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Tato prace pojednava o vlivu silymarinu a atorvastatinu na
metabolicky  syndrom, ktery je spojovan s rozvojem
kardiovaskularnich onemocnéni, vznikem diabetu II. typu
a obezitou. Vliv téchto latek byl sledovan v souvislosti
s mnozstvim proteinu CYP1A, CYP3A a CYP7AI, které se mj.
podileji na metabolismu 1éCiv, cholesterolu a dalSich
nizkomolekularnich ~ slou¢enin. MnozZstvi proteinu  bylo
zjistovano také u HMGCR, coz je enzym ucastnici se
biosyntézy cholesterolu a u transportéru ABCBI, ktery hraje
vyznamnou roli v absorpci, distribuci a eliminaci fady 1é¢iv. Pro
tuto studii byli pouzivani hereditarné hypertriglyceridemicti
potkani, protoze piedstavuji neobézni model metabolického
syndromu. Vliv vySe zminénych latek na mnozstvi proteinu
u vybranych enzymi a transportérd byl studovan pomoci
metody Western blot. Zjisténo bylo, Ze v piipadé CYPIA,
CYP3A, CYP7A1 a ABCBI nedo$lo krozdilim v mnoZstvi
proteint mezi jednotlivymi skupinami pokusnych zvifat.
V ptipadé HMGCR doslo k nartistu proteinti u skupin, kterym
byl podavan atorvastatin a atorvastatin v kombinaci se
silymarinem. Studované latky potvrdily vzajemny pozitivni vliv
na lipidové parametry bez vyznamného ovlivnéni mnozstvi
proteinu sledovanych cytochromti P450 a transportéru.
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This thesis deals with the effect of silymarin and
atorvastatin on the metabolic syndrome, which is
associated with the development of cardiovascular
disease, the development of diabetes type Il and obesity.
The effect of these substances was monitored in
connection with the amount of protein of CYP1A, CYP3A
and CYP7AL, which, among other things, are involved in
the metabolism of drugs, cholesterol and other low
molecular weight compounds. Protein levels have also
been found in HMGCR, an enzyme involved in
cholesterol biosynthesis, and in the ABCBL1 transporter,
which plays an important role in the absorption,
distribution and elimination of a number of drugs.
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study because they represent a non-obese model of
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and transporters was determinated by Western blot
method. It was found that for CYP1A, CYP3A, CYP7Al
and ABCBL, there were no differences in the amount of
protein between the groups of experimental animals. For
HMGCR, there was an increase in protein in the
atorvastatin group and atorvastatin in combination with
silymarin group. In conclusion, both tested drugs
significantly decreased hypertriglyceridemia associated
with metabolic syndrome and do not involve the protein
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Abecedni seznam zkratek:

ATP — adenosintrifosfat

CoA — koenzym A

CYP — cytochrom P450

GAPDH — glyceraldehyd 3-fosfat dehydrogenasa

HDL — lipoproteiny s vysokou hustotou

HHTg — hereditarné hypertriglyceridemicky
HMG-CoA — 3-hydroxy-3-methylglutharyl koenzym A
HMGCR — hydroxymehylglutharyl koenzym A reduktasa
LDL — lipoproteiny s nizkou hustotou

NKEM — nenasycené mastné kyseliny

PAGE — polyakrylamidova gelova elektroforéza

PAH — polycyklické aromatické uhlovodiky

P-gp — P-glykoprotein

PMSF — fenylmethylsulfonil fluorid

PXR — pregnanovy X receptor

gPCR — kvantitativni polymerazova fetézcova reakce
SDS — dodecylsiran sodny

SDS-PAGE - polyakrylamidova gelova elektroforéza s dodecylsiranem sodnym
STD — standardni laboratorni dieta

TG - triacylglyceroly

TNF — tumor nekrotizujici faktor



1. UVOD

V soucasné dobé¢ se ¢im dal tim Castéji setkavame se zdravotnimi komplikacemi spojenymi
se Spatnym zivotnim stylem. Mezi né mizeme =zatadit napi. zvySenou hladinu
cholesterolu, obezitu, zvySenou hladinu glukosy v krvi, aterosklerézu a dals$i. Spole¢ny
vyskyt vice takovychto abnormalit ozna¢ujeme jako metabolicky syndrom. V ptedeslych
studiich bylo zjisténo, Ze priznivy ucinek na nékteré slozky metabolického syndromu
vykazuje silymarin. Jednd se o extrakt pochdzejici ze semen rostliny ostropestiec
mariansky (Silypbum marianum L.) Dalsi ptipravek vhodny pro 1é¢bu zejména
hypercholesterolémie je atorvastatin. Atorvastatin patii do skupiny statind, které snizuji
mnozstvi tukll v téle, predevsim LDL cholesterol.

Cilem této prace bylo zdokonalit se v praci s biologickym materidlem, jeho
zpracovanim a vyuZitim pro stanoveni mnoZstvi proteinu. Dale v rdmci teoretické Casti
vypracovat resersi vénujici se vlastnostem studovanych enzymu a transportéric CYP3A,
CYP1A2, CYP7A1l, HMGCR a ABCBL. V praktické ¢asti diplomové prace bylo cilem, za
vyuziti laboratorni techniky, separovat jednotlivé proteiny, nasledné je detekovat pomoci
specifickych protilatek a vysledky vzdjemné porovnat mezi jednotlivymi skupinami

pokusnych zvifat.



1. TEORETICKA CAST

1.1. Cytochrom P450
Cytochromy P450 piedstavuji superrodinu enzymd, kterou lze najit, nejen u clovéka

a zvitat, ale také u rostlin a bakterii. (Nelson et al., 1996). U zminénych skupin organismi
se nachdzi rizné mnozstvi téchto enzymi. Divodem mize byt odlisny zpisob Zivota
a snim specifické potieby prislusnych funkci. Zatimco u bakterii je pocet cytochromi
P450 az 20, u lidi se o¢ekava asi 60. Co se rostlin tyce, byl celkovy pocet u jednoho druhu
odhadovan na vice nez 300, coz dokazuji studie genomu Arabidopsis thaliana (Nelson,
1999). Rostliny totiz potitebuji své cytochromy P450 hlavné ze dvou divodi; pro syntézu
pigmentt a rastovych regulatori a pro syntézu rostlinnych toxini (Anzenbacher
& Anzenbacherova, 2001).

Od roku 1991 jsou cytochromy P450 a jejich pfislusné geny pojmenovany jako CYP.
Po zkratce CYP nasleduje arabska Cislice, ktera vyjadiuje ¢islo rodiny, napi. CYP3. Toto
¢islo mize byt spojeno s funkci enzymu nebo muze byt vybrano libovolné¢ vzhledem
k potadi objeveni. Cytochromy P450 tvofici rodinu by mély mit ve svych piekryvajicich se
¢astech podobné sekvence, limit je 40 %. Pokud je potieba rodinu dale rozdélit, vytvoii se
podrodina na zakladé vysSiho stupné sekvencni podobnosti (55 %). Podrodiny v jedné
rodin€ jsou oznaceny postupn¢ jako napt. CYP3A, CYP3B atd. Jednotlivi ¢lenové rodiny
nebo podrodiny jsou znovu oznaceni arabskymi ¢islicemi (napt. CYP3A4, CYP3A7). Pro
rozliSeni jednotlivych ¢leni by se nova sekvence cytochromu méla lisit o vice nez 3 %
(Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001; Nebert & Nelson, 1991).

Nejvétsi pozornost byla zaméfena na lidské cytochromy P450. Ty se podileji na
biosyntéze nizkomolekularnich sloucenin (steroidy, prostaglandiny, tromboxany, derivaty
mastnych kyselin a derivaty kyseliny retinové) pusobicich jako regulatory na rtznych
urovnich a v rtznych procesech v lidském organismu (de Montellano, 2015). Velky
vyznam maji v metabolismu cholesterolu. Metabolizuji ho na zluové kyseliny nebo
naopak napomahaji syntéze steroidnich hormonti. Syntéza zlu€ovych kyselin je iniciovana
CYP7ALl, tim Zze do a-konfigurace na sedmém uhliku B-kruhu cholesterolu je zavedena
hydroxylova skupina. Tento krok je z hlediska rychlosti syntézy limitujici, tzn., Ze syntéza

zluovych kyselin zavisi na rychlosti tohoto kroku. Jednd se o tzv. klasickou cestu



biosyntézy  primarnich  zluCovych  kyselin  (kyselina cholovd a  kyselina
chenodeoxycholova) z cholesterolu. Pti syntéze kyseliny cholové je uplatiiovana 12a-
-hydroxylasa, coz je CYP8B1. Zlu¢ové kyseliny mohou byt tvofeny alternativni (nékdy
také kyselou) cestou, ve které je zapojen CYP27Al. Ten zodpovida za hydroxylaci
cholesterolu na 27-hydroxycholesterol. CYP7B1 poté 27-hydroxycholesterol hydroxyluje
na 7a,27-dihydroxycholesterol. Enzym CYP7BI1 je zapojen také do syntézy steroidnich
hormontl, proto je exprimovan nejvice v ledvinach a mozku. V mozkovych neuronech se
exprimuje také CYP46A1, ktery hydroxyluje cholesterol, ptipadné 4B-hydroxycholestrol.
Oxidované produkty cholesterolu (oxysteroly) mohou volné¢ prochazet pres
hematoencefalickou bariéru, coz v ptipadé samotného cholesterolu neni mozné. Slou¢enina
4B-hydroxycholestrol vznika pasobenim CYP3A4/5. Enzym CYP3A4 je nejvice
zastoupenym CYP u lidi a metabolizuje zhruba jednu tietinu 1é¢iv (Eggertsen et al., 1996;
Lorbek et al., 2012; Matuskova et al., 2014; Nebert & Russell, 2002; Stiles et al., 2009).
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Obrazek 2: Schéma tvorby Zlucovych kyselin z cholesterolu za ucasti cytochromt (pfevzato a upraveno z

Matuskova et al., 2014)

Spole¢nou vlastnosti v8ech cytochromti P450 je schopnost vazat a aktivovat dva
atomy kysliku. VétSinou se jedna o molekulu dioxygenu. VSechny cytochromy P450 jsou
rovnéz schopny vazat peroxid vodiku nebo peroxidy obecné a jeden z atomu kysliku
vyuzivat pro monooxygenaci. Vétsina reakci katalyzovanych témito enzymy, tak mize byt

vyjadiena nasledujicim schématem.
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Obrazek 2: Schéma reakce katalyzované CYP450. R-H, substrat; R-OH, hydroxylovany produkt; XOOH,
peroxid; X=H nebo organicky zbytek. (Pfevzato a upraveno z P. Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001)

Schopnost vSech cytochromii P450 aktivovat Fe-O-O cast je urCena zpisobem, jakym je
hem (v tomto ptfipadé hem b) vazan na apoprotein. Centralni atom hemového makrocyklu,
tj. zelezo, se vaze na protein prostiednictvim aniontové thiolatové siry cysteinového
zbytku. Tento typ vazby dava hemové skupiné schopnost zprostiedkovat pienos
elektronové hustoty na dioxygen vazany jako trans (Sesty) ligand hemového zeleza. Tato
vazba tedy také vysvétluje, pro¢ ma hem b (stejny jako u hemoglobinu a myoglobinu) tuto
jedine¢nou vlastnost, charakteristickou pro vSechny cytochromy P450, aktivovat dioxygen
pro chemické reakce (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001; Anzenbacher et al., 1989;
Mansuy & Renaud, 1995). Krom¢ biosyntézy a biotransformace endogennich slou¢enin se
lidské cytochromy P450 podileji hlavné na metabolizaci 1é¢iv.

Mezi jednotlivymi rodinami a podrodinami cytochromi P450 jsou patrné rozdily,
a to zejména v mechanismu enzymatické reakce spolu s pozorovanym ucinkem jinych
substratu nebo efektort, coz souvisi také s rozdilnou funkci cytochromi P450. Organismy
se stale musi vyporadavat s mnoha novymi latkami, coz vede k syntéze novych vhodnych
molekul regulujicich metabolismus. Pravé proto jsou objevovany nové druhy cytochromil
P450. Variabilita substratové specifity, ktera se odrazi ve variabilité vlastnich aktivnich
mist enzymi je tedy obrovska (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001; Guengerich,
1997).

12



22.1. CYP3A
Rodina CYP3 u ¢lovéeka sestava pouze z jedné podrodiny CYP3 A, ktera je lokalizovana na

dvacatém druhém chromozomu. Obsahuje Ctyfi geny CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7
a CYP3A43 (Nelson, 2006).

CYP3A je exprimovan ptrevazné v jatrech, avSak u kazdého jedince ve velmi
variabilnim mnozstvi. Uplnd absence exprese zatim nebyla definitivné prokazana.
Primérny mikrosomalni obsah v jatrech se pohybuje mezi 60 pmol/mg (Ohtsuki et al.,
2012) - 146 pmol/mg mikrosomalniho proteinu (Westlind-Johnsson et al., 2003), coz
prestavuje v priméru asi 14-24 % z mikrosomalni skupiny cytochromu P450 (Lin et al.,
2002; Ohtsuki et al., 2012; Shimada et at., 1994). Mnozstvi exprimované v jatrech se vSak
mize v piipadé potfeby zvysit az na 60 % (Anzenbacher & Anzenbacherova, 2001;
Schmider et al., 1999). Exprese tti menSich izoforem, CYP3AS, CYP3A7 a CYP3A43, je
obecné nizsi ve srovnani s CYP3A4 (Hustert et al., 2001; Westlind-Johnsson et al., 2003).
CYP3AT je vice exprimovan v jatrech plodu nez v jatrech dospélych, ale detaily jeho
pusobeni zatim nebyly podrobné prostudovany (Cresteil, 1998; Leclerc et al., 2010).
CYP3A4 je hlavnim exprimovanym cytochromem P450 ve stfevnich enterocytech. Jeho
mnozstvi ve stfevni tkani nekoreluje s mnozstvim v jatrech. Stfevni i jaterni CYP3A4
podstatné piispiva k metabolismu oraln¢ podavanych 1é¢iv (Daly, 2006; Ding
& Kaminsky, 2003; Von Richter et al., 2004). V jinych extrahepatalnich tkanich v¢etné
dychacich cest, mozku, plic a ledvin exprese CYP3AS ptevlada nebo je podobna CYP3A4
(Bolbrinker et al., 2012; Daly, 2006; Raunio et al., 2005).

Jak jiz bylo naznaceno, CYP3A4 je tedy nejhojnéji zastoupeny ¢len rodiny CYP3
a ze vSech cytochromii P450 ma nejvétsi vyznam pro metabolismus 1éCiv u lidi, protoze se
do jisté miry podili na pfeméné asi jedné tietiny lé¢ivych pripravki. Jedna se vSak
0 nestabilni enzym se slozitym mechanismem ucinku, ktery komplikuje in vitro studie
(Schmider et al., 1999; Zanger & Schwab, 2013). Casté jsou rovnéz nezadouci lékové
interakce, které mohou vést k extrémné zvySené nebo snizené hladiné jednoho
z interagujicich 1€kl pfi uzivani vice lé¢iv najednou (Anzenbacher & Anzenbacherova,
2001; McKinnon et al., 1995; Shimada et al., 1994). Dokonce i latky pfirodniho ptuvodu
mohou interferovat s jeho funkci. Jednou takovou je $tava z grapefruitu, ktera obsahuje
inhibitor CYP3A4, ktery mlZe zpiisobit mnohondsobné zvysSeni sérovych koncentraci
nékterych 1é¢iv (P.B. Danielson, 2002).

U ostatnich Zivoc¢ichi, naptf. u myS$i nebo potkant je znamo vice forem CYP3A.

U mysi je jich zndmo sedm u potkant Sest. Tyto rozdily s sebou pfinaseji moznost rtizného

13



zpusobu metabolizace 1é¢iv. Mnoho substratti bézné metabolizovanych lidskym CYP3A,
nejsou preménény témi potkanimi (Guengerich, 1997; Lu & Li, 2001; Zanger & Schwab,
2013).

2.2.2. CYP1A2
Rodina cytochromi CYP1 sestava ze tti lenti, CYP1Al, CYP1A3 a CYPBI. Dva ¢lenové

CYPAL a CYP1A2 sice vykazuji vice nez 70% identitu aminokyselinové sekvence, ale
také velmi odlisné zplsoby tkanové exprese. CYPIAIl je exprimovan primarné
v extrahepatalnich tkanich, jako jsou plice, lymfocyty a placenta, zatimco v jaterni tkani
byla zjiSténa nizka uroven exprese. Naproti tomu CYP1A2 je exprimovan primarné
v jatrech s malou, pokud vibec detekovatelnou expresi v extrahepatalnich tkanich
(Schweikl et al., 1993; Shimada et al., 1989; Yun et al. , 1991).

CYP1A2 je zodpovédny za metabolismus Cetnych xenobiotickych substratli, véetné
oxygenace polycyklickych aromatickych uhlovodiki (PAH), jako je napt. karcinogen
benzo(a)pyren. Takeé katalyzuji N-oxidaci karcinogennich aromatickych
a heterocyklickych aminti vyskytujicich se v cigaretovém koufi nebo spalenych
potravinach (MacLeod et al., 1997). Transkripéni regulace lidskych CYP1A byla
pfedmétem zna¢ného zajmu, nebot’ byla spojena s rizikem karcinogeneze, o nichz se
piredpoklada, ze vznikaji tvorbou adukti mezi DNA a oxidovanymi produkty reakci
katalyzovanych cytochromy P450 (MacLeod et al., 1997; Williams et al., 2000).

Krom¢ své role v bioaktivaci karcinogenii hraje CYP1A2 také malou roli
v metabolismu fady 1é¢iv jako jsou methylxantiny, v¢etné theofylinu a kofeinu (Gu et al.,
1992), warfarinu (P.B. Danielson, 2002), granisetronu a tizanidinu (Corrigan et al., 1999).
Bylo rovnéz prokazano, ze CYP1A2 oxiduje uroporfyrinogen na uroporfyrin v priubéhu
metabolismu hemu a podili se na hydroxylaci estrogenu. Je znamo, Ze spolu s CYP2C19
hraje CYP1A2 vyznamnou roli pfi pfeméné pesticidu methoxychloru na jeho hlavni
metabolit, monoodemetylovany derivat, produkt, ktery je estrogenni u lidi a nékolika

zivo¢isnych druhu (Stresser & Kupfer, 1999).

2.2.3. CYPT7A1
Rodina CYP7 se sklada ze dvou funkénich genii, CYP7A1 a CYP7BI. Prvni z nich koduje

cholesterol 7-o-hydroxylazu, coz je enzym, ktery katalyzuje prvni krok v klasické

biosyntetické draze Zlucovych kyselin. Nadmérna exprese CYP7A1 aktivuje klasickou
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cestu biosyntézy ZluCovych kyselin, ktera zase zpusobuje snizeni aktivity
hydroxymethylglutharyl CoA reduktasy a CoA-cholesterol acyltransferasy. Soucasné to
vede ke zvySeni aktivity cholesterylester hydrolasy, expresi lipoproteinového receptoru
s nizkou hustotou. Enzym CYP7A1 tedy hraje dilezitou roli pfi udrzovani homeostazy
hepatocelularniho cholesterolu (P.B. Danielson, 2002; Pandak et al., 2001)

2.3. P-glykoprotein
P-glykoprotein (také ABCBI1) je jednim z nejvice studovanych transportérd, co se

I€kovych interakci a rezistenci tyCe. Jedna se o efluxni transmembranovou pumpu, ktera
vyuzivd k extracelularnimu transportu latek hydrolyzu ATP. Hraje vyznamnou roli
v absorpci, distribuci a eliminaci fady IéCiv a je dilezitym obrannym mechanismem pied
vstupem xenobiotik do organismu. P-glykoprotein (P-gp) je produktem MDR1 genu, jeho
nadmérnd exprese a funk¢nost je jednou z hlavnich pii¢in Iékové rezistence k terapii
(Pechandova et al., 2006). P-glykoprotein se v pfitomnosti 1ékt exprimuje ve vice
klicovych organech, jako je tenké stfevo, hematoencefalickd bariéra, ledviny a jatra. Jim
zprostiedkované 1ékové interakce tedy mohou nastat v riznych orgénech a tkanich. Béhem
poslednich deseti let mnoho studii in vitro a in vivo uvadélo, ze indukce nebo inhibice P-gp
muze vést k interakcim mezi dvéma 1éCivy. Naptiklad indukce intestindlni
P-glykoproteinové aktivity mulize zpusobit sniZzenou biologickou dostupnost oralné
podavanych 1é¢iv a sniZenou terapeutickou u¢innost. Na druhé strané miize inhibice stfevni
P-glykoproteinové aktivity vést ke zvySené biologické dostupnosti, coz vede ke zvySenému
riziku nezadoucich u¢inka (Glaeser, 2011).

Diilezité role lidského P-gp v Iékovych interakcich byla poprvé prokazéana ve studii
s P-glykoproteinovymi substraty digoxinem a rifampicinem (Greiner et al., 1999). Tato
studie uvadi, Ze P-gp je hlavnim determinantem biologické dostupnosti podané¢ho digoxinu
a ze indukce P-gp je mechanismem lékovych interakci mezi rifampicinem a digoxinem
(Gault et al., 1984; Glaeser, 2011).

Dal$im klinicky zjisténym a relevantnim induktorem P-gp (a rovnéz také CYP3A4)
je tfezalka. Byva pouzivana k 1é€b&é mirnych depresi. (Johne et al., 2002). Je dulezité
zminit, ze jeji uc¢inek na farmakokinetiku zdvisi na konkrétnim lé¢ivu a relativnim
ptispévku CYP3A a dispozici P-gp (Dresser et al., 2002).

Spolu s klinickymi studiemi zkoumajicimi indukci P-gp bylo vénovano velké usili

objasnéni mechanismu indukce. Pouzitim bunééné linie adenokarcinomu tlustého stieva
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LS180 bylo prokazano, ze néktera Ié¢iva (napt. rifampin) vedla k indukci CYP3A a P-gp.
Tato koindukce intestinalniho P-glykoproteinu a CYP3A4 in vitro a in vivo (Greiner et al.,
1999; Schuetz et al., 1996) a jiz publikovana ucast jaderného receptoru PXR (pregnane X
receptor) na indukci genit CYP3A (Goodwin, Hodgson, & Liddle, 1999) vedla k zajmu
o to, zda se PXR podili také na indukci P-gp. Element DR4 (pfima repetice) 8 kb pied
genem ABCBI1 byl identifikovan jako PXR odpovédny element a ukéazalo se, ze je
nezbytny pro indukci P-gp rifampinem (Geick et al., 2001).

Inhibice P-gp vykazuje druhy hlavni mechanismus interakci mezi [éCivy
zprosttedkovany P-gp. Pro objasnéni inhibice P-gp bylo provedeno nékolik studii in vitro
a in vivo (Glaeser, 2011). Vétsina P-glykoproteinem zprostiedkovanych 1ékovych interakei
zpusobenych inhibici lze pfipsat sttevnimu P-gp coz bylo dokazano ve studii lékové
interakce se dvéma substraty P-glykoproteinového modelu digoxinem a talinololem
(Westphal et al., 2000). Jednim z inhibitort P-gp je R-verapamil, ktery se pouZziva zejména
k 16¢bé supraventrikularnich tachyarytmii. (Schwartz et al., 1999).

Kromé stfeva hraje P-gp dlleZitou roli v hematoencefalické bariéfe a omezuje
vstup 1é¢iv do mozku. Vylouceni molekul 1é¢iva z mozku zprostfedkované P-gp miize
poskytnout ochranu pred vedlejSimi G€inky nebo mize vést k selhani farmakologickych
a terapeutickych cili. Naptiklad agonista m-opioidniho receptoru loperamid je substratem
P-gp (Schinkel et al. 1996). Loperamid se Siroce pouziva jako Iék proti prijmu bez
vedlejSich uc¢inkl, protoze vstup loperamidu do centrdlniho kompartmentu je omezen

P-glykoproteinem (Sadeque et al., 2000).

2.4.  Hydroxymethylglutharyl-CoA reduktasa
Hydroxymethylglutharyl-CoA reduktasa (HMGCR) je enzym regulujici rychlost

mevalonatové drahy, ktera slouzi k syntéze cholesterolu a dalSich izoprenoidnich latek.
HMGCR je ukotvena v membrané endoplazmatického retikula a obsahuje osm
transmembranovych domén. U lidi je gen pro tento enzym umistén na patém chromozomu.
Aktivni je pti vysoké hladiné glukosy v krvi. Udrzovani jeji stalé hladiny v krvi maji na
starost hormony inzulin a glukagon. Mohou tedy nepfimo ovliviiovat i aktivitu HMGCR.
na zvySeni koncentrace AMP a také na leptin (Hardie & Pan, 2002; Lindgren et al., 1985;
Roitelman et al., 1992).
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Biosyntéza cholesterolu zacind tzv. mevalondtovou drdhou, ktera se odehrava
Vv cytoplazmé a endoplazmatickém retikulu. Vychozi latkou je zde acetyl-CoA, ktery je
preménén na HMG-CoA, ze kterého se dale pomoci enzymu hydroxymethylglutharyl-CoA
reduktasy stava mevalonat. Toto misto je dulezité z hlediska zpétnovazebné regulace
syntézy cholesterolu. Na blokad¢ tohoto enzymu je zalozen také mechanismus ucinku
hypolipidemik ze skupiny statini. Mevalonat je dale pfeménovan na mevalonat-5-fosfat,
mevalonat-5-difosfat a isopentenyl-5-difosfat ktery je prekurzorem pro tvorbu izoprenoidd.
Z isopentenyl-5-diosfatu vznika izomeraci dimetylallyldifosfat. Obé Cs molekuly pak
kondenzuji na feranyldiosfat a adici dalSiho isopentyldifosfatu vzniké farnesyldifostat. Ten
muze kondenzovat na skvalen. Kone¢nd proména skvalenu na cholesterol nastava po
oxidaci cCasti dvojnych vazeb, kdy cyklizaci vznik4d lanosterol, a po odstépeni tii
methylovych skupin vznikd cholesterol (Koolman & Rohm, 2012; Sibernagl
& Despopoulos, 2004).

Acetyl - Cop == 3-hydroxy-3-methylglutharyl-CoA

(HMG CoA)
Thioldza HMG-CoA reduktdza
HMG — CoA

Acetoacetyl - CoA Syntdza v € statiny
Kyselina mevalonova

/ ATP
Mevalonat kindzo

Mevalonat-5-fosfat

Fosfomevalonat kindza

Mevalonat-5-difosfat
Isopentenyl— PP j Mevalondt-5-difosfat
CO

izomerdza dekarboxyldza
Dimethylallyl-PP €—————— |5opentenyl-5-difosfit (PP)

Obrazek 3: Biosyntéza cholesterolu — mevalonatova draha, (pfevzato a upraveno z Koolman & Réhm,
2012)

2.5. Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenasa
Glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza (GAPDH) je enzym Kkatalyzujici Sesty krok

glykolyzy, kdy je glyceraldehyd-3-fosfat preménén 1,3-bisfosfoglycerat. V butice se bézné
vyskytuje v podobé tetrameru. Sklada se tedy ze c¢tyf identickych 37 kDa dlouhych

podjednotek, které obsahuji thiolovou skupinu. Je zndmo, Ze GAPDH ma i jiné uplatnéni
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nez jen v metabolismu. Mize napiiklad sam aktivovat transkripci, protoze je soucasti
transkripcniho koaktivatorového komplexu OCA-S, nebo se podili na transportu vezikul
z endoplazmatického retikula do Golgiho aparatu (Zheng & Roeder, 2003; Koolman
& Rohm, 2012).

Protoze gen GAPDH je neustale exprimovan ve vysokych koncentracich ve vétsing
tkani, je povazovan za tzv. housekeeping gen. Z tohoto divodu je bézné pouzivan v praxi
jako marker rovnomérného naneseni pro Western blot a jako kontrola pro qPCR (Barber et

al., 2005) .

2.6. Metabolicky syndrom
Jako metabolicky syndrom nazyvame soubor abnormalit, mezi které patii

hypertriglyceridémie, inzulinova rezistence, hyperinzulinémie, sniZené¢ hodnoty HDL-
-cholesterolu a piedevs§im obezita. Hypertriglyceridémie je rizikovym faktorem pro
onemocnéni koronarnich arterii a podili se na rozvoji aterosklerdzy a hypertenze. Diive byl
tento syndrom nazyvan také jako syndrom X nebo syndrom inzulinové rezistence. Historie
existence metabolického syndromu ma sviij pocatek ve dvacatych letech minulého stoleti
(Reaven, 1997; Sarafidis & Nilsson, 2006; Zicha et al., 2006) .

Navzdory rozsdhlému vyzkumu v této oblasti jeSté neexistuje pfesna a obecné
piijatelna definice, ktera by popisovala, co je soucasti tohoto syndromu (Federspil et al.,
2006). Ztoho duvodu bylo navrzeno nékolik doporuéeni pro definici metabolického
syndromu. Studie Narodniho vzdélavaciho programu (NCEP, 2001) navrhla nasledujici
kritéria: abdominalni obezita (muzi: obvod pasu > 102 cm, Zeny: obvod pasu > 89 cm),
glukosa nala¢no (>6,1 az <7,0 mmol /1), krevni tlak (>130 / 80 mm Hg), koncentrace
sérovych triglycerida (>1,7 mmol /I) a HDL-cholesterol (muzi: <1,0 mmol / I, Zeny:
<1,3 mmol /1). Mezinarodni organizace pro 1é¢bu diabetu doporucila podobnou definici
(www.idf.org). Pokud jsou pfitomny tii a vice z téchto péti kritérii, lze hovofit
o metabolickém syndromu (Alberti & Zimmet, 2005).

Nékteré vzajemné propojené ptiznaky metabolického syndromu, jako je inzulinova
rezistence, hypertriglyceridémie a hypertenze, jsou rizikové faktory rozvoje
kardiovaskularniho onemocnéni, proto jsou v poslednich letech intenzivné studovany.
Ptredpoklada se, ze rezistence na inzulin a soubéZznid kompenzacni hyperinzulinémie
ptispivaji ke vzniku hypertenze. Na této patogenezi se podileji stimulace sympatického
nervového systému, podporou reabsorpce sodiku z primarni mo¢i, modulace transportu

kationtli anebo stimulace hypertrofie hladkého svalstva a cév. Tyto skutecnosti byly
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studovany na né¢kolika experimentdlnich modelech, mezi néz patifi i hereditarné
hypertriglyridemicky potkan (Vrana & Kazdova, 1990).

V soucasné dob¢ nejsou dostupné prostredky, které by dokazaly 1écit metabolicky
syndrom jako celek. Existuji pouze 1é¢iva ovlivitujici jednotlivé slozky tohoto syndromu.
Naptiklad hypercholesterolémie je IéCena statiny, které inhibuji de novo syntézu
cholesterolu v jatrech. V piipadé hypertriglyceridémie jsou podavany fibraty. Tyto latky
stimuluji receptory, které aktivuji enzymy podilejici se na katabolismu triglycerida. Dale
mohou byt podavany antidiabetika, kvili inzulinové rezistenci a antihypertenziva snizujici
vysoky krevni tlak. Podpiirna 1é¢ba mtize byt i rostlinného ptivodu. V takovém ptipadé se
mize jednat o extrakty z rostlin bohatych na polyfenoly. Jednou z takovych bylin je
ostropestiec mariansky (Silypbum marianum L.) (Valenzuela & Garrido, 1994) .

2.7. Atorvastatin

Atorvastatin je jednim z nejucinn€jSich 1€¢iv  pouzivanych Vprevenci a 1écbé
kardiovaskuldrnich onemocnéni, v jejichZ patofyziologii méa roli zejména ateroskler6za.
Tedy naptiklad priméarni 1 sekundarni prevence infarktu myokardu nebo cévni mozkova
piihoda zapfiCinéna ateroskler6zou karotickych tepen. Patii do skupiny statind, coz jsou
inhibitory 3-hydroxy-3-methylglutharyl CoA reduktasy. V 1é¢bé kardiovaskularnich
lécebnym uspéchiim jsou piirovnavany k antibiotikim. Statiny, jakoZto i celd skupina
hypolipidemickych 1é¢iv maji zcela minimalni vyskyt vedlejSich ¢inkt (Pitha, 2006).

Statiny obecné U¢inkuji tak, Ze zablokuji tvorbu cholesterolu v jatrech. S tim
souvisi zmnozeni LDL receptort, kterymi jsou z obéhu odstraiiovany aterogenni LDL
Castice. To znamend, ze dochazi k odsunu lipidi zcévni stény, a to dokonce
i Z nestabilnich aterosklerotickych platd. I malé zmenSeni plochy sklerotického platu
vyrazné snizuje riziko koronarnich ptihod (Pitha, 2006).

Statiny snizuji koncentraci aterogenniho LDL-cholesterolu v priméru o 30-40 %,
ale jsou znamy i piipady, kdy doslo ke snizeni az o 60 %. Atorvastatin patii
K nejpouzivanéj$im z této skupiny (Jones et al., 2005).

Pivodni obavy o nepfiznivém ucinku atorvastatinu na ochranny HDL-cholesterol
se nepotvrdily. Atorvastatin hladinu HDL-cholesterolu bud’ neovliviiuje, nebo jen nepatrné

zvySuje. Nepotvrdila se ani plivodni tvrzeni, Ze atorvastatin vyrazn€ sniZzuje hladinu
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triglyceridi, coz je dalsi rizikovy faktor rozvoje kardiovaskularniho onemocnéni. Jeho
mirné vyss$i u€innost pti snizovani triglyceridii souvisi s jeho celkovou vysokou u¢innosti
na siroké lipidové spektrum. Triglyceridy tedy zhruba kopiruji pokles koncentrace LDL-
-cholesterolu (Pitha, 2006).

2.8. Silymarin
Silymarin je standardizovany produkt pochézejici ze semen rostliny Silybum marianum

(ostropestiec mariansky). Pouziva se pii 1é€bé onemocnéni jater, a pii otravé Amanita
phaloides (muchomiirkou zelenou). Na zékladé klinickych studii nebyly zjistény zadné
zavazné vedlejsi téinky nebo vyznamné 1ékové interakce (Radjabian et al., 2010; Rainone,
2005). K 16¢bé byl vyuzivan uz v antickém Recku, a to zejména pfi potizich s jatry nebo
zluénikem. Silymarin podléha enterohepatalnimu cyklu, coz ma za nasledek vyssi
koncentrace v jaternich buiikach nez v séru (Boerth & Strong, 2002). Je tvofen slozkami
zvanymi flavonolignany, ptfi¢emz nejvice zastoupeny je silybin (az 60 %). Silybin se
vyskytuje ve formé dvou stereoizomert: A a B. Dal§imi znamymi slozkami jsou
silychristin (cca 20 %), silydianin (cca 10 %) a isosilybin (cca 5 %). V mensi mite jsou pak
zastoupeny silymonin, isosilybin, isosilychristin (Mhamdi et al., 2016; Pepping, 1999;
Radjabian & Huseini, 2010)

Rada studii nazna¢ila, e silymarin je protizanétlivy. Reguluje zanétlivé mediatory,
jako je tumor nekrotizujici faktor (TNF), (Manna et al., 1999), TNF-alfa, (Zi et al., 1997)
oxid dusny, interleukin-6 a antagonista receptoru interleukin-1. Silymarin také v zavislosti
na davce zvySuje proliferaci lymfocyti a cytokind interferon gama, interleukin-4
a interleukin-10 (Wilasrusmee et al., 2002). Dohromady tyto G¢inky naznacuji moznou roli
pii prevenci nebo 1é¢bé infekEnich onemocnéni. Bylo identifikovano nékolik mechanismu
cytoprotekce (Rainone, 2005). Vyznamné jsou rovnéz jeho antioxida¢ni, antivirové
a hepatoprotektivni G€inky. Lze jej vyuZzit i jako podplrnou lécbu pfi transplantaci jater
(Enjalbert et al., 2002; Trouillas et al., 2008).

Hlavni hepatoprotektivni mechanismus silymarinu spo¢ivd v ndsledujicich péti
vlastnostech; 1) aktivita proti oxidaci tukt, 2) schopnost regulovat membranovou
permeabilitu a navysit tak membranovou stabilitu v pfitomnosti xenobiotickych poskozeni,
3) moZnost regulovat jadernou expresi, 4) inhibice transformace hvézdicovych hepatocytli
v myofibroblastech, které jsou zodpovédné za ukladani kolagenovych vldken

zpusobujicich cirhdzu, 5) pisobeni v jadie, kde je navySovana syntéza ribozomalnich
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proteinli pomoci stimulace RNA polymerasy I a transkripce rRNA. Jakozto Uc¢inné
hepatoprotektivum piisobi silymarin proti tetrachlormethanu, ethanolu, fenylhydrazinu,
paracetamolu a fad¢ dalSich hepatotoxickych latek (Fraschini et al., 2002)

V roce 2015 byla publikovana studie, podle které silymarin vyrazné¢ snizuje
koncentraci sérovych triglyceridii u testovanych hereditarné hypertriglyceridemickych
(HHTg) potkanti, zvysilo u nich mnozstvi HDL-cholesterolu a také glykémii. ZvySeni
HDL-cholesterolu se povazuje za prevenci kardiovaskuladrnich onemocnéni, protoze HDL-
-cholesterol hraje dulezitou roli pii zpétném transportu cholesterolu (Barter et al., 2007).
Silymarin také inhibuje metabolismus kyseliny arachidonové cestou lipooxygenasy a tim
dosahuje anti-sklerotickych ucinka (Bialecka, 1997). U pacientt trpicich diabetem
mellitem II. typu vyrazné zlepsuje glukosovou toleranci (Huseini et al., 2006). Soubor
vsech téchto ucinki je zfejmym dikazem toho, ze silymarin se jevi jako vhodné doplikové

1é¢ivo nékterych ptiznaki metabolické syndromu (Poruba et al., 2015; Vecera et al., 2013).

OH O

OH O

Obrazek 5: Strukturni vzorec Silybinu B
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2.9. Hereditarné hypertriglyceridemicti potkani
Tito potkani byli vyselektovani z kmene Wistar a vykazuji hypertriglyceridémii,

inzulinovou rezistenci, hypertenzi a steatozu jater. Kazda ze zminovanych patologii je
spojena se zhorSenou endotelialni funkci, coZ se projevuje sniZzenou relaxaci hrudni aorty.
Obecné se hereditarné hypertriglyceridemicti potkani (HHTg) pouzivaji jako zvireci model
metabolického syndromu (Vecera et al., 2013; Vrana et al., 1993).

Hypertriglyceridémie je spojovana také se snizenym HDL-cholesterolem
a hyperinzulinémii. RovnéZ je rizikovym faktorem onemocnéni koronarni artérie a ma
znacny podil na rozvoji ateroskler6zy a hypertenze, ktera se projevuje vice u samcit HHTg
potkanti (Zicha et al., 2006). Bylo také zjisténo, ze vysoka hladina triglyceridi je
vyznamnym faktorem mnoha zmén struktury a funkce bunécné membrany u HHTg
potkanti (Devynck et al., 1998). Chronické intervence vedouci ke zménam plazmatickych
hladin triglyceridi modifikuji membranovou viskozitu a metabolismus cyklickych
nukleotidti v trombocytech HHTg potkani (Kunes, et al., 2002). Je zde rovnéZz znaéné
nepfiznivd rovnovaha mezi systémy ovliviiujicimi zvySovani a sniZovani tlaku krve, coZ
naznacuje relativni nedostatek oxidu dusnatého. Pravé diky vSem témto parametrim se
HHTg potkan jevi jako vhodny model ke studiu metabolického syndromu a s nim

spojenych komplikaci (Zicha et al., 2006).

2.10. Western blot

Jedna se o metodu pouzivanou pro kvalitativni detekci proteinu ve vzorku. Sklada se
ze tfi zakladnich kroku: elektroforetické separace, pienosu proteint a jejich detekce.

Pro separaci proteinti se nejCastéji vyuziva gelova elektroforéza. Mize to byt
SDS-PAGE (SDS polyacrylamide gel electrophoresis) nebo nativni PAGE. SDS slouzi
Kk denaturaci proteinti, po které proteiny ziskavaji zaporny naboj a putuji v elektrickém poli
od katody k anodé. Déleny jsou tedy na zakladé své velikosti. Malé proteiny cestuji
akrylamidovym gelem rychleji a proteiny o velké molekulové hmotnosti se pohybuji
smérem k anod¢ pomaleji. V ptipad€ nativni PAGE jsou proteiny separovany na zakladé
svého naboje.

Separované proteiny jsou pieneseny na membranu (nitrocelulézovou nebo
polyvinylovou) piisobenim elektrického proudu. Pfitomnost dané¢ho proteinu je detekovana
pomoci protilatky, tzv. primarni, vii¢i tomuto proteinu. Primarni protilatka se navazuje na

protein a v dalsim kroku je rozpoznavana sekundarni protilatkou, ktera se navaze na tu
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primarni. Vysledek je poté vizualizovan fluorescen¢né nebo chemiluminiscen¢né (Hnasko

& Hnasko, 2015).
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3. METODY

3.1. Biologicky material

Celkem 32 samct hereditarné hypertriglyceridemického (HHTg) potkana (stafi 3 mésice,

hmotnost 340 — 350 g) bylo chovano v mistnosti s kontrolovanou teplotou v cyklu 12:12

hodin svétlo/tma a s volnym ptistupem ke krmivu a vodé. Laboratorni zvifata byla krmena

ad libitum standardni dietou (STD; kontrolni skupina), STD obohacenou o mikronizovany

silymarin (300 mg/kg/den), STD obohacenou atorvastatin (5 mg/kg/den), nebo STD

obsahujici kombinaci mikronizovaného silymarinu a atorvastatinu (stejné davky jako

v predeslych dietach). Po cCtyfech tydnech byla zvifata dekapitovana, exsanguinovéana

a z kazdého jedince byla odebrana jaterni tkan, ktera byla uskladnéna pii -70°C pied

dalSim zpracovanim.

Vsechny procedury byly provedeny v souladu s etickymi standardy zakona Ceské republiky
¢ 359/2012 Sb. o ochrané zvirat a byla schvdlena etickou komisi MSMT, Ceskd republika.

3.2. Pouzité chemikalie
Atorvastatin (Pfizer, CR)

Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, CR)

Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, CR)
Fenylmethylsulfonyl fluorid (Sigma-Aldrich, CR)
Glycerol (Merck, Némecko)

Inhibitory proteas cOmplete (Roche, Svycarsko)
Kyselina chlorovodikova (Lachner, CR)
2-Merkaptoethanol (Sigma-Aldrich, CR)

Molekularni marker Dual Xtra Standards (BIO-RAD, USA)
Molekularni marker KaleidoscopeTM (BIO-RAD, USA)
Orthovanadat sodny (Sigma-Aldrich, CR)

Silymarin mikronizovany (Favea, CR)

Tris(hydroxymethyl)aminomethan (Sigma-Aldrich, CR)
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3.3. PouZzité roztoky
Fosfatovy pufr: 100mM (BIO-RAD, USA)

Homogenizac¢ni pufr: na 1 ml pufru 10 pl PMSF, 10 pl NazVOq
RIPA pufr (Santa Cruz, USA),

Run pufr (BIO-RAD, USA)

TBS pufr (BIO-RAD, USA)

TBS-Tween pufr (BIO-RAD, USA)

TBS-Tween Milk: 6,25 ml mléka do 100 ml TBS-TWEEN

Up pufr: Tris-HCI 0,5M, pH 6,8

Vzorkovy pufr: 1316 ul Up pufru, 2,1 ml 10% SDS, 3,09 ml 85% glycerolu, 1 mg

bromfenolové modfi, doplnit destilovanou vodu na 10 ml
Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz, USA)

3.4. Pouzité protilatky
Primarni:

anti-ABCBJ1 krali¢i monoklonalni (Cell Signal, USA)
anti-CYP1A2 mouse monoclonal (Santa Cruz, USA)
anti-CYP3A rabbit monoclonal (Santa Cruz, USA)
anti-CYP7A1 mouse monoclonal (Sigma-Aldrich, CR)
anti-GAPDH mouse monoclonal (Santa Cruz, USA)
anti-HMGCS rabbit monoclonal (Cell Signal, USA)
Sekundarni:

goat anti mouse (Santa Cruz, USA)

goat anti rabbit (Santa Cruz, USA)

25



3.5. Pouzité pristroje a zarizeni
Analyticka vaha, Xp 205 DELTA RANGE® (Mettler-Toledo, CR)

Analyticky a dokumentacéni systém G:BOX Chemi XX6/XX9 (Syngene, VB)
Centrifuga Centrifuge 5804R (Eppendorf, Némecko)

Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf, Némecko)

Elektroforéza Power PACTM HC (BIO-RAD, USA)

Homogenizator Precellys Evolution (Bertin Technologies, USA)

Inkubator DRY BATH INCUBATOR (Major Science, USA)

Michacka Sunflower mini shaker (P-LAB a.s., CR)

Mikropipety research 200; 100; 20; 10; 2,5 ul (Eppendorf, Némecko)
Spektrofotometr NanoPhotometr® N60 (Implen, Némecko)

Trans-blot® turboTM (BIO-RAD, USA)

Vortex IKA® MS3 Basic (MERCI s.r.0., CR)

3.6.  Stanoveni lipidovych parametri
Lipidy byly standardné stanovovany pomoci enzymatickych metod dle pokynii vyrobce

Bio-La-Test (Erba Lachema, CR).

3.7. Homogenizace jaterni tkané
Z 32 vzork jaterni tkan€ byly odebrany kousky o hmotnosti zhruba pal gramu, které byly

vlozeny do homogeniza¢nich zkumavek Precellys. Do kazdé zkumavky bylo pifidano
500 ul ptipraveného homogeniza¢niho pufru.  Poté byly zkumavky vlozeny do
homogenizatoru na 2x 15 s pti 7200 ot./min. Po vyjmuti z homogenizitoru byly zkumavky
na 30 min uloZeny na ledu za stalého michani. Nasledné byly stoc¢eny (5005 g, 10 min,
4 °C). Supernatant byl odebran do plastovych mikrozkumavek. Poté byl nafedén hovézi
sérovy albumin pro piipravu kalibra¢ni pfimky. Supernatant z pfipravenych vzorka byl
nafedén 200x. Do kazdé jamky v 96 jamkové desticce bylo ptidano 12,5 pl vzorku a 100 pl
smési ¢inidel BCA™ Protein Assay Reagent. Desti¢ka byla inkubovana 30 min pii teploté

37 °C. Po uplynuti doby inkubace byla zméfena absorbance vzorki na destiéce.
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3.8.

P¥iprava vzorki na elektroforézu

Supernatant bylo nutné pro ucely elektroforézy natredit. Vyzadovana koncentrace vzork

byla stanovena na 1 pg/ul a vysledky objem na 200 pl.

Tabulka 1: Pavodni koncentrace proteinu ve vzorcich ptred ziedénim

Cislo  Koncentrac Cislo  Koncentrac Cislo  Koncentrac Cislo  Koncentrac

vzork e vzork e vzork e vzork e

u proteinu u proteinu u proteinu u proteinu
[ng/pd] [ng/pl] [ng/pd] [ng/pl]

1 35,1 9 51,5 17 51,3 25 53,7

2 43,2 10 61,7 18 56,2 26 55,4

3 43,7 11 71,7 18 58,9 27 59,6

4 31,4 12 52,9 20 51,9 28 78,5

5 58,2 13 40,8 21 57,5 29 78,3

6 43,5 14 70,3 22 57,6 30 51,7

7 51,3 15 61,1 23 32,9 31 68,7

8 55,4 16 67,2 24 61,9 32 59,2

Tabulka 2: Objem fosfatové pufru nutného k natedéni vzorka na stanovenou koncentraci 1 pg/ul

Cislo Pufr Cislo Pufr Cislo Pufr Cislo Pufr
vzorku (] vzorku (] vzorku (] vzorku [p]

1 94,3 9 96,1 17 96,1 25 96,3
2 95,4 10 96,7 18 96,4 26 96,4
3 95,4 11 97,2 18 96,6 27 96,6
4 93,6 12 96,2 20 96,1 28 97,5
5 96,6 13 95,1 21 96,5 29 97,4
6 95,4 14 97,2 22 96,5 30 96,1
7 96,1 15 96,7 23 93,9 31 97,1
8 96,4 16 97,0 24 96,8 32 96,6
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Tabulka 3: Mnozstvi nanaSeného proteinu k nafedéni vzorkil na stanovenou koncentraci 1 pg/pl

Cislo  Mnoistvi Cislo  MnoZstvi Cislo  MnoZstvi Cislo  MnoZstvi

vzorku  proteinu vzorku  proteinu vzorku  proteinu vzorku  proteinu
[ud] [ud] [ud] [ud]

1 5,7 9 3,9 17 3,9 25 3,7

2 4,6 10 3,3 18 3,6 26 3,6

3 4,6 11 2,8 18 3,4 27 3,4

4 6,4 12 3,8 20 3,9 28 2,5

) 3,4 13 4,9 21 3,5 29 2,6

6 4,6 14 2,8 22 3,5 30 3,9

7 3,9 15 3,3 23 6,1 31 2,9

8 3,6 16 3,0 24 3,2 32 3,4

Poté bylo do kazdé mikrozkumavky piidino 90 pl vzorkového pufru a 10 pl

merkaptoethanolu. Takto ptipravené vzorky byly zmrazeny a ptipraveny pro elektroforézu.

3.9. Elektroforéza a Western blot

Rozmrazené vzorky byly denaturovany 5 min ve vodé o teploté 70 °C a poté stodeny 5 min
pfi 2917 g. Takto pripravené vzorky byly nanaSeny na gely (Mini-PROTEAN TGX™
Precast Gels) spolecné¢ s markery molekulové hmotnosti. Elektroforéza byla spusténa
a nastavena na 120 V a po 10 minutach pfenastavena na 150 V. Po rozd¢leni proteinii byly
gely vyjmuty a vlozeny do blotovaci soupravy (Trans-Blot Turbo Trasfer Systém Transfer
Pack). Piistroj byl nastaven na 3 min, 25V a 2,5 A. Membréna, na kterou se proteiny
ptenesly, byla promyta v TBS pufru (4x 10 min) a poté v TBS-Tween pufru s mlékem
(60 min). Po uplynuti této doby byla membrana znovu promyvana v TBS-Tween pufru
(3%5 min). Nasledovalo naneseni primarnich protilatek, které pasobily pies noc. Druhy den
byla membrana promyta v TBS-Tween pufru (3% 5 min) a nasledné na ni byly naneseny
sekundarni protilatky. Po 30 minutach inkubace byla membrana znovu promyta v TBS-
-Tween pufru (4x 10 min). K vizualizaci vysledki byla pouzita chemiluminiscenéni ¢inidla

firmy Santa Cruz.
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3.10. Zpracovani vysledki
Kvantifikace proteinti u jednotlivych vzorkii byla zachycena a vyhodnocena pomoci

analytického a dokumenta¢niho systému G:BOX Chemi XX6/XX9. Ziskana data byla
vztazena k markeru rovnomérného naneseni, coz byla v tomto piipad¢ glyceraldehyd

3-fosfat dehydrogenasa (GAPDH). Nasledovalo statistické zpracovani.

3.11. Statistické zpracovani
Pro statistickou analyzu byl volen ANOVA parametricky test. Pro nédsledné porovnani
vyznamnosti mezi jednotlivymi skupinami byl volen post hoc Bonferonniho test. Hodnoty

byly brany jako statisticky vyznamné pii hodnoté p < 0,05.
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4. VYSLEDKY

4.1. Hmotnost potkant pred dekapitaci
Potkani byli chovani za standardnich podminek ve zvéfinci pracovisté oddéleni

metabolismu diabetu IKEM v Praze. U zvitat byla denné zaznamenavana spotieba krmiva
a také jejich hmotnost. Spotieba krmiva béhem 4 tydn podavani experimentalni diety se
v ramci jednotlivych skupin neliSila. To samé plati i pro hmotnost jednotlivych zvitat v den
dekapitace. Primérnd hmotnost kontrolni skupiny a skupiny experimentalni je uvedena

V tabulce ¢€. 4.

4.2. Plasmatické lipidy

Tabulka 4: Koncentrace plazmatickych lipidd u HHTg potkanli zméfena po exanguinaci a primeérna
hmotnost HHTg potkant v den dekapitace. TG - triacylglyceroly, HDL — HDL-cholesterol; NEMK
— nenasycené mastné kyseliny. Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), atorvastatin (STD
+ atorvastatin), Silymarin (STD + mikronizovany silymarin a atorvastatin + silymarin (STD + atorvastatin

+ mikronizovany silymarin). Data jsou uvedena jako prumér + SD; * p < 0,05; ** p < 0,01

kontrola atorvastatin silymarin atorvastatin
+silymarin

Hmotnost [g] 408,6 £19,3 4199 +19,4 420,5 £23,8 416,1 £22,0
TG [mmol/l] 4,6+0,9 2,0+£0,5** 1,940,5** 1,8+0,5 **
Cholesterol 1,8+0,1 1,9+0,1 1,8+0,2 1,9+0,1
[mmol/l]
HDL [mmol/l] 1,0+0,1 1,2+0,1 * 1,2+0,2 1,2+0,2
NEMK[mmol/I] 0,7+0,1 0,8+0,2 0,7+0,2 0,6+0,1

Tabulka ¢. 4 uvadi koncentrace plasmatickych lipidl, které byly u potkanti zméteny po
exsanguinaci. Hodnota sérovych triacylglyceroli byla snizena o 56 % procent u zvitat,
ktera dostévala standardni laboratorni dietu (STD) obohacenou o atorvastatin. Ve skuping¢,
které byl podavan silymarin doslo ke sniZzeni triacylglyceroli o 60 % a po podani
atorvastatinu spole¢né se silymarinem se snizila koncentrace triacylglyceroli o 61 %.
Vsechny zmény byly statisticky vyznamné (p < 0,01). V ptipadé celkového cholesterolu
nebyly pozorovany zadné statisticky vyznamné zmény. Naopak HDL-cholesterol byl
u vSech experimentalnich skupin potkanti zvySen. V piipad¢ samotného atorvastatinu bylo
zvySeni statisticky vyznamné (p < 0,05). V pfipadé nenasycenych mastnych kyselin nebyl

pozorovan vyznamny vliv podavané diety na jejich koncentraci.
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4.3. Stanovené mnoZstvi proteini
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Graf 1: Mnozstvi proteinu CYPIA vjaterni tkani HHTg potkana po &tyfech tydnech diety.
Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), atorvastatin (STD + atorvastatin), Silymarin (STD
+ mikronizovany silymarin a atorvastatin + silymarin (STD + atorvastatin + mikronizovany silymarin). Data

jsou uvedena jako pramér + SEM; n = 8.

Z grafu ¢. 1 je patrné, Ze nedoSlo k zadnym vyznamnym zménam v mnoZstvi proteinu
CYP1A mezi jednotlivymi skupinami HHTg potkanti. DoSlo pouze k mirnému nartistu
proteint v piipadé skupiny, které byla podavana kombinace atorvastatinu a silymarinu. Jak
jiz bylo zminéno, tato zména neni statisticky vyznamnd. Prvni skupina pfedstavuje
kontrolu, které byla podavana standardni laboratorni dieta (STD), druhé skupin¢ byl navic
podavan atorvastatin, tfeti skupina méla STD obohacenou o silymarin a posledni, ¢tvrta

skupina dostavala, krom¢ STD také atorvastatin a silymarin.
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Mnozstvi proteinu CYP3A4
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Graf 2: Mnozstvi proteinu CYP3A4 vjaterni tkani HHTg potkana po ¢&tyfech tydnech diety.
Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), atorvastatin (STD + atorvastatin), Silymarin (STD
+ mikronizovany silymarin a atorvastatin + silymarin (STD + atorvastatin + mikronizovany silymarin). Data

jsou uvedena jako pramér + SEM; n = 8.

Na zékladé grafu €. 2 lze fici, ze doSlo k mirnym zménam v mnozstvi proteinu CYP3A4
u jednotlivych experimentdlnich skupin potkanii. K nartistu doslo u skupin, kterym byl
podavan silymarin a kombinace silymarinu $ atorvastatinem. K minimalnimu poklesu
doslo u skupiny, kterda méla dietu obohacenou o atorvastatin. Tyto zmény jsou vSak pfilis
malé, nez aby mohly byt statisticky vyznamné. Prvni skupina, kterd ptfedstavuje kontrolu,
dostavala standardni laboratorni dietu (STD), druha skupina navic dostavala k STD jesté
atorvastatin, tfeti skupina mé¢la STD obohacenou o silymarin a ¢tvrté skupiné bylo, kromé

STD podavana kombinace atorvastatinu a silymarinu.
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Graf 3: Mnozstvi proteinu CYP7A1l v jaterni tkani HHTg potkana po &tyfech tydnech diety.
Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), atorvastatin (STD + atorvastatin), Silymarin (STD
+ mikronizovany silymarin a atorvastatin + silymarin (STD + atorvastatin + mikronizovany silymarin). Data

jsou uvedena jako primér + SEM; n = 8.

Z grafu €. 3 je patrné, Ze nedoslo k zadnym signifikantnim rozdilim v mnoZstvi proteinu
CYP7AL mezi jednotlivymi skupinami. Doslo pouze k mirnému nértstu u skupin, kterym
byl podavan atorvastatin, at’ jiz samostatné¢ nebo v kombinaci se silymarinem. Prvni
skupina ptedstavujici kontrolu, byla krmena standardni laboratorni dietou (STD), druhé
skupin€ byl navic podavan atorvastatin, tieti silymarin a posledni skupin¢ byla podavana

kombinace atorvastatinu a silymarinu.
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Graf 4: Mnozstvi proteinu HMGCR vV jaterni tkani HHTg potkana po ¢&tyfech tydnech diety.
Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), atorvastatin (STD + atorvastatin), Silymarin (STD
+ mikronizovany silymarin a atorvastatin + silymarin (STD + atorvastatin + mikronizovany silymarin). Data

jsou uvedena jako primér + SEM; n = 8. **p < 0,01, ***p < 0,001 vs. kontrola.

Na prvni pohled je viditelné, ze v grafu ¢. 4 doslo k vyraznému vzestupu proteinu HMGCR
u skupin, kterym byl podavéan atorvastatin a kombinace atorvastatinu a silymarinu. Tyto
rozdily byly vyhodnoceny jako statisticky vyznamné; pro skupinu s podavanym
atorvastatinem p < 0,01 a pro skupinu s kombinaci atorvastatinu a silymarinu p < 0,001.

Skupina, které byl podavan pouze silymarin se od kontroly nijak vyznamné neli$ila.
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Graf 5: Mnozstvi proteinu ABCBI v jaterni tkdni HHTg potkana po &tyfech tydnech diety.
Kontrola - standardni laboratorni dieta (STD), atorvastatin (STD + atorvastatin), Silymarin (STD
+ mikronizovany silymarin a atorvastatin + silymarin (STD + atorvastatin + mikronizovany silymarin). Data

jsou uvedena jako primér + SEM; n = 8.

Z grafu €. 5 je patrné, Ze v pripadé P-glykoproteinu (ABCB1) doslo k navySeni proteinu
u vSech experimentdlnich skupin. Tyto rozdily, at uz vys$i nebo niz§i, vSak nejsou
statisticky vyznamné. Prvni skupina piedstavuje kontrolu, které byla podavéana standardni
laboratorni dieta (STD), druhé skupiné byl navic podavéan atorvastatin, tfeti skupina meéla
STD obohacenou o silymarin a posledni, ¢tvrtd skupina dostavala, krom¢ STD také

atorvastatin a silymarin.
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5. DISKUZE

Atorvastatin je v soucasné dobé¢ jednim =z nejpouzivanéjSich I€kd pro 1é¢bu
kardiovaskuldrnich onemocnéni, které maji patofyziologicky zaklad v ateroskleroze.
Pacienti trpici aterosklerozou a naslednymi kardiovaskularnimi chorobami jsou obvykle
polymorbidni a polypragmazie u nich neni neobvykla. S poc¢tem uzivanych Ié¢iv roste jak
riziko nezddoucich ucinku, tak také riziko I€kovych interakci. Vzhledem k této skutecnosti
vyvstavaji otazky ohledné moznych Iékovych interakci atorvastatinu a silymarinu. V ramci
této studie byl sledovan vliv silymarinu na hypolipidemicky tG¢inek atorvastatinu a také
vliv obou latek samostatné i v kombinaci na mnozstvi proteinu vybranych enzymi
a transportéru, které metabolizuji bézné uZivand 1éCiva a enzymy dilezité pro
metabolismus a syntézu cholesterolu.

V této praci jsem se tedy konkrétné zabyvala vlivem atorvastatinu a silymarinu na
mnozstvi proteinu vybranych enzymti a transportéru. U obou téchto latek byl touto
i pfedchozimi studiemi potvrzen pfiznivy Gcinek na nékteré komponenty metabolického
syndromu. V ramci prace silymarin i atorvastatin vyznamné snizili koncentraci
triacylglyceroli a zvySili HDL-cholesterol. Tyto vysledky jsou v souladu s diive
publikovanymi studiemi. Je znamo, ze silymarin napomaha pti 1é¢bé hypercholesterolémie,
navic byl popsan jeho vliv na zvySeni hladiny HDL-cholesterolu, ktery se uplatiiuje pii
reverznim transportu cholesterolu (Barter et al., 2007). Navic béhem klinickych studii
U pacientd a experimentalnich studii na animalnich modelech silymarin ukazal svou
efektivitu v ovlivnéni glykémie, vyznamné slozky metabolického syndromu (Huseini et al.,
2006). V praci byla pouzita mikronizovana forma silymarinu. Vybér vychazi z diive
publikovanych dat, v nichZ silymarin v lékovych formach s vyssi biologickou dostupnosti
vykazoval vice vyjadiené Uc¢inky. Konkrétné byl porovnavan standardizovany extrakt,
mikronizovany extrakt a silymarin ve formé fytosomi. Mikronizovany a posledni
zminovany extrakt zpasobily vyraznéj$i G¢inky nez extrakt standardizovany (Poruba et al.,
2015). Atorvastatin, jako klinicky uZzivané lé¢ivo ma spoustu dat prokazujicich jeho
ucinnost 1 bezpe€nost. Jsou znamy i jeho interakce, ale nejsou zndmy u¢inky kombinace
atorvastatinu se silymarinem. Tato prace navazuje na diive provedené studie kombinace
hypolipidemik se silymarinem. V pfipadé podavani fenofibratu samotného nebo
v kombinaci se silymarinem doslo k vyznamnym zménam sledovanych proteint (Poruba et

al., 2019). Hereditarn¢ hypertriglyceridemicti potkani byli zvoleni pro mou praci, jelikoz
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predstavuji akceptovany zvifeci model metabolického syndromu (Zicha et al., 2006). Pro
studii bylo vybrano celkem 32 samct potkana, ktefi byli rozdéleni do 4 skupin na zakladné
podévané diety. Prvni skupiné€, jakozto kontrole, byla podavana standardni laboratorni
dieta (STD), druhd skupina dostdvala STD v kombinaci s mikronizovanym silymarinem,
treti skupina STD obohacenou o atorvastatin a posledni skupiné¢ byla spolu s STD
podavana kombinace atorvastatinu a mikronizovaného silymarinu. Takto nastavenou
dietou byli potkani krmeni Ctyfi tydny.

Vysledky této prace byly nasledujici; u CYPIAIL, CYP3A4 a CYP7A1 nedoSlo
k Zddnym vyraznym zméndm v mnoZstvi proteinu mezi jednotlivymi skupinami potkanti
a kontrolou. Podobné tomu bylo i v ptipad¢ transportéru ABCBI1 (P-glykoproteinu).
Rovnéz zde nedoSlo ke statisticky vyznamnym rozdilim mezi jednotlivymi
experimentalnimi skupinami. V ptipadé HMGCR doslo k naristu proteinu u skupiny
potkanti, které byl podavan atorvastatin a u skupiny, kterd dostdvala atorvastatin v
kombinaci se silymarinem. Mechanismem ucinku statini je kompetitivni inhibice
HMGCR. Kompetitivni inhibice nic nevypovidd o ovlivnéni mnoZstvi inhibovaného
proteinu, a dokonce vV piipadé kompetitivné inhibovaného proteinu, muze dochazet
1 ke zvySeni jeho exprese v tkdni. K tomuto jevu dochazi vlivem autoregula¢nich
mechanismi. ZvySené mnozstvi proteinu nic nevypovida o jeho skutecné aktivité a funkci
(Schonewille et al., 2016). V ramci prace byly stanovovany také plasmatické lipidy.
Nebyly sice zaznamenany zadné zmény Vv koncentraci celkového cholesterolu, ale doslo
zejména ke statisticky vyznamnému vzestupu HDL-cholesterolu. U zvitat, kterym byl
podavan silymarin nedoslo k zadnym vyraznéj$§im zménam oproti kontrole, co se mnozstvi
cholesterolu tyce.

Dosazené vysledky lze vnimat v celku pozitivné. Pokud by doSlo ke snizeni
mnozstvi proteini u CYP3A4 nebo CYP1A2, mohlo by v pfipadé¢ soucasného podani
jejich substrati dojit k ovlivnéni jejich metabolismu. V pfipadé, Ze je IéCivo
metabolizovano na neucinné metabolity, mize dochdzet ke zpomaleni metabolismu
matetské latky vcetné jeji kumulace. Dochédzi k vyS$§im expozicim léCiva se vSemi
znamymi dasledky, tedy zejména nezaddoucimi reakcemi. Jiné situace by nastala v ptipadné
aktiva¢ni reakce. V tomto ptipadé cytochromy P450 aktivuji neaktivni prolé¢iva na aktivni
latky. SniZzeni mnozstvi enzymu by mohlo vést i k selhani farmakoterapie. Oba tyto
cytochromy P450 totiz odpovidaji za metabolismus nemalého mnozstvi xenobiotik.
Podobné disledky ma také vliv latek na P-glykoprotein, jehoz inhibice muize vést

ke zméndm absorpce, distribuce a exkrece 1é¢iv. Jsou zndmy latky, které mohou zvySovat
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propustnost hematoencefalické bariéry pro latky bézné neprostupujici, napi. loperamid.
CYP7A1 ma vyznamnou ulohu v metabolismu cholesterolu a zejména v jeho eliminaci.
Ziskané vysledky ukazuji, ze ani jedna ze studovanych latek neovlivituje expresi
sledovanych proteinti. Miuzeme tedy tvrdit, ze latky maji nizky potencidl ovlivnit
metabolismus jinych latek. Samoziejmé pouze na Urovni ovlivnéni exprese. Studie na
kompetitivni typ inhibice a stanoveni aktivity sledovanych enzymi nebyly v ramci prace
studovany.

Nutné je vSak také zminit, Ze vysledky ziskané z této studie, kde byli pouziti HHTg
potkani, nemusi zcela odpovidat vysledkiim, jaké by byly u ¢lovéka. Cytochromy P450
potkanti nejsou zcela identické s lidskymi, 1 kdyZ mohou vykazovat vysokou sekvenéni
identitu. RovnéZ je podstatné zminit, Ze CYP3A4 je v lidské populaci vysoce variabilni.
Existuje vice nez 20 variant alel pro tento gen, které jsou spojeny bud’ s vyssi, nebo nizsi
rychlosti katalytické aktivity. U potkanli je také znadmo vice forem tohoto enzymu, nez
u lidi, coz sebou nese 1 rozdily v metabolismu léCiv.

Z vysledkt tedy vyplyva, Ze v 1écbé metabolického syndromu se atorvastatin
i silymarin jevi jako vhodna kombinace. Kombinace latek ptiznivé ovlivnila koncentraci
triacylglycerolit i HDL-cholesterolu. Latky minimalné ovlivituji mnozstvi sledovanych
enzymu a je zde tedy predpoklad, Ze existuje malé riziko v ovlivnéni metabolismu
substratti sledovanych enzymti. Nicméné¢ je potieba dalsi rozsahlejsi vyzkum v této oblasti,
aby se vhodnost téchto latek potvrdila na vice urovnich vcetné¢ aktivity pii 1écbé

metabolického syndromu a piipadné i dalSich onemocnénich.
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6. ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo stanovit mnozstvi proteini pro enzymy: CYP1A,
CYP3A, CYP7A1 a HMGCR a transportér ABCBI1 v jaterni tkani HHTg potkant, kterym
byla po dobu ¢tyf tydni podavana standartni laboratorni dieta (v ptipad¢ kontrolni
skupiny), dale atorvastatin, silymarin anebo kombinace obou latek. Mnozstvi proteinti bylo
kvalitativné stanoveno pomoci elektroforézy a metody Western blot. Ohledné
problematiky tohoto tématu byla vypracovdna literarni reSerSe. Ziskana data byla
statisticky zpracovana a vysledky byly porovnany s literaturou.

Z vysledkti bylo zjisténo, ze v ptipadé CYPLA, CYP3A, CYP7Al a ABCB1
nedoslo k Zadnym statisticky vyznamnym zméndm v mnozstvi proteinu u jednotlivych
skupin potkani. Toto zjiSténi se jevi jako pozitivni vzhledem k tomu, Ze zmény v mnoZstvi
proteinu mohou vést k riziku lékovych interakci. V piipadé HMGCR doslo k vyraznému
naristu mnozstvi proteinu u skupiny potkan na dieté obohacené 0 atorvastatin
a u skupiny, které byla podavand kombinace atorvastatinu a silymarinu. Tato zména je
pravdépodobné zpuisobena regula¢nimi mechanismy zapii¢inénymi kompetitivnim typem
inhibice HMGCR atorvastatinem. Na zakladé této prace vychazeji studované piipravky
atorvastatin a silymarin jako malo rizikové z hlediska moznych 1ékovych interakci na

urovni ovlivnéni proteinu.
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