilu mize nastat i v pfipadech, kdy obezita neni dominantnim
fenotypem (LMS) [10].

V kontextu hypertriglyceridémie a IR hraji klicovou roli ve vyvoji dyslipidemic-
kého profilu sdLDL c¢astice, které vznikaji typicky pfi vyméné lipid mezi VLDL a
LDL/HDL lipoproteiny zprostfedkovanou cholesteryl-ester transfer proteinem (CETP) a
naslednym puisobenim jaterni lipazy (HL) na LDL ¢astice bohaté na TAG [21]. Tyto ¢as-
tice jsou povazovany za vysoce aterogenni, vzhledem K jejich zvy$ené schopnosti proni-
kat do cévni stény, vyssi nachylnosti k oxidaci a glykaci, niZsi afinit€ k LDL receptorim
a delsi dobé¢ setrvani v cirkulaci. Jejich pfitomnost je spojena se zvysenym kardiovasku-
larnim rizikem i u jedincti s normalnimi hladinami celkového LDL-cholesterolu [21].
Soucasné, disledkem zvySené vymeény lipidit mezi vySe zminénymi ¢asticemi, je ¢asto
pokles koncentrace HDL-cholesterolu, ke kterému dochazi katabolizaci HDL ¢astic bo-
hatych na TAG [15,18,20].

Snizena aktivita lipoproteinovych lipdz (LPL), které jsou klicové pro hydrolytické
Stépeni TAG, nasledné zhorSuje clearance TAG-bohatych lipoproteind, jako jsou chylo-
mikrony, VLDL, a jejich remnanty, z cirkulace [19,20]. Disledkem je zvySené mnozstvi

TAG-bohatych castic, kam jsou zahrnovany chylomikrony, VLDL, a jejich remnanty,
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Casto oznacované jako lipoproteiny stfedni hustoty (IDL). IDL c¢astice jsou vysoce atero-
genni a piispivaji k progresi aterosklerézy. Diivodem je jejich schopnost pronikat do en-

dotelu a moznost byt vychytavany makrofagy, coz vede k tvorbé pénovych bunék [20].

3.4.2. Vyuziti fibrata v 1é¢bé dyslipidemie

Terapie dyslipidémie piedstavuje kli¢ovy aspekt managementu MetS s primarnim cilem
zlepsit hodnoty lipidového profilu a snizit kardiovaskularni riziko. Mezi sou¢asné terape-
utické strategie patii, podobné jako u ostatnich aspekti MetS, zejména nefarmakologické
intervence zaméiené na komplexni zmény zivotniho stylu, s cilem redukce t€lesné hmot-
nosti, Gipravy stravovacich navykd, ¢i pravidelna fyzicka aktivita [20]. V pfipadech nedo-
state¢né odezvy na reZimova opatieni, nebo u pacientt s vysokym kardiovaskularnim ri-
zikem, je zafazena farmakoterapie 1é¢ivy snizujicimi mnozstvi aterogennich lipoproteind,
LDL, VLDL a chylomikroni. V nékterych pfipadech jsou pouzita 1é¢iva zvySujici mnoz-
stvi HDL lipoproteint [19,20]. Mezi ¢asto vyuZivana hypolipidemika patfi fibraty, které
jsou vyuzivany zejména pro 1é¢bu hypertriglyceridémie, anebo k terapii smisené dyslipi-
démie v kombinaci se statiny [19,22]. Tato skupina 1é¢iv byla poprvé zavedena do kli-
nicke praxe v druhé poloving 20. stoleti, a proto je v dne$ni dob¢ jiz pomérné zevrubné
prozkoumana [23]. Mechanismem ucinku fibrati je aktivace jadernych receptort aktivo-
vanych proliferatory peroxizomu alfa (PPARa), ¢imZ dochazi ke zménam metabolickych
drah a vysledkem je zlepSeni lipidogramu [23]. Aktivace PPARa vede k modulaci ex-
prese fady genl zapojenych do metabolismu lipidd, pfedevsim indukce syntézy LPL a
snizeni produkce apolipoproteinu C-111 (ApoC-I11), inhibitoru LPL. Dale dochazi ke zvy-
Seni syntézy apolipoproteinit A-l a A-II, které jsou klicové pii syntéze HDL. Vysledkem
téchto zmén je vyrazné snizeni TAG, ¢astecné snizeni mnozstvi LDL-cholesterolu a zvy-

Seni mnozstvi HDL-cholesterolu [23,24].

3.4.2.1. Fenofibrat

Fenofibrat (FF), jeden z nejrozsifené;jsich zastupcu fibratu, je synteticky derivat kyseliny
fibrové. V klinickeé praxi je indikovan predevsim k farmakoterapii izolované hypertrigly-
ceridémie, smisené dyslipidémie a piipadné primarni hypercholesterolémie u pacientd
s intoleranci statinti [25]. Molekula FF je lipofilni a lékové formy jsou podavany pero-
raln€. Po poziti je v tenkém stievé absorbovan piiblizné z 60 % a jeho plazmatické kon-

centrace (Cmax) dosahuji maxima béhem 4-8 hodin [25]. Pro optimalizaci vstiebavani a
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zvyseni biologické dostupnosti je doporuc¢eno podavat FF s jidlem, coz vyznamné zvy-
Suje jeho rozpustnost a nasledné vstiebani. Po absorpci je FF hydrolyzovan esterdzami,
pii ¢emz vznika jeho farmakologicky aktivni metabolit, kyselina fenofibrova (FFA). Ta
je pak dale pfeménovana, zejména vsak prostiednictvim UDP-glykosyltransferdz, na jeji
acyl-p-D-glukuronid, ¢asto oznacovany jako fenofibryl-glukuronid [26]. Eliminace FFA
a ostatnich metaboliti probiha pievazné renalni cestou, pficemz 60-88 % je vylouceno
moci a 5-25 % stolici [27]. FFA ma biologicky polo¢as 20-23 hodin a fenofibrat 19-27
hodin u zdravych jedinct, coz umoznuje davkovani jednou denné€. U pacientii se snize-
nou renalni funkci ¢i selhanim ledvin maze dojit k prodlouzeni polo¢asu az na 143 hodin,

pticemz je nutna individudlni dprava ddvkovani nebo zména farmakoterapie [27].

(A) (B)
Obr. 1. Strukturni vzorec fenofibratu (A) a kyseliny fenofibrové (B).

Mechanismem pusobeni kyseliny fenofibrové je specificka aktivace PPARa,
ktery se nasledné vaze na retinoid X receptor (RXR). Vysledny heterodimer pak navaza-
nim na specifické sekvence DNA, tzv. ,,PPAR response elements” (PPRE), vyvolavd mo-
dulaci transkripce a naslednou zménu genové exprese projevujici se indukci exprese li-
poproteinove lipazy, zvysenou syntézou HDL lipoproteint a snizenou produkci apolipo-
proteinu C-111 (ApoC-I11) v jaterni tkani [25,28]. Fenofibrat, spole¢né s ostatnimi fibraty,
rovnéz zvySuje oxidaci mastnych kyselin indukci mRNA Acyl-CoA syntetdzy a dalsich
enzymil, které jsou zapojeny do transportu mastnych kyselin [29].

Ackoliv je fenofibrat obecné dobfe tolerovan, s jeho uzivanim je spojena fada ne-
zadoucich u¢inku, které mohou narusovat kvalitu zivota pacienta. Mezi nejcastéjsi neza-
douci ucinky patii bolest hlavy, gastrointestinalni potize, ¢i kozni vyrazky. Mezi zavaz-
néjsi, které mohou vyZzadovat Gpravu davkovani ¢i ukonceni 1écby, patii zvySeni mnoZzstvi
jaternich enzymd, pankreatitida, infarkt myokardu, a jiné [25]. V kombinaci se statiny je
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Casty vyskyt myopatie a rhabdomyolyzy, se kterou je pak spojena i dysfunkce ledvin [25].
Poruba a kol. zaznamenali ve své studii vyznamné snizeni exprese efluxniho transportéru
P-glykoproteinu (P-gp) v potkanim modelu MetS, coz mtize mit vliv na biologickou do-
stupnost 1é¢iv vyuzivanych pfi 1é¢bé metabolickych poruch. Toto tvrzeni vSak nelze
ptimo vztahovat, vzhledem k druhové rozdilnosti, na lidsky organismus a k potvrzeni Kkli-

nické relevance je potieba dalsi vyzkum [30].

3.4.2.1.1. Analytické stanoveni fenofibratu a jeho metabolitu

Kyselina fenofibrova, jako aktivni metabolit FF, nevyzaduje terapeutické monitorovani
(TDM), nebot’ ma Siroky terapeuticky index a jeji terapeutické a p¥ipadné nezadouci
ucéinky nejsou vyluéné navazany na jeji koncentraci v krvi. V klinické praxi se tedy po-
zoruji zejména biochemické parametry, jako je kontrola lipidogramu, jaternich testli a
renélnich funkci, coz jsou vySetieni dostateéné reflektujici efekt 16¢by a vyskyt nezadou-
cich uc¢inku [25].

Pro farmakologicky vyzkum fenofibratu jsou hojné pouzivané analytické metody
vyuzivajici separaci analytu. Typickym ptikladem je kapalinova chromatografie (LC)
s UV detekci, kterou v mnoha pfipadech postupné nahrazuje LC s detekci pomoci hmot-
nostni spektrometrie (LC-MS), ¢i s tandemovou detekci (LC-MS/MS) [31,32]. Vyhodou
zavedeni LC-MS/MS metod je vyS$si selektivita a citlivost, coZz umoziiuje kvantifikaci
analytu pfi nizkych koncentracich. Diky zplisobu detekce, tedy analyze poméru hmotnosti
a naboje fragmentu (m/z), lze kvantifikovat n€kolik analytl soufasné a tim dochézi
k Gspofe ¢asu u analyzy samotné. Ve spojeni se zakladnim farmakologickym vyzkumem
piedstavuji LC-MS/MS metody kli¢ovy nastroj pro komplexni pozorovani distribuce far-
mak v biologickych matricich [32].

3.5. Chronicky zanét a oxidacni stres jako patofyziologické komponenty metabolic-

kého syndromu

Chronicky systémovy zanét piedstavuje jeden z kliCovych faktord podilejicich se na
vzniku metabolickych onemocnéni, véetné metabolického syndromu. Pro jeho rozvoj je
typicka zvysena sekrece zanétlivych a prozanétlivych mediatord produkovanych v tukoveé
tkani. Adipocyty pii nevyvazeném Zivotnim stylu, zejména pii nadmérném piijmu ener-
geticky bohatych potravin, akumuluji mastné kyseliny, ¢imz dochazi k jejich hyperplazii
a hypertrofii. V disledku modifikaci tukové tkané dochazi u $patné prokrvenych bunék k
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hypoxii a nasledné nekroze. Tyto mrtvé buriky jsou nasledné zpracovany makrofagy adi-
pocytarni tkan€ za vzniku dalSich prozanétlivych cytokind [13,33].

Jednim z nejvyznamnéjSich biomarkeru chronického tichého zanétu je C-reak-
tivni protein (CRP), akutni fazovy protein produkovany zejména v jatrech, jehoz plazma-
tické koncentrace se zvySuji v reakci na zanét, infekci, ¢i poSkozeni tkani [34]. Soucasné
studie vSak naznacuji, ze CRP, coby citlivy ukazatel zanétu, se mtize aktivné podilet v pa-
togenezi metabolickych onemocnéni a aterosklerdzy [34]. Dlouhodobé zvyS$ené mnozstvi
CRP, charakteristické pro chronicky systémovy zanét, pfispiva, spole¢né s vyse zming-
nou akumulaci mastnych kyselin v adipocytech, k rozvoji oxida¢niho stresu, naruseni bu-
néénych funkci a k perzistenci systémového zanétu [13,33].

Oxidaéni stres, pfi kterém dochazi k naruseni rovnovahy v produkci oxidantu a
kapacitou endogenniho antioxida¢niho systému [35,36], je se systémovym zanétem uzce
propojen. Reaktivni formy kysliku (ROS) a dusiku (RNS), produkované napiiklad dys-
funk¢énimi mitochondriemi, narusuji redoxni signalizaci a rovnéz zptisobuji molekulérni
a bunééné poskozeni, ¢imz se podili na rozvoji hyperlipidémie, hypertenze a inzulinové

rezistence [36].

3.5.1. Dopliikova terapie metabolického syndromu rostlinnymi produkty

Zarazovani funk¢nich potravin do stravy a uZivani nutraceutik je, diky rostoucimu pove-
domi o vlivu Zivotniho stylu a stravovani na zdravi, oblibenou doplitkovou terapii a pre-
venci chronickych neinfek¢énich onemocnéni, mezi ktera patii i MetS [37,38]. Bioaktivni
latky obsazené v téchto produktech predstavuji zejména sekundarni rostlinné metabolity,
produkované rostlinami predevsim pro jejich vlastni obranu a adaptaci vici nepfiznivym
abiotickym a biotickym podminkam, jako jsou nahlé zmény klimatu nebo infekce pato-
geny [37]. Ptes jejich primarni obrannou funkci u rostlin jsou vsak tyto rostlinné produkty
a Vv nich obsazené bioaktivni latky ¢lovékem a ostatnimi vy$8imi Zivo€ichy vyuZzivany pro
jejich prokazatelny pozitivni vliv na organismus [39].

Mezi klicové aspekty v praxi vyuzivanych rostlinnych bioaktivnich latek patii je-
véetné chronického zanétu a oxidac¢niho stresu, jsou schopnosti téchto produkti obzvlast
zadouci. Studie se rovnéz zabyvaji vlivem doplitkové fytoterapie na regulaci lipidového
metabolismu a zvySeni citlivosti na inzulin [40]. Je potieba zdaraznit, Ze terapeuticka

efektivita téchto latek pii perordlnim podani byva casto limitovana nizkou biologickou
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dostupnosti a rozsahlym first-pass efektem (FPE). Nésledkem je nedostate¢na utilizace
organismem a nizké koncentrace v cilovych tkanich [41]. Resenim mohou byt technolo-
gie mikronizace a vazba bioaktivnich latek na koloidni nosice, jako jsou napiiklad lipo-
zomy. Tyto piistupy jsou extenzivné zkoumany a diky jejich vlastnostem, jako je jejich
vys$§i volna povrchova energie a piedvidatelnéjsi profil uvoliiovani, maji potencial vy-
znamné zvysit schopnost prostupu rostlinnych produkti do systémové cirkulace a tim
zvysit jejich efektivni utilizaci [42].

Mezi vyznamné skupiny rostlinnych bioaktivnich latek vyuzivanych v doplitkové
terapii patii flavonoidy, karotenoidy, terpeny, omega-3 polynenasycené mastné kyseliny
a nékteré alkaloidy [37,38]. V kontextu MetS a MASLD je dlouhodobé popularnim pied-

métem intenzivniho vyzkumu Silymarin.

3.5.1.1. Silymarin

Silymarin je komplexem flavonolignant a dalSich polyfenolickych sloucenin extrahova-
nych z plodt ostropestice marianského (Silybum Marianum). Hlavni bioaktivni slozkou
tohoto komplexu jsou diastereomery silybinu (silybin A a silybin B), ktery je zastoupen
z cca 50-70 %. Jeho ostatni komponenty jsou isosilybin A, isosilybin B, silydianin,
silychristin, isosilychristin, taxifolin, 2,3-dehydrosilybin B, a dalsi, dosud nedostate¢né
prozkoumané fenolické slou¢eniny, oznac¢ované jako polymerni flavonoidni frakce, které
rovnéz piispivaji k biologické aktivité silymarinu [43,44]. S vyjimkou silydianinu se tyto
flavonolignany v silymarinu vyskytuji v diastereomerickych parech oznacovanych A a B

Vv riiznych pomérech [44].

. @L@ @U’

OH HO

OH

(A) (B)

Obr. 2. Strukturni vzorce diastereomeru silybinu A (A) a silybinu B (B).
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Jednim z hlavnich mechanismt ptsobeni silymarinu je jeho schopnost stabilizo-
Mimo jiné, tento extrakt stimuluje aktivitu antioxidacnich enzymt a inhibuje expresi pro-
zanétlivych cytokind, jako tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-a) a interleukinu-f
(IL-1pB) [45]. Tyto vlastnosti fadi silymarin mezi latky s prokazatelnym hepatoprotektiv-
nim uéinkem a mezi nejpopularnéjsi ptirodni latky vyuzivané pii prevenci a podpurné
IéCbé jaternich onemocnéni [46]. Terapeuticky efekt je v klinické praxi ¢aste¢né limito-
van relativné nizkou biologickou dostupnosti pii peroralnim podani, kterd souvisi
zejména s nizkou absorpci v GIT. Tato limitace je v soucasnosti feSena technologiemi
mikronizace a syntézou fytozomalnich frakci, které vyznamné zvysuji biologickou do-
stupnost silymarinu ve srovnani s klasickymi extrakty [47,48].

Soucasny vyzkum se zamé&fuje nejen na hepatoprotektivni, ale také antioxidaéni,
[49,50]. Pozornost je vénovana také jeho roli v modulaci exprese enzymui, transportnich
proteind a jejich transkripcnich faktord, které jsou zapojeny do metabolismu xenobiotik
a endogennich latek [51]. Tato schopnost je vyznamna jak z pohledu ovlivnéni patofyzi-
ologickych procest MetS, tak z hlediska mozZnych interakei s 1é¢ivy a celkovym metabo-

lismem latek.

3.6. Metabolismus latek

Zivé organismy jsou nepfetrzité vystavovany sirokému spektru chemickych latek pocha-
zejicich z jejich vngjsiho prostiedi, tzv. xenobiotika, nebo jsou produkovany endogenné.
Xenobiotika (napt. 1éky, toxiny, nutraceutika) i endogenni slou¢eniny (napt. hormony,
zlu¢ové kyseliny, aj.) jsou schopny ovliviiovat Zivotaschopnost a spravnou funkci orga-
nismu [52,53]. Pro udrzeni homeostazy a predchazeni patologickym staviim je pro orga-
nismus nezbytna kontinualni eliminace a modulace biologické aktivity téchto latek. Vét-
Sina zminénych chemickych slou¢enin pied eliminaci podstupuje procesy, ¢asto oznaco-
vane jako biotransformace [54]. Metabolismus xenobiotik probiha za ptitomnosti riznych
enzymu zejmena Vv jatrech, ale do jisté miry mohou byt latky pfeménovany i v ostatnich
tkanich, jako jsou napfi. ledviny, plice, kiize, tkan¢ gastrointestinalniho traktu (GIT) a
centralni nervové soustavy (CNS) [54].

Procesy metabolismu latek I1ze rozdélit do dvou fazi. Prvni faze, tzv. funkcionali-

zatni (n¢kdy oznacovana jako nesynteticka nebo konverzni), zahrnuje reakce, pfi nichz
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dochazi k oxidaci, redukci, anebo hydrolyze substratu. Vysledkem je metabolit piivodni
latky s odhalenymi funkénimi skupinami, ¢imz je zvySena jeho polarita a je usnadnéna
jeho nasledna exkrece organismem. Druha faze zahrnuje enzymy katalyzované kon-
jugacni reakce, pii nichz dochazi k navazani endogennich funkcnich skupin na substrat.
S vyjimkou methylace, kdy je produkt vétSinou méné polarni a podléha dal§im reakcim
druhé faze, vznika produkt s vyssi polaritou oproti latce piivodni. Reakce prvni faze jsou
typicky vyrazné pomalejsi nez reakce faze druhé, a proto jsou pro rychlost metabolismu
latek Casto limitujicim faktorem. Metabolismus vSak muze, v zavislosti na vlastnostech
metabolizované latky, probihat bud’ obéma po sobé jdoucimi fazemi, ¢i pouze jednou fazi
[52].

Metabolismus xenobiotik je obranny mechanismus usnadnujici exkreci cizorode
latky z organismu. Kromé této funkce vSak dochazi i k pfeméné a deaktivaci farmakolo-
gicky aktivnich latek, nebo naopak k jejich aktivaci, u tzv. pro-drugs. Tyto reakce jsou
zprostfedkovavany fadou enzymd, jejichz funkce a zafazeni do fazi jsou shrnuty v Tab. 3
ad.
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Tab. 3. Typy reakci funkcionaliza¢ni faze metabolismu latek, enzymy katalyzujici tyto

reakce a ptiklady metabolizovanych substratt [55].

Funkcionaliza¢ni faze (Faze 1.)

Typ reakce Enzym Substrat
metformin, statiny, warfarin,
cytochrom P450 mastneé kyseliny, steroidni
hormony
alkoholdehydrogenaza ethanol
aldehyddehydrogenaza acetaldehyd, glutamét
) aldehydoxidaza nikotin, trans-retinaldehydy
Oxidace
xanthinoxidaza eskuletin, allopurinol
o inhibitory monoaminooxidaz,
monoaminoxidaza ) ) )
serotonin, dopamin, tyramin
diaminoxidaza putrescin
flavin monooxygenaza nikotin, trimethylamin
cytochrom P450 reduktaza )
Azoredukce sulfasalazin
(CYPOR)
Nitroredukce CYPOR, nitroreduktaza metronidazol, nitrazepam
] peptidaza inzulin, GLP-1 analoga
Hydrolyza ) o
esteraza ACE inhibitory,
Hydratace epoxidhydrolaza epoxidy mastnych kyselin

3.6.1. Cytochrom P450

Mezi z4sadni slozky metabolismu endogennich latek a xenobiotik patii hemoproteiny ze
superrodiny cytochromu P450 (CYP), jejichz nazev je odvozen z charakteristickeho ab-
sorp¢niho maxima pii 450 nm (P450 znamena ,,pigment 450°), které je pozorovatelné pii
jejich vazbé s oxidem uhelnatym [56,57]. V soucasnosti se uvadi absorpéni maximum
v rozmezi 447-452 nm v zavislosti na dané formeé [58]. Evolu¢né se CYP fadi mezi po-
mérné konzervované enzymy, které jsou pravdépodobné staré okolo 3 miliard let [59] a
vyskytuji se témer ve vSech zivych organismech, od bakterii a archei az po vyssi rostliny
a zivo¢ichy [60]. Lidsky genom obsahuje 57 funkénich gent a 58 pseudogent kddujicich
CYP, které jsou rozdéleny dale do 18 rodin a 41 podrodin, kdy nomenklatura CYP
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vychdazi z podobnosti aminokyselinovych sekvenci [61,62]. V ramci rodiny musi enzymy
u savcu sdilet minimalné 40% shodu, v ramci podrodin pak minimalné 55% shodu ami-
nokyselinové sekvence [61].

Enzymy CYP450 jsou lokalizovany v endoplazmatickém retikulu bunék. Vysky-
tuji se zejména v jatrech, ale jeho formy jsou distribuovany i v dalsich tkanich — tenkém
stfevé, ledvinach, plicich, mozku, kuZzi nebo srdci, kde katalyzuji reakce prvni faze meta-
bolismu [56,59,60,63]. Vice nez polovina CYP je zapojena do metabolismu xenobiotik a
endogennich latek [63]. Za klinicky nejvyznamnéjsi rodiny CYP jsou povazovany CYP1,
CYP2 a piedevsim CYP3. Rodina CYP1 (napi. CYP1A2 a CYP1A1) je zapojena do me-
tabolismu polycyklickych aromatickych uhlovodikta (PAH) [64]. Rodina CYP2 zahrnuje
nejvice forem a ma rozsahlou substratovou specifitu. Patfi sem napf. lidské enzymy
CYP2B6, CYP2C6, CYP2C19 a CYP2D6, kter¢ jsou zodpovédné za metabolismus psy-
choaktivnich latek a 1éku [65]. Rodina CYP3 je se svym lidskym CYP3A4 prakticky nej-
vyznamngéjsi, protoze metabolizuje ptiblizné¢ 30-50 % veskerych v praxi vyuzivanych 1é-
Civ [66]. Je dilezité zminit, ze enzymy CYP jsou indukovatelné ligandy (napt. FF a FFA
pro CYP3A4 [67]) a rovnéZ maji své inhibitory (napf. furanokumariny obsazené v gra-
pefruitové stavé pro CYP3A4 [68]), coz mize mit zdsadni dopad na farmakoterapii a
1ékové interakce. Pocet 1éCiv, ktery je témito enzymy metabolizovan, jen podtrhuje jejich
Klinickou vyznamnost [69]. Zbyvajici rodiny (CYP4-51 jsou pievazné zapojeny do me-
tabolismu endogennich latek, jako jsou steroidni hormony, ZluCové kyseliny C¢i
prostaglandiny, ale posledni dobou se stavaji pfedmétem studia v 1é€bé riznych chorob,

véetné kardiovaskularnich onemocnéni a rakoviny [70,71].

3.6.1.1. Struktura a funkce CYP

Formy CYP jsou hem-thiolatové proteiny sestaveny z 400-500 aminokyselin a maji mo-
lekulovou hmotnost piiblizn¢ 45-60 kDa [60]. V jejich struktufe je inkorporovan porfy-
rinovy kruh, hem b, obsahujici centralni atom Zeleza (v klidovém stavu typicky Fe®*, ale
in vivo se vyskytuje i Fe?*) pInici funkci pfi elektronovém transportu a katalytickych re-
akcich. K apoproteinu je tento hemovy komplex navazan ptes atom siry z cysteinového
zbytku v jeho thiolatové forme, kdy je atom Zeleza koordinovan prave timto thiolatovym

ligandem [72].
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Obr. 3: Strukturni vzorec hemu B navazaného na thiolatovy zbytek cysteinu.

Enzymy CYP plni funkci monooxygenaz. Jejich funkci je inkorporace atomu mo-
lekularniho kysliku, zatimco druhy atom kysliku je redukovan na vodu. Z lipofilniho sub-
stratu tak vznika polarn&jsi produkt, jehoz exkrece je tim pro organismus usnadnéna. Re-
akce katalyzované CYP jsou zavislé na pritomnosti dalsich enzymu, jako je redukovany
nikotinamidadenindinukleotidfosfat (NADPH) nebo nikotinamidadenindinukleotid
(NADH), které slouzi jako zdroje elektront a flavoprotein NADPH-cytochrom P450 oxi-
doreduktdza (CYPOR), pficemz nékterych d&ju se mize Gcastnit i cytochrom bs (CYBs).
Elektrony z NADPH jsou zprostfedkovany CYPOR. Tento enzym obsahuje kofaktory
flavin mononukleotid (FMN) a flavin adenin dinukleotid (FAD), které jsou kli¢ové pro
transport elektronti. Katalyticky cyklus vyuzivajici elektrony z téchto donorti se sklada
z nékolika kroktui. CyKlus za¢ina navazanim lipofilniho substratu (RH) na CYP za vzniku
komplexu enzym-RH. Vazbu doprovazi konformacni zména proteinu a zaroven dochazi
ke zmén¢ spinového stavu centralniho atomu Zeleza z nizkospinového na vysokospinovy.
Tato alterace zvySuje jeho redoxni potencial a usnadiiuje jeho naslednou redukci. Za
idasti CYPOR, CYBs a donora elektronit NAD(P)H pak dochézi k redukci Fe®* na Fe?".
Zeleznaty kation je pak schopen reakce s tripletnim molekularnim kyslikem za vzniku
komplexu Fe**O,, s jednim elektronem z redukovaného atomu Zeleza a druhy elektron
z molekularniho kysliku. Komplex ma za uréitych podminek moznost disociovat zpét na
Fe®" a superoxidovy anion, ¢imz dochdzi ke vzniku H,0> a potencialnimu vzniku ROS.
Superoxidovy anion navazany na Fe** ma na koncovém atomu kysliku neparovy elektron,
a kvali této nestabilité dochazi k druhé redukci za ucasti CYPOR, CYBs a donora elek-

tronu NAD(P)H. Produktem této reakce je negativné nabity zelezoperoxidovy komplex,
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ktery rychle podléha protonizaci za vzniku Zelezo-hydroperoxidového komplexu. V dal-
$im kroku dochazi k druhé protonaci, ktera zptsobuje rozstépeni O-O vazby. Tim vznika
vysoce reaktivni komplex atomu kysliku s Fe>* a ke vzniku molekuly H20. Strukturu
komplexu Ize zapsat tak, jak je uvedeno v bodu 6, piipadné i ve formé kation-radikélu,
kde je atom Zeleza ve stavu Fe*". Poslednim krokem cyklu je pfesun atomu kysliku
z komplexu Zeleza na RH za vzniku hydroxylovaného produktu (R-OH), jenz je oproti
puvodnimu RH polarnéjsi. R-OH se uvolni a atom Zeleza v enzymu se vrati do ptivod-
niho, nizkospinového stavu. Tim se CYP vrati do nativniho stavu a je schopen reakce
s dalsim RH [73]. Cely katalyticky cyklus CYP je znazornén na Obr. 4 [74].

[4]

- HADPH.-cylcchenm PAS) reduktara
'
NADPH

Obr. 4. Schématické znazornéni katalytického cyklu CYP [74].
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3.6.1.2. Distribuce cytochromu P450 v tkénich

Enzymy CYP jsou nejvice zastoupeny v membranéch endoplazmatického retikula hepa-
tocytt, kde tvoii 20-30 % mikrozomalniho proteinu. Zde enzymy zajist'uji klicové reakce
prvni faze metabolismu latek. Ackoliv jatra piedstavuji primarni centrum biotransfor-
mace, enzymy CYP se vyskytuji témét ve vSech extrahepatalnich tkanich, vetné tkani
gastrointestinalniho traktu, ledvin, plic, mozku, kiiZe ¢i srdce, kde se podileji na lok&lnim
metabolismu xenobiotik i endogennich substrati [75]. Studie na transgennich a knock-out
mysich modelech pro vybrané formy CYP ukazaly, Ze tkanov¢ specificka exprese téchto
enzymu zasadné ovlivituje systémovou i lokalni expozici 1é¢iviim a ptispiva k rozdilné
ucinnosti a toxicité mezi jednotlivymi organy [76]. Zvlasté vyrazny efekt je pozorovan u
forem CYP3A, ktery je vysoce exprimovan jak v jatrech, tak v enterocytech tenkého
stieva, kde se spolecné podili na presystémové eliminaci fady perordlné podavanych 1é¢iv
[77].

Variabilita exprese CYP v ruznych tkanich je ovliviiovana komplexem genetic-
kych, epigenetickych, environmentalnich a hormondlnich faktort. Rozdily v tkanové dis-
tribuci CYP ovliviiuji celkovou biologickou dostupnost 1é¢iv, a tim ovliviiuji jejich tera-
peuticky ucinek a piipadné nezddouci reakce coz ma v disledku zasadni vliv na metabo-

lismus xenobiotik a endogennich latek [78].

3.6.2. Jatra a gastrointestinalni trakt jako kli¢ova metabolicka centra

vvvvvv

biotik i endogennich latek. Hepatocyty obsahuji velké mnozstvi enzymu I. a II. faze bio-
transformace, coZ v kombinaci s anatomickym uspofadanim krevniho zasobeni tvoii vy-
soce efektivni filtrani systém. VéEtSina latek absorbovanych z GIT je portalni Zilou pii-
vadéna ptimo do jater, kde podléhaji tzv. efektu prvniho prichodu jatry (first-pass effect).
Tento proces mlize vést k vyraznému snizeni biologické dostupnosti 1é¢iv jeste piedtim,
nez se dostanou do systémové cirkulace, coz ma zésadni dopad na davkovani a ti¢innost
farmakoterapie [54,79].

Samotny gastrointestinalni trakt, a zejména tenké stievo, vSak neni pouhym mis-
tem absorpce, ale funguje jako vyznamna presystémova metabolicka bariéra. Ackoliv je
celkovy obsah biotransformacénich enzymi ve stfevé niZsi nezZ v jatrech, v enterocytech
na vrcholcich stievnich klkii dosahuji nékteré enzymy vysokych koncentraci [54]. U ¢lo-
véka i potkana dominuje v tenkém stfevé rodina CYP3A, kterd je zodpovédna za
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metabolismus §irokého spektra klinicky uzivanych 1é¢iv [54,80]. Stfevni metabolismus
tak mtize u né¢kterych substratii ptispivat k celkovému first-pass efektu stejnou ¢i dokonce
vy$8§i mérou nez metabolismus jaterni [81,82]. Kli¢ovym aspektem funkce této bariéry je
uzka kooperace mezi biotransformacnimi enzymy (pfedevsim CYP3A) a apikéalnimi
efluxnimi transportéry, jako je P-glykoprotein (P-gp/ABCB1) [83]. Tento mechanismus
spociva v efluxu 1é¢iva absorbovaného enterocytem zpét do lumen stieva. Tim dochazi k
opakované expozici latky enzymim a k maximalizaci metabolické piemény [83]. Zmény
v expresi téchto proteint vlivem patologickych stavi, jako je metabolicky syndrom, nebo
vlivem soucasné podavanych latek (napft. fenofibrat, silymarin), mohou narusit tuto rov-

novahu a vést k neo¢ekavanym zménam v plazmatickych hladinach 1é¢iv [54,79,82].

3.6.2.1. Faktory ovliviiujici expresi a aktivitu cytochromu P450

Exprese a enzymova aktivita CYP jsou dynamicky regulovany mnoha vnitinimi i vnéj-
Simi faktory, které maji zasadni vyznam pro biotransformaci endogennich i exogennich
latek. Tyto faktory mohou zasadné regulovat mnozstvi enzymu a jejich funkéni stav, coz
ovliviiuje farmakokinetiku 1é¢iv, jejich toxicitu a i¢innost farmakoterapie [84].

Jak jiz bylo zminéno v Kapitole 3.7.1., Enzymy CYP mohou byt indukovany nebo
inhibovany v reakci na riizna xenobiotika ¢i endogenni ligandy. Indukce exprese CYP je
Casto zprosttedkovéna transkripénimi faktory, jako je naptiklad u fenofibratu PPARa
[85,86]. Navazanim ligandu dochazi ke stimulaci transkripce gentt CYP. Inhibitory nao-
pak pusobi pifimo ve vazebném misté enzymu, ¢imz snizuji jeho aktivitu [87].
alni expresi a aktivitu CYP. V soucasnosti se v rdmci personalizované mediciny analyzuji
polymorfismy zejména CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19 a CYP1A2, u kterych se tyto ge-
netické variace vyskytuji nejéastéji [84,88]. Nové se berou v Gvahu i epigenetické me-
chanismy, které umoziuji pomérné rychlou adapta¢ni odpovéd’ na menici se prostiedi,

¢imz mohou ovlivnit variabilitu exprese na Grovni transkripce [64].

36



CYP3AA4/5 (30.2%)
¢« Induction CYP2J2 (3%)

* Sex (f>m) «Pol hi CYP2E1 (3%
* Inflammation () oymapnsmy) -Inductiorf(’l“;)
/ s Inflammation (1)

* Polymorphism ({)
* Age (1) * Various diseases (1)
* Sex (m>f)

CYP1A2 (8.9%)
+Induction ()}

« Inflammation ({.) /
*Cholestasis (J)
«Age (™)

*(Sex, m>f ?)

« (Polymorphism]

CYP2D6 (20%)
* Polymorphism (4. 1)
« Inflammation (<)

CYP2A6 (3.4%)
* Polymorphism (4. T)
*Induction (1)

* Inflammation (\)

X ;ZZ‘&”’ Y cYP2B6 (7.2%)

CYP2C19 (6.8%)
+ Polymorphism (1)
+Induction (1)

«Induction (’f‘) CYP2C9 (12.8%) * Inflammation (4)
LrolmersNn (L) Gypace (a7%)  -ducten(t) e
- Age (1) *Induction (1) . Polymorphlsm (4
- (Sex, f>m 7) * Palymerphism (1) = Inflammation ()
+ Inflammation () «Age (1)
«Age(T) *(Sex ?)

Obr. 5. Schématické rozdéleni hlavnich forem CYP v lidskych jatrech a faktory ovliviiu-

jici jejich variabilitu v expresi [63].

3.6.2.2. Porovnani vlastnosti forem CYP u ¢lovéka a potkana

Lidsky genom obsahuje 57 geni kodujicich 18 rodin CYP, které jsou dale rozdéleny do
41 podrodin. V soucasnosti literatura uvadi, ze vice nez 35 isoenzymu je farmakologicky
relevantnich [89]. Ac¢koliv se v literatufe ¢asto uvadi vysoka konzervativnost CYP, struk-
tura a funkce enzymi se mezi druhy lisi [90]. Tyto drobné mezidruhové rozdily maji
dopad na preklinicky vyzkum a pfeneseni vysledkd z potkana na ¢lovéka [90].
Strukturdlni podobnost CYP mezi ¢lovékem a potkanem se obecné pohybuje mezi 70 %
az 80 % [90].

Ackoliv je superrodina CYP evolu¢né vysoce konzervovana a zakladni mecha-
nismy katalyzy jsou u savct shodné, mezi clovékem a potkanem existuji vyznamné roz-
dily v expresi konkrétnich forem, v jejich substratové specifité a v regulaci. Tyto mezi-
druhové odlisnosti pfedstavuji jeden z hlavnich limitd pfi extrapolaci farmakokinetickych
a toxikologickych dat z preklinickych modeld na ¢lovéka [90].

Zatimco rodiny CYP1 a CYP2E vykazuji vysokou miru homologie (napf. potkani
CYP1A2 a CYP2E] jsou funkéné i strukturné velmi podobné svym lidskym protéjskiim),
u rodin CYP2C, CYP2D a CYP3A doslo v prubéhu evoluce k diverzifikaci, coz vedlo ke
vzniku druhové specifickych forem [90].

Nejvyraznéj$im rozdilem mezi potkanem a ¢lovékem je fenomén pohlavniho di-
morfismu. Zatimco u lidi jsou rozdily v aktivit¢ CYP mezi muzi a Zenami spiSe
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kvantitativni. u potkant je exprese nékterych enzymu striktné vazana na pohlavi, coz je
fizeno sekre¢nimi profily rustového hormonu [91]. Typickym ptikladem je podrodina
CYP2C. U lidi jsou hlavnimi zastupci CYP2C9 a CYP2C19. Tyto enzymy metabolizuji
ptiblizné 20 % klinicky uzivanych 1é¢iv [92]. U potkant je dominantni formou u samci
CYP2CI11 (funkeni ortolog lidského CYP2C9/2C19), ktery je vSak u samic prakticky ne-
ptitomny [93]. Naopak samice exprimuji CYP2C12, ktery u samct chybi [94].

formami CYP3Al a CYP3A2. CYP3ALl je primarné indukovatelna forma, zatimco
CYP3A2 je konstitutivni forma specifické pro samce [66,80,95,96]. Substratova specifita
se prekryva s lidskym CYP3 A4, ale neni totozna (napf. v rychlosti metabolismu testoste-
ronu) [97].

Lidsky polymorfni enzym CYP2D6, zodpovédny za metabolismus fady psycho-
farmak a beta-blokatori, ma u potkana ekvivalenty v podobé CYP2D1-CYP2D4. | zde
existuji rozdily v stereoselektivité metabolismu nékterych substratt [98].

Pochopeni téchto rozdilt, zejména v kontextu hormonalni regulace exprese u ro-
diny CYP2C, je nezbytné pro spravnou interpretaci experimentli vyuZivajicich potkani
modely metabolického syndromu, zvlasté¢ pokud jsou do studie zahrnuta obé& pohlavi ¢i

zvifata po gonadektomii [99].

3.6.3. Druha faze biotransformace

Metabolismus xenobiotik nemusi byt ukon¢en redoxnimi reakcemi ¢i hydrolyzou kataly-
zovanou CYP, ale v mnohych piipadech dochazi ke konjugaci molekul metabolitu s io-
nizovanymi skupinami [100]. Druha faze, ¢asto nazyvana jako konjugacni nebo synte-
tickd, zptsobuje zvyseni hydrofility finadlniho metabolitu, coz ma za nasledek zjednodu-
Seni jeho exkrece z organismu [100].

Na rozdil od prvni faze, kde vétSinu reakci katalyzuji CYP, je v konjugacni fazi
zahrnuto vice rodin enzymd, zejména sem patii skupina transferaz (UDP-glykosyltrans-
ferazy, sulfotransferazy, glutathion-S-transferazy, aj.) [100,101]. Tyto enzymy katalyzuji
aktivni pfenos funkénich skupin, které zpravidla neutralizuji toxicitu substratu a zvysuji
jeho hydrofilitu. Efektivita druhé faze je zasadni pro limitaci farmakologicky aktivnich
nebo toxickych metabolitli, pfi¢emz variabilita v aktivité t€chto enzymi je ovlivnéna jak

genetickymi polymorfismy, tak faktory prostfedi a interakcemi s dalSimi xenobiotiky
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[54,100,101]. Piehled hlavnich typt konjugac¢nich reakci, za¢astnénych enzymu a sub-

stratd je uveden v Tab. 4.

Tab. 4. Typy reakci konjugacni faze metabolismu latek, enzymy katalyzujici tyto reakce

a priklady metabolizovanych substratt [55].

Konjugaéni faze (Faze 11.)

Typ reakce Enzym Substréat

kyselina fenofibrova, silibin,

Glykosylace UDP-glykosyltransferaza paracetamol, silirubin, mor-
fin, testosteron, estradiol

bisfenol A, salicylaty, thyro-

Sulfatace sulfotransferaza o
idni hormony
Konjugace s ) ) N-acetyl-p-benzochinonimin
i glutathion-S-transferaza
glutathionem (NAPQI),
) acyl-CoA:aminokyselina N-acyl- ] ) )
Konjugace s ) ) kyselina benzoova, kyselina
) ) transferaza (napf. glycin-N-acyl- ] ) ) ;
aminokyselinou ] salicylov4, kyselina cholova
transferaza)
Acetylace N-acetyltransferaza aromatické aminy, isoniazid
Methylace methyltransferaza kofein, katecholaminy

3.6.3.1. Glykosyltransferazy

Mezi nejvyznamnéjsi enzymy druhé faze biotransformace patii uridin difosfat (UDP)-
glykosyltransferazy (UGT), které katalyzuji konjugaci glykosylovych skupin (ptedevsim
glukuronidace) s endogennimi latkami, xenobiotiky, ¢i jejich metabolity, ¢imz dochazi
ke zvyseni jejich polarity a k usnadnéni exkrece [102]. Jedn& se o transmembranové gly-
koproteiny, které jsou ve vétsiné piipadi ukotveny v membranach endoplazmatického
retikula a Golgiho aparatu, kde, mimo biotransformace latek, dochazi i k syntéze lipido-
vych struktur [103]. Struktura UGT je definovana specifickou sekvenci 44 aminokyselin
zodpovédnych za vazbu UDP skupiny navazané na donor glykosylové skupiny [102].
Podobné jako CYP, UGT jsou ptitomné téméf ve vSech zivych organismech, od
bakterii a hub, po vyssi rostliny a zivocichy [104]. V lidském genomu bylo do dnesni
doby objeveno 22 funkénich gent kodujicich glykosyltransferazove enzymy, které jsou
rozdéleny do Ctyt rodin, u ¢lovéka UGT1, UGT2, UGT3 a UGTS [101,102,104]. Vétsina
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konjugaci s UDP-glukuronovou kyselinou je katalyzovdna enzymy zrodin UGT1 a
UGT2, pticemz rodiny UGT3 a UGTS katalyzuji, dle soucasné literatury, rovnéz reakce,
pfi kterych jsou pienaseny molekuly jinych sacharidi, jako je galakt0za, glukoza, a dalsi
[101,105]. Z tohoto divodu je také v odborné literatufe postupné nahrazovan pivodni
nazev UGT enzymd, ,,UDP-glukuronosyltransferaz®, za spravngjsi, jiz zmiovany termin
,,UDP-glykosyltransferazy* [101].

Na rozdil od CYP, enzymy UGT vykazuji tzv. ,,substratovou promiskuitu®, coz
znamena, ze jeden substrat mtze byt konjugovan fadou raznych UGT. Piikladem miize
byt jiz zminovana FFA, kterd je v lidském organismu substratem pro UGT 1A1l, 1A3,
1A9 a 2B7 [106], ¢i silibin, jehoz metabolismus je zprostfedkovan reakcemi katalyzova-
nymi enzymy UGT1A1, 1A6, 1A7, 1A9, 2B7 a 2B15 [107].

Enzymy UGT vykazuji geneticky polymorfismus projevujici se pfitomnosti tzv.
allozymu, které zptsobuji vyznamné rozdily v enzymové aktivité a zvySeni variability
metabolismu a clearance 1é¢iv mezi jedinci a populacemi [108]. Za klinicky nejvyznam-
néjsi v davkovani 1éCiv se, na zakladé UGT genotypu, povazuje UGT1A1. Napiiklad
alela UGT1A1*28 je spojena se zvySenou toxicitou 1éki jako atazanavir, indinavir nebo
irinotekan [108].

UGT pftedstavuji klicovou komponentu detoxika¢nich mechanismt organismu
s vyznamnymi dusledky pro farmakoterapii. Znalost polymorfismi UGT je nezbytna pro
optimalizaci davkovani 1é¢iv a prevenci nezadoucich G¢inku, coz ptispiva k rozvoji per-
sonalizované mediciny [109]. V kontextu MetS mohou zmény V expresi a aktivit¢ UGT
enzymu ovlivnit farmakoterapii i regulacni mechanismy endogennich substratii, coz ma

dusledky pro celkovou metabolickou homeostazu organismu [106,107].

3.6.3.2. Sulfotransferazy

Sulfotransferazy (SULT) jsou po UGT druhou nejvyznamnéjsi superrodinou enzymu
druhe faze biotransformace. SULT katalyzuji pfenos sulfonylové skupiny (SOz") z dono-
rové molekuly, nejcastéji 3'-fosfoadenosin-5'-fosfosulfatu (PAPS), na hydroxylové, ami-
nové, anebo jiné nukleofilni funk¢ni skupiny substratu [110]. Timto procesem vznikaji
vysoce polarni sulfatové konjugaty, které mohou byt rychle vylucovany ledvinami ¢i
zlu¢i [101]. Sulfatace je pro metabolismus zasadnim mechanismem k pfeméné Siroké
Skaly chemickych latek, jako jsou fenoly, steroidy, katecholaminy, a dal$i hydrofobni
molekuly [101].
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Narozdil od transmembranovych enzymt UGT jsou SULT lokalizovany volné
V buné¢ném cytosolu. V lidském genomu bylo doposud identifikovano tfinact funkénich
gentl kédujicich SULT a pét pseudogenti. Funkéni geny SULT jsou rozdé€leny do Ctyt
rodin podle primarni struktury s podobnosti nejméné 45 % (SULT1, SULT2, SULT4 a
SULT®). V ramci podrodin je pak podobnost struktury vyssi nez 60 % [101].

Nejrozsahlejsi rodinou je SULT1, ktera obsahuje podrodiny SULT1A, SULT1B,
SULTI1C a SULTIE. Mezi klinicky nejvyznamnéjsi formy patii SULT1A1, ktera je do-
minantné zastoupena v jatrech. Podle sou¢asnych poznatki je SULT1A1 klicovou sou-
Casti nejen v metabolismu 1é¢iv (napt. paracetamolu), ale nejnovéjsi studie poukazuji na
spojitost mezi SULT1A1 a regulaci energetického metabolismu a homeostazy. V experi-
mentalni studii na mysich s knock-outovanym genem Sultlal bylo pozorovano, ze sni-
zeni exprese nebo aktivity SULT1A1 vede ke $tihlejsimu fenotypu v dtsledku snizeného
mnozstvi inzulinu v plazmé nala¢no a k niz§imu zaniceni adipocytarni tkané. Tyto zmény
reflektuji snizené riziko faktort MetS [111].

Rodina SULTIA vykazuje relativné Sirokou substratovou specifitu. Kromé
SULT1AL, ze které vzesly ostatni formy 1A duplikaci v prib&hu evoluce, jsou vyznamné
i dalsi formy [112]. SULT1A2 katalyzuje metabolické reakce polycyklickych aromatic-
kych uhlovodiki ¢i aromatickych hydroxylamint. SULT1A3, kterd je kédovéana geny
Sultla3 a Sultla4, katalyzuje sulfataci monoamint (napf. serotonin a melatonin) ¢i Kate-
cholamint (napt. dopamin, adrenalin a noradrenalin) [112].

Regulaci exprese sulfotransferaz zprostiedkovavaji jaderné receptory, véetné kon-

stitutivniho androstanového receptoru (CAR) a pregnanového X receptoru (PXR) [113].

3.6.3.3. Katechol-O-methyltransferaza

Katechol-O-methyltransferdza (COMT) je enzym katalyzujici pfenos methylové skupiny
z S-adenosylmethioninu (SAM) na hydroxylovou skupinu katecholovych struktur. Tento
enzym je zasadni v metabolismu katecholamint, jako je dopamin, noradrenalin a adrena-
lin, katecholovych estrogent a xenobiotik s katecholovym skeletem [114,115].

Enzym existuje ve dvou hlavnich forméach: solubilni COMT (S-COMT), ktera je
lokalizovana v cytoplazmé a pievazuje v jatrech, ledvinach a dalSich perifernich tkanich,
a membranové vazana COMT (MB-COMT), ktera je pfitomna v endoplazmatickém reti-
kulu, a pfedevs§im v mozku, kde reguluje extracelularni koncentrace dopaminu [114]. Lid-

sky COMT je kddovan genem Comt a ob¢ formy vznikaji alternativnim sesttihem jedné
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pre-mRNA, pticemz MB-COMT je delsi forma obsahujici N-terminalni hydrofobni sek-
venci [114,116].

Z klinického hlediska je nejvyznamné;jsi funkcni polymorfismus Vall 58Met v ko-
dovaci sekvenci genu Comt, ktery vede k substituci valinu methioninem na pozici 158
proteinu. Tento polymorfismus snizuje termickou stabilitu enzymu a nasledné jeho akti-
vitu pfiblizné o 40% u homozygoti pro alelu Met, coz méa dopad na metabolismus kate-
cholamind, estrogenti a Xxenobiotik [116]. U nositela alely Met je pozorovana vyssi do-
stupnost dopaminu v prefrontalni kife mozku, coz ovlivituje kognitivni funkce, bolesti-
vost a nachylnost k psychiatrickym porucham [117].

V kontextu metabolického syndromu hraje COMT roli pfi inaktivaci katecholo-
vych estrogend (napt. 2-hydroxyestradiol), jejichz akumulace mize pfispivat k oxidac-
nimu stresu a endotelové dysfunkci [114]. Zmény v expresi ¢i aktivité¢ COMT rovnéz
mohou ovlivnit metabolismus katecholovych struktur xenobiotik a endogennich latek v
jatrech a stfevé, kde je enzym hojné exprimovan [114]. Studie ukazuji, Ze u zvitat s dys-
lipidemii je aktivita COMT v jatrech sniZena, coz vede k prodlouzené expozici katecho-
lovych intermediatt a potencidlnimu zhorSeni oxida¢niho stavu.

Aktivita COMT je regulovana posttranslacnimi modifikacemi, hladinami SAM a
interakcemi s dal§imi enzymy, nebo xenobiotiky, jako je inhibitor COMT entakapon, po-
uzivany v doplikové terapii Parkinsonovy choroby k prodlouzeni u¢inki levodopy [118].
Vzhledem k lokalizaci COMT v jatrech a stievé lze enzym povazovat za potenciélni ne-
piimy faktor ovliviiujici expresi a aktivitu farmakokineticky vyznamnych enzymd,
zejména CYP a UGT, jejichz regulace je citliva na oxida¢ni stres. V patologickych sta-
vech, jako je MetS, miiZe tato nepiima regulacni vazba ptispivat ke zménam farmakoki-

netiky 1é¢iv [63,114].

3.6.3.4. Glutathion-S-transferaza

Glutathion-S-transferazy (GST) jsou superrodinou enzymu druhé faze biotransformace
katalyzujicich konjugaci redukovaneho glutathionu (GSH) s reaktivnimi elektrofilnimi
centry $iroké Skaly endogennich a exogennich slouc¢enin [119]. Tim doch&zi k detoxikaci
a vyraznému zvyseni hydrofility vyslednych produktt, coz usnadnuje jejich dalsi zpraco-
vani a exkreci zluéi ¢i moci [120]. Tento mechanismus je klicovy zejména pii neutralizaci

elektrofilnich latek vzniklych reakcemi prvni faze biotransformace, napt. metabolismem
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paracetamolu a vzniku reaktivniho metabolitu N-acetyl-p-benzochinoniminu (NAPQI)
[120].

U savca se GST déli do tii hlavnich rodin podle jejich intracelularni lokalizace:
cytosolické, mitochondrialni a mikrozomalni, pficemz kazda z nich zahrnuje dalsi tfidy a
formy s odlisnou substratovou specifitou a tkanovou distribuci [121]. Obsahem experi-
mentalni ¢asti této disertaéni prace byla analyza genu GST alfa 1 (Gstal), ktery je jednou
z hlavnich jaternich forem cytosolické rodiny a vyznamné se podili na konjugaci glu-
tathionu s reaktivnimi produkty lipidové peroxidace a dal$imi elektrofilnimi metabolity,
¢imz ptispiva k ochrané jaterni tkan¢ pted oxida¢nim a toxickym poskozenim [122].

Exprese Gstal je regulovana na transkrip¢ni irovni prostiednictvim redox-senzi-
tivnich jadernych receptord, zejména Nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2),
jenz je aktivovan pii zvysené produkci ROS a elektrofilti [123]. V kontextu MetS Ize
o¢ekavat zmény v expresi a aktivit¢ GSTAL jako odpoveéd’ na zmény redoxniho stavu a
oxidaéni stres, coz jsou faktory pro tuto patologii typické [123]. Aktivita riznych forem
GST miZe byt snizena, coZ negativné ovliviiuje obranyschopnost vii¢i toxickym metabo-

lithm [123].

3.6.4. ABC Transportéry

Metabolismus latek ovliviiuje v téle fada dalSich mechanismu. Do jednoho podstatného,
v souvislosti s efektivitou 1é¢iv, patii prenasece, konkrétné tzv. ATP-binding cassette
(ABC) transportéry. Tyto transmembranové proteiny vyuzivaji energii z hydrolyzy ATP
Kk ptenosu latek typicky proti koncentraénimu gradientu [124,125]. Studium aktivniho
transportu bylo zapoc¢ato v 70. letech 20. stoleti a v roce 1976 byl identifikovan prvni
z fady transportért, P-glykoprotein (P-gp), kddovany genem Abcbl, u néjz byl pozorovan
extenzivni eflux chemoterapeutik z nadorovych bunék, ¢imz pfispival k lékove rezistenci
[125,126].

V kontextu farmakologie a MetS jsou ABC transportéry zasadni v ovliviiovani
absorpce, distribuce, metabolismu a exkrece 1é¢iv (ADME), ale nemén¢ dulezitou funkci
pIni i v pfipad¢ udrzovani lipidové homeostazy. Transportéry ABCAL a heterodimerni
ABCG5 s ABCG8 zajist'uji transport cholesterolu z enterocytii a hepatocyti, ¢imz sniZzuji
absorpci sterold a podporuji jejich exkreci [127].

Regulace ABC transportéru je fizena komplexnim mechanismem zahrnujicim ja-

derné receptory, napiiklad jaternim X receptorem (LXR) a retinoid X receptorem (RXR),
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jejichz aktivaci dochazi k indukci exprese gent pro ABC transportéry a tim k vysSimu
vydeji cholesterolu. U pacienti s MetS je Casto aktivita ABC transportér snizena, coz
prispiva ke zhorSeni lipidové homeostazy a také k rozvoji kardiovaskularnich onemoc-
néni a ateroskler6zy. Mutace v genech ABCG5 nebo ABCG8 zptisobuji sitosterolemii,
Kterd je charakterizovana abnormalni akumulaci rostlinnych sterolii v organismu a pied-

¢asnym rozvojem ateroskler6zy [128].

3.6.5. Transkrip¢ni faktory

K zajisténi regulace exprese enzymu zapojenych do biotransformace jsou klicovym prv-
kem transkrip¢ni faktory. V metabolismu 1€¢iv plni transkripcni faktory funkci receptora,
které zajist'uji adaptivni odpoveéd’ tkani na ptitomnost farmak, toxint, ¢i hormonu [129].
Aktivita téchto faktorl je tedy zasadni nejen pro metabolismus xenobiotik, ale také pro
zajistovani homeostazy a prevenci jejich dysregulaci, které jsou pro MetS typické [130].

Mezi nejvyznamnéjsi transkripéni faktory v regulaci biotransformace xenobiotik
patii tzv. jaderné receptory, zejména Aryl Hydrokarbonovy receptor (AhR), konstitutivni
androstanovy receptor (CAR), pregnanovy X receptor (PXR, kédovany genem Nrli2) a
receptor alfa aktivovany peroxizomovym proliferatorem (PPARa) [131]. Tyto jaderné
receptory jsou aktivovany odlisSnymi ligandy a fidi odlisné spektra genti. AhR je klicovym
v detekci polycyklickych aromatickych uhlovodikii a jeho aktivace vede k indukci ex-
prese enzymi CYP1A, ale do jisté miry je zapojen i do regulace enzymi druhé faze, napf.
riznych forem UGT [132]. CAR a PXR jsou jaderné receptory Sirokého spektra 1é¢iv a
steroidnich latek, které po navazani ligandu stimuluji transkripci gentt CYP3A, CYP2B6,
UGT, SULT, a také ABC transportérd, jako je jiz vySe zminény ABCBI1. PPARa, jiz
zminovany v kapitole 3.4.2., je spjaty s metabolismem lipida a ovliviiuje expresi CYP a

UGT, coz je pro farmakoterapii fibraty zasadni [133].

3.7. Zvireci modely metabolického syndromu

Zviteci modely jsou v sou€asnosti stale nedilnou souc¢ésti studia patofyziologickych stavi
a terapeutickych ptistupt k 16€bé MetS. Ackoliv se vyuziti pokrocilych in vitro metod a
simulace pomoci vypocetni techniky zvysuje, zejména v kontextu piisné regulace etic-
kymi a legislativnimi normami, zivé modelové organismy poskytuji nenahraditelné po-
znatky o komplexnich procesech v celém organismu, ¢imZ umoziuji simulovat multifak-

torialni povahu MetS [134].
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Modely zalozené na laboratornich hlodavcich jsou ¢asto pomérné¢ dobie charak-
terizované, geneticky definované a umoziuji experimentélni manipulace v kontrolova-
nych podminkach, coz je zasadni pro pochopeni vzajemnych interakci mezi genetickymi,
environmentalnimi a metabolickymi faktory. Déle jsou diilezit¢ pro hodnoceni ucinki
farmakoterapii a dalSich intervencnich postupi, které by bylo obtizné nebo neetické
ptimo zkousSet u lidi. Nicméné etické pozadavky kladou diiraz na omezeni poctu zvitat ve
vyzkumu a maximalni minimalizaci jejich utrpeni, proto je nezbytné peclivé zvazovat
volbu a pouziti vhodného modelu s ohledem na ptinos pro védecké poznani a mozné

klinické aplikace [134].

3.7.1. Potkan Wistar

Potkan Wistar je outbredni kmen s bohatou historii sahajici az k zacatku 20. stoleti a patii,
spole¢né se Sprague Dawley, mezi nejpopularnéjsi potkani kmeny, a diky jejich versatil-
nim a dobie dokumentovanym charakteristikdm, je tento kmen vyuzivan v mnoha odvét-
vich vyzkumu [135]. Kmen Wistar byl vySlechtén ve spojenych statech spole¢nosti
Wistar Institute a jedna se o prvni model standardizovany pro vyuziti v buné¢né biologii
a klinickém vyzkumu [136]. Jedinci jsou albini s robustni stiedné velkou stavbou téla
[137]. Ackoliv jsou potkani Wistar oznacovani jako outbredni kmen, komer¢né dostupné
populace vykazuji v disledku genetického driftu a selekce v dlouhodobém chovu rizné
miry genetické homogenity, coz mize mit za nasledek vznik komplikaci v reprodukova-
telnosti studii [138]. Ve vyzkumu MetS je kmen Wistar vsak Casto vyuzivan jako refe-
ren¢ni skupina, nebot’ mladi dospéli jedinci nevykazuji spontanni patologické projevy

MetS, pokud nejsou cilen¢ indukovany [139].

3.7.2. Potkani model hereditarni hypertriglyceridémie

Hereditarné hypertriglyceridemicky potkan (HHTg) pfedstavuje vhodny zvifeci model
pro studium geneticky podminéné hyperlipidémie. Tento kmen byl vyvinut v Praze pod
vedenim Dr. Antonina Vrany jako model hypertriglyceridémie prostiednictvim inbree-
dingu potkant Wistar a ndslednou selekci jedinct vykazujicich hypertriglyceridemii vy-
volanou dietou o vysokém obsahu cukrii [140,141]. Béhem selekéniho procesu byly vy-
birany tii pary s nejvyssi triglyceridemii, které byly posléze kiizeny metodou bratr x

sestra [140-142]. V 15. generaci potkani HHTg jiz bylo naméfeno vice nez ¢tyifnasobné

Mrwe
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primarné jejich nadprodukci nez poruchou clearance [142]. Hypertriglyceridémie, zvy-
Seny krevni tlak, snizena glukézova tolerance, hyperinzulinémie a s ni spojena inzulinova
rezistence jsou faktory, které z HHTg d¢laji vhodny model pro studium metabolického
syndromu [141]. Jedna se o neobézni model a télesna hmotnost je ¢asto niz$i nez u jedinct

Wistar stejného veéku [141].

3.7.3. Potkan SHR

Spontanné hypertenzni potkan (SHR) patii mezi nejcetnéji vyuzivané zviteci modely pro
studium hypertenze. Za jeho vznikem stoji autofi Okamoto a Aoki, kteti mé&li zacileno na
vytvoreni modelu pro vyzkum esencialni hypertenze. Potkan SHR byl vyslechtén z out-
bredni kolonie potkant Wistar-Kyoto selekci jedincu s vysokym krevnim tlakem [143]
a naslednym inbreedingem a kontinudlni selekci jedinct se spontanni hypertenzi. Po-
dobné jako u lidi trpicich primarni hypertenzi, zvySeny krevni tlak u SHR doprovazi dalsi
faktory zvysujici riziko vzniku KVO [144]. Hypertenze se u potkani SHR zaéina vyvijet
brzy po narozeni a ustaleného stavu dosahuje pfiblizné ve stati 60 dnt [145]. Mechanis-
mus rozvoje hypertenze je u tohoto modelu geneticky podminény, ptikladem muze byt
delece v genu Cd36 [144], coz ma za nasledek produkci zmutovaného proteinu CD36, a
dalsi faktory. Jedinci prokazuji hypertrofii levé srde¢ni komory, zvySeny cévni odpor
spojeny s endotelidlni dysfunkci a zhor§enou funkci ledvin zapfic¢inujici zvySenou akti-
vitu osy renin-angiotensin-aldosteron (RAAS) [146,147]. Piestoze jsou potkani SHR fa-
zeni mezi neobézni, ¢asto je u nich pozorovan rozvoj inzulinové rezistence a dyslipide-

mie, coz z nich ¢ini vhodny model pro studium MetS [148,149].

3.7.4, Potkan SHR-CRP

Transgenni model SHR-CRP vychazi z vyse zminéného kmene SHR. Pomoci mikroin-
jekei byl do oplodnénych vajic¢ek vysoce inbrednich potkani SHR vpraven konstrukt ob-
sahujici cDNA lidského C-reaktivniho proteinu (hCRP) pod kontrolou apoE promotoru,
coz ma za nasledek expresi hCRP v jatrech [150,151]. Funkce endogenniho, potkaniho,
CRP je rozdilna oproti transgennimu hCRP. Zatimco potkani CRP se podili na reakci
akutni faze srelativné omezenou schopnosti aktivace komplementu a vzniku zanétd,
hCRP vykazuje vyssi biologickou aktivitu, prozanétlivé G¢inky a ma vyrazngjsi vliv na
patofyziologii MetS. V transgennim modelu SHR-CRP vede hCRP ke snizeni aktivity

syntazy oxidu dusnatého v endotelovych buiikach (eNOS), coZz ma za nasledek snizeni
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dostupnosti oxidu dusnatého (NO). hCRP mé schopnost aktivovat NADPH oxidazu a tim
zpusobit zvySeni mnozstvi reaktivnich forem kysliku (ROS), které rovnéz mohou zapii-
¢inovat ubytek NO v bunkach endotelu [150]. Nedostatek NO, klicového mediatoru cévni
dilatace a funkce endotelu, zptisobuje zvyseni krevniho tlaku o 10-15 mmHg vi¢i potka-
num SHR. Dalsi faktory, jako hyperinzulinémie, zvySena triglyceridémie, zvy$ené mnoz-
stvi interleukinu 6 (IL-6), snizené mnozstvi adiponektinu, a dalsi prozanétlivé mediatory,
dale podtrhuji zanétlivy fenotyp a metabolické dysfunkce, které jsou typické pro tento
transgenni model. Vyrazné prozanétlivé a metabolické u¢inky hCRP v tomto modelu po-
tvrzuji jeho roli nejen jako biomarkeru zanétu, ale i jako aktivniho faktoru v patogenezi
komponent MetS, coz odliSuje funkci hCRP od potkaniho [150].

3.7.5. Potkani model menopauzou indukovaného metabolického syndromu

Ovariektomie (OVX) je metodou simulace menopauzou indukovaného metabolického
syndromu, kdy je provedeno chirurgické odstranéni vajecniki. Tento postup, pii kterém
dochézi k nahlému poklesu mnozstvi Zenskych pohlavnich hormont, zejména estrogenu,
simuluje stav menopauzy u ¢lovéka. Naruseni hormonalni homeostazy vede k vyznam-
nym zménam inzulinové signalizace a metabolismu lipidu, véetné distribuce télesného
tuku [152]. V rdamci hormonélni dysbalance dochézi k rozvoji fady patologickych pro-
cesu, které vyrazné zvysuji riziko rozvoje MetS, pii¢emz v modelu OV X byvaji pozoro-
vany typické projevy jako inzulinova rezistence, dyslipidémie, zvyseni krevniho tlaku a
ptibyvani na hmotnosti [153].

Nedostatek estrogenu naruSuje inzulinovou signalizaci prostfednictvim sniZzené

fosforylace inzulinoreceptorového substratu-1 (IRS-1) na jeho tyrosinovych reziduich a
soucasnym zvySenim inhibiéni fosforylace na serinovych reziduich [154]. Dysregulace
vede k poklesu aktivity protein kindzy B (AKT/PKB) a nasledné k rozvoji inzulinové re-
zistence [155,156]. Tato patologie je navic synergicky ovliviiovana zvysenou produkci
prozanétlivych cytokint, zejména TNF-a a IL-6 [157,158].
Estrogen v homeostatickém stavu reguluje energeticky metabolismus pomoci adenosin
monofosfat aktivované proteinkinazy (AMPK), jejiz aktivita je v priibéhu menopauzy
snizovana. Nasledkem je porucha oxidace mastnych kyselin a zvysena lipogeneze [159].
Na urovni transkripce pak dochazi k upregulaci lipogennich genti, zejména sterol regu-
lacniho elementu vazajiciho proteinu-1c (SREBP-1c), syntazy mastnych kyselin (FAS) a
k downregulaci PPARa [159,160].
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Molekularni zmény zptisobené menopauzou, piipadné ovariektomii, se navzajem
ovliviuji a dohromady charakterizuji menopauzou indukovany MetS [153]. Experimen-
talni modely OVX jsou proto Siroce vyuzivany pro testovani terapeutickych intervenci
zamétenych na modulaci estrogenové signalizace, zadnétlivych procesti a metabolickych
drah u postmenopauzalnich Zen [160]. V experimentalnim designu jsou OV X samice ob-
vykle porovnavany s kontrolnimi skupinami s prodélanou simulovanou operaci (SHAM),
coz umoziuje izolovat vedlejsi t¢inky hormonalniho deficitu zptisobené stresem z chi-
rurgického zakroku. Model tak poskytuje dilezité poznatky pro vyvoj terapeutickych
strategii zaméfenych na prevenci a 1é¢bu komplikaci MetS v postmenopauzalnim obdobi
[160].
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4. Experimentalni ¢ast disertacni prace
4.1. Zvirata a design experimentu

4.1.1. Experimentalni zvii-ata

V réamci této disertacni prace bylo pracovano se samci potkani kmene Wistar (n = 5,
ziskani od spole¢nosti AnLab, Praha, CR) a nékolika kmeny neobéznich potkanich mo-
delti metabolického syndromu. Z Institutu pro klinickou a experimentalni medicinu
(IKEM, Praha, CR) byli poskytnuti samci potkantt HHTg (kontrolni skupina, n = 6) a dale
dvé skupiny samctit HHTg urcené pro sledovani jaterni distribuce kyseliny fenofibrové:
skupina s podavanim fenofibratu (n = 5) a skupina s kombinovanym podéavéanim fenofib-
ratu a silymarinu (n = 5). Z IKEM byly rovnéz ziskany samice potkanii kmene Wistar.
Samci hypertenznich kmend SHR (n = 5) a transgennich SHR-CRP (n = 6-7) byli ziskani
z Fyziologického tstavu Akademie véd CR (Praha, Ceska republika). Kmen SHR-CRP
byl odvozen mikroinjekci konstruktu obsahujiciho cDNA pro lidsky CRP pod kontrolou
promotoru ApoE potkanim SHR [161].

Ve véku 8 tydnt byly samice potkanit Wistar anestetizovany intraperitonealné po-
danym ketaminem (70 mg/kg) a xylazinem (10 mg/kg) a poté bilateralné ovariektomo-
vany stiedovou incizi (skupina W-OVX, n = 5). Simulované operovana zvitata podstou-
pila celou operaci s vyjimkou odstranéni vajecnika (skupina W-SHAM, n = 5). Zvirata
byla po celou dobu zakroku saturovana kyslikem, nasledovala subkutanni analgezie (me-
loxicam 1 mg/kg té€lesné hmotnosti). Zdravotni stav zvifat byl po operaci sledovan.

Zvitata byla po dovozu minimélné 2 tydny aklimatizovana. Nésledné byla cho-
vana za standardnich laboratornich podminek (cyklus 12 hodin svétlo / 12 hodin tma pfi
laboratorni teploté 22-25 °C) a krmena standardni laboratorni dietou s ptistupem k vodé
ad libitum. Zvirata ve studii zamétené na sledovani bazalniho molekularniho profilu byla
udrzovana v experimentu po dobu 4-6 mésicli a v dob¢ utraceni dosahovala véku 7-9
mésict. Zvitratiim ve studii distribuce fenofibratu bylo zahajeno podavani latek ve véku 4
mésicl, podavani probihalo 4 tydny a zvifata byla utracena ve véku 5 mésict. Ukonceni
studii bylo provedeno usmrcenim vSech zvitat v celkové anestezii (Zoletil 5 mg/kg télesné
hmotnosti) v postprandialnim stavu dekapitaci. Odebrané organy byly promyty fyziolo-
gickym roztokem. Casti tkani byly pfeneseny do stabiliza¢niho roztoku RNAlater (Invit-
rogen, Litva) a lyza¢niho a extrakéniho pufru RIPA (Santa Cruz, USA) a poté uloZeny

pfi teploté -80 °C pro dalsi analyzy. Veskeré experimenty na zvifatech byly provedeny v
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souladu se zdkonem Ceské republiky 501/2020 o ochrané zvitat, ktery se ¥idi doporude-
nimi Rady Evropské unie 86/609/ES pro pouzivani laboratornich zvitat. VSechny postupy
zahrnujici laboratorni zvifata byly schvéleny etickou komisi Ministerstva zdravotnictvi

Ceské republiky.

4.1.2. Design experimentii

Odebrany biologicky material byl vyuzit pro sérii analytickych experimentt, kterd probi-
hala ve dvou fazich. Uvodni etapa zahrnovala analyzu zmén na trovni transkripce,
translace a enzymové aktivity. V navazujicim kroku byly zaznamenany zmény distribuce

kyseliny fenofibrové v jaterni tkani pii kombinaci podavani fenofibratu se silymarinem.

4.1.3. Porovnani genové exprese vybranych enzymi, transportéri a transkrip¢nich

faktori v jatrech a tenkém stfevé potkanich modeli metabolického syndromu

Zamér prvni ¢asti experimentu spocival ve stanoveni bazalni exprese mRNA vybranych
forem CYP, enzymu druhé faze, transkrip¢nich faktorti a transportéra v tkanich jater a
tenkého stieva. Analyza probihala ve vSech vyse popsanych experimentalnich kmenech
(HHTg, SHR, SHR-CRP, W-OVX). Jako kontrolni skupiny pro statistické porovnani
slouzili intaktni samci kmene Wistar a simulované operované samice kmene W-SHAM,
v ptipadé transgenniho kmene SHR-CRP probéhlo porovnani vi¢i kmenu SHR. Detailni
popis izolace mMRNA, syntézy cDNA a RT-qPCR je uveden v kapitolach 4.3.3. a 4.3.4.

4.1.4. Analyza relativniho mnoZstvi proteinu vybranych enzymi v jatrech potka-

nich modeli metabolického syndromu

Tato analyza byla provedena za ucelem posouzeni miry korelace mezi daty ziskanymi na
urovni genove exprese a redlnym mnoZstvim proteinu. Sledovani probihalo v jaterni tkéni
u experimentalnich kmentt HHTg, SHR, SHR-CRP a W-OVX vii¢i ptisluSnym kontrol-
nim skupinam Wistar a W-SHAM. Analyza byla realizovana pomoci SDS-PAGE a Wes-
tern blotu v izolovanych jaternich mikrozomech s vyuzitim poolovanych vzorku, coz
umoznilo identifikovat trendové zmény v proteinovém profilu jednotlivych modelt. Po-
zorovani mnozstvi proteinu v tkanich tenkého stieva nebylo v ramci této prace realizo-
vano vzhledem k technickym limitacim souvisejicim s nizkym vytézkem mikrozomalni

frakce.
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4.1.5. Analyza relativni enzymové aktivity vybranych forem cytochromu P450 v ja-
terni tkani potkani Wistar, HHTg, SHR a SHR-CRP

Treti ¢ast prvni faze byla zaméfena na funk¢éni zhodnoceni biotransformaéniho systému
prostiednictvim méfeni katalytické aktivity klicovych forem cytochromu P450. Sledo-
vana byla aktivita forem rodin CYP1A, CYP2C, CYP2D a CYP3A. Analyza byla prove-
dena v jaternich mikrozomech sam¢ich kmenti Wistar, HHTg, SHR a SHR-CRP. Pouzité
metody jsou uvedeny v kapitolach 4.3.6. a 4.3.9. Stanoveni enzymové aktivity v mikrozo-
mech izolovanych z tenkého stfeva nebylo realizovano vzhledem k nedostateénému vy-

t&zku mikrozomalni frakce.

4.1.6. Zavedeni LC-MS metody pro stanoveni kyseliny fenofibrové v jaternim ho-

mogenatu potkani HHTg

Pro posouzeni vlivu silymarinu na jaterni distribuci a eflux kyseliny fenofibrové byla za-
vedena a validovéna specifickd LC-MS metoda pro jeji kvantifikaci. Vzhledem k tomu,
ze silymarin pusobi jako inhibitor P-gp [162], byla provedena analyza jaternich homoge-
natl ze zvitat kmene HHTg po ¢tyitydennim podavéani samotného fenofibratu (25 mg/kg)
a v kombinaci se silymarinem (1 % v diet¢). Cilem tohoto uspotadani bylo zjistit, zda toto
kombinované podavani nevede v duisledku inhibice P-gp ke zménam v tkanové distribuci
a ke snizenému efluxu tohoto aktivniho metabolitu v jaterni tkani. Podrobny popis chro-

matografického systému, ptipravy vzorki, valida¢nich parametrt a zptsobu kvantifikace
je uveden v kapitolach 4.3.10 a 4.3.10.5.

4.2. Material a pristrojové vybaveni

4.2.1. Pristrojové vybaveni

e Tiepacka OS-10 (Biosan, LotySsko)

e Analytickd vaha XP205 Delta Range (Mettler Toledo, USA)

e Chlazena centrifuga Z323K (Hermle LaborTechnik, Némecko)
e Chlazena centrifuga BR4i (Jouan, Francie)

e Centrifuga Centrifuge 5804R (Eppendorf, Némecko)

e Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

e Centrifuga Multi-spin (Biosan, Loty$sko)

e Ultracentrifuga Optima XPN-90 (Beckman Coulter, USA)
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e DNA/RNA UV-cleaner box, UVC/T-AR (Biosan, Lotyssko)

e Homogenizator Precellys Evolution (Bertin Technologies, USA)

e Kapalinovy manipulator Echo 550 (Labcyte, USA)

e Termocykler Epgradient S (Eppendorf, Némecko)

e Termocykler LightCycler 1536 Instrument (Roche Praha, CR)

e Laminarni box biohazard (Merci, CR)

e pH metr (Mettler Toledo, USA)

e Spektrofotometr NanoPhotometer® N60 (Implen, Némecko)

e Spektrofotometr INFINITE M200 (TECAN, Rakousko)

e Spektrofotometr Varian Cary UV VIS 4000 (Varian, Australie)

e Vortex IKA MS3 Basic (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Vodni lazen WB 14 (Memmert, Némecko)

e Magneticka michacka MR 1000 (Heidolph, Némecko)

e Inkubator DRY BATH INCUBATOR (Major Science, USA)

e Aparatury Miniprotean Il a Mini Trans-Blot Cell (Bio-rad Laboratories, USA)
e Zdroj napéti PowerPac™ HC 250 V, 3.0 A, 300 W (Bio-Rad Laboratories, USA)
e Trans Blot Turbo (Bio-rad Laboratories, USA)

e Tiepacka Sunflower mini shaker PS-3D (P-lab a.s., Ceska republika)

e Temna komora s ccd kamerou G:BOX (Syngene, Velka Britanie)

e Blokovy termostat Stuart SBH200D/3 (Cole-Parmer, Velka Britanie)

e Koncentrator vzorku Stuart SBHCONC/1 (Cole-Parmer, Velka Britanie)

e HPLC Shimadzu LC-20A Prominence (Shimadzu, Japonsko)

e Hmotnostni spektrometr LCMS-8045 (Shimadzu, Japonsko)

e Generator dusiku Genius 1051 (Peak Scientific, Velka Britanie)

e Vyvéva Edwards 28 s olejovym filtrem EMF 20 (Edwards, Velka Britanie)

4.2.2. Kity

e Rneasy Plus Mini Kit (Qiagen, USA)
e QIlAshredder (Qiagen, USA)
e EvoScript Universal cDNA Master (Roche, Némecko)
e LightCycler® 1536 DNA Probes Master (Roche, Némecko)
e Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, USA)
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e BCA Protein Assay Reagent Kit Lot. E163659 (ThermoFischer Scientific, USA)

e Promega P450-Glo™ CYP1A2 Assay Lot. 0000663241 (Promega, USA)
e Promega P450-Glo™ CYP2C9 Assay Lot. 0000656680 (Promega, USA)
e Promega P450-Glo™ CYP2D6 Assay Lot. 0000644335 (Promega, USA)
e Promega P450-Glo™ CYP3A4 Assay Lot. 0000671368 (Promega, USA)

4.2.3. Primery

e Cypla2 Lot. Rn00561082_m1
e Cyp3a23 Lot. Rn03062228_m1
e Cyp2dl Lot. Rn01775090_mH
e Cyp2cll Lot. Rn01502203 m1
e Cyp2c6 Lot. Rn03417171_gH
e Cyp2el Lot. Rn00580624

e Cyp7al Lot. Rn00564065_m1
e Cyp2bl Lot. Rn01457880_m1
e Abcg5 Lot.Rn01499073_m1

e Abcg8 Lot. Rn00590367_m1

e Abcbl Lot. Rn01639253_m1

e Nrli3 Lot. Rn04339043_m1

e Nrli2 Lot. Rn00583887_m1

e Ahr Lot. Rn00565750_m1

e Gstal Lot. Rn04223027_m1

e Comt Lot. Rn00561037_m1

e Ugtlal Lot. Rn00754947_m1
e Ugt2b7 Lot. Rn00821928_m1
e Ugtla6 Lot. Rn00561171_m1l
e Ugtla9 Lot. Rn06299012 g1
e Ugtla8 Lot. Rn01764956_m1
e Ugt2b2 Lot. Rn02349652_m1
e Sultlal Lot. Rn01510633_ml
e Sultlbl Lot. Rn00673872_ml
e Sultlel Lot. Rn00820646_ gl
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e Sult2al Lot. Rn06220013 ml
e Hprtl Lot. Rn01527840_m1

4.2.4. Chemikalie

e Deionizovana voda

e RNAse free voda (Qiagen, USA)

e RIPA Lysis Buffer System VIAL 1 (Santa Cruz, USA)

e RIPA Lysis Buffer System VIAL 2 (Santa Cruz, USA)

e Tris Base Solution (TBS) (Santa Cruz, USA)

e Tris Base Solution + Tween (TBS+T) (Santa Cruz, USA)

e 2-merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Dihydrogenfosfore¢nan draselny (Lachner, Ceska republika)

e Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Dithioni¢itan sodny (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Glycerol (TAMDA, Ceska republika)

e RNAlater (Invitrogen, Litva)

e Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, Némecko)

e Protease inhibitor cocktail tablety (Roche, Némecko)

e 99,8% ethanol pro UV spektroskopii

e Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ Standards (Bio-Rad laboratories, USA)
e Acetonitril LC-MS grade (VWR, Ceska republika)

e Methanol LC-MS grade (VWR, Ceska republika)

e >99% Kyselina mravenc¢i LC-MS grade (VWR International, Ceska republika)
e >99,8% Kyselina octova LC-MS grade (VWR International, Ceska republika)
e Voda LC-MS grade (VWR International, Ceska republika)

e Referenc¢ni standard kyseliny fenofibrové (Merck, Némecko), Id: 00Tdd3

e Referencni standard bezafibratu (Merck, Némecko), Id: 002xsZ

e Mikronizovany fenofibrat Fenofix® (Teva Pharmaceuticals, Ceska republika)
e Mikronizovany silymarin (Favea, Ceska republika)

e Oxid uhelnaty (Linde Gas, Némecko)

e Dusik (Siad, Italie)

e Nikotinamidadenindinukleotid (Merck, Némecko)
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e |socitratdehydrogenéaza (Merck, Némecko)

e Hydrat DL-isocitratu trisodného (Merck, Némecko)

4.2.5. PrisluSenstvi

e Mikrozkumavky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Konické zkumavky 12 ml a 50 ml VWR® (VWR International, CR)

e Spi¢ky Eppendorf (Eppendorf, Némecko)

e Polykarbonatové ultracentrifuga¢ni zkumavky (Beckman Coulter, USA)

e Mini-PROTEAN® TGX™ (Bio-Rad Laboratories, USA)

e Trans-Blot® Turbo™ Mini PVDF Transfer Packs (Bio-Rad Laboratories, USA)

o Bilé 96jamkové mikrotitra¢ni desti¢ky (Nunc, Thermo Fisher Scientific, USA)

e Transparentni 96jamkoveé mikrotitra¢ni desti¢ky (Nunc, Thermo Fisher Scientific,
USA)

e Plastové LC-MS vialky s insertem (VWR International, CR)

e Analyticka kolona Luna Omega C18(2) (Phenomenex, USA)

e Piedkolony SecurityGuard C18 4 mm x 2 mm (Phenomenex, USA)

4.2.6. Software

Pfi méfeni, vyhodnocovani a sepisovani diserta¢ni prace byly pouzity néasledujici softwa-
rové programy: Microsoft 365: Word, Excel (Microsoft, Praha, Ceska republika), LC So-
lution ver. 5.93 (Shimadzu, Japonsko), ACD/ChemSketch (ACD/Labs, Kanada) a Statis-
tica (DataBon, Praha, CR, verze 14.0.0.15).

4.3. Metody

4.3.1. Odbér potkanich organii

Enzymy, které byly pfedmétem studia této disertacni prace, jsou exprimovany predevsim
Vv jatrech, v niz§im mnozstvi se vSak nachazeji i v ostatnich tkanich. Vzhledem ke zpi-
sobu podani 1é¢iv pii 1é¢bé metabolického syndromu, tedy per os, byly tkané tenkého
stfeva, spole¢né s jatry, vybrany jako vhodné organy pro sledovani zmén v expresi en-
zymu zapojenych do metabolismu xenobiotik.

Zvitata byla usmrcena podle schvalenych etickych postupii, nacez jejich organy

byly odebrany. Pro zajisténi stability vzorku pro nasledné analyzy byla jatra dikladné
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oplachnuta ve vychlazeném fyziologickém roztoku a rozdélena na nékolik ¢asti. Tenké
sttevo bylo ocisténo ve vychlazeném fyziologickém roztoku s rozpuSténymi tabletami
obsahujicimi smés inhibitort proteaz (cOmplete, Roche). Kviili nerovnomérné distribuci
enzymu ve stievni tkani byla provedena homogenizace vzorku. Po jejim provedeni byla
¢ast odebrana pro analyzu genové exprese, zbytek suspenze byl pouzit pro extrakci mi-

krozomalnich frakci. Homogenaty byly uskladnény pii -80 °C pro dal$i analyzy.

4.3.2. Biochemické analyza

Mnozstvi TAG, HDL, glukozy, ALT, AST a celkového a HDL cholesterolu v séru bylo
méfeno pomoci komeréné dostupnych kit (Erba Lachema, Brno, Ceska republika a Ro-
che Diagnostics, Mannheim, Némecko). Analyza potkaniho a lidského CRP v séru byla
provedena imunochemické metody ELISA (Alpha Diagnostics International, USA).
Vzorky jaterni tkdné byly extrahovany ve smési chloroformu a methanolu pro uréeni
mnozstvi TAG a cholesterolu. Vysledna peleta byla rozpusténa v isopropylalkoholu, na-
ez obsah TAG byl stanoven enzymatickou metodou (Erba Lachema, Ceska republika).

4.3.3. Izolace, kvantifikace mMRNA a syntéza cDNA

K izolaci mRNA bylo pouzito ptiblizné 30-50 mg homogenatu. Proces izolace byl pro-
veden s vyuzitim kitu Rneasy Plus Mini (Qiagen, USA) dle protokolu vyrobce. Cistota a
koncentrace mRNA byla posléze zmétena pomoci spektrofotometru NanoPhotometer
N60 (Implen, Némecko). Reverzni transkripce byla provedena pomoci EvoScript Uni-
versal cDNA Master kitu (Roche, Némecko), kdy bylo pouzito mnozstvi 1 pg mRNA.
Bezprostiedné po syntéze cDNA byly vzorky zamrazeny pii -80 °C, aby se zabranilo

denaturaci.

4.3.4. Stanoveni exprese genu na urovni mRNA

Stanoveni relativni exprese mMRNA v potkanich jatrech a tenkém stievé bylo provedeno
metodou kvantitativni polymerazové fetézové reakce v realném case (RT-PCR) za vyu-
ziti ptistroje LightCycler 1536 (Roche, Svyrarsko) s kapalinovym manipulatorem Echo
550 (LabCyte, Irsko). K analyze byly vyuzity komer¢né dostupné TagMan Gene Expres-
sion Assays sondy (Life Technologies, USA) obsahujici cilové primery a oproti jinym
sondam (napiiklad SYBR Green) maji vyssi specifitu a poskytuji presnéjsi data [163].
Surova data byla zpracovana pomoci software Microsoft Excel, kde byla pro vypocet
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rozdilii v expresi mRNA pouzita metoda *2Ct [164]. Relativni exprese genti byla norma-
lizovana vii¢i internimu kontrolnimu genu, hypoxanthin fosforibosyltransferdze 1
(Hprtl). Hprtl byl vybran jako housekeeping gen na zakladé jeho vlastnosti, jako je vy-

soka stabilita napfi¢ potkanimi tkanémi [165].

4.3.5. lzolace potkanich mikrozomi z jaterni a stfevni tkané

Mikrozomalni frakce je souborem malych vesikul vznikajicich homogenizaci bunék a
fragmentaci jejich membran, zejména endoplazmatického retikula. V zivych tkanich se
mikrozomy ze své podstaty nevyskytuji a jsou z homogenatu izolovany ultracentrifugaci.
K sedimentaci mikrozomalni frakce je potieba dosazeni vysoké odstiedivé sily, piiblizné
az 100 000 g. Intaktni buniky a organely, jako jsou mitochondrie nebo jadro, naopak se-
dimentuji pii niz$ich odstedivych silach.

Jéatra, ktera byla pouzita pro izolaci mikrozomalni frakce, byla rozmrazena na
ledu, osuSena, zvazena a nasledné pfenesena do vychlazeného homogeniza¢niho pufru,
kde byly organy rozstiihany a nasledn¢ homogenizovany pomoci homogenizatoru Pre-
cellys Evolution (Bertin Technologies, USA). Homogenizovana suspenze byla odstie-
déna v centrifuze Z 323 K (Hermle labortechnik, Némecko) a v ultracentrifuze Optima
XPN-90 (Beckman Coulter, USA).

Vznikla mikrozomalni frakce byla proc¢isténa promyvacim pufrem obsahujicim 0,5 mM
Trisa 0,14 M KCl pti pH 7,4 a nasledné ultracentrifugovana po dobu 1 hodiny pti 125000
g s teplotou nastavenou na 4 °C. Cista mikrozomalni frakce byla pak rozpipetovéana do

alikvot a skladovana pti -80 °C pro dalsi analyzy.

4.3.6. Stanoveni proteinu

Obsah celkového proteinu ve vzorcich byl stanoven metodou s kyselinou bicinchonino-
vou (BCA assay) [166]. Mikrozomalni suspenze i homogenaty byly 100x ziedény fosfa-
tovym pufrem a samotna analyza probihala na transparentnich 96jamkovych mikrotitrac-
nich destickach v duplikatech. Do jamky bylo pipetovano 12,5 ul zfedéného vzorku a 100
ul ¢inidel BCA Protein Assay Reagent Kit (ThermoFischer Scientific, Waltham, Massa-
chusets, USA). Desticky se vzorky byly vloZeny na 30 minut do inkubatoru pfi teploté 37
°C a nasledné byla stanovena absorbance pomoci spektrofotometru INFINITE M200
(TECAN, Rakousko). Koncentrace proteinu byla odecitana z kalibra¢ni kiivky sestavené

ze standardu bovinniho sérového albuminu (BSA).
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4.3.7. Kvantifikace proteinu metodou SDS-PAGE a Western Blot

Stanoveni relativniho mnozstvi jednotlivych proteinti mezi skupinami bylo provedeno
metodou elektroforézy zalozené na principu separace stejnosmérnym elektrickym prou-
dem. Poolované vzorky z jaternich tkani byly ziedény 100mM roztokem fosfatového
pufru (KH2POs; pH 7,4) a takto piipraveny roztok byl dale smichan se vzorkovacim
pufrem (62,5 mM Tris, 10% glycerol, 4% merkaptoethanol, 2% SDS, 10% bromfenolova
modf, pH 6,8). Pomoci merkaptoethanolu bylo dosazeno rozstépeni disulfidovych muastka
mezi proteinovymi fetézci, ¢imzZ jsou naruseny tercidrni a kvartérni struktury proteint,
coz umoziuje jejich rozbaleni. Pomoci SDS dochazi ke zméné pH separovanych pro-
teinu, které tak ziskaji zaporny ndboj. Tim je zajistén stejnosmérny transfer smérem ke
kladné elektrod¢. Bromfenolova modi pak slouzi k obarveni vzorku. Takto pfipraveny
vzorek byl v piipadé stanoveni CYP inkubovan ve vodni lazni pii 95 °C po dobu péti
minut, centrifugovan 5 minut pii 600 g a poté byl aplikovan do jamek polyakrylamido-
veho gelu (Bio-rad Laboratories, USA). Rychlost pohybu proteint ke kladné elektrod¢ je
zavisla na jejich elektroforetické mobilité v gelové matrici, coz zahrnuje velikost a stupen
denaturace daného proteinu. Rychlost 1ze ovlivnit také volbou optimalni hustoty pouzi-
tého separa¢niho gelu. Samotna SDS-polyakrylamidova elektroforéza (SDS-PAGE) pro-
bihala v aparatufe Miniprotean II se zdrojem Power Pac 200 (Bio-rad Laboratories,
USA), kde byly gely ponofeny v running pufru slozenym z 25 mM Tris, 192 mM glycinu
a 0,1% SDS. Elektroforéza probihala po dobu 10-15 minut p#i 110 V. Po uplynuti této
doby bylo napéti navySeno na 150-180 V, pii kterém proces separace probihal az 1,5
hodiny. Napéti bylo modulovano, aby nedoslo k ptekroceni elektrického proudu pies 0,1
A. Zaroven se dbalo zvySené opatrnosti a elektroforéza byla ukoncena v okamziku, kdy
migracni Celo barviva dosahlo asi 0,5 cm od dolni hrany gelu. Tim se zabranilo Gniku
separovanych proteint z gelové matrice.

Po ukonceni separace v gelu byly proteiny pfeneseny na komeréné dostupnou po-
lyvinylidendifluoridovou (PVDF) membranu (Bio-rad Laboratories, USA). K pfenosu
byl vyuzit piistroj Trans Blot Turbo (Bio-rad Laboratories, USA). Po dokonéeni pienosu
byly z ptistroje membrany vyjmuty, rozstithany do pozadované velikosti a nasledné pro-

myty v TBS pufru. Promyvani probihalo na tiepaéce PS-3D (P-lab a.s., CR).
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4.3.8. Stanoveni koncentrace CYP v jaternich mikrozomech

Pro stanoveni koncentrace CYP byla vyuzita spektrofotometricka metoda s dithionicita-
nem sodnym podle [167]. Pfidanim této slou¢eniny do mikrozomalni frakce dojde k re-
dukci hemového Zeleza v porfyrinovém kruhu molekuly CYP. Néaslednym probublanim
plynnym oxidem uhelnatym dojde k tvorb&é komplexti Fe?*-CO s charakteristickym ab-
sorpénim maximem pii vinové délce 450 nm. Diferencni spektra byla méfena pomoci
spektrofotometru Cary UV-VIS 4000 (Varian, Australie). Koncentrace CYP byla vypo-
¢itana z diferen¢niho spektra mezi redukovanou formou CYP a CYP-CO komplexem
[167]. Specificky obsah CYP byl vyjadien jako pomér koncentrace CYP k objemu mi-
krozomalni frakce (pmol CYP/ul suspenze). V ramci této disertacni prace byla koncen-
trace CYP tspésné stanovena pouze v mikrozomalni frakci ziskané z jaterni tkan¢, nebot’
vytézek z tkani tenkého stfeva byl nedostatecny a v konecném dusledku neméfitelny.
Z tohoto divodu byly i nasledné analyzy aktivit vybranych forem CYP provadény pouze

s jaternimi mikrozomy.

4.3.9. Stanoveni aktivity vybranych forem CYP v jaternich mikrozomech

Katalyticka aktivita vybranych forem cytochromu P450 (CYP1A, CYP2C, CYP2D a
CYP3A) byla v izolovanych jaternich mikrozomech stanovena pomoci luminiscenénich
kit fady P450-Glo™ (Promega, USA). Princip metody je zaloZen na vyuziti specifickych
derivati luciferinu jako luminogennich substratti pro jednotlivé formy CYP.

Vlastni stanoveni bylo provedeno v bilych 96jamkovych mikrotitra¢nich deskach.
Reak¢ni smés obsahovala izolované jaterni mikrozomy o stanovené koncentraci proteinu,
pfisluSny luminogenni substrat a regeneracni systém pro NADPH. Inkubace vzorkl pro-
bihala pfi teploté¢ 37 °C po dobu definovanou v optimalizovaném protokolu vyrobce
[168]. Enzymova reakce byla nasledné ukoncena ptidanim detekéniho ¢inidla, které sou-
Casné iniciuje stabilni svételny signal. Intenzita vzniklé luminiscence, kterd je pfimo
umérna aktivité sledované formy CYP, byla zmétena pomoci multidetekéniho mikrodes-
tickového spektrofotometru INFINITE M200 (TECAN, Rakousko). Vysledné hodnoty
byly vyjadieny jako relativni procentualni zména vici kontrolni skupiné Wistar, ktera

byla normalizovana na 100 %.
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4.3.10. Zavedeni metody stanoveni kyseliny fenofibrové pomoci LC-MS

Pro kvantitativni analyzu kyseliny fenofibrové v jaterni tkéni potkantit HHTg byla zave-
dena metoda vysokoucinné kapalinové chromatografie ve spojeni s hmotnostni spektro-
metrii. Jako vnitini standard (IS) byl zvolen bezafibrat, ktery vykazuje podobné fyzi-
kalné-chemické vlastnosti a eluéni charakteristiky. Pfiprava vzorkt homogenatu spoci-
vala v pfimé precipitaci organickym rozpoustédlem, které zajistilo rychlou deproteinizaci
a uvolnéni analytu z vazby na tkanové proteiny. K analyze bylo pouzito 50 ul jaterniho
homogenatu ve fosfatovém pufru, ke kterému bylo ptidano 25 ul IS rozpusténého v ACN
okyseleném kyselinou mravenci (0,1% v/v). Precipitace byla provedena ptfidanim 425 pl
ACN okyseleného kyselinou mravenéi (0,1% v/v). Smés byla poté intenzivné vortexo-
vana po dobu ptl minuty pro zajisténi uplné denaturace proteind a uvolnéni analyti z
tkanové matrice. Zvortexované vzorky byly centrifugovany pti 18407 x g po dobu 10
minut v centrifuze BR4i vychlazené na 4 °C. Po centrifugaci bylo odebrano 200 pl su-
pernatantu, ktery byl pienesen do ¢isté sklenéné zkumavky a odpafen pomoci koncentra-
toru Stuart SBHCONC/1 pfipojeného k digitdlnimu blokovému termostatu Stuart
SBH200D/3. Odpatfovani probihalo pod mirnym proudem dusiku pii konstantni teploté
37 °C. Ziskany odparek byl rekonstituovan ve 100 pl okyseleného ACN (0,1% v/v kyse-
lina mravenci), ¢imzZ bylo dosazeno dvojndsobného zakoncentrovani vzorku.

Vlastni instrumentalni analyza probihala na kapalinovém chromatografu LC-20A
Prominence (Shimadzu, Japonsko) ve spojeni s hmotnostnim spektrometrem LCMS-
8045 (Shimadzu, Japonsko). Separace byla provadéna na koloné¢ Luna Omega C18(2)
(Phenomenex, USA) o rozmérech 100 x 2 mm i.d., s velikosti ¢astic 3 um. Analyza pro-
bihala za isokratickych podminek pfi pritoku 0,4 ml/min. Mobilni faze sestavala ze smési
ACN a vody, oboji s pfidavkem 0,1% kyseliny mravenci (v/v), v objemovém poméru
80:20. Detekce probihala s vyuzitim ionizace elektrosprejem v rezimu monitorovani vy-
branych reakci (MRM), pficemz parametry byly individudlné optimalizovany pro kazdy
analyt. Kyselina fenofibrova byla kvantifikovana v reZimu zaporné ionizace (ESI-) pfi
sledovani MRM prechodt m/z 317,05—231,00; 317,05—195,20; 317,05—167,00; pfi-
¢emz prvni ion byl pouzit pro kvantifikaci. Vnitini standard byl detekovan v rezimu klad-
ném (ESI+) pomoci sledovani vybranych iontd (SIM) pii m/z 361,90. Souhrn podminek
je zobrazen v tabulce 5.
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4.3.10.5. Kalibrace a validace metody

Kvantifikace kyseliny fenofibrové byla provadéna pomoci metody vnitiniho standardu za
vyuziti vicebodové kalibra¢ni kiivky. Kalibra¢ni standardy byly pfipraveny obohacenim
slepého jaterniho homogenatu o znamé mnozstvi standardu kyseliny fenofibrové v kon-
centra¢nim rozsahu 500-5000 ng/ml. Standardy byly nasledné podrobeny shodnému pro-
cesu extrakce a upravy jako neznamé vzorky, ¢imz bylo zaji$téno vykompenzovani vlivu
tkanové matrice a ptipadnych ztrat béhem piipravy vzorku. Linearita metody byla hod-
nocena v daném koncentratnim rozmezi metodou nejmensich ctvercii. Kalibracni kiivka
byla ziskana vykreslenim pomért vysek signalu analytu a IS v zavislosti na pomérech
koncentraci analytu a 1S. Koeficient determinace (R?) dosahoval ve viech méfenych sé-
riich hodnoty vyssi néz 0,997. Pro ovéfeni spolehlivosti metody byly sledovany parame-
try preciznosti, pravdivosti a pfesnosti méteni, které v rdmci validace neptesahly + 15 %.
Dolni mez kvantifikace (LLOQ) byla stanovena jako nejnizsi bod na kalibracni kiivce
(500 ng/ml), ktery stale splinoval parametry validace. Stabilita analytu v jaternim homo-
genatu byla ovéfena beéhem ptipravy vzorki pii laboratorni teploté, i béhem kratkodobého
uchovavani v autosampleru pfistroje. Cely proces od detekce analyti, aZ po konecné vy-

hodnoceni vysledki byl realizovan pomoci softwaru LC Solution (Shimadzu, Japonsko).

Tabulka 5. Souhrn podminek LC-MS analyzy pro méfeni kyseliny fenofibrové

Parametry Hodnoty
Stacionarni faze Luna C18(2); 100x2 mm; 3um ¢astice
MF A 0,1% kyselina mravenci ve vodé
MF B 0,1% kyselina mravenci v ACN (20:80, viv)
IS bezafibrat
Pratok 0,4 ml/min
Teplota kolony 37°C
Nastiik 1ul
Doba analyzy 5 min
MS/MS detekce CE[V]
Ionizaéni mod ESI negativni
m/z piechody kyselina fenofibrova
317,05—231,00 15,0
317,05—195,20 35,0
317,05—167,00 40,0

Seznam zkratek: ACN — acetonitril; MF A — mobilni faze A; MF B — mobilni faze B;

IS — interni standard; m/z — pomér hmotnosti a naboje fragmentu; CE — kolizni energie.
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4.4, Statisticka analyza

Statisticka analyza ziskanych dat byla provedena v programu Statistica (DataBon, Praha,
CR, verze 14.0.0.15). V ramci dil¢ich kol byla vyuzita jednofaktorova analyza rozptylu
s post-hoc Bonferroniho korekci a Studentiv t-test. Statisticka signifikance byla defino-

vana jako p < 0,05.

5. Vysledky

Cast vysledki prezentovanych v této diserta¢ni praci byla publikovana v mezinarodnich
recenzovanych odbornych ¢asopisech, viz kapitola 10. Dalsi ¢ast vysledkti pochdzi z ex-
perimentl realizovanych v pribéhu doktorského studia a dosud nebyla publikovana; tyto
vysledky jsou vsak kompletni, statisticky vyhodnocené a tvofi integralni soucast diser-
tacni prace. Nepublikovana data jsou soucasné soucasti rukopist piipravovanych k ode-
slani do mezinarodnich recenzovanych casopisti. VSechna prezentovana data byla ziskana
autorem prace nebo za jeho ptimé ucasti a byla zpracovana v souladu s bézn¢ pfijimanymi

metodickymi a statistickymi postupy.

5.1. Metabolicka charakterizace potkanich modela

V tabulce 6 a grafu 1 jsou vyjadfeny hodnoty charakterizujici metabolismus potkanich
modeltt MetS. Skupina HHTg je spojovana s vyrazné zvySenym mnozstvim jaternich
triglyceridii. Mimo jiné bylo ve skupin¢ HHTg pozorovano zvysené mnozstvi glukOzy
nalacno a také mirné zvyseni potkaniho vysoce citlivého CRP (hsCRP). Ackoliv potkani
HHTg nebyli obézni, byl u nich pozorovan signifikantné¢ zvyseny index adipozity.
Potkani SHR-CRP s transgenné exprimovanym lidskym CRP vykazovali zvy$ené mnoz-
stvi serovych TAG a cholesterolu. Akumulace TAG v jatrech vsak nebyla oproti kontrole
vyrazné navySena. U samic Wistar s prodélanou bilateralni ovariektomii byl pozorovéan
statisticky vyznamny nartist hmotnosti, indexu adipozity, hmotnosti jater, a také elevace
sérového cholesterolu. Ackoliv sérové TAG nebyly u skupiny W-OVX vyznamné zmée-
nény oproti kontrolni skupin¢ W-SHAM, akumulace TAG v jatrech byla vyrazné zvy-

Sena, viz graf 1.
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Tabulka 6. Metabolické charakteristiky potkanich modeli metabolického syndromu
[169].
W-SHAM W-OVX Wistar HHTg SHR SHR-CRP
Vek (mésice) 7 7 7 7 9 9
Hmotnost (BW) [g] 341+ 19 422 +13 488 + 23 448 +3 410+7 415+7
ok
Index adipozity 1,78 +£0,20 3,12+0,38 1,34 +£0,01 2,09+0,11 0,86+0,06 0,90 £+ 0,05
[9/100 g BW] * bkl
Hmotnost jater 3,25+0,09 2,37 £0,13 2,74 +£0,10 3,09 £0,03 3,18 £ 0,04 3,30 +£0,07
[9/100 g BW] il
Sérové triglyceridy 1,82 +0,57 1,70+0,37 1,54 +£0,22 5,01+0,24 0,51 +0,02 0,77+0,12
[mmol/L] ikl *
Sérovy cholesterol 2,35+0,19 3,20 £ 0,26 2,32+0,10 2,04 £ 0,06 1,43 +£0,04 1,67+0,13
[mmol/L] * feieid
HDL-C 1,71+0,16 2,26 +£0,14 1,27 + 0,08 0,81 £ 0,06 1,15+0,02 1,21+ 0,06
[mmol/L] * *x
Glukoéza nalaéno 7,64 +0,38 7,66 + 0,20 6,56 £ 0,19 9,30 + 0,38 6,54 + 0,06 6,30 + 0,06
[mmol/L] faiied
hsCRP lidsky n.d. n.d. n.d. n.d. 1,25+0,12 240,00 + 4,78
[ng/mL] -
hsCRP potkani 1,30+0,13 1,02 +0,06 1,25 +0,07 1,53 +0,06 1,08 +0,10 0,55 +0,03
[ng/mL] * o
ALT 2,23+1,21 2,89+0,78 1,36 +£0,38 1,24 +£0,06 1,88 +£0,03 2,43 +0,19
[ukat/L] *
AST 3,85+ 1,20 4,12 + 0,64 3,21 +0,40 3,13+0,28 3,74 +£0,16 4,16 +0,20
[ukat/L]

Data jsou prezentovana jako prumér £ SEM. Statistickd vyznamnost byla uréena pomoci

neparového Studentova t-testu. * znaci p < 0,05; *** znaci p < 0,001 v porovnani s kon-

trolni skupinou podle barvy textu; modry text pfedstavuje samice W-SHAM; erny text

predstavuje samce Wistar; Cerveny text zna¢i samce SHR; n = 5-7 [169].
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Graf 1A a 1B: Porovnani akumulace TAG a cholesterolu v jatrech potkanich modelti me-
tabolického syndromu. Data jsou vyjadiena jako primér £+ SEM, n = 5-7. * vyjadiuje
p < 0,05 v porovnani se skupinou Wistar; *** vyjadiuje p < 0,001 v porovnani vuci sku-

piné Wistar; # vyjadfuje p < 0,05 v porovnani se skupinou W-SHAM [169].

5.2. Rozdily v genové expresi vybranych enzymi CYP V jaterni tkani potkani
Wistar, HHTg a SHR

Srovnani relativni exprese mRNA vybranych forem CYP v jaterni tkani potkanich kment
Wistar, HHTg a SHR je znazornéno v grafu 2. Hodnoty relativni exprese byly vyjadieny
jako procentualni zména vii¢i kontrolni skupiné Wistar, jejiZ exprese byla normalizovéana
na 100 %. Ve srovnani s kontrolni skupinou bylo u obou experimentalnich modelti MetS
pozorovano nékolik statisticky vyznamnych zmén. Exprese genu Cypla2 byla u HHTg
snizena 0 81 % (p <0,01) au SHR 0 70 % (p < 0,01). U skupiny SHR bylo navic pozo-
rovano statisticky vyznamné snizeni exprese Cyp2al o 68 % v porovnani s kontrolni sku-
pinou (p < 0,01). Naopak exprese Cyp3a23 byla u skupiny SHR signifikantné upregulo-
vana 0 170 % (p < 0,01). ZvySena exprese genu Cyp2dl byla pozorovana jak u skupiny
HHTg (135 %; p < 0,01), tak SHR (170 %; p < 0,01). U SHR byla dale pozorovana sig-
nifikantni upregulace Cyp2c6 o 151 % ve srovnani s kontrolni skupinou (p < 0,01).
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Graf 2. Rozdily v relativni expresi vybranych forem CYP v jaternich tkanich samct
HHTg a SHR porovnané vuci kontrolni skupiné samct potkana Wistar s hodnotami nor-
malizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako primér = SEM. n = 5-7. ** vyjadiuje
p < 0,01 v porovnani vici skupiné Wistar. # vyjadiuje p < 0,05 v porovnani se skupinou
HHTg [169].

5.2.1. Proteinova exprese vybranych forem CYP v jaterni tkani potkani Wistar,
HHTg a SHR

Relativni mnozstvi vybranych forem CYP v jaterni tkani potkani kment Wistar, HHTg
a SHR jsou zobrazena v grafu 3. Analyza relativni proteinové exprese byla provedena z
poolovanych vzorki mikrozomalnich frakci jednotlivych experimentalnich skupin a mé-
feni bylo provedeno v technickém duplikétu. Z tohoto diivodu nebylo provedeno statis-
tické vyhodnoceni a vysledky slouZi k orientaénimu posouzeni trendll proteinové exprese
ve srovnani s vysledky ziskanymi na urovni mMRNA a enzymove aktivity. Ziskana data
odhalila u sledovanych kmeni nékolik shodnych i specifickych zmén. Ve srovnéni s kon-
trolni skupinou bylo u obou patologickych modeld HHTg i SHR zaznamenédno zvySené
relativni mnozstvi proteinu u forem CYP1A2, CYP2B1 a mirny nartst byl patrny také u
CYP2C6. Naopak exprese proteinu CYP3A1 byla u obou experimentalnich kment zie-
telné snizena. Odlisny profil mezi kmeny byl pozorovan u formy CYP2D1, kde se u
kmene HHTg projevil mirny nartst, zatimco u kmene SHR jeji mnozstvi naopak kleslo.

U hypertenzniho kmene SHR byl navic detekovan Ubytek proteinu u forem CYP2E1 a
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CYP7A1, ptficemz u kmene HHTg zlistala hladina CYP2E1 na urovni srovnatelné s kon-

trolou.

350 %

300 % - I

250 % -

200 % -

150 % -

100 % -
0%

CYP1A2 CYP3A1 CYP2D1 CYP2C6 CYP2E1 CYP7A1 CYP2B1

Relativni mnozstvi proteinu[%]

OWISTAR mHHTG OSHR

Graf 3. Rozdily v relativnim mnozstvi vybranych forem CYP v poolovanych jaternich
mikrozomech kmentt HHTg a SHR porovnavanych vici kmenu Wistar s hodnotami nor-

malizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako primér + SEM, n = 2,

5.3. Vliv lidského C-reaktivniho proteinu na genovou expresi CYP mRNA u
potkani SHR

Srovnani jaterni genové exprese forem CYP mezi potkany SHR a SHR-CRP bylo prove-
deno s cilem posoudit vliv chronicky zvysené exprese lidského hsCRP na expresi mRNA
enzymu podilejicich se na metabolismu xenobiotik a endogennich latek. Vysledky rela-
tivni exprese mRNA jsou znazornény v grafu 4 a jsou vyjadieny jako procentualni zména
vuci skupin€é SHR, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %. U vétSiny sledovanych
forem CYP nebyly mezi skupinami pozorovany statisticky vyznamné rozdily v mnozstvi
exprimované mRNA. Ve formé Cyp7al byl pozorovan mirny trend ke zvyseni exprese
mRNA vici skupiné SHR, ale vzhledem k vysoké biovariabilité tyto zmény nedosahly
statistické vyznamnosti. Vysledky naznacuji, Zze samotna pfitomnost lidského CRP neméa

zasadni vliv na expresi hlavnich forem CYP v tomto experimentalnim uspofadani.
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Graf 4. Rozdily v relativni expresi mRNA CYP v jaterni tkani potkani SHR-CRP v po-
rovnani s potkany SHR s hodnotami normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena
jako primér + SEM, n = 5-7 [169].

5.3.1. Proteinova exprese vybranych forem CYP v jaterni tkani potkani SHR a
SHR-CRP

Relativni mnozstvi vybranych forem CYP bylo dale stanoveno v jaterni tkani potkant
kmene SHR a transgennich potkantt SHR-CRP s chronickou expresi lidského C-reaktiv-
niho proteinu. Analyza byla provedena z poolovanych vzorkl a méteni bylo provedeno v
technickém duplikatu, proto vysledky nebyly statisticky vyhodnoceny a slouzi k orien-
ta¢nimu porovnani mezi jednotlivymi skupinami. Ve skupiné SHR-CRP bylo ve srovnani
s kontrolni skupinou SHR zaznamenano mirn¢ zvySené relativni mnoZzstvi proteinu
CYP3A1. U ostatnich sledovanych forem nebyly pozorovany vyrazné rozdily v relativ-
nim mnozstvi proteinu mezi skupinami SHR a SHR-CRP a zjisténé hodnoty se pohybo-

valy v rdmci trendovych zmén.
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Graf 5. Rozdily v relativnim mnozstvi proteinu vybranych forem CYP v jaterni tkani
potkantit SHR-CRP porovnavanych vuéi kontrolni skupiné SHR s hodnotami normalizo-

vanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako primér + SEM.

5.4. Vliv ovariektomie na genovou expresi vybranych forem CYP v jaterni tkani sa-

mic Wistar

Rozdily v relativni expresi mMRNA vybranych forem CYP v jaterni tkani ovariektomizo-
vanych samic Wistar jsou znazornény v grafu 6. Relativni mnozstvi exprimované mRNA
bylo porovnavano vici skupiné W-SHAM, pticemz hodnoty kontrolni skupiny byly nor-
malizovany na 100 %. Mezi skupinami W-OVX a W-SHAM nebyly u zadné ze sledova-
nych forem CYP zjistény statisticky vyznamné rozdily. Forma Cyp2bl u W-OV X vyka-
zovala trend ke zvySeni exprese genu ve srovnani s kontrolni skupinou, avsak tento rozdil
nedoséahl statistické signifikance. Naopak formy Cypla2, Cyp3a23 a Cyp7al vykazovaly

trend ke sniZeni relativniho mnoZstvi exprimované mRNA vuc¢i kontrole.
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Graf 6. Rozdily v relativni expresi mMRNA vybranych forem CYP v jaterni tk&ni potkanich
samic W-OVX porovnavanych vici kontrolni skupiné W-SHAM s hodnotami normali-
zovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako pramér + SEM, n=5 [169].

5.4.1. Vliv ovariektomie na mnoZstvi proteinu vybranych forem CYP v jaterni tkani
samic Wistar

Relativni mnozstvi vybranych forem CYP bylo stanoveno rovnéz v jaterni tkani ovariek-
tomizovanych samic potkana kmene Wistar (W-OVX) a kontrolnich samic po falesném
chirurgickém zakroku (W-SHAM). Analyza byla provedena z poolovanych vzorkl a mé-
feni bylo provedeno v technickém duplikatu, pficemz vysledky nebyly podrobeny statis-
tickému vyhodnoceni. Ve skupiné W-OVX bylo ve srovnani s kontrolni skupinou W-
SHAM pozorovano vyssi relativni mnozstvi proteinu u nékterych sledovanych forem,
zejména CYP3A1 a CYP2B1. U ostatnich forem byly rozdily v relativnim mnozstvi pro-

teinu mén¢ vyrazné a nepiesahovaly ramec trendovych zmén.
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Graf 7. Rozdily v relativnim mnozstvi proteinu vybranych forem CYP v jaterni tkani
potkanich samic W-OVX porovnavanych vici kontrolni skupiné W-SHAM s hodnotami

normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako pramér + SEM

5.5. Rozdily v aktivité enzymi CYP1A2, CYP2C, CYP2D1 a CYP3A v jaterni tkani
potkanit Wistar, HHTg a SHR

Enzymova aktivita vybranych forem CYP byla stanovena v jaternich mikrozomech po-
moci luminiscen¢niho kitu P450-Glo Assay (Promega Corporation, USA). Relativni ak-
tivita vyjadiena jako procentualni zména vuci kontrolni skupiné¢ Wistar, jejiz hodnota
byla normalizovana na 100 %. Vysledky jsou znazornény v grafu 8. Vysledky analyz
odhalily vyznamné rozdily v aktivité jednotlivych CYP forem mezi srovnavanymi
kmeny. CYP1A2 vykazoval ve v§ech srovnavanych modelech MetS trend ke snizeni en-
zymove aktivity a u kmene HHTg doslo k signifikantnimu poklesu o 62 % vu¢i kontrolni
skupiné (p < 0,01). Aktivita formy CYP2C byla rovnéz ve skupiné HHTg statisticky vy-
znamné snizena o 67 % (p < 0,05). Rozdil nastal u skupiny SHR, kde byl pozorovéan trend
Vv mirném naruastu aktivity CYP2C, ale vzhledem k vysoké biovariabilité nebylo dosazeno
statistické vyznamnosti. U enzymu CYP2D1 byl pozorovan trend ve snizeni aktivity ve
vSech pozorovanych kmenech, ale statistickd analyza nevykazovala vyznamné zmeény.
Analyza formy CYP3A vykazovala anomalni profil ve skupin¢ HHTG, kde byla deteko-
vana nulova aktivita (p < 0,001). Naproti tomu kmen SHR-CRP vykazoval signifikantni
zvyseni aktivity o 60 % vucéi kontrole (p < 0,05) a u skupiny SHR byl pozorovan trend ve

zvySeni o 75 % bez statistické vyznamnosti.
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Graf 8. Rozdily v relativni aktivité vybranych forem CYP v jaterni tkani potkanich samct

HHTg, SHR a SHR-CRP v porovnéni s kontrolni skupinou samct Wistar s hodnotami

normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako primér + SEM, n = 5-7. * vyja-

diuje p < 0,05; ** vyjadiuje p < 0,01; *** vyjadiuje p < 0,001 v porovnani vii¢i skupiné

Wistar.
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5.6. Rozdily v expresi mRNA vybranych transportéra a transkripénich faktora v ja-
terni tkani potkani Wistar, HHTg a SHR

Graf 9 znazornuje rozdily v expresi mRNA vybranych ABC transportéri, transkripénich
faktort Vv jaterni tkani potkani Wistar, HHTg a SHR. Relativni mnozstvi mRNA bylo
vyjadieno jako procentudlni zména vici kontrolni skupiné Wistar, jejiz hodnoty byly nor-
malizovany na 100 %. Nejvyraznéjsi zmény byly pozorovany v Abcg5 a Abcg8, kde byl
zaznamenan silny trend k ubytku mRNA jak u HHTg (zhruba 95 %), tak SHR (u Abcg5
75 % a u Abcg8 85 %). Hodnoty vSak nevykazovaly statistickou vyznamnost, pravdépo-
dobn¢ v dasledku vysoké interindividudlni variability kontrolni skupiny. Ve skupiné
HHTg byl podobny trend sniZeni exprese mRNA pozorovan v genu jaderného receptoru
Nr1i3 kodujiciho konstitutivni androstanovy receptor (CAR) (60 %), Nrl1i2, ktery koduje
ligandy aktivovany transkrip¢ni faktor pregnanovy x receptor (PXR) (48 %), a rovnéz byl
pozorovén ubytek mMRNA v Ahr (47 %). Kmen SHR s vyjimkou mirného Gbytku Nrli2
nevykazoval vyznamné zmény oproti kontrolni skupiné Wistar a naopak byly pozorovany

mirné narlsty exprese mRNA.
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Graf 9. Rozdily v relativni expresi mMRNA vybranych ABC transportérii a transkripénich
faktort v jaternich tkdnich samct HHTg a SHR porovnané vii¢i kontrolni skupiné samcti
potkana Wistar s hodnotami normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako pri-

mér + SEM. n =5 — 6. # vyjadiuje p < 0,05 v porovnani se skupinou HHTg [169].
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5.7. Vliv lidského C-reaktivniho proteinu na genovou expresi mRNA vybranych

transportérii a transkripénich faktori u potkana SHR

Srovnani relativni exprese mRNA vybranych ABC transportérii a transkripénich faktort
v jaterni tkani bylo provedeno mezi potkany kmene SHR a transgennimi potkany SHR-
CRP s cilem posoudit vliv chronicky exprimovaného lidského C-reaktivniho proteinu na
expresi genl zapojenych do metabolismu xenobiotik. Vysledky relativni exprese mRNA
jsou znazornény v grafu 10 a jsou vyjadieny jako procentualni zména vuci skupiné SHR,
jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %.

Mezi skupinami SHR a SHR-CRP nebyly u vétsiny sledovanych ABC transportéru a
transkripénich faktord pozorovany statisticky vyznamné rozdily v relativni expresi
MRNA. Vyjimku tvofil gen Nrli3, kddujici konstitutivni androstanovy receptor (CAR),
u né¢hoZ byla u potkanit SHR-CRP zaznamenéna statisticky vyznamna zména exprese
MRNA ve srovnani se skupinou SHR (p < 0,05). Exprese ostatnich pozorovanych gent
vykazovala pouze mirné odchylky, které se pohybovaly v rdmci interindividualni varia-
bility a nedosahly statistické vyznamnosti.

V genu Ahr byl u potkani SHR-CRP zaznamenéan trend ke zvyseni exprese mRNA ve

srovnani se skupinou SHR, ale tato zména vSak nebyla statisticky vyznamna.
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Graf 10. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych transportérii a transkrip¢nich fak-

tort v jaterni tkani potkant SHR-CRP v porovnani s potkany SHR s hodnotami

73



normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako primér = SEM, n = 5-7. * vyja-

dfuje p < 0,05 v porovnani s kontrolni skupinou SHR [169].

5.8. Vliv ovariektomie na genovou expresi vybranych transportéri a transkrip¢nich

faktoru v jaterni tkani potkanich samic Wistar

Srovnani relativni exprese mRNA vybranych ABC transportért a transkripcnich faktori
v jaterni tk&ni samic potkana kmene Wistar bylo provedeno mezi samicemi W-OVX a
kontrolnimi samicemi W-SHAM. Vysledky relativni exprese mRNA jsou znazornény v
grafu 11 a jsou vyjadteny jako procentualni zména vici skupiné W-SHAM, jejiz hodnoty
byly normalizovany na 100 %. Mezi skupinami W-OVX a W-SHAM nebyly u zadného
ze sledovanych ABC transportérii ani transkripénich faktordi zjistény statisticky vy-
znamné rozdily v relativni expresi mRNA. U jednotlivych genti byly pozorovany pouze
mirné zmény exprese, které se pohybovaly v ramci interindividuélni variability a nebyly

konzistentni napfi¢ sledovanym souborem.
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Graf 11. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych transportéri a transkripénich fak-
torti v jaterni tkani potkanich samic W-OVX porovnavanych viéi kontrolni skupiné

W-SHAM s hodnotami normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadfena jako pri-
mér + SEM, n =5 [169].
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5.9. Rozdily v genoveé expresi vybranych enzymi druhé faze v jaterni tkani potkani
Wistar, HHTg a SHR

Relativni exprese mRNA vybranych enzymt druhé faze biotransformace byla stanovena
v jaterni tkani potkani kmentit Wistar, HHTg a SHR. Vysledky relativni genové exprese
jsou znazornény v grafu 12 a jsou vyjadieny jako procentualni zména vici kontrolni sku-
piné Wistar, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %. Nejvyrazn¢jsi zména v expresi
MRNA byla zaznamenana u enzymu Comt. U potkant kmene HHTg byla exprese genu
Comt statisticky vyznamné sniZzena o 68 % ve srovnani s kontrolni skupinou Wistar
(p <0,05). Tento efekt nebyl pozorovan u potkanti kmene SHR, u nichz se exprese
mRNA Comt neliSila od kontrolni skupiny. Exprese mRNA glutathion-S-transferazy alfa
1 (Gstal) byla u potkanti kmene HHTg mirné snizena ve srovnani s kontrolni skupinou,
avsak tato zména nedosahla statistické vyznamnosti. Podobn¢ byl u HHTg potkant za-
znamenan mirny pokles exprese mRNA dalSich sledovanych enzymu druhé faze, ktery
vSak vykazoval vy$s$i interindividualni variabilitu. U potkani kmene SHR nebyly ve srov-
nani s kontrolni skupinou Wistar pozorovany statisticky vyznamné zmény v expresi

mRNA zadného ze sledovanych enzymil druhé faze biotransformace.
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Graf 12. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych enzymu druhé faze biotransfor-
mace V jaternich tkédnich samctt HHTg a SHR porovnané vici kontrolni skupiné samcii
potkana Wistar s hodnotami normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadifena jako pra-
mér+ SEM. n =5-6. * vyjadiuje p < 0,05; ** vyjadiuje p < 0,01; *** vyjadiuje p < 0,001
Vv porovnani se skupinou HHTg [169].

5.10. Vliv chronicky exprimovaného lidského C-reaktivniho proteinu na expresi en-

zymu druhé faze v jaterni tkani potkani SHR

Relativni exprese mRNA vybranych enzymil druhé faze biotransformace byla stanovena
v jaterni tkani potkani kmene SHR a transgennich potkani SHR-CRP s cilem posoudit
vliv chronicky zvySené exprese lidského C-reaktivniho proteinu na expresi téchto en-

zymu. Vysledky relativni genové exprese jsou znazornény v grafu 13 a jsou vyjadieny
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jako procentudlni zména vuci skupiné SHR, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %.
Mezi skupinami SHR a SHR-CRP nebyly u vétsiny sledovanych enzymii druhé faze bi-
otransformace pozorovany statisticky vyznamné rozdily v relativni expresi mRNA. Vy-
jimku tvofil gen Ugtlal, u n¢hoz byla u potkani SHR-CRP zaznamenana statisticky vy-
znamna snizena exprese mRNA ve srovnani se skupinou SHR (p < 0,05). U ostatnich
sledovanych gent byly zaznamenany pouze mirné zmény v expresi mRNA, které se po-

hybovaly v ramci interindividualni variability a nedosahly statistické vyznamnosti.
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Graf 13. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych enzymi druhé faze biotransfor-
mace V jaterni tkani potkant SHR-CRP v porovnani s potkany SHR s hodnotami norma-
lizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako pramér + SEM, n = 5-7. * vyjadiuje
p < 0,05 v porovnéni s kontrolni skupinou SHR [169].
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5.11. Vliv ovariektomie na genovou expresi enzymi druhé faze v jaterni tkani

potkanich samic Wistar

Relativni exprese mRNA vybranych enzymu druhé faze biotransformace byla stanovena
v jaterni tkani samic potkana kmene Wistar po ovariektomii. Srovnani genové exprese
bylo provedeno mezi ovariektomizovanymi samicemi (W-OVX) a kontrolnimi samicemi
po fale$ném chirurgickém zakroku (W-SHAM). Vysledky relativni exprese mRNA jsou
znazornény v grafu 14 a vyjadieny jako procentualni zména vici skupiné W-SHAM, jejiz
hodnoty byly normalizovany na 100 %. Mezi skupinami W-OVX a W-SHAM byly u
vybranych enzymut druhé faze biotransformace zjistény statisticky vyznamné rozdily v
relativni expresi mRNA. Statisticky vyznamnéa zména exprese mRNA byla zaznamenéna
u gent Ugtla6, Ugtla9 a Gstal (p < 0,05). U ostatnich sledovanych enzymu byly pozo-
rovany pouze mirné zmény exprese mRNA, které se pohybovaly v rdmci interindividudlni

variability a nedosahly statistické vyznamnosti.
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Graf 14. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych enzymu druhé faze biotransfor-
mace Vv jaterni tkani potkanich samic W-OVX porovnavanych vici kontrolni skupiné
W-SHAM s hodnotami normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadfena jako pri-

mér £ SEM, n = 5. * vyjadiuje p < 0,05 viici kontrolni skupin¢ W-SHAM [169].

5.12. Rozdily v expresi mRNA vybranych forem CYP v tkanich tenkého sti‘eva mezi
kmeny Wistar, HHTg a SHR

Rozdily v expresi gent CYP v tenkém stfevé mezi jednotlivymi experimentalnimi mo-
dely jsou znazornény v Grafu 15. Mnozstvi exprimované mRNA v intestinalni tkani bylo
ve srovnani s jaterni tkani vyrazné niz$i, coz se projevilo vys$si variabilitou naméfenych
hodnot. Pravdépodobné z tohoto diivodu nebyly zaznamenany statisticky vyznamné

zmény. S vyjimkou Cyp2bl vykazovaly vSechny sledované formy u potkant HHTg
79



tendence ke zvysSené expresi mRNA ve srovnani s kontrolni skupinou Wistar. U potkanti

kmene SHR byl zaznamenan trend ke zvyseni exprese mRNA genu Cyp7al.
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Graf 15. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych forem CYP v tkanich tenkého
stfeva mezi potkany HHTg a SHR porovnavanych vuci kontrolni skupiné Wistar s hod-
notami normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako pramér + SEM,n=5-6
[169].

5.13. Vliv chronicky exprimovaného lidského C-reaktivniho proteinu na expresi
CYP v tkanich tenkého stifeva potkana SHR

Relativni exprese mMRNA vybranych forem cytochromu P450 v tkanich tenkého stieva
byla porovnavana mezi potkany SHR a transgennimi SHR-CRP s chronickou expresi lid-
ského CRP. Vysledky relativni genové exprese jsou znazornény v grafu 16 a vyjadieny
jako procentudlni zména vici kontrolni skupiné SHR, jejiZ hodnoty byly normalizovany
na 100 %. Ve skupiné SHR-CRP byl u vétsiny sledovanych forem CYP pozorovan trend
ke sniZeni relativni exprese mRNA ve srovnani s kontrolni skupinou SHR. Nejvyraznéjsi
pokles byl zaznamenan u formy Cyp2el, u niz byla relativni exprese mRNA sniZena pii-
blizné 0 65 %. Soucasné byl pozorovan trend ke snizeni exprese mRNA také u forem
Cyplal, Cyp2c6 a Cyp2bl. Tyto zmény vsak vzhledem k vysoké interindividualni varia-

bilit¢ nedosahly statistické vyznamnosti.
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Naopak u formy Cyp2d1 byl ve skupin¢ SHR-CRP zaznamenan trend ke zvyseni
relativni exprese mRNA ve srovnani s kontrolni skupinou, avSak tato zména byla prova-
zena vyraznou variabilitou a absenci statistické vyznamnosti. Mirny trend ke zvySeni ex-

prese mRNA byl pozorovan rovnéz u formy Cyp7al.
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Graf 16. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych forem CYP tkanich tenkého stieva
potkantt SHR-CRP v porovnani s potkany SHR s hodnotami normalizovanymi na 100 %.

Data jsou vyjadiena jako pramér + SEM, n = 5-7 [169].

5.14. Vliv ovariektomie na genovou expresi CYP v tkanich tenkého stifeva

Relativni exprese mRNA vybranych forem CYP v tkanich tenkého stfeva byla porovna-
vana mezi skupinami W-SHAM a W-OVX. Vysledky relativni genové exprese jsou znéa-
zornény v grafu 17 a jsou vyjadreny jako procentudlni zména vici kontrolni skupiné W-
SHAM, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %. Mezi skupinami W-OVX a
W-SHAM nebyly u sledovanych forem CYP pozorovany statisticky vyznamné rozdily v
relativni expresi MRNA. Nejvétsi rozdil byl pozorovan u Cyplal, kde doslo k nartistu
exprese piiblizné o 260 %. Hodnotu zaroven doprovazela vysoka chybova usecka a
zmeéna nebyla statisticky vyznamna. U ostatnich sledovanych forem nebyly pozorovany
vyznamné zmény. Vysledky naznacuji, ze ovariektomie nema na expresi sledovanych

forem CYP na Grovni mRNA v tenkém stievé vyrazny vliv. Ve srovnani s jaterni tkani se
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stievni exprese CYP jevi jako méné citliva na zmény hormonalniho prostfedi, coz pod-

poruje predpoklad tkanove specifické regulace CYP.
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Graf 17. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych forem CYP tkanich tenkého stieva
potkanich samic W-OVX porovnavanych vici kontrolni skupiné W-SHAM s hodnotami

normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadiena jako pramér + SEM, n = 5 [169].

5.15. Rozdily v expresi mMRNA vybranych transportéri a transkripénich faktori

V tkanich tenkého stireva

V grafu 18 jsou znazornény rozdily v expresi mRNA vybranych transportéra a transkrip¢-
nich faktorti v tenkém stievé. Patologické stavy charakterizované hypertriglyceridémii a
hypertenzi zde mély vyznamny vliv na expresi transkripénich faktorti. Ve skupiné HHTg
byla ve srovnani s kontrolnimi potkany kmene Wistar zaznamenana vyznamna zvysena
exprese MRNA genu Nrli3 (0 113 %; p < 0,05), Nrli2 (o 50 %; p < 0,05) a Ahr (0 32 %j;
p < 0,05). Exprese mMRNA Ahr byla rovnéz vyznamné zvySena u potkanti kmene SHR (o
34 %; p < 0,05) ve srovnani s kontrolni skupinou Wistar. U ostatnich sledovanych genti
byly pozorovany pouze trendy ve zméné exprese mRNA, tyto rozdily vSak nedosahly

statistické vyznamnosti.
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Graf 18. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych ABC transportérti a transkripénich
faktort v tkdnich tenkého stteva u samctt HHTg a SHR porovnané viici kontrolni skupiné
samcl potkana Wistar s hodnotami normalizovanymi na 100 %. Data jsou vyjadfena jako

prumér = SEM. n =5 — 6. * znaci p < 0,05 v porovnani se skupinou Wistar [169].

5.16. Vliv chronicky exprimovaného lidského C-reaktivniho proteinu na expresi
mRNA transportéri a transkripénich faktort v tkanich tenkého stieva potkana

SHR

Graf 19 znazornuje rozdily v relativni expresi mRNA vybranych ABC transportért a ja-
dernych receptorti v tkanich tenkého stieva mezi transgennim potkanem SHR-CRP viici
kontrolni skupiné SHR s hodnotami normalizovanymi na 100 %. Ve skupin¢ SHR-CRP
doslo k nejvyraznéjsi zméné u jadernych receptort Nrli2 (PXR), u né¢hoz doslo k nartstu
130 % (p < 0,01). Zvyseni exprese mRNA bylo pozorovano rovnéz u genu Nrli3 (CAR),
kde byl pozorovan nardst priblizné 325 % oproti kontrolni skupiné. V této pozorované
zmeéng, pravdépodobné kviili vysoké biovariabilité, nebylo dosazeno statistické vyznam-
nosti. Ostatni sledované geny se pohybovaly v ramci interindividualni variability a nebyly

u nich pozorovany vyznamné zmeény.
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Graf 19. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych ABC transportéri a transkripénich
faktorti v tkanich tenkého stfeva potkani SHR-CRP v porovnéni s kontrolni skupinou
potkanti SHR. Hodnoty relativni exprese mRNA jsou vyjadieny jako procentudlni zména
vuci kontrolni skupiné SHR, jejiZ hodnoty byly normalizovany na 100 %. Data jsou
vyjadfena jako prumér = SEM, n = 5-7. ** vyjadiuje p < 0,01 ve srovnani s kontrolni
skupinou SHR [169].

5.17. Vliv ovariektomie na genovou expresi vybranych ABC transportéri a

transkrip¢nich faktoria

Relativni exprese mRNA vybranych ABC transportéru a transkripénich faktord v tk&nich
tenkého stfeva byla porovnavana u skupiny W-OVX vici kontrolni W-SHAM. Vysledky
relativni genové exprese jsou znazornény v grafu 20 a jsou vyjadfeny jako procentualni
zména vici kontrolni skupiné W-SHAM, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %.
Ve skupiné W-OVX bylo pozorovano statisticky vyznamné zvyseni relativni exprese
genu Abcg5 0 124 % (p < 0,01) a soucasné byl zaznamenan signifikantni nartist Abcbl o
120 % (p < 0,05). Dale byl pozorovan nesignifikantni pokles exprese Abcg8. Exprese
mRNA sledovanych transkripénich faktorti ziistdvala mezi skupinami W-OVX a

W-SHAM srovnatelna a nevykazovala statisticky vyznamné rozdily.
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Graf 20. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych ABC transportéri a transkripénich
faktort v tkanich tenkého stieva ovariektomizovanych samic potkana Wistar ve srovnani
s kontrolni W-SHAM skupinou. Hodnoty relativni exprese mRNA jsou vyjadieny jako
procentuélni zména vici kontrolni skupiné W-SHAM, jejiz hodnoty byly normalizovany
na 100 %. Data jsou vyjadiena jako primér + SEM, n = 5. * znaci p < 0,05; ** oznacuje

p < 0,01 ve srovnani s kontrolni skupinou W-SHAM [169].

5.18. Rozdily v expresi mRNA vybranych enzymi druhé faze biotransformace

Vv tkanich tenkého stieva potkani Wistar, HHTg a SHR

Graf 21 znazoriuje relativni expresi mRNA vybranych enzymu druhé faze biotransfor-
mace V tkanich tenkého stfeva. Vysledky relativni genové exprese jsou znazornény jako
procentuélni zména vici kontrolni skupiné Wistar, jejiz hodnoty byly normalizovany na
100 %. U skupiny HHTg byl zaznamenan signifikantni nartst exprese genu Ugtlas8 pfi-
blizné o0 76 % (p < 0,05), ale nejvyrazngjsi byl nesignifikantni narist Ugtla9 o 501 %.
Absence statistické vyznamnosti je dana pravdépodobné vysokou biovariabilitou v ramci
skupiny. Ve skupiné SHR byl pozorovan trend ke snizeni Ugtla8 a trend ke zvyseni
Gstal. Tyto zmény vSak nedosdhly statistické signifikance. Exprese ostatnich enzymi
druhe faze biotransformace se mezi jednotlivymi kmeny pohybovala v rozmezi interindi-

vidualni variability bez statisticky vyznamnych rozdilt.
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Graf 21. Rozdily vrelativni expresi mRNA vybranych enzyma druhé faze
biotransformace v tkanich tenkého stieva potkani Wistar, HHTg a SHR. Hodnoty
relativni exprese mRNA jsou vyjadieny jako procentudlni zména vi€i kontrolni skupiné
Wistar, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %. Data jsou vyjadiena jako pramér +

SEM, n =5 — 6. * oznacuje p < 0,05 ve srovnani s kontrolni skupinou Wistar [169].

5.19. Vliv chronicky exprimovaného lidského C-reaktivniho proteinu na expresi

mRNA enzymii druhé faze biotransformace v tkanich tenkého sti‘eva potkana SHR

V grafu 22 jsou znazornény zmény v relativni expresi mRNA u vybranych forem enzyma
druhe faze v tkanich tenkého stfeva transgenniho potkana SHR-CRP vici kontrolnimu
kmeni SHR. Vysledky analyzy jsou vyjadieny jako procentualni zména vici kontrolni

skupin¢ SHR, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %. Ve skupin¢ SHR-CRP bylo
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pozorovano signifikantni zvyseni relativni exprese Ugtlal o 207 % (p < 0,05) vuci kon-
trolni skupiné. U enzymu Ugtla9, podobn¢ jako u HHTg, byl pozorovan narlist exprese
0 301 %, ale tato zména nedosahovala statistické vyznamnosti. U vétSiny z ostatnich sle-
dovanych gent rodin UGT a SULT byl ve skupiné SHR-CRP pozorovan pouze mirny
trend ke zvySeni genové exprese bez dosazeni statistické vyznamnosti. Naopak u genti
Sultlal a Gstal byl zaznamenan mirny trend ke snizeni exprese mRNA. Celkoveé vy-
sledky naznacuji, Ze chronicky zvySena exprese lidského CRP miize ve stfevni tkani
ovlivitovat expresi nékterych enzymu druhé faze biotransformace. S vyjimkou Ugtlal se
vsak jedna pfevazné o zmény trendového charakteru, které se pohybuji v rdmci interindi-

vidualni variability.
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Graf 22. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych enzymi druhé faze biotransfor-
mace Vv tkanich tenkého stfeva potkani SHR-CRP ve srovnani s kontrolni skupinou SHR.
Hodnoty relativni exprese mRNA jsou vyjadieny jako procentualni zména vaci kontrolni
skupin€ SHR, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %. Data jsou vyjadiena jako prua-

mér = SEM, n =5 — 6. * oznacuje p < 0,05 ve srovnani s kontrolni skupinou SHR [169].
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5.20. Vliv ovariektomie na expresi mRNA vybranych enzymu druhé faze biotrans-

formace v tkanich tenkého stireva potkana Wistar

V grafu 23 jsou znazornény zmény v relativni genové expresi mezi skupinami W-OVX a
W-SHAM. Vysledky jsou uvedeny jako procentudlni zména vici kontrolni skupiné W-
SHAM, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %.

Ve skupin¢ W-OVX byl zaznamenan trend ke zvySeni relativni exprese mRNA enzymu
Ugtlal a Ugtla6, ale podobné, jako u predchozich skupin, doslo, ackoli bez statistické
vyznamnosti, kK vyraznému narustu Ugtla9 o 504 %. Tyto hodnoty opét doprovazela vy-
soka biovariabilita a nebylo dosazeno statistické signifikance. Gen Gstal vykazoval trend
ke snizeni o ptiblizné 61,5 % vaci W-SHAM. Ostatni sledované geny nevykazovaly vy-

razné zmény a pohybovaly se v rdmci interindividudlni variability.
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Graf 23. Rozdily v relativni expresi mRNA vybranych enzymut druhé faze biotransfor-
mace v tkanich tenkého stfeva potkanich samic W-OV X ve srovnani s kontrolni skupinou
W-SHAM. Hodnoty relativni exprese mRNA jsou vyjadifeny jako procentualni zména
vuci kontrolni skupiné W-SHAM, jejiz hodnoty byly normalizovany na 100 %. Data jsou
vyjadiena jako pramér + SEM, n= 5. * oznacuje p < 0,05 ve srovnani s kontrolni skupinou
W-SHAM [169].

5.21. Vliv suplementace silymarinem na jaterni distribuci kyseliny fenofibrové u
potkani HHTg

Srovnani koncentrace kyseliny fenofibrové v jaterni tkani potkanit HHTg po podavani

fenofibratu v monoterapii a v kombinaci se silymarinem (FF+SLM) je znazornéno
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v grafu 24. Ziskané absolutni hodnoty z LC-MS analyzy byly normalizovany na celkové
mnozstvi jaterniho proteinu. Vysledky odhalily statisticky vyznamny rozdil v tkanové
distribuci FFA. U zvitat 1é€enych fenofibratem v monoterapii dosahovala tkanova expo-
zice volné FFA prumérnych hodnot 8,87 £ 2,62 ng/mg proteinu. Ve skupiné s kombino-
vanou terapii (FF+SLM) byl naopak zaznamenan signifikantni pokles koncentrace na
2,20 = 0,73 ng/mg proteinu (p < 0,05). Suplementace silymarinem tak vedla ke snizeni

tkanové kumulace tohoto 1éCiva v jatrech.

=
N

=
o
1

oo
1

Koncentrace FFA [ng/mg proteinu]
»

FF FF+SLM

Graf 24. Rozdily v koncentraci kyseliny fenofibrové v jaternim homogenatu potkant
HHTg. Hodnoty jsou vztazeny na celkové mnoZstvi jaterniho proteinu. Data jsou vyjad-

fena jako prumér + SEM, n = 5. * znaéi p < 0,05 ve srovnani se skupinou FF.

6. Diskuze

Metabolicky syndrom piedstavuje v soucasnosti jeden z nejkomplexnéjsich patofyziolo-
gickych stavu, ktery zahrnuje fadu faktorti vedoucich k rozvoji KVO a T2DM. Ackoliv
je MetS tradi¢né spojovan s obezitou, klinick4 praxe i experimentalni data stale Castéji
poukazuji na existenci MetS rozvijejiciho se u jedincti s normalni télesnou hmotnosti
[10]. LMS ptedstavuje diagnostickou i terapeutickou vyzvu, nebot’ absence viditelné obe-
zity mlize maskovat zdvazné metabolické dysregulace probihajici na bunééné a moleku-
larni urovni [170,171]. Patofyziologické mechanismy zahrnuji poruchy inzulinoveé signa-

lizace, zmény v lipidovém metabolismu, hypertenzi a chronicky systémovy zanét [172].
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Kli¢ovym aspektem, ktery dosud nebyl v kontextu LMS dostate¢né prozkouman,
je dopad metabolickych zmén na schopnost organismu metabolizovat xenobiotika a en-
dogenni latky. Jatra a tenké stfevo, jakoZto primarni organy biotransformace, jsou vysta-
veny vysokym koncentracim lipidli, zanétlivych mediatori a oxida¢nimu stresu, coz
muze zasadné modifikovat expresi a funkci enzymu prvni i druhé faze biotransformace a
rovnéz transportértl. Tyto zmény maji piimy dopad na farmakokinetiku podédvanych 1éciv,
jejich ucinnost a bezpe¢nost [173]. Predkladana diserta¢ni prace se proto zaméfuje na
komplexni analyzu molekularniho profilu klicovych biotransformac¢nich systémui, CYP,
konjugac¢nich enzymt,, ABC transportérti a transkripénich faktorti u unikatnich neobéz-
nich potkanich modeli, které simuluji jednotlivé komponenty MetS u ¢loveka.

Cilem této prace je poskytnuti obrazu o tom, jak specifické patologicke stavy, jako
je dyslipidémie, arterialni hypertenze, chronicky zanét ¢i hormonalni dysregulace po me-
nopauze, ovliviiuji transkripci a funkéni kapacitu jater a tenkého streva. Detailni chapani
téchto mechanismi je nezbytné pro personalizaci farmakoterapie u pacientl trpicich
MetS, ktefi ¢asto uZivaji kombinace hypolipidemik, antihypertenziv a dalSich 1é€iv, a jsou

tak vystaveni zvySenému riziku Iékovych interakci.

6.1. Molekularni profil proteini zapojenych do biotransformace v hypertriglyceri-

demickém stavu

Hypertriglyceridémie je celosvétoveé vysoce prevalentni porucha, ktera mtize postihovat
az 25 % dospélé populace [174]. Jde o jeden z hlavnich patogenetickych faktorti MetS,
ktery muze vést k ektopické depozici lipidt v neadipdznich tkanich. Lipotoxicita a lipo-
proteiny bohaté na TAG mohou byt z hlediska aterogeneze dokonce vyznamnéjsi nez
LDL c¢astice [175]. Potkani kmen HHTg byl vyslechtén selektivnim inbreedingem
potkanit Wistar. Hlavni charakteristikou tohoto kmene je zvySena hepatalni produkce
TAG. V ramci experimentalni ¢asti této disertacni prace byla u potkantt HHTg pozoro-
vana a potvrzena signifikantné zvysena sérova koncentrace TAG ve srovnani s kontrolni
skupinou Wistar, viz tabulka 6 [169]. Tento model je v soucasnosti povazovan za dobie
zavedeny nastroj pro studium patogeneze a terapie MetS [141,142,176,177]. Oproti tomu,
kmen SHR, dal$i z modelti vyuZivanych pro studium MetS, vykazoval niz§i koncentrace
TAG, celkového cholesterolu a HDL, a rovnéZ snizeny index adipozity vii€i kontrolni
skupin¢ Wistar. Divodem muze byt deficience v genu Cd36, ktery koduje translokéazu
mastnych kyselin [178]. Glykoprotein CD36 se vyskytuje v mnoha typech bunék, ale
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nejvice je exprimovan Vv fasinkovém epitelu na membranach enterocytii, zejména pak
Vv proximalni ¢asti tenkého stfeva. Jednou z funkei je zprostredkovani absorpce mastnych
kyselin s dlouhym fetézcem (LCFA) z potravy a jejich smérovani k tvorbé chylomikronti.
SniZeni aktivity tohoto glykoproteinu muaze ptispivat k niz§im hodnotam lipidovych ¢as-
tic u potkantt SHR. Aktudlné dostupna literatura vSak uvadi, ze deficit CD36 nevede u
lidi ani zvifat ke snizeni, ale naopak miiZze dochazet ke zvySeni sérovych TAG. V ramci
kompenzacnich mechanismil je mozn¢, ze dochazi ke zvyseni aktivity jinych stfevnich
transportérti, jako je protein transportujici mastné kyseliny (FATP) a protein vazajici
mastné kyseliny (FABP), ¢imz je zastoupena absorpce LCFA pii absenci CD36 [179-
181].

CD36 se rovnéz podili na intestinalni vstfebavani cholesterolu ze stravy. Bylo
prokazéano, ze absence proteinu CD36 snizuje absorpci cholesterolu v proximalni ¢asti
tenkého stieva az o 60 %, ale v distalni ¢asti je tato absence kompenzovana mnoha fak-
tory, véetn¢ pomalejsSiho vyprazdnovani gastrointestinalniho traktu, prodlouzeni tenkého
stfeva a ptitomnosti dalSich transportéri cholesterolu, jako je Niemann-Pick C1-likel
(NPC1L1) [182]. Tyto mechanismy pravdépodobné vysvétluji, pro¢ lidé nebo zvifata
s deficitem CD36 maji normalni nebo zvysenou sérovou koncentraci TAG a cholesterolu
ve srovnani s jedinci s normalni funkci CD36. Nevysvétluje to vSak, pro¢ potkanim SHR
V experimentalni ¢asti této disertani prace byla naméfena snizend koncentrace TAG,
HDL a celkového cholesterolu v séru. Dal§im moznym vysvétlenim by mohly byt zmény
ve slozeni stievni mikroflory. Literatura uvadi, Ze mnozstvi bakterii rodu Bacteroidetes
je ve stievech potkantt SHR snizeno, zatimco bakterie z rodu Bifidobacterium, Prevotella
a Firmicutes (Bacillota), jsou ve stievech t¢hoz modelu potkant abundantné&;jsi [183,184].
Siais a kol. zjistili, ze mezi mnozstvim Bacteroidetes a TAG existuje ve vzorcich krve
ziskanych od Zen mirna pozitivni korelace. Také byla pozorovana mirna negativni kore-
lace mezi mnozstvim Firmicutes a pomérem Firmicutes / Bacteroidetes (pomér F/B)
s koncentraci TAG u zen, kterym byla krev odebirana [185]. Za ptedpokladu, ze potkani
SHR méli zvyseny pomér F/B, tedy snizené mnozstvi Bacteroides a zvySené mnozstvi
Firmicutes v tenkém stieveé, mohly byt nizsi koncentrace sérovych lipidovych ¢astic zpti-
sobeny pravé zménou ve stfevni mikroflofe. Dalsi rod stievnich bakterii, Lactobacillus,
je zodpovédny za produkci slouCenin spojovanych s downregulaci exprese stievniho
NPCILI na urovni mRNA a proteinu, a tim snizovat absorpci cholesterolu [184,186].

V ramci disertacni prace vsak nebyla mRNA Npclll méfena, ale na zakladé tdaja
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z literatury lze predpokladat, ze zmény ve slozeni stfevni mikroflory mohou také vést ke
snizeni sérovych koncentraci cholesterolu.

Vysledky experimentalni ¢asti disertacni prace také odhalily vyznamné mezikme-
nové rozdily v expresi enzymu biotransformace, transportéru a transkrip¢nich faktori na
urovni mRNA v jaterni tkéni, zejména snizeni Cypla2, ktery je exprimovan primarné
Vv jatrech a je zapojen do metabolismu piiblizn¢ 10 % klinicky vyuzivanych 1é¢iv, jako
jsou B-blokatory, antidepresiva ¢i kofein, a také se podili na pfemén¢ endogennich stero-
idnich hormont [187]. U této formy bylo pozorovano signifikantni sniZzeni exprese
mRNA o vice nez 80 % (p < 0,01). Tento trend se pln¢ promitl i do funk¢ni roviny, nebot’
relativni aktivita CYP1A2 v jaternich mikrozomech kmene HHTg vykazovala signifi-
kantni snizeni o vice nez 60 % vuci kontrole (p < 0,01). Dopliikova analyza relativniho
mnozstvi proteinu vSak se snizenim exprese mRNA nekorelovala a byl pozorovan mirny
trend ke zvySeni mnozstvi CYP1A2. Vztah mezi mRNA a proteinem neni linearni a ko-
relace mezi témito strukturami je Casto nizkd. Studie ukazuji, Ze mnozstvi syntetizova-
ného proteinu nekopiruje zmény v genové expresi, protoze vysledné mnozstvi sledova-
nych proteinit vyznamné ovliviiuji posttranskripéni procesy, jako je translace, translo-
kace, posttranslaéni modifikace a proteolyza [188]. V ptipadé kmene HHTg muze byt
pozorované zvySené mnozstvi proteinu zptsobeno akumulaci nefunkéniho proteinu v di-
sledku zvyseného oxidaéniho stresu spojeného s chronickou hypertriglyceridemii. Lipi-
dové peroxidace muze vést ke strukturnim zménam apoproteinu enzymu, coz snizuje jeho
afinitu k substratu nebo efektivitu prenosu elektroni z NADPH-CYPOR, pii¢emz imu-
noreaktivita proteinu zustava zachovana [189-191].

Vyrazny pokles exprese a aktivity CYP1A2 lze dale davat do souvislosti se zmé-
nami v regulaci na urovni jadernych receptorti [192,193]. Ackoliv u transkripénich fak-
tort Ahr (pokles 0 37 %) a Nrli2 (pokles o 49 %) nebylo dosazeno statistické vyznam-
nosti, snizena exprese téchto genl naznacuje naruseni stability jadernych receptort v pa-
tologickém prostiedi jaterni tkan¢ [193,194]. AhR, jenZ je dominantnim regulatorem
Cypla2, miize, i pii nesignifikantnim trendu ke sniZeni exprese, vést ke zménam cilového
genu [194]. Vztah mezi transkripénim faktorem AhR a vyslednou expresi Cypla2 neni
striktné linearni. Disproporce mezi mirnym trendem k poklesu mRNA receptoru a signi-
fikantnim dbytkem v mRNA Cypla2 pravdépodobné odrazi snizenou vazebnou aktivitu
AhR na specifické sekvence DNA, tzv. xenobiotic response elements, v disledku lipoto-

xicity a oxida¢niho stresu [194]. Do tohoto procesu mize zasahovat i jaderny receptor
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PXR kddovany genem Nrli2. Piestoze je PXR primarné spojovan s rodinou CYP3A, jeho
pokles mRNA muze skrze vzajemné interference, tzv. crosstalk, s AhR a dalsimi xeno-
senzorovymi jadernymi receptory (CAR, PPARa) dale piispivat k celkové porusSe tran-
skripéni regulace jaternich CYP, a tim i k neschopnosti udrzet bazalni expresi Cypla2
[195]. Hlavnim faktorem zpusobujicim zminéné zmény je pravdépodobné steatdza jater
a S ni spojené metabolické zmény, které narusuji transkripéni kapacitu pro Cypla2 i jeho
vyslednou enzymovou aktivitu [193,196].

Dalsi statisticky vyznamna zména byla pozorovana u genu Cyp2d1, ktery koduje
jeden z potkanich forem rodiny CYP2D [98]. Tyto enzymy dohromady piedstavuji
funk¢ni ortology lidského CYP2D6, ktery se podili na metabolismu fady klinicky vyuZi-
vanych 1é¢iv, zejména psychofarmak, B-blokatora [197], a také metabolizuje endogenni
neurosteroidy a monoaminové neurotransmitery, vcetné dopaminu a serotoninu [198].
V jaterni tkani kmene HHTg doslo k signifikantnimu naristu exprese mRNA o 135 %
(p < 0,01) a také byl pozorovan nesignifikantni trend ke sniZeni enzymove aktivity cca o
34 % vuci kontrolni skupiné Wistar. Relativni enzymova aktivita byla stanovena pomoci
Luminiscenéniho kitu P450 Glo™ optimalizovaného pro lidsky CYP2D6. Kit byl v tomto
ptipad¢ vyuzit pro stanoveni souhrnné aktivity vSech potkanich forem CYP2D. Tento
pfistup je metodologicky validni diky vysoké homologii aktivniho mista napfi¢ druhy a
analogické afinit¢ luminiscenéniho substratu k potkanim ortologiim [199]. Ning a Jeong
pozorovali u mysi s transgennim lidskym CYP2D6 krmenych dietou s vysokym obsahem
tukt mirnou downregulaci jaterni mRNA CYP2D6 bez vyznamnych zmén v mnozstvi
proteinu ¢i enzymové aktivité [200]. Vysledky uvedené v disertaéni praci pak poukazuji
pravdépodobné na vyskyt posttranslaénich regulaci [201]. Ptikladem mohou byt oxida-
tivni modifikace hemu ¢i apoproteinu [202], nebo inhibice pfitomnymi endogennimi me-
tabolity, které se u hypertriglyceridemickych potkanti akumuluji a soutézi o aktivni misto
enzymu [203].

Kromé¢ forem Cypla2 a Cyp2d1 byl vliv hypertriglyceridemického stavu pozoro-
van 1 u enzymové aktivity dalSich proteinii. U kmene HHTg byl zaznamenan pokles ak-
tivity enzymi z rodiny CYP2C 0 67 % ve srovnani s kontrolou (p < 0,05). Rodina CYP2C
formaci piiblizné 20 % vSech klinicky pouzivanych 1é¢iv, véetné peroralnich antidiabetik,
nesteroidnich antiflogistik ¢i antikoagulancii [92]. Dramaticky pokles jeji aktivity tak

ptredstavuje vysoké riziko pro toxickou kumulaci farmak a rozvoj nezddoucich u¢inkt u
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jedincu trpicich dyslipidemii. Rodina CYP2C se také vyznamné podili na endogennim
metabolismu kyseliny arachidonové a snizena aktivita téchto enzymt omezuje produkci
dioprotektivni G¢inky [65]. Vyrazny Gtlum aktivity CYP2C tak maze u kmene HHTg
pfispivat nejen k alteraci farmakokinetiky, ale i k celkové progresi kardiovaskularniho
poskozeni.

Vyrazna alterace byla zaznamenana také u formy CYP3A. Pii analyze luminis-
cencni metodou byla u kmene HHTg zjisténa relativni enzymova aktivita nachazejici se
mimo mez detekce. Tento hluboky propad vsak plné neodpovidal zménam detekovanym
na transla¢ni Grovni, kde byl u CYP3A1 zaznamenan pouze mirny trend k poklesu rela-
tivniho mnoZstvi proteinu. Vyrazné sniZeni katalytické aktivity CYP3A u kmene HHTg
je nicméné v souladu s nezavislymi méfenimi provedenymi alternativnimi analytickymi
ptistupy, jako je HPLC [204], coz potvrzuje, Ze se jedna o skute¢ny funkéni utlum. Sku-
tenost, ze u CYP3A klesl luminiscencni signal pod mez detekce, zatimco u ostatnich
analyzovanych forem (CYP1A2, CYP2C, CYP2D) byla aktivita mé&fitelna, Ize odiivodnit
kombinaci biologickych a fyzikaln&-chemickych faktord. Prvnim z nich je vlastnost sa-
motného enzymu CYP3AL. Literatura uvadi, ze lidsky CYP3A4 prochazi pti vazbé na
ligand drastickymi konforma¢nimi zménami a vazebné misto se mtize zvétsit o vice nez
80 % [205]. Zaroven bylo prokazano, ze nad jeho aktivnim mistem se vyskytuje vysoce
hydrofobni jadro slozené z fenylalaninovych rezidui [205]. Tato strukturdlni plasticita
v kombinaci s vyraznou lipofilitou nad aktivnim mistem pfedurcuje potkani enzymy ro-
diny CYP3A k vysoké afinité vii¢i objemnym lipofilnim strukturam [206]. Ty predstavuji
nejen Siroké spektrum xenobiotik, ale pfedev§sim endogenni lipidy, zlu€ové kyseliny a
steroidni hormony, jako je naptiklad testosteron nebo progesteron [207,208]. V prostiedi
teézké jaterni steatdzy tak pravdépodobné muze dochazet k silngjsi kompetitivni inhibici
nahromadénymi lipidy neZ u ostatnich forem [196]. Druhym a zasadnim faktorem je sub-
stratové specificka analyticka interference. Luminogenni proluciferinové substraty ur-
¢ené k detekci lidského CYP3A4, jako je Luciferin-IPA, jsou strukturné navrzeny tak,
aby odpovidaly nadpramérné flexibilité a hydrofobni povaze aktivniho mista tohoto en-
zymu [209]. Ackoliv jsou makroskopické tukové kapénky béhem izolace mikrozomi od-
stranény, samotné membrany endoplazmatického retikula prochazeji v podminkéach stea-
tozy vyraznou strukturdlni a lipidovou remodelaci [210,211]. Zménéné sloZeni mikrozo-

malnich membran, obohacené o hydrofobngjsi lipidy a lipotoxické intermediaty, vyrazné
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zvyS$uje jejich afinitu k lipofilnim latkam. Muze tak dochazet k nespecifickému vyvazo-
vani a retenci vysoce lipofilniho substratu pfimo v téchto membranovych strukturach.
Extrémni sniZzeni volné frakce substratu ve vodné fazi nésledné vede k jeho faktickému
zneptistupnéni pro enzym [212]. U substrati pro ostatni formy, které jsou relativné méné
lipofilni, zGstavad zachovana alesponi Caste¢nd dostupnost. Tento jev piedstavuje vy-
znamny metodologicky limit pfi testovani vysoce lipofilnich latek v in vitro modelech
simulujicich tézkou formou steatozy.

Vyznamné zmény byly rovnéz pozorovany i v genove expresi enzymu druhé faze
biotransformace. Vybrané enzymy (UGT, SULT, GSTA1, COMT) katalyzuji konjugaci
funkénich skupin k metabolitim ¢i xenobiotiklim, ¢imz zvySuji hydrofilitu produktu re-
akce a usnadnuji tim renalni nebo hepatobiliarni exkreci [100]. V piipadé MASLD a
MetS vykazuji tzv. bifazickou odpovéd’. V raneé steatdze dochazi k upregulaci téchto en-
zymu v rdmci kompenzace, v pokrocilé fibroze a nealkoholické steatohepatitidé (NASH)
pak dochazi k poklesu z divodu lipotoxicity, hypoxie a dysregulace transkripénich fak-
torti [213]. V jaterni tkani potkantt HHTg byl pozorovan pokles mRNA Ugtla9 o 90 %
(p < 0,01) vuci kontrolni skupiné Wistar. Enzym UGT1A9 patii mezi jednu z hlavnich
potkanich forem podilejicich se na glykosylaci Sirokého spektra endogennich i xenobio-
tickych substratii, ¢imz predstavuje vyznamnou soucéast druhé faze biotransformace
[105,213]. V klinickém kontextu MASLD byla literaturou opakované popsana alterace
exprese UGT forem, vcetné downregulace UGT1A9 v pokrocilych stadiich onemocnéni
[213]. Pozorovany pokles mRNA Ugtla9 u HHTg potkanti 1ze interpretovat jako soucast
remodelace biotransformaénich mechanismi v podminkéach hypertriglyceridémie
[193,213]. SniZzena exprese Ugtla9 mize odrazet adaptivni odpovéd’ hepatocyti na chro-
nickou metabolickou zatéz, kterd potencialné modifikuje konjugacéni kapacity jeste pred
plnym projevem NASH [213-215]. Dalsim signifikantnim snizenim exprese 0 68 % byl
postizen gen Comt (p < 0,05). COMT Kkatalyzuje reakce degradujici zejména katechola-
miny a estrogeny [114]. Tento enzym muize hrat v patofyziologii MetS vyznamnou roli
jako enzym, ktery je zapojen do konverze methioninu na homocystein [114,216] a parti-
cipuje tak nepiimo v metabolismu kyseliny listové [216]. ZvySené mnozstvi homo-
cysteinu je spojovano se zvySenym rizikem rozvoje KVO [216], poruchami kognice a
demence [217]. Downregulace Comt v jaterni tkani potkani HHTg mtze byt jednou z pfi-
¢in snizené glukozové tolerance, ktera je jednou z charakteristickych vlastnosti modelu

HHTg, coz bylo pozorovéno i v ramci této disertacni prace, viz tabulka 6.
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V kontrastu s downregulaci Ugtla9 a Comt byl v jaterni tkani potkanit HHTg za-
znamenan vyrazny narust exprese Sultlal (96 %; p < 0,01) a Sultlbl (177 %; p < 0,01).
Formy rodiny SULT1 katalyzuji sulfataci Sirokého spektra endogennich substratt, véetné
steroidnich a thyroidnich hormonti, a sou¢asné se podileji na biotransformaci fady xeno-
biotik [218]. V kontextu s modelem hypertriglyceridémie lze nartist exprese mRNA fo-
rem Sultlal a Sultlbl spojovat se selektivni remodelaci druhé faze biotransformace, kdy
jsou tyto geny, dle Hardwick a kol. v rané steat6ze upregulovany a v pokrocilejsich sta-
diich NASH downregulovany [213]. Xie a Xie v8ak upozorfiuji na moznost, ze rozdily
v expresi forem SULT mohou byt zavislé na mnoha faktorech, jako je vek, faze steatozy,
pohlavi, aj [219].

V ramci experimentalni ¢asti této disertacni prace byly pozorovany nesignifi-
kantni trendy v regulaci genii zapojenych do regulace cholesterolové homeostazy. V ana-
lyze byl pozorovan trend k upregulaci Cyp7al a k downregulaci Abcg5 a Abcg8. Tyto
nalezy koreluji se studii Orolina a kol., kde byl kmen HHTg porovndvan s kmenem
Wistar-Kyoto. Dle jejich studie spo¢iva mechanismus v downregulaci heterodimerniho
ABCGS5/8 a snizeni transportu sterold. Tim je zvySeno mnozstvi cholesterolu v jatrech,
které stimuluje expresi CYP7AL [176]. V disertaéni praci tato pozorovani koreluji s na-
méfenymi biochemickymi parametry, kdy hladiny cholesterolu v séru i v jaterni tkani
potkanit HHTg zGstaly srovnatelné s kontrolou. Absence statistické vyznamnosti u ex-
prese mRNA téchto gentl je pravdépodobné disledkem vysoké interindividudlni variabi-
lity v rdamci modelu HHTg.

V tenkém stievé, které predstavuje kliCovou presystémovou metabolickou bari-
éru, byl zaznamenan, oproti jaterni tkani, odli$ny profil exprese. Je znamo, ze distribuce
biotransformacénich enzymit CYP podél celého tenkého stfeva neni rovnomeérna a plynule
se meéni [81]. Z tohoto divodu byl odbér tkané provadén vzdy konzistentné ve stiedni
¢asti tenkého stteva. I presto vykazovaly vysledky v ramci skupiny vysokou variabilitu,
coZ je pravdépodobné zplisobeno analyzou relativné malého tseku intestindlni tkdné.

U potkanti kmene HHTg byl pozorovén trend ke zvySeni exprese mRNA u genli
Cyplal, Cyp2dl, Cyp2c6, Cyp2el a Cyp7al ve srovnani s kontrolni skupinou Wistar i s
kmenem SHR. Toto zvySeni nedosahlo statistické vyznamnosti, coz lze vysvétlit prave
zminénou variabilitou vzorkovani. Analyza genové exprese v tenkém stieveé vSak odhalila
signifikantni narast exprese u kli¢ovych transkripénich faktort, jmenovité Ahr (regulujici
napt. CYP1A2), PXR (Nrli2; regulator CYP1A2 ¢i CYP2C6) a CAR (Nrli3, regulujici

98



CYP1A2) ve srovnani s kontrolni skupinou [220]. Aktivace xenosenzoru se rovnéZ pro-
mitla do druhé faze biotransformace, kde byl zaznamenan signifikantni narast Ugtla8 a
masivni, ackoliv nesignifikantni, narast Ugtla9. Tyto zmény v expresi mRNA biotrans-
formacnich enzymi a transkripcnich faktort mohou byt tizce spjaty s odliSnym slozenim
stfevni mikroflory u hypertriglyceridemického modelu. Vliv intestinalniho mikrobiomu
na expresi CYP na trovni mRNA i proteinu byl jiz popsén v piedchozich studiich (napf.
Zemanova a kol., Wang a kol.) [220-222]. Zvys$ené hladiny mRNA intestinalnich en-
zymu namétfené u potkantt HHTg naznacuji, ze by tento model mohl byt velmi uzitecny
pro budouci studium lékovych interakci v tenkém stfeve, at’ uz v piimé souvislosti se
sttevni mikroflorou, nebo samotnym metabolickym syndromem, jelikoz exprese mRNA
CYP byla v této tkani u HHTg potkanu 1épe detekovatelna a méfitelna. Pro definitivni
potvrzeni vhodnosti tohoto modelu pro zminéné studie bude vSak nezbytné tyto vysledky

z urovn¢ transkripce doplnit o méfeni na urovni exprese proteini.

6.2. Molekularni profil proteinii zapojenych do metabolismu 1é¢iv ve stavu hyper-

tenze

V ramci disertacni prace byl pozorovan vliv hypertenze na biotransformac¢ni systémy u
vybranych modelti MetS. Prestoze jsou pro studium tohoto komplexniho onemocnéni
vhodné vSechny tfi analyzované kmeny, v parametrech krevniho tlaku vykazuji zna¢né
rozdily [178,223]. Zatimco u potkant HHTg bylo zaznamenano pouze mirné zvyseni
krevniho tlaku, kmen SHR vykazoval signifikantn€ vyssi hodnoty. Lemmer a kol. uvadi
hodnoty krevniho tlaku az 176/123 mmHg u kmene SHR, coz je ve srovnani s normo-
tenznim kmenem Wistar-Kyoto, 116/79 mmHg, zasadni rozdil, ¢inici kmen SHR vhod-
nym modelem pro studium izolovaného vlivu hypertenze [223].

K rozvoji hypertenze ptispiva oxidaéni stres indukovany ROS. Na produkci téchto
radikala se podili CYP1BI, ktery je v jatrech ve velmi nizkych koncentracich [224], a
proto Vv ramci experimentalni Casti nebyl analyzovan. Pozornost byla pfesmérovana na
formu CYP2EI, ktera rovnéZ generuje ROS a jejiz exprese mRNA vykazovala u kmene
SHR v jaterni tkani trend Kk nardstu oproti kontrolni skupiné¢ Wistar. ZvySena aktivita
CYP2EL1 je typické pro stavy spojené s obezitou a IR [225], avsak jeji silna prooxidaéni
povaha miize 1 u neobéznich hypertonika prohlubovat endotelialni dysfunkci a cévni re-
zistenci, a tim fixovat hypertenzni stav [226,227]. U kmene HHTg nebyla v genu Cyp2el

oproti kontrolni skupiné¢ Wistar pozorovana vyraznd zmena.
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Z hlediska farmakokinetiky jsou zasadni zjisténi tykajici se enzymu podilejicich
se na metabolismu 1é¢iv kardiovaskularniho systému. Vyznamna asociace s esencialni
hypertenzi byla popsana u lidskych enzymi CYP3A4 a CYP2D6. V souladu s tim byla
V jaterni tkani potkantt SHR v rdmci této prace zaznamenana signifikantni upregulace
MRNA Cyp3a23 a rovnéz Cyp2dl. Zvysena exprese Cyp2d1 byla detekovana i u kmene
HHTg. Tyto zmény na urovni transkripce mohou tzce souviset s patofyziologii hyper-
tenze. Soucasné byla u potkantt SHR v jatrech zaznamenana statisticky vyznamna upre-
gulace genu Cyp2c6. Jednim z moznych fyziologickych vysvétleni tohoto naristu muze
byt zapojeni enzymu rodiny CYP2C do endogenniho metabolismu kyseliny arachido-
nove, ze které vznikaji epoxyeikosatrienové kyseliny (EETS). Tyto molekuly jsou v od-
borné literatute Siroce popisovany jako silné endotel-dependentni vazodilatatory s kardi-
hypertenznich modeld byva ddvana do souvislosti s kompenza¢ni odpovédi organismu na
vysokou cévni rezistenci, coz podporuji i studie prokazujici podil potkanich forem
CYP2C na regulaci krevniho tlaku [93]. Lze tedy uvazovat, Zze upregulace Cyp2c6 u
kmene SHR muze izce souviset s touto adaptivni fyziologickou reakci na probihajici hy-
pertenzni stav.

Zajimavym nalezem u kmene SHR je nesoulad mezi transkrip¢ni a translacni
arovni u vybranych forem. Ackoliv u gentt Cyp3a23 a Cyp2d1 doslo k nariistu mRNA,
na urovni relativniho mnozstvi proteinu byl zaznamenan opac¢ny trend. Absence korelace
mezi témito bunécnymi produkty neni v biologickych systémech neobvykla. Vztah mezi
mRNA a proteinem neni linedrni a vysledné mnozstvi sledovanych enzymt vyznamné
ovliviiuji posttranskripni procesy, jako je regulace translace ¢i stabilita proteinu [188].
Podobné i naméfend enzymova aktivita (napf. trend k nariistu u CYP3A vs. pokles u
CYP2D) reflektuje komplexni povahu posttranslaénich modifikaci a moZnou interferenci
endogennich metabolitli v patologickém prostiedi jater v prostiedi chronické hypertenze.
Ke zkresleni findlni aktivity mohou navic pfispivat i protein-proteinové interakce, zname
naptiklad mezi ortology CYP3A a CYP2C, které moduluji stabilitu a katalytickou akti-
vitu zu€astnénych enzymi [228].

V regulaci genové exprese zminénych biotransformaénich enzymi hraji klicovou
roli transkripéni faktory. U obou experimentalnich kmenti (SHR i HHTg) byl v jaterni
tkani zaznamenan trend k poklesu mMRNA proteinu PXR, Nrli2. Snizena produkce tran-

skripénich faktort muze byt jednim z mechanismti vedoucich k redukci exprese
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nékterych cilovych gend, coz bylo v jaterni tkdni potkant SHR pozorovano u signifi-
kantni downregulace Cypla2 (pokles o 70 %) a Cyp2al. Na rozdil od hypertriglyceride-
mického modelu se vSak hypertenze potkaniit SHR nepromitla do vyraznych zmén u en-
zymu druhé faze biotransformace. To mlze znamenat, ze adaptace jaterni tkdn€ na chro-
nickou hypertenzi probiha selektivnéji a zasahuje spiSe enzymy prvni faze biotransfor-
mace.

Specifickou adaptaci u kmene SHR bylo mozné pozorovat také v regulaci choles-
terolové homeostazy. U tohoto kmene byly v rdmci experimentu zaznamenany signifi-
kantn¢ nizsi hladiny sérového cholesterolu ve srovnani s kontrolni skupinou Wistar (viz
tabulka 6). Tento systémovy deficit mize predstavovat signal, na ktery jaterni tkan rea-
guje snahou o retenci steroll. To by vysvétlovalo, ackoliv vlivem biologické variability
nesignifikantni, trend k poklesu exprese mMRNA efluxnich transportéra Abcg5 (0 75 %) a
Abcg8 (o 85 %). Tyto transportéry za fyziologickych podminek tvoii heterodimer zodpo-
védny za exkreci jaterniho cholesterolu do Zluce [229]. Tato snaha o konzervaci intrace-
lularniho cholesterolu je dale podpotfena pozorovanym Ubytkem proteinu formy
CYP7AL. Vzhledem k tomu, ze CYP7A1 piedstavuje limitujici enzym pro metabolismus
cholesterolu na zlucové kyseliny [230], jeho downregulace pravdépodobné piispiva k
omezeni ztrat cholesterolu a doplnuje tak celkovy obraz adaptace kmene SHR na hypo-
cholesterolemii.

Zmeény v mnozstvi biotransformacnich proteinii maji ptimy klinicky dopad na far-
makoterapii hypertenze, kterou trpi az 80 % pacientti s MetS a u nichz je bézné apliko-
vana kombinovana 1é¢ba zvysujici riziko 1ékovych interakci [172]. Alterace exprese a
aktivity enzymt u kmene SHR, zejména upregulace Cyp3a23 a Cyp2d1, mize zasadné
modifikovat G¢inek podavanych antiarytmik ¢i B-blokétori, zatimco zmény v Cyp2c6
mohou ovlivnit G¢innost klopidogrelu [63,231].

Odlisny profil byl, podobn¢ jako u kmene HHTg, detekovan v tkanich tenkeho
stteva. U kmene SHR zde byla naméfena vyznamné zvySena exprese transkripéniho fak-
toru Ahr (o 34 %). Na rozdil od jater vSak intestinalni tkan u vétSiny sledovanych forem
CYP nevykazovala statisticky vyznamné zmény. Tento nesoulad mezi orgdny naznacuje
existenci tkanové specifické regulace biotransformace v podminkéach chronické hyper-

tenze a zdlraziuje roli intestinalni bariéry v presystémovém metabolismu [77,83].
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6.3. Molekularni profil proteini zapojenych do biotransformace ve stavu chronic-

kého zanétu

Metabolicky syndrom je doprovazen charakteristickym nizkostupfiovym systémovym za-
nétem. Jednim z nejlépe popsanych biomarkeri tohoto stavu je CRP, ktery se aktivné
podili na rozvoji mnoha patologickych ryst MetS [150]. Vzhledem k tomu, ze lidsky
CRP, narozdil od potkaniho, dokaze u potkant aktivovat komplement a ptisobi silné pro-
zanétlivé, predstavuje transgenni kmen SHR-CRP unikatni model pro studium izolova-
ného vlivu chronického zanétu na pozadi esencialni hypertenze [150]. Porovnanim tohoto
kmene s jeho genetickym pozadim, kmenem SHR, Ize ptesn¢ izolovat vliv chronického
zanétu na regulaci metabolismu [150].

V jaterni tkani potkant SHR-CRP byla exprese vétSiny sledovanych genil rodiny
CYP srovnatelna s vychozim kmenem SHR. Z literatury je znamo, Ze zanétlivé stavy a
pritomnost CRP typicky vedou k downregulaci cytochromti P450, ¢asto prostfednictvim
modulace mikroRNA [232]. Tomuto supresivnimu vlivu odpovidaji i funk¢ni data zis-
kana v této préaci, kdy chronicka expozice lidského CRP vedla u transgenniho kmene k
mirnému Utlumu Kkatalytické aktivity enzymu CYP3A ve srovnani s vychozim kmenem
SHR. Tento utlum v8ak nebyl tak markantni, jak by se u chronického zanétu dalo pied-
pokladat. Kli¢em k tomuto udrzeni relativné vysoké biotransformacni kapacity je prav-
dépodobné adaptivni odpoveéd’ na tirovni transkripcnich faktort. U kmene SHR-CRP byl
zaznamenan statisticky vyznamny narust exprese mRNA Nrli3 (oproti kmeni SHR,
p <0,05). CAR, spole¢né s PXR, piedstavuje klicovy senzor pro regulaci xenobiotického
i endogenniho metabolismu [233]. Lze tedy konstatovat, Ze i pies pfitomnost chronického
zanétu, ktery miva na expresi cytochromi tlumivy efekt, zlistava biotransformacni kapa-
cita CYP3A u kmene SHR-CRP zachovana na relativné vysoké urovni. Tento stav muze
uzce souviset prave se zjisténou upregulaci transkripcniho faktoru CAR.

Kromé metabolismu xenobiotik stoji za pozornost také vliv chronického zanétu
na regulaci cholesterolové homeostazy. V jaterni tkani potkanit SHR-CRP byl zazname-
nan zietelny trend ke zvyseni exprese mRNA formy Cyp7al. Ackoliv tento nartst nedo-
sahl vlivem vysoké interindividualni variability statistické vyznamnosti, biologicky ko-
responduje s naméfenymi biochemickymi parametry. Jak bylo uvedeno vyse, transgenni
kmen SHR-CRP vykazoval signifikantn¢ vyssi koncentrace sérového cholesterolu a TAG
ve srovnani s vychozim kmenem SHR (viz tabulka 6). Vzhledem k tomu, ze CYP7A1

predstavuje limitujici enzym pro metabolismus cholesterolu na zlucové kyseliny [230],
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pozorovany trend k jeho upregulaci pravdépodobné odrazi fyziologickou snahu jaterni
tkan¢ kompenzovat nastupujici dyslipidemii a urychlit eliminaci nadbyte¢nych sterold.

Zatimco geny enzymu prvni faze biotransformace si v prozanétlivém prostiedi
Caste¢né zachovavaji svou expresni kapacitu, u genti enzymu konjugacéni faze byl v ja-
terni tkdni zaznamenan odlisny dopad. U potkantit SHR-CRP doslo k signifikantnimu po-
klesu exprese mRNA konjugac¢niho enzymu Ugtlal. Vyrazny ubytek mRNA byl pozo-
rovan i u genu Ugtla9, kde doslo k downregulaci o vice nez 70 % oproti SHR. Tento
propad vsak, pravdépodobné vlivem vysoké interindividualni variability, nedosahl statis-
tické vyznamnosti. Tyto formy jsou nezbytné pro glykosylaci bilirubinu a fady endogen-
nich i exogennich latek. Jejich downregulace naznacuje, Ze chronicky zanét muze v jat-
rech selektivné snizovat detoxikaéni kapacitu druhé faze, coz by mohlo vést ke zpoma-
lené clearance a zvySenému riziku toxicity podavanych farmak.

Zcela odlisna a nejvyraznéjsi adaptacni odpoveéd’ na stav chronického zanétu vsak
byla zaznamenéna v tenkém stfeve. V intestinalni tkéni byl u transgennich potkanid pozo-
rovan narust exprese klicovych xenosenzoru — signifikantni upregulace Nrli2 (130 %,
p < 0,01) a vyrazny trend k narastu Nrli3 (325 %). Tato aktivace jadernych receptort se
pfimo promitla do regulace druhé faze biotransformace, kde byl ve stftevé zaznamenan
zrcadlové opaény efekt nez v jatrech. V intestinalni tk&ni byl pozorovan signifikantni na-
rast exprese Ugtlal o 207 % (p < 0,05) a vyrazny trend k narastu Ugtla9 o 301 % vaci
skupin¢ SHR.

Zatimco o vlivu zanétu na jaterni biotransformaci existuje literatura [63,232], jeho
dopad na intestinalni metabolismus je dosud prozkoumén jen okrajové. Ziskana data na-
znacuji existenci silné tkanové specifické odpovedi. Zatimco v jatrech zanét expresi gly-
kosyla¢nich enzymu tlumi, tenké stievo reaguje na prozanétlivé signaly lidského CRP
posilenim své enzymatické bariéry. Zvysena kapacita stfevni glykosylace, zprosttedko-
vana upregulaci Ugtlal a Ugtla9, by mohla piedstavovat lokalni obranny mechanismus
zabranujici vstfebavani potencialng toxickych latek z lumen stfeva do systémové cirku-
lace v podminkach zanétem narusené slizni¢ni imunity. V klinické praxi by tato intesti-
nalni upregulace mohla zasadné snizovat biologickou dostupnost peroralné podavanych

1é¢iv, kterd podléhaji presystémové glukuronidaci v enterocytech.
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6.4. Molekularni profil proteini zapojenych do biotransformace v postmenopauzal-

nim stavu

Prevalence MetS se u Zen v postmenopauzalnim obdobi téméf zdvojnasobuje, coz z hor-
monalniho ¢ini jeden z klicovych rizikovych faktord pro rozvoj metabolickych a kardi-
ovaskularnich onemocnéni [234]. Pro studium patogeneze menopauzou indukovaného
MetS a objevovani novych terapeutickych pFistupti piedstavuji ovariektomizované
potkani samice spolehlivy a hojn¢ vyuzivany experimentalni model [153]. Jak potvrzuji
biometrické a biochemicka data ziskana v radmci této disertacni prace, chirurgické odstra-
néni ovarii vedlo u samic k signifikantnimu nardstu télesné hmotnosti, indexu adipozity,
akumulaci jaternich TAG a ke zvySeni mnozstvi sérového cholesterolu ve srovnani s kon-
trolni skupinou W-SHAM.

Z hlediska prvni faze biotransformace byl v jaterni tkani samic W-OVX pozoro-
van zietelny trend ke snizeni exprese Cypla2 a jeho transkripéniho faktoru Ahr. Toto
experimentalni pozorovani rezonuje s klinickymi daty Tsiokou a kol., kteti pozorovali in
Vivo pokles enzymové aktivity CYP1A2 u postmenopauzalnich Zen ve srovnani s preme-
nopauzalnimi [235]. Tyto vysledky naznacuji, Ze utlum exprese a aktivity CYP1A2 mize
byt asociovan se ztratou ovariélni funkce a s ni spojenymi metabolickymi a hormonalnimi
zménami v postmenopauzalnim obdobi. Podobny trend k poklesu exprese mRNA byl po-
zorovan také u forem Cyp3a23 a Cyp7al. Jak jiz bylo diskutovano u pfedchozich modeld,
form& CYP7AT1 nalezi limitujici role v pfeméné cholesterolu na Zlucové kyseliny. Down-
regulace Cyp7al u W-OVX dobfe koresponduje s naméfenymi biochemickymi parame-
try, kdy tato zvifata vykazovala statisticky vyznamny nartist mnozstvi sérového choles-
terolu, viz tabulka 6. Snizena jaterni kapacita pro metabolismus sterolii tak mize predsta-
vovat jeden z faktort pfispivajicich k rozvoji postmenopauzalni hypercholesterolémie.
Forma CYP3AL, kterd je kddovana genem Cyp3a23, vykazovala trend ke zvySeni mnoz-
stvi proteinu. Absence korelace mlize byt zplisobena v postmenopauzalnim modelu kom-
plexnimi posttranskripcnimi a posttranslaénimi mechanismy, jako je naptiklad odliSna
stabilita translatu nebo sniZzena rychlost degradace proteinu v prostfedi naruSené metabo-
lické homeostdzy a zvySeného mnozstvi lipid [188,210]. Oproti downregulaci forem
Cyp3a23 a Cyp7al byl pozorovan trend ke zvySeni relativniho mnozstvi mRNA Cyp2bl
a Cyp2a2. V piipadé Cyp2bl Ize upregulaci uvést do souvislosti s trendem ke zvySeni
exprese genu Nrli3. Tento nalez je v souladu s literaturou zabyvajici se pohlavnim di-

morfismem jaternich enzymi, kde je naznacovano, Ze ovaridlni estrogeny za
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fyziologickych podminek vykazuji supresivni vliv na aktivitu CAR a expresi jeho cilo-
vych genti [236]. Ztrata estrogenil po ovariektomii tak pravdépodobné vede k uvolnéni
této inhibice. ZvysSena exprese CAR navic muze odrazet kompenzacni snahu jaternich
bunék posilit alternativni detoxika¢ni drahy v odpovédi na steatézu indukovanou ztratou
ovarialnich hormoni [237]. Tento pfedpoklad je navic podpofen analyzou na tirovni pro-
teinu, kde byl v jaternich mikrozomech W-OV X pozorovan korespondujici trend ke zvy-
Seni relativniho mnoZzstvi proteinu CYP2BI1. Na rozdil od vyse zminéné formy CYP3Al
zde byla pozorovana piima korelace mezi mRNA a proteinem, coz naznacuje, ze regulace
CYP2BI1 probiha v tomto modelu primarné na transkripéni Grovni fizené jadernymi re-
ceptory.

Zatimco u prvni faze biotransformace byly pozorovany obousmérné transkripéni
1 translacni zmény, ztrata funkce ovarii se vyznamn¢ promitla do regulace druhé faze
metabolismu latek. V jaterni tkani byla nejvyraznéj$im nalezem selektivni downregulace
Ugtla6 0 53 % (p < 0,05), Ugtla9 o 46 % (p < 0,05) a Gstal o0 26 % (p < 0,05). Pozoro-
vany stav exprese mRNA poukazuje na ztratu hepatoprotektivniho vlivu estrogent. Sou-
Casna literatura uvadi, Ze ovaridlni hormony za fyziologickych podminek udrzuji jaterni
redoxni homeostazu a stimuluji expresi antioxida¢nich a konjuga¢nich enzymu prostied-
nictvim aktivace signalni drahy Nrf2 [238]. Absence estrogeni u modelu W-OVX tak
muze vést k naruSeni této signalni drahy, coz v kombinaci s nastupujici jaterni steatdzou
a lokalni lipotoxicitou vede k prooxida¢nimu fenotypu [239,240] a systematickému osla-
beni detoxikacni kapacity druhé faze biotransformace. Ackoliv data z této disertacni prace
poskytuji vhled do molekuléarni patogeneze postmenopauzalniho stavu, pro definitivni
hodnoceni funkéniho dopadu na konjugaéni reakce by v navazujicich studiich bylo za-
douct korelovat zjisténé zmeény s analyzou funkéni kapacity enzymi a analyzou enzymi
na urovni proteinu. Rutinni stanoveni metodou Western blot vSak v sou¢asnosti nardzi na
objektivni metodické limity spojené s vysokou zkiiZzenou reaktivitou a obtiznou dostup-
nosti specifickych protilatek pro jednotlivé potkani formy rodin druhé faze biotransfor-
mace [241,242].

Vliv postmenopauzalniho hormonalniho deficitu se neomezuje pouze na jaterni
metabolismus, ale vyznamné zasahuje i1 do funkce intestinalni bariéry. V tenkém stieve,
které predstavuje bariéru presystémové eliminace xenobiotik a absorpce zivin, byla po-
zorovana pii analyze genové exprese specifickd adaptace na ztratu ovaridlnich hormonti.

Z hlediska statistické vyznamnosti a pfimého klinického dopadu je nejzasadnéjSim
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zjisténim signifikantni upregulace genu Abcbl (120 %; p < 0,05), kodujiciho efluxni
transportér P-glykoprotein (P-gp). Modulaéni vliv pohlavnich hormoni na expresi P-gp
je v literatufe dlouhodobé studovan. Data in vivo modelu W-OVX jsou v souladu s pied-
pokladem, Ze estrogeny za fyziologickych podminek maji na Abcbl represivni vliv
[243,244]. Chirurgicka ovariektomie a s ni spojeny deficit estradiolu tak mize vést k
uvolnéni této inhibice a overexpresi P-gp v tkani tenkého stfeva [243,244]. Vzhledem k
tomu, ze P-gp predstavuje primarni efluxni pumpu pro Siroké spektrum bézné uzivanych
1é¢iv, mize jeho zvysSena intestinalni aktivita u postmenopauzalnich Zen kriticky snizovat
peroralni biologickou dostupnost podavanych farmak [243]. Tento molekul&rni mecha-
nismus jasn¢ zdlraziuje nutnost prehodnoceni ddvkovacich schémat, a to zejména u 1éCiv
s Uzkym terapeutickym indexem [243].

Dal$im vyznamnym vysledkem je transkripéni odpoveéd’ efluxnich transportérii
pro steroly. Obecné piijimany model predpoklada, ze proteiny ABCGS a ABCGS funguji
jako obligatni heterodimer [128,245]. Jejich genova exprese by proto méla byt za fyzio-
logickych podminek regulovéna, primarné prostiednictvim jaderného receptoru LXR v
reakci na zvySeny piisun cholesterolu [246]. Data ziskana v ramci této disertacni prace
ovSem tento pfedpoklad v podminkach estrogenniho deficitu zpochybnuji. U genu Abcg5
doslo k signifikantni upregulaci (124 %; p < 0,05), jeho partnersky gen Abcg8 ovsem
vykazoval opacny trend smétujici k poklesu. Tato asymetricka transkripéni odpoveéd’ na-
znacuje, ze ztrata ovarialnich hormont dokaze standardni koregulaci obou transportérti
narusit. Zvysenou expresi samotného Abcg5 1ze interpretovat jako extrémni kompenzacéni
mechanismus enterocytl. Stfevni bariéra se timto zptisobem pravdépodobné snazi aktivné
omezit absorpci sterolt do krevniho ob&hu a lokalné tak ¢elit rozvijejici se postmenopau-
zalni hypercholesterolemii.

Odpovéd’ intestinalni tkan€ na hormonalni deficit se ¢astecné projevila i v regulaci
enzymu prvni a druhé faze biotransformace, ackoliv ziskana data byla zatizena znacnou
interindividualni variabilitou. U forem Cyplal, Cyp2c6 a konjugac¢niho enzymu Ugtla9
byl pozorovan trend ke zvyseni genové exprese, gen Gstal naopak vykazoval trend k
poklesu. Tento profil ¢astecné kontrastuje s jaterni tkani, kterd na hormonalni deficit za-
reagovala prevazné downregulaci. Pozorovany orgdnovy dimorfismus naznacuje, ze re-
gulace intestinalnich biotransformaénich enzymi nemusi byt v tomto modelu zavisla
pouze na systémovém ubytku estrogent. K modulaci exprese miZze vyznamné ptispivat i

alterace stfevniho mikrobiomu a s nim spojeného metabolismu zlu¢ovych kyselin.
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Literatura uvadi, ze dysbalance jaterniho metabolismu sterolli navozend ovariektomii
vede ke zmén¢ mikrobidlniho osidleni stfeva a modifikaci slozeni secernovanych zluco-
vych kyselin [247]. Tyto endogenni metabolity maji schopnost pasobit jako ligandy pro
jaderné receptory enterocytli (napt. PXR ¢i1 FXR) a potencialné tak indukovat kompen-
zacni reakce v enterocytech [248]. Vysoky rozptyl namétenych hodnot u téchto genii pak
pravdépodobné odrazi pfirozenou citlivost stievniho traktu na lokalni faktory a individu-

alni rozdily v adaptaci jednotlivych zvitat na probihajici metabolické zmény.

6.5. Vliv suplementace silymarinem na jaterni distribuci kyseliny fenofibrové u
potkani HHTg

Fenofibrat predstavuje jedno z nejcastéji predepisovanych hypolipidemik, které se v kli-
nické praxi vyuziva primarné k terapii hypertriglyceridémie a smisené dyslipidémie
[22,25]. Terapie fenofibratem u pacienti s MetS a MASLD mize byt v klinické praxi
limitovana rizikem mirné hepatotoxicity a elevaci jaternich transaminaz [25,48]. V kli-
nické praxi je proto béznym postupem kombinovat tuto 1écbu s uzivanim hepatoprotektiv,
pficemz nejéastéji volenym dopliikem je silymarin [46]. Ackoliv se soubézné uzivani fe-
nofibratu a silymarinu jevi z klinického hlediska jako synergické a bezpeéné, jejich vza-
jemneé farmakokinetickeé interakce na urovni cilovych tk&ni nebyly dosud pIné objasnény.

Pro posouzeni téchto interakci pfimo v misté hlavniho metabolismu obou latek,
tedy jaterni tkéni, byla v ramci této diserta¢ni prace optimalizovana metoda LC-MS pro
kvantifikaci kyseliny fenofibrové. Z diivodu vysoké komplexity biologické matrice byla
validita méfeni zajiSténa pouzitim bezafibratu jako vnitiniho standardu. Kalibraéni kiivka
vykazovala linearitu v definovaném koncentraénim rozsahu (R? > 0,997). Pro objektivni
porovnani byly zji§téné absolutni koncentrace analytu nésledné normalizovany na mnoz-
stvi celkového jaterniho proteinu. Pfi analyze jaterni tkdn€ potkant HHTg byly pozoro-
vany statisticky vyznamné zmény v koncentracich FFA. U zvifat 1é¢enych fenofibratem
vV monoterapii (25 mg/kg télesné hmotnosti) dosahovala tkdflova expozice volné kyseliné
fenofibrové prumérnych hodnot 8,87 + 2,62 ng/mg proteinu. Ve skupiné s kombinovanou
terapii (FF+SLM) doslo k signifikantnimu poklesu koncentrace na 2,20 £ 0,73 ng/mg
proteinu (p < 0,05). Suplementace silymarinem tedy vedla ke sniZzeni kumulace tohoto
1é¢iva v jatrech. Tento in vivo vysledek z jaterni tkang je ¢astecné v rozporu s predpokla-

dem, Ze silymarin, jakozto inhibitor efluxnich transportéra (napt. P-gp) [107,162], povede
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k bunécné kumulaci xenobiotik. Tento fenomén Ize vSak vysvétlit komplexnim plisobe-
nim silymarinu. Jednim z mechanismi, kterymi silymarin uplatfiuje sviij komplexni he-
patoprotektivni t¢inek, je modulace biotransformacnich enzymti druhé faze, predevsim
forem z rodiny UGT [107]. Glukuronidace piedstavuje primarni elimina¢ni cestu kyse-
liny fenofibrové z hepatocytt [106] a silymarin tak pravdépodobné vyznamné urychluje
lokalni metabolismus kyseliny fenofibrové a jeji naslednou exkreci do Zluci.

Z farmakologického hlediska je tento nalez vysoce relevantni. Snizena tkanova
expozice volné kyselin¢ fenofibrové nabizi novy thel pohledu na interakci obou latek.
Lze uvazovat o tom, Ze tento farmakokineticky posun v jaterni tkani mize predstavovat
jeden z dil¢ich faktorti, kterym silymarin pfispiva k lepsi tolerabilité 1écby fenofibratem.
Data z této disertacni prace tak oteviraji prostor pro dal$i vyzkum, ktery by detailngji
objasnil, jak tato modifikace tkanové distribuce koreluje s celkovym terapeutickym a bez-

pecnostnim profilem 1é¢by u pacientd s metabolickym syndromem.

6.6. Limitace préace

Ptestoze tato disertacni prace poskytuje komplexni pohled na molekularni regulace bio-
transformacnich systémi u zvifecich modelti MetS, je nutné ziskana data interpretovat v
kontextu nékolika metodologickych a biologickych limitaci. Prvnim a zcela zasadnim
faktorem je samotné vyuziti zvifecich modelu, jejichz data nelze kompletné extrapolovat
na lidsky organismus. Ackoliv pouzité neobézni kmeny ptedstavuji vysoce validni na-
stroje pro studium patofyziologie metabolického syndromu, superrodina CYP i enzymy
druhé faze vykazuji jistou miru rozdilnosti. Mezidruhové rozdily se projevuji jak v ex-
presi odlisnych forem, tak v jejich substratové specifité a regulaci [90,93,98]. Z tohoto
diivodu je nutné nahlizet na zjisténé farmakokinetické interakce jako na mechanisticky in
vivo dikaz, jehoz presny dopad u ¢loveéka vyzaduje dalsi ovéfeni v klinické praxi. Tato
biologicka limitace je ddle umocnéna relativné nizkym poctem zvitat v jednotlivych ex-
perimentalnich skupinach (n = 5-7). Tento pocet byl na jedné stran¢ striktné limitovan
snahou o dodrzeni etickych principii 3R (Replacement, Reduction, Refinement) pro praci
s laboratornimi zvitaty [134], ze statistickeho hlediska by vSak robustnost analyz benefi-
tovala z vétsich souborti. Vzhledem ke zna¢né interindividualni variabilit¢ nabyla fada
pozorovanych fyziologickych zmén pouze charakteru trendi, aniZ by dosdhla poZadované
hranice statistické vyznamnosti. Vyssi pocet biologickych replikati by mohl tyto trendy

s kone¢nou platnosti potvrdit. Vyznamnou limitaci pfi zpracovani biologického materialu
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byla nemoznost provést plnohodnotnou funkéni analyzu a kvantifikaci na urovni proteinu
v tkénich tenkého stfeva. Tento krok byl zdsadn¢ limitovan extrémné nizkym vytézkem
mikrozomalni frakce z tkané tenkého stieva, coz omezilo hodnoceni této presystémové
bariéry pouze na analyzu genové exprese. Samotna analyza mRNA z tenkého stieva navic
vykazovala zna¢nou biologickou variabilitu, ktera pravdépodobné odrazi anatomickou a
funkéni heterogenitu pii odbéru relativné malych useki tkané. Dalsi vyznamny metodo-
logicky limit pfedstavovalo hodnoceni enzymu druhé faze biotransformace na urovni pro-
teinu. Zavedeni rutinniho stanoveni metodou Western blot u zkoumanych potkanich fo-
rem narazi na absenci vysoce specifickych komer¢nich protilatek a na vysokou miru zkii-
zené reaktivity mezi ptibuznymi ¢leny rodin enzymu. Vyznamnym analytickym zjiSténim
pfi studiu prvni faze biotransformace pak byla interference u luminiscencnich testd. V
prostiedi jaterni steatdzy, typické pro model HHTg [48,234], dochazi pravdépodobné k
nespecifické retenci vysoce lipofilnich luminogennich substrati v mikrozomalnich mem-
branach. Tento jev mtze zkreslovat redlnou katalytickou aktivitu enzymu, coz se proje-
vilo zejména u forem s objemnym vazebnym mistem, jakym je rodina CYP3A [208,235].
Identifikace a popsani téchto limit nicméné nesnizuje platnost hlavnich zjisténi, ale po-
skytuje nezbytny kontext pro jejich interpretaci a oteviré prostor pro metodologickou op-
timalizaci v navazujicich preklinickych farmakologickych studiich.

7. Zavér

Predkladana diserta¢ni prace poskytuje komplexni pohled na molekuladrni zmény bio-
transformacnich systémi a transportéri u vybranych neobéznich potkanich modelti me-
tabolického syndromu. Vysledky potvrzuji, Ze jednotlivé patofyziologické komponenty
tohoto onemocnéni moduluji expresi a aktivitu sledovanych proteint vysoce specifickym
a tkanove odlisnym zpisobem. U modelu HHTg byl prokazan Gtlum jaterni biotransfor-
macni kapacity, zejména u forem rodiny CYP1A a CYP2C, jenz byl doprovazen down-
regulaci vybranych konjuga¢nich enzymii. Tento stav piedstavuje vyznamné riziko pro
farmakokinetické interakce a toxickou kumulaci 1é¢iv. Naopak adaptace na chronickou
hypertenzi u kmene SHR se projevila selektivni upregulaci jaternich CYP3A, CYP2D a
CYP2C, coz pravdépodobné odrazi kompenzacni snahu organismu o zvySeni produkce
vazodilatacnich eikosanoida.

Pfitomnost chronického nizkostupiiového zanétu u transgenniho modelu

SHR-CRP indukovala silnou tkanové specifickou odpoveéd. Zatimco v jatrech doslo
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k potlaceni gent glykosylace, v tenkém stfevé byla exprese této detoxikacni drahy vy-
znamn¢ posilena prostiednictvim aktivace jadernych receptorti. Obdobné organové spe-
cificka reakce byla pozorovana u modelu postmenopauzalniho stavu, W-OVX. Zde v di-
sledku absence estrogenti byl pozorovan utlum jaterni antioxida¢ni a konjugacni kapacity,
pficemz v tenkém stievé doslo k signifikantni indukci genu pro efluxni transportér P-gp,
ktery miize mit negativni dopad na biologickou dostupnost peroralné podavanych 1é¢iv.
V navazujici farmakologické ¢asti prace bylo prokdzano, ze suplementace silyma-
rinem signifikantné snizuje tkanovou kumulaci kyseliny fenofibrové v jatrech potkana
HHTg. Tento néalez naznacuje, ze urychleni eliminace aktivniho metabolitu fenofibratu
cestou glukuronidace mize predstavovat jeden z mechanismii, kterym silymarin pfispiva
K lepsi tolerabilité této hypolipidemické 1é¢by. Ziskana data tak celkové zduraziuji ne-

zbytnost zohlednovat individualni metabolicky fenotyp pii optimalizaci farmakoterapie.

8. Souhrn

Tato disertacni prace se zabyva studiem zmén v expresi a aktivit¢ vybranych enzymu
biotransformace, transportért a transkripénich faktorti v jatrech a tenkém stieveé u neobéz-
nich potkanich modelli metabolického syndromu. Metabolicky syndrom ptedstavuje
komplexni patologicky stav charakterizovany poruchami metabolismu lipida a glukézy,
hypertenzi a chronickym nizkostupfiovym zanétem, coZ jsou faktory schopné ovliviiovat
farmakokinetiku 1é¢iv a metabolismus endogennich latek. Cilem prace bylo komplexné
zhodnotit, jak jednotlivé komponenty metabolického syndromu (hypertriglyceridémie,
hypertenze, chronicka exprese lidského C-reaktivniho proteinu a hormonalni deficit na-
vozeny ovariektomii) ovliviiuji expresi a funkci kli¢ovych enzymt 1. a 2. faze biotrans-
formace 1éciv, transkrip¢nich faktord a vybranych ABC transportért.

Experimentalni ¢ast prace byla provedena na potkanech kment Wistar, HHTg,
SHR, SHR-CRP a na ovariektomizovanych samicich Wistar. V ramci experimentalni
¢asti byla analyzovana relativni exprese mRNA vybranych forem CYP, enzymu 2. faze
biotransformace (UGT, SULT, GST a COMT), ABC transportérti a jadernych receptora
V jaterni a intestinalni tkani. Soucasné byla stanovena relativni enzymova aktivita vybra-
nych forem CYP v jaternich mikrozomech. Genova exprese byla vyhodnocena metodou
RT-gPCR, enzymova aktivita pomoci luminiscen¢nich testi a LC/MS metod, pticemz

ziskana data byla statisticky zpracovana standardnimi postupy.
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Vysledky prace ukazaly, ze jednotlivé modely metabolického syndromu vykazuji
odlisné a modelové specifické zmény v expresi a aktivité biotransformacnich enzymut. U
potkanti kmene HHTg byly v jatrech zaznamenany vyznamné zmény v expresi vybra-
nych forem CYP, zejména vyrazné snizeni exprese Cypla2 a signifikantni zmény v ex-
presi gentt Cyp2d1 a Cyp2c6. U hypertenzniho modelu SHR byla detekovana upregulace
genu zapojenych do metabolismu kyseliny arachidonové, zatimco transgenni exprese lid-
ského CRP vedla k divergentni regulaci konjuga¢nich enzymu mezi jatry a stfevni tkani.
Ovariektomie u samic Wistar zpusobila pokles jaterni detoxikacni kapacity a zvyseni in-
testinalni exprese efluxniho transportéru P-glykoproteinu. Posledni ¢ast prace potvrdila,
ze suplementace silymarinem u potkanit HHTg snizuje jaterni kumulaci kyseliny feno-
fibrové, pravdépodobné cestou aktivace enzymu druhé faze biotransformace. Vysledky
ptispivaji k objasnéni mechanismii, kterymi metabolicky syndrom modifikuje biotrans-

formacni systémy a farmakokinetiku 1é¢iv.

9. Summary

This dissertation thesis focuses on the study of changes in the expression and activity of
selected drug biotransformation enzymes, transporters, and transcription factors in the
liver and small intestine of non-obese rat models of metabolic syndrome. Metabolic syn-
drome represents a complex pathological condition characterized by lipid and glucose
metabolism disorders, hypertension, and chronic low-grade inflammation, which are
factors capable of influencing drug pharmacokinetics and the metabolism of endogenous
substances. The aim of this work was to comprehensively evaluate how individual com-
ponents of metabolic syndrome (hypertriglyceridemia, hypertension, chronic expression
of human C-reactive protein, and ovariectomy-induced hormonal deficit) affect the ex-
pression and function of key phase | and phase Il biotransformation enzymes, transcrip-
tion factors, and selected ABC transporters.

The experimental part of the study was conducted on Wistar, HHTg, SHR, and
SHR-CRP rat strains, and on ovariectomized Wistar females. Within the experimental
part, the relative mRNA expression of selected CYP forms, phase Il biotransformation
enzymes (UGT, SULT, GST, and COMT), ABC transporters, and nuclear receptors was
analyzed in the hepatic and intestinal tissues. Concurrently, the relative enzyme activity
of selected CYP forms in hepatic microsomes was determined. Gene expression was eva-

luated using the RT-gPCR method, and enzyme activity was assessed via luminescent
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assays and LC/MS methods, with the acquired data being statistically processed using
standard procedures.

The results of the study demonstrated that individual models of metabolic syn-
drome exhibit distinct and model-specific changes in the expression and activity of bio-
transformation enzymes. In HHTQg rats, significant changes in the expression of selected
CYP forms were observed in the liver, particularly a marked decrease in Cypla2 expres-
sion and significant changes in the expression of Cyp2d1 and Cyp2c6 genes. In the SHR
model, the upregulation of genes involved in arachidonic acid metabolism was detected,
whereas the transgenic expression of human CRP led to a divergent regulation of con-
jugation enzymes between the liver and intestinal tissue. Ovariectomy in Wistar females
caused a decline in hepatic detoxification capacity and an increase in the intestinal ex-
pression of the efflux transporter P-glycoprotein. The final part of the study confirmed
that silymarin supplementation in HHTg rats reduces the hepatic accumulation of feno-
fibric acid, likely via the activation of phase Il biotransformation enzymes. The results
contribute to elucidating the mechanisms by which metabolic syndrome modifies bio-

transformation systems and drug pharmacokinetics.
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