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Vliv konzumace stravy obohacené o pokrutiny z ostropestice
marianského na hodnoty celkového bilirubinu, glukézy
a triacylglycerolu

Abstrakt

Bakalarska prace na téma ,Vliv konzumace stravy obohacené o pokrutiny
z ostropestice ~ marianského na  hodnoty  celkového  bilirubinu,  glukdzy
a triacylglyceroli™ se zaméfuje na problematiku jaternich onemocnéni a moZznou
protektivni 1é¢bu, kdy napfiklad ostropestiec mariansky maze pomoci ochranit jatra pred
moznym posSkozenim. V dnesni dobé& je poSkozeni jater stale Cast&jSim problémem, coz
muze byt zpusobené i tim, ze kvili nevhodnému stravovani a nezdravému zivotnimu stylu
narusta pocet obéznich lidi. Dal§im rizikovym faktorem muze byt nadmérmé uzivani 1éku.
Vlivy raznych hepatoprotektivnich latek byly jiz zkoumany védci po celém svéte. Vliv
ostropestice marianského je tedy jiz pomémé prozkoumany a jeho hepatoprotektivni
vlastnosti jsou potvrzené. Cilem této prace bylo zjistit, zda tento pozitivni vliv na jatra
pretrvava i v pripade€, kdy jsou pokrutiny z nazek ostropestfce marianského pouzity pri
peceni chleba. Ve vyzkumné Casti bakalarské prace proto byla ziskana krev laboratornich
mys$i, sérum z ni ziskané bylo podrobeno nasledné biochemické analyze. Ziskana data
byla zpracovana do tabulek, byly vypocteny pruimérné koncentrace celkového bilirubinu,
glukozy a triacylglycerolll a smérodatné odchylky. Statistické vyhodnoceni probéhlo
pomoci testu ANOVA a byla stanovena hladina vyznamnosti (p). Bylo zjisténo, ze
paracetamol vyznamné nemeéni hladiny celkového bilirubinu a triacylglycerold, zatimco
u glukézy bylo zaznamenané snizeni s podanim paracetamolu. Pii sledovani zmén
v pfipadé razné doby podavani krmnych pelet vySel celkovy bilirubin témér beze zmén,
stejné tak u hladin glukozy. Triacylglyceroly vySly vyss§i u mysi s dobou podavani 90 dni
oproti skuping, ktera byla krmena 14 dni.

Vysledky bakalarské prace mohou poslouzit jako zdroj dat a mohou byt vyuzity

k dal$im vyzkumnym studiim.

Klicova slova
Jatra; jaterni onemocnéni; jaterni testy;, celkovy bilirubin; glukoza; triacylglyceroly;

ostropestiec mariansky.



The impact of consuming a diet enriched with milk thistle seeds on the

levels of total bilirubin, glucose, and triacylglycerols.

Abstract

The bachelor’s thesis on "The impact of consuming a diet enriched with milk
thistle seeds on the levels of total bilirubin, glucose and triacylglycerols" focuses on the
issue of liver diseases and possible subsequent treatment, with Silymarin primarily
serving as a preventive measure against liver ailments. Nowadays, liver damage is
becoming an increasingly common problem, potentially attributed to inappropriate
dietary habits and an unhealthy lifestyle leading to a rising number of obese individuals.
Excessive medication intake can also pose a risk. The effects of various hepatoprotective
agents have been studied by scientists worldwide. The influence of Silymarin is relatively
well-researched, with its hepatoprotective properties confirmed. The aim of this study
was to determine whether this positive effect on the liver persists even when Silymarin
seed powder is used in baking bread. In the research section of the Bachelor's thesis, blood
samples from laboratory mice were obtained, and the serum was subjected to subsequent
biochemical analysis. The data collected was processed into tables, calculating the
average concentrations of total bilirubin, glucose, and triacylglycerols, along with
standard deviations. Statistical evaluation was performed using ANOVA testing,
determining the level of significance (p). It was found that paracetamol does not
significantly alter the levels of total bilirubin and triacylglycerols, whereas a decrease in
glucose levels was observed with paracetamol administration. When observing changes
over the feeding period, total bilirubin remained largely unchanged, as did glucose levels.
Triacylglycerol levels were higher in mice fed for 90 days compared to those fed for

14 days.

The results of the Bachelor's thesis can serve as a source of data and be utilized

for further research studies.
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1 Uvod

Poskozeni jater je i vzhledem k nartstajicimu mnozstvi obéznich lidi stale ¢astéjsim
problémem. Steat6za neboli nealkoholové ztu¢néni jater (NAFL) muze progredovat do
zanétu (nealkoholova steatohepatitida, NASH), ktery mize vést k rozvoji cirhozy jater
a nasledné rakovingé. Ve stadiu NAFL vsak lze tento stav jesté ucinné fesit podavanim
hepatoprotektiv, napf. silymarinu, u¢inné latky ziskavané znazek ostropestice
marianského. Vyuzivan byva ostropestifecovy olej, pokrutiny vzniklé vylisovanim oleje
z nazek v§ak zlstavaji bez uzitku, ¢i jsou pfidavany do vyzivy hospodaiskych zvirat. Tyto
pokrutiny ale stale obsahuji nezanedbatelné mnozstvi silymarinu. Bylo by tedy mozné je
vyuzivat v potravinarstvi napf. k obohaceni pekafskych vyrobki. Pokud by tyto pekarské
vyrobky byly navic bezlepkové, mohlo by jit o uc¢innou pomoc celiakiim, u nichz je
vyskyt poSkozeni jater ¢astéj$i nez u populace bez celiakie. Poskozeni jater 1ze hodnotit
za pouziti mnoha riznych markerd, napt. ALT, AST, ALP, GGT, celkovy bilirubin,
glukoza, triacylglyceroly.

Téma ,, Vliv konzumace stravy obohacené o pokrutiny z ostropestice marianského na
hodnoty celkového bilirubinu, glukozy a triacylglycerold* bylo zpracovano na zaklade
podpory projektu GAJU 086/2023/2 — Moudra. Utelem vyzkumu bylo zjistit, zda
hepatoprotektivni vliv ostropestice pietrvava i v pfipadé€, kdy jsou pouzity pokrutiny

z jeho nazek a jsou vystaveny vysokym teplotam pii peceni chleba.

Cilem reSerSe je seznameni s klinickou biochemii a vy§etfovanym materialem, ktery
je zde vyuzivan. Mimo to je popsana funkce jater, jsou pfiblizena jaterni onemocnéni
a popsany biochemické testy slouzici jako ukazatele poSkozeni jater. Priblizen je
i ostropestfec mariansky, ucinné latky, které obsahuje, a jejich vliv na lidské zdravi.
V ramci metodiky (samotného vyzkumu) je predstaven postup praci, jejichz cilem je

ziskani souboru dat a jeho nasledné zpracovani.



2 Uvod do biochemie

Biochemie je védni disciplina na pomezi chemie a biologie. Tento védni obor se
zabyva chemickym sloZenim zivych organismua a chemickymi reakcemi v nich. Studuje
také struktury a funkce stavebnich jednotek organismi (proteiny, nukleové kyseliny,

sacharidy, lipidy a jiné molekuly) (Racek, 2019; Stépankova, 2020).

Pokud pouzivame biochemii pro studium a zkoumani chemického slozeni organisma
a jejich chemickych reakci, které probihaji za nemoci, nazyvame ji jako patobiochemii

(Racek, 2019).

Klinicka biochemie je veédni obor, ktery wvyuziva =znalosti patobiochemie
k diagnostice riznych onemocnéni, stanoveni jejich prognozy a slouZzi ke kontrole 1écby.
Klinicka biochemie neni jen védni a uebni obor, ale jedna se 1 o obor 1ékarsky. S dalsimi
laboratornimi obory, jako hematologie, mikrobiologie, imunologie
apod. a zobrazovacimi metodami, jako rentgen, magnetickd rezonance, ultrazvuk
apod. tvoti spolecné vySetfovaci a 1é¢ebné slozky. Tyto slozky dopliiuji klinické obory
a maji dalezitou pozici v diagnostice nemoci. Vétsina klinickych rozhodnuti je ovlivnéna

laboratornimi vysledky (Racek, 2019).
2.1 Typy biologického materidlu k vySetieni

Biologicky material je jakykoliv materidl, ktery pochéazi ze zivého organismu.

Jedna se o buiky, tekutiny, tkan€, orgéany.
2.1.1 Plna krev

Krev obsahuje vSechny krevni elementy, nijak se neupravuje. Pfidavame pouze
antikoagulant a musime dodrzet pomér mezi mnozstvim krve a antikoagulantem. Krev
musime fadné promichat. Jako antikoagulant pouzivame napf. heparin, K3EDTA,

Na;EDTA (Racek, 2019).
2.1.2 Krevni plazma

Krevni plazma je tekutina, ktera je zdkladem krve. Predstavuje zhruba 55 % objemu
krve. Obsahuje celou fadu sloucenin. Obsahuje komplexni smés vody, anorganickych

soli, organickych sloucenin a vice nez 1 000 proteinii (Benjamin a McLaughlin, 2012;
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Stefanek, 2023). Krevni plazma se podili na udrzeni homeostazy, transportu slouéenin

mezi tkandmi, prabéhu imunitnich reakci a na hemokoagulaci (Stefanek, 2023).

Pro ziskani krevni plazmy je nutné pridat k odebirané krvi protisrazlivy roztok
(heparin, citrat sodny, NaEDTA). Krevni plazmu ziskdme centrifugaci a obsahuje
koagulacni faktory. Na rozdil od séra mizeme vzorky ihned vlozit do centrifugy a poté
vySetfovat, coz ma vyhodu pfi urgentnich pripadech (vitalni indikace) (Plebani et al.,

2019; Racek, 2019).
2.1.3 Krevni sérum

Krevni sérum ziskame ze srazlivé krve centrifugaci. Sérum neobsahuje
koagulacni faktory na rozdil od plazmy a po odstfedéni je prakticky bez bunécnych slozek
(Plebani et al., 2019, Stefanek, 2023). Po odebrani krve je nutné promichani krve ve
zkumavce s gelem (zabrafiuje uvolfiovani fibrinu), aby se srazil cely obsah odebrané
zkumavky (Racek, 2019). Poté se doporucuje zkumavku nechat pied centrifugaci

15 — 20 minut stat ve stojanku.
2.1.4 Moc¢

Moc¢ je snadno ziskatelnym biologickym materidlem. VySetfeni moci je
zakladnim vySetfenim, které muze odhalit zavazna onemocnéni. Slozeni moci je
ovlivnéno tadou fyziologickych, ale i patologickych stavi organismu. Ledviny nam
pomahaji zbavovat se Skodlivych a nepotfebnych latek v organismu, dale udrzovat

stabilni vnitini prostfedi organismu, a to pomoci vylucovani (Racek, 2019).
2.1.5 Mozkomisni mok

Mozkomis$ni mok (nazyvany téz jako likvor) patii zejména k vySetieni
neurologickych problému. Jedna se o bezbarvou Cirou tekutinu. Odbér se provadi
lumbalni punkci do zkumavek bez jakychkoliv pfisad (Racek, 2019). VySetteni
mozkomi$niho moku musi probéhnout co nejrychleji z divodu citlivosti materialu.

Buinky v odebraném vzorku se rychle rozpadaji.
2.1.6 Stolice

Stolice je podobnym materidlem jako moc, je snadno ziskatelna, avsSak zde se

vyskytuje nejvice preanalytickych chyb, kterych se dopousti pacienti, ktefi odbér provadi.
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Jedna se o samotny odbér anebo uchovani, které 1ékar ¢i laboratot nem4, jak zkontrolovat
a kterymi mohou byt ovlivnény vysledky. Stolice je velmi dilezita, predstavuje

vyznamny odpadni produkt, ktery nas informuje o stavu traviciho traktu (Stefanek, 2023).
2.2 Klinickad biochemie — vybrané parametry

Pro prehled vyuziti riznych biologickych materiald byla vytvorena tabulka
vybranych biochemickych vySetieni.

Tabulka 1 — vybrané biochemické markery (vypracovano dle: Zima a Mrazovd, 2016)

FUNKCE MARKER MATERIAL
ACIDOBAZICKA ROVNOVAHA - pha krev
albumin plazma, sérum, moc, likvor
BILKOVINY celkova bilkovina plazma, sérum, moc, likvor
prealbumin plazma, sérum
cystatin C sérum
FUNKCE LEDVIN kreatirvlin : plazma, se:rum, mo%
kys. mocova plazma, sérum, moc
mocovina plazma, sérum, moc
myoglobin plazma, sérum
FUNKCE SRDCE NT-proBNP plazma
troponin | plazma, sérum
GLUKOZA - phna krev, plazma, sérum, mog, likvor
GLYKOVANY HEMOGLOBIN - pha krev
ALP plazma, sérum
ALT plazma, sérum
JATERN{ TESTY AST plazma, sérum
bilirubin plazma, sérum
GGT plazma, sérum
LD plazma, sérum
KALPROTEKTIN - stolice
feritin plazma, sérum
METABOLISMUS ZELEZA transferin sérum, likvor
zelez0 plazma, sérum
draslik pha krev, plazma, sérum, mo¢
fosfor plazma, sérum, moc
horc¢ik plazma, sérum, moc
MINERALY chloridy pha krev, plazma, sérum, likvor
sodik plazma, sérum, moc, likvor
vapnik plazma, sérum, moc
ionizovany vapnik plna krev
OKULTNI KRVACENI - stolice
OSMOLALITA - sérum, mo¢
STAV CEV celkovy cholesterol plazma, s’érum
TAG plazma sérum
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3 Jatra

Jatra jsou dulezitym organem v téle, protoze jsou centrem mnoha fyziologickych
procest. Mezi fyziologické procesy fadime metabolismus makronutrientd, regulaci
objemu krve, podporu imunitniho systému, jsou také endokrinni kontrolou signalnich cest
rastu. Jako dalsi zajistuji homeostazu lipidl a cholesterolu. Jatra oxiduyji lipidy, ale také
mohou ty prebyteCné vazat do tukové tkané a ukladat je. Jatra dale odbouravaji jedy,
chemikalie (xenobiotika) a mnoho soucasnych 1éCiv. Pro tyto fyziologické procesy je
potieba energie, kterou ziskavame prave zpracovanim a metabolismem makrozivin. Dalsi
dilezitou tulohou jater je ukladani glukézy ve formé glykogenu. Jsou hlavnim
zpracovatelem bilkovin a aminokyselin a tim jsou zodpovédné za vylucovani bilkovin do
krve. Zpracovani aminokyselin je dulezité pro ziskavani energie a likvidaci dusikatych
latek z rozkladu proteinti ve formé mocoviny (Trefts et al., 2017). Jatra jsou centralnim
metabolickym organem, ktery reaguje na inzulin. Inzulin fidi metabolickou homeostazu
celého teéla. Behem obdobi plstu jatra katabolizuji mastné kyseliny a ulozeny glykogen,
aby byly splnény metabolické pozadavky téla. V postprandialnich stavech (stav po jidle)
inzulin signalizuje jatram, aby ukladaly prebyte¢né ziviny do triacylglycerolt,
cholesterolu a glykogenu. Nealkoholové ztucnéni jater, spektrum onemocnéni zahrnujici
ztuénéni jater, cirhozu a fibrozu jater je spojovano s abnormalnim metabolismem lipidu
zprostiedkovanym inzulinem (Uehara et al., 2023). Jatra a srdce jsou v uzkém vztahu,
protoze porucha srdce (selhani srdce) muze vést kjaterni dysfunkci a naopak
(Xanthopoulos et al., 2019). Jaterni buiiky (hepatocyty) tvoii kriticky dilezitou bunécnou
vrstvu, kterd odd€luje sinusovou krev od kanalikularni Zzlu€i. Maji jedinecné
organizovanou polaritu s bazalni membranou k jaternim sinusoidnim endotelidlnim
burikam, zatimco jeden nebo vice apikalnich polt miize prispivat k nékolika zluCovym

kanalkiim spole¢né s protilehlymi hepatocyty (Gissen a Arias, 2015).

Jatra piijimaji krev z portalni zily a jaterni tepny. Prijiméani krve ze dvou cév,
chrani jatra — pokud selze jeden zdroj, jatra nadale funguji diky tomu, ze jsou zasobovana
druhym. Celkovy pratok krve jatry se pohybuje 800 — 1200 ml/min. Hmotnost jater tvofi
2,5 % celkové télesné hmotnosti, ale pfijimaji 25 % srdecniho vydeje (Xanthopoulos

et al., 2019).

Radou pfirozenych biochemickych reakci v jatrech vznikaji reaktivni formy

kysliku (ROS, z anglického reactive oxygen species), vétSinou souvisi s procesy, které
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jsou zapojeny do detoxikace. Pokud télo vystavime vysokym hladinam toxinu
(napt. alkohol, hepatotoxické 1éky) nebo intenzivni oxidaci mastnych kyselin
(. inzulinova rezistence), vede to ke zvySené produkci ROS. Za vzniku nerovnovahy
s pretrvanim pfitomnosti ROS, které nejsou neutralizovany endogennimi antioxidanty
(proteiny, které jsou schopny vazat ptfechodné prvky a ménit jejich oxidoredukcni
vlastnosti tak, aby ptestaly katalyzovat radikalové reakce), vznika stav, ktery nazyvame
oxidacni stres. Oxidacni stres se podili na patogenezi riznych jaternich poruch vcetné

jaterni fibrozy (Gillessen a Schmidt, 2020).
3.1 Jaterni onemocnéni

Onemocnéni jater jsou patologické zmény, které jsou zpusobeny fadou patogennich
faktort, jako jsou viry, alkohol, drogy apod., vCetné akutniho poskozeni jater, virové
hepatitidy, alkoholového onemocnéni jater, jaterni fibrozy, metabolického ztucnéni jater
a hepatocelularniho karcinomu (Karanjia et al., 2016; Wang et al., 2021; Xu et al., 2022).
Jatra jsou prvnim organem, ktery je vystaven v§em molekulam ze stfev a zvySenému
zanétu zpusobenému zvySenim nebo zmeénou expozice bakterialnim vedlejSim
produktiim nebo metabolitim v disledku stfevniho edému nebo zmén strevni mikroflory
a jsou spojeny se srdecnim selhanim 1 onemocnénim jater. Mikrobiota ovliviiuje tedy osu
srdce-jatra fadou mechanismii véetné metabolismu lipidl, glukdézy, cholesterolu,
zlu€ovych kyselin a zanétu (Xanthopoulos et al., 2019). K zanétlivym onemocnénim jater
neodmyslitelné€ patii regulovana bunécna smrt, ktera je klicova pro fizeni vysledku
metabolického onemocnéni jater. Rizné typy bunécné smrti mohou koexistovat, kdyz
metabolické onemocnéni progreduje do zanétu, fibrozy a nasledné cirhozy (Gautheron
et al., 2020; Xu et al., 2022). Nektera onemocnéni mohou nadmérné stimulovat schopnost
samoléCeni jater a zpusobit nadmémé hromadéni bunéCné matrice a kolagenu.
Dekompenzace jaterni fibrozy vede k cirhéze, kdy se nahromadi fibroticka extracelularni
matrix, kterd zhorSuje schopnost jater vymenovat tekutiny (Neshat et al., 2021). Obecné
vime, ze spanek je komplexni, vysoce regulovany proces nezbytny pro lidské zdravi.
Proto poruchy spanku a bdéni se Castéji podileji na patogenezi chronického onemocnéni
jater, hlavné na rozvoji progresi nealkoholového ztucnéni jater a onemocnéni

souvisejicich s alkoholem (Marjot et al., 2021).

Jaterni onemocnéni postihuji miliony lidi na celém svété. Ve vétSine€ vyspélych

zemi vyskyt virovych hepatitid klesa v disledku modernich pokroki v prevenci,
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diagnostice a terapii onemocnéni. Vyrazné snizeni v mnoha zemich pfislo po rozsiteni
programu systematické imunizace proti viru hepatitidy B. Naproti tomu se zlepSovanim
zivotni urovné se zvySuje prevalence metabolickych onemocnéni jater vcetné
nealkoholového ztu¢néni jater a onemocnéni jater, které je spojeno s uzivanim alkoholu,
coz vede k nartistu mnozstvi piipadu fatalnich onemocnéni jater — jaterni selhani, cirhoza

a rakovina (Karanjia et al., 2016; Pimpin et al. 2018; Xiao et al., 2019).

Po celém svéte doslo k nartstu prevalence nealkoholového ztucnéni jater, paralelné
s diabetem a metabolickym syndromem. Nealkoholové jaterni choroby, kontinuum
jaternich abnormalit od nealkoholového ztu¢néni jater po nealkoholovou steatohepatitidu
ma ruzny prubéh, ale mohou vést k cirhoze a rakoviné jater (Karanjia et al., 2016;

Friedman et al., 2018).
3.1.1 Nealkoholové ztucnéni jater (NAFL)

Nealkoholové ztuénéni jater (NAFL, z anglického non-alcoholic fatty liver) je
charakterizované steatozou jater bez zanétu, ktera mize vést k pokrocilé fibroze, cirhdze
a hepatocelularnimu karcinomu (Aguilera-Méndez, 2019; Paternostro a Trauner, 2022).
Jaterni steat6za je celosvétove jednim z nejrozsifenéjSich chronickych onemocnéni jater,
kdy postihuje pfiblizné jednu ¢tvrtinu celosvétové populace a predpoklada se, ze do roku
2030 se stane hlavni indikaci transplantace jater (Xu et al., 2022). Podskupina pacientt
s timto onemocnénim muze progredovat do nealkoholové steatohepatitidy, coz je
zavaznéjsi forma onemocnéni jater, ktera je charakterizovana poSkozenim hepatocytl,
zanétem a fibrézou. Mezi Casné metabolické rysy, které ovliviiuji NAFL, patfi nadvyziva,
inzulinova rezistence a obezita (Karanjia et al., 2016; Aguilera-Méndez, 2019; Bence
a Birnbaum, 2021). Steat6za mize byt také disledkem sekundarnich pficin, které zahrnuji
alkoholismus, HCV, tézky ubytek hmotnosti, celkovou parentalni vyzivu (vyziva
podéavana infuzi do zil) a léky (Karanjia et al., 2016). Jaterni steatdza je iniciovana
zvySenym pritokem lipidQ do jater nebo snizenou likvidaci lipidi a je definovana jako
ptitomnost velkych a malych tukovych vacka, prevazné triacylglyceroli hromadicich
se v hepatocytech. Hlavnimi zdroji mastnych kyselin jsou volné mastné kyseliny (FFA,
z anglického jazyka free fatty acids) v plazmé z lipolyzy tukové tkang, zvySena de novo
lipogeneze, snizena oxidace mastnych kyselin a také snizena sekrece lipoproteinu s velmi
nizkou hustotou (VLDL, z anglického very low-density lipoprotein) (Karanjia et al.,

2016; Aguilera- Méndez, 2019; Kumar et al., 2021).
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Toto onemocnéni je tézké diagnostikovat z divodu asymptomatickych ptiznaka,
dokud se neobjevuji komplikace (Aguilera-Méndez, 2019). Pro diagnostiku je Siroce
vyuzivan ultrazvuk, ktery také muze detekovat vaskularni zmeény chronického

onemocnéni jater (Karanjia et al., 2016).

Prechod onemocnéni od NAFL k NASH je heterogenni a predstavuje komplexni
kolektivni integraci metabolickych komorbidit, genetickych variaci, véku, etnického
puvodu a stravy. Predpoklada se, ze ke zhorSeni onemocnéni dochazi nasledné nebo
soubézné s nadmirou hromadéni tuku v jatrech pfispiva vicenasobna poskozeni, vCetné
lipotoxicity, zvySeného oxida¢niho stresu, uvolfiovani zanétlivych cytokini a naruseni

sttevni bariéry (Bence a Birnbaum, 2021).

Mezi lécebné strategie pro pacienty s NAFL bez rozvoje fibrozy patii uprava

zivotniho stylu, v€etné zmény stravy, cvi¢eni a hubnuti (Xu et al., 2022).
3.1.2 Nealkoholova steatohepatitida (NASH)

Nealkoholova  steatohepatitida (NASH, =z anglického non-alcoholic
steatohepatitis) je charakterizovana jako nekrotizujici zanét s rychlejsi progresi fibrozy
nez nealkoholové ztuénéni jater. Jedna se o zanétlivy podtyp nealkoholovych jaternich
chorob a je spojena s progresi onemocnéni, rozvojem cirhozy a potfebou transplantace
jater (Schuster et al., 2018; Powell et al., 2020; Sheka et al., 2020). Nedavno se prokazalo,
ze NASH je vyznamna pfi¢ina hepatocelularniho karcinomu (Fujii et al., 2020). NASH
je siln€ spojena s obezitou, dyslipidémii, diabetem 2. typu a metabolickym syndromem
(Sheka et al., 2020). NASH se stala hlavni pfi¢inou onemocnénim jater napiic celym
svétem (Xu et al., 2022). Ustiedni problém v této oblasti se tyka identifikace faktord,
které spoustéji zanét, a tak podporuji prechod z nealkoholového ztu¢néni jater na
nealkoholovou steatohepatitidu. Spoustéce zanétu jater mohou mit svij pivod mimo jatra
(napf. vtukové tkani nebo stfevu) 1 uvnitf organu (napiiklad lipotoxicita, vrozené
imunitni reakce) (Schuster et al., 2018). Pacienti s progresivni variantou nealkoholové
jaterni choroby a NASH maji vyznamné vyS$S§i riziko multisystémové morbidity
a mortality. V souCasné dobé& neexistuji zadné schvalené farmakologické terapie NASH

(Konerman et al., 2018).

I pfesto, ze existuje fada neinvazivnich testl a skorovacich systémi pro

charakterizaci nealkoholové jaterni choroby a NASH, jaterni biopsie je jedinou
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uznavanou metodou k diagnostice pro nealkoholovou steatohepatitidu (Hualek

a Dresslerova, 2015; Sheka et al., 2020).

Vétsina pacientd s NASH je asymptomaticka bez klinicky relevantnich vysledka

po celé desetileti, ale néktefi mohou rychle progredovat (Friedman et al., 2018).
3.1.3 Nealkoholova jaterni choroba (NAFLD)

Nealkoholova jaterni choroba (NAFLD, z anglického non-alcoholic fatty
liver-disease) je problémem zdravi celé verejnosti. NAFLD ma prevalenci 25 % dospélé
populace ve svété a je hlavni pficinou cirhozy, hepatocelularniho karcinomu, centralni
obezity, dyslipidémie, hypertenze a hyperglykémie (Younossi et al., 2018; Targher et al .,
2020; Powell et al., 2021; Bence a Birnbaum, 2021; Pouwels et al., 2022). NAFLD je
charakterizovano nadmérnou akumulaci tuku v jatrech (steatdza), ktera je spojena
s inzulinovou rezistenci a definovana pfitomnosti steatozy ve > 5 % hepatocyta dle
histologického vySetteni (Hejlova, 2017). NAFLD patii mezi nejcastéj§i chronické
onemocnéni jater v zapadnim svété (Hualek a Dresslerova, 2015; Bence a Birnbaum, 2021;
Pouwels et al., 2022). NAFLD je spole¢ny jmenovatel pro Siroké spektrum onemocnéni
¢i poSkozeni jater, od steatdozy s mirnym zanétem nebo bez néj (nealkoholové ztuénéni
jater, NAFL) az po nealkoholovou steatohepatitidu (NASH) (Hejlova, 2017; Powell et
al., 2020; Pouwels et al., 2022). NASH je charakterizovano jako nekrotizujici zanét
s rychlejsi progresi fibrozy nez nealkoholové ztuc¢néni jater. NAFLD ma souvislost
s metabolickym syndromem a diabetem 2. typu (Powell et al., 2020). Za metabolické
faktory, které souviseji s rozvojem NAFLD, povazujeme obezitu u 51,3 % postizenych
pacientt, diabetes 2. typu u 22,5 %, dyslipidemii u 69,2 %, hypertenzi u 39,3 %
a metabolicky syndrom u 42,5 % (Hejlova, 2017). Také je znamo, ze bezlepkova dieta
je spojena se zménénym piijmem makronutrientd a metabolickym syndromem. NAFLD
je charakteristickym znakem jaterniho metabolického syndromu, a proto vice nez jedna
tfetina pacientu s celiakie, ktefi dodrzovali bezlepkovou dietu, méla soubézné NAFLD.
Pravé toto zjisténi predstavuje trojnasobné zvySeni rizika pro celiaky ve srovnani
s béznou populaci (Tovoli et al., 2018). Inzulinova rezistence je spolenym rysem
NAFLD, ktery ptispiva k jeji patogenezi. Inzulinova rezistence je charakterizovana
snizenou likvidaci glukézy v nehepatalnich tkanich, vcetné tkané tukové a svala
(Friedman et al., 2018). I presto, ze vétSina pacienti se ztukovaténim jater je obézni,

musime poznamenat, ze NAFLD mutze postihnout i $tihlé jedince, vtom pripadé
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vyuzivame termin ,§tthla NAFLD®“ nebo ,neobézni NAFLD*. Stihla NAFLD byla
puvodné popsana v asijskych zemich, kde je mira obezity a primérny index télesné
hmotnosti (BMI, z anglického body mass index) niz§i, ale od té doby byla
zdokumentovana 1 v jiné populaci. Nékteré studie naznacuji, ze Stihli pacienti s NAFLD
jsou vice ohrozeni zavaznéj§im a progresivnim onemocnénim jater a metabolickymi
abnormality ve srovnani s pacienty s vy$§im BMI. Naproti tomu jina studie nedavno
prokazala niz§i vyskyt cirhdzy a kardiovaskularnich onemocnéni ve skupiné€ stihlych

NAFLD (Bence a Birnbaum, 2021)

NAFLD muze byt zpasobeno poskozenim hepatocytt, zanétlivymi procesy
a fibrozou. Vse je vidét na jaterni biopsii a muze se pohybovat od mirn¢jSich forem,
tj. steatoza, az po formy, které jsou pro lidsky organismus zavazné&jsi, tj. NASH, pokrocila

fibroza, cirhoza jater a jaterni selhani (Pouwels et al., 2022).

Stoupa mnozstvi diikazi, které ukazuje, ze NAFLD je silné spojena se zvySenym
rizikem z&vaznych kardiovaskularnich piihod a dalSich srde¢nich komplikaci, jako je

kardiomyopatie, kalcifikace srde¢nich chlopni a arytmie srdce (Targher et al., 2020).

Definujici znak pro NAFLD jsou lipidové kapénky v hepatocytech, které tvori
lipoprotein s velmi nizkou hustotou (VLDL). Kapénky jsou tvofeny z toho divodu, ze
triacylglyceroly nejsou exportovany do krve z jater. Tyto kapicky mohou pfispivat

k zasobé& mastnych kyselin v butikach po jejich lipolyze (Friedman et al., 2018).

Na vysoké urovni lze cestu onemocnéni NAFLD popsat ve tfech fenotypovych
stadiich: nealkoholové ztucnéni jater, nealkoholova steatohepatitida s fibrozou nebo bez

ni a nakonec cirhoza nebo hepatocelularni karcinom (Bence a Birnbaum, 2021).
3.1.4 Cirhoza jater

Cirhéza je difuzni proces jater, ktery je charakterizovan chronickym zanétem
parenchymu jater, nekrézou hepatocyti, uzlovitou regeneraci jejich zbytkli a zmnozenim
vaziva. Vysledkem je prestavba bunck jater v cirhotické uzly. Onemocnéni prechazi
z asymptomatické (kompenzované) faze do faze symptomatické (dekompenzované), coz
ma za nasledek vysokou mortalitu (Bruha et al., 2018; Gines et al., 2021). Cirhoza jater
je konecnou a nevratnou fazi chronickych jaternich onemocnéni, které vede k portalni
hypertenzi (Hejda, 2015; Brdha et al., 2018). Castou komplikaci cirhézy jsou mimo

portalni hypertenze nasledné jicnové varixy, coz vede k mortalité pacienti postizenych
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timto onemocnénim (Zvarova et al., 2021). Prvni fazi zmény jaterniho parenchymu
oznaCujeme jako fibrozu. Fibroza je reakce jaterniho parenchymu na chronické
poskozeni, které bylo zptsobeno raznymi etiologickymi faktory, vedouci ke vzniku
cirh6zy. Prvotnim impulzem ve vyvoji chronické jaterni choroby je poskozeni
epitelialnich bunék jater (hepatocyti). Oznaceni fibroza pouzivame i pro jiné tkané mimo
jatra (Braha et al., 2018). Na iniciaci a progresi jaterni fibrozy a cirhdzy se podili mnoho
typt bunék, cytokin a miRNA (microRNA — malé nekodujici molekuly ribonukleové
kyseliny) (Zhou et al. 2014). Cirhdza je spojena sama o sob& s vyraznymi zménami
sttevni mikroflory a poSkozenim na raznych arovnich obrany stfevni bariéry, vCetné

epitelialnich, vaskularnich a imunitnich bariér (Albillos et al., 2020).

V dnesni dob¢ je vySetieni pii podezieni na jaterni cirh6zu neinvazivni. VySetfeni
provadime ze séra a elastografii, které postupné nahrazuji jaterni biopsii (Hejda, 2015).
Jaterni elastografie je neinvazivni metoda vysSettujici elasticitu jaterniho parenchymu
pomoci ultrazvuku. Vyuziva se po celém svété. Hraje zasadni roli pfi hodnoceni
zavaznosti jaterni fibrozy. Elastografické metody jsou také schopny neinvazivné
vyhodnotit pfitomnost portalni hypertenze a riziko souvisejici s komplikacemi jaterni
fibrozy (Senkefikova, 2017, Bednai a Dvoiak, 2022). Polatedni vySetfeni sérologie
zahrnuje virové hepatitidy, feritin, kompletni krevni obraz, jaterni testy a protrombinovy

Cas (Smith et al. 2019).

Jednou z nejCastéjSich pficin vzniku jaterni cirhozy je chronickd hepatitida
C (Hejda, 2015). Cirhoza jakékoliv etiologie zvySuje riziko hepatocelularniho
karcinomu, hlavné pokud je zptusobena hepatitidou C a B (HCV, z anglického hepatitis
C virus a HBV, z anglického hepatitis B virus). Z divodu vyssiho rizika se doporucuje
provadét screening vSech cirhotikt ultrazvukem jater kazdych 6 mésict (Hartke et al.,

2017).

Cirhoza jater je velmi rozSifena po celém svété a mize byt dusledkem riznych
pfi€in, napf. obezita, nealkoholové ztucnéni jater, nadmérnd konzumace alkoholu,

hepatitida B a C, autoimunitni onemocnéni apod. (Gines et al., 2021).
3.1.5 Hepatoceluldarni karcinom (HCC)

Hepatocelularni karcinom (HCC, z anglického hepatocellular carcinoma) je

primarni jaterni malignita hepatocytd, se kterou se beézné setkavame na pozadi
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chronického onemocnéni jater a cirhozy (Chidambaranathan-Reghupaty et al., 2021;
Gilles et al., 2022; Vogel et al., 2022). Hepatocelularni karcinom je celosvétové predni
rakovinou, jejiz vyskyt se zvySuje a uzce souvisi s pokroCilym onemocnénim jater.
Cirhéza jater predstavuje nejvétsi rizikovy faktor pro tuto malignitu. I pres pokrok
lékarské péce a chirurgické terapie je hepatocelularni karcinom jednou z nejcastéjSich
pfi€in umrti souvisejicich s rakovinou po celém svété (Hartke et al., 2017; Forner et al.,

2018; Vogel et al., 2022).

Pro diagnostiku neni povinné histopatologické vysetieni tkané. Ve vétsin€ pripada
lze diagndzu stanovit na zdkladé zobrazovacich technik (Clark et al., 2015; Hartke et al.,

2017; Gilles et al., 2022).

Preziti u pacienti s HCC je urCeno anatomickych stadiem, biologickym stupném
a zavaznosti cirhozy (Gilles et al., 2022). Existuje ne€kolik terapeutickych modalit pro
HCC, které zahrnuji chirurgické moznosti (resekce nebo transplantace jater), ablativni
elektrochemickeé terapie (radiofrekvencni ablace — metoda lokalni terapeutické destrukce
tkané vyuzivajiciho tepelného ucinku), neablativni 1écba, ktera zahrnuje katetrizacni
embolické terapie a nekatetrizacni terapie (Clark et al., 2015; Hartke et al., 2017;
Chidambaranathan-Reghupaty et al., 2021; Gilles et al., 2022; Vogel et al., 2022).

3.2 Biochemické testy jaternich funkci

Hodnoceni stavu pacienti s chronickym onemocnénim jater je z velké Casti
zalozeno na posouzeni klinické anamnézy, fyzikalniho vysetieni a méteni nespecifickych
jaternich enzymi. VétSina precirhotickych chronickych jaternich onemocnéni je
asymptomaticka, klinické ptiznaky jsou nespecifické. Vyuzivame proto biochemii pro
otesty jaternich funkci“, mezi které fadime alaninaminotransferazu (ALT),
aspartataminotransferazu (AST), alkalickou fosfatazu (ALP/AF), celkovy bilirubin
(bili/BILT) a gama-glutamyltransferazu (GGT/MT) a v ramci hematologickych vySetteni
pocty jednotlivych krevnich bunék a protrombinovy Cas (zastarale Quickuv test). Dal§im
zakladem pro diagnostiku je histologické vySetteni jaterni biopsie (Karanjia et al., 2016;
Badmus et al., 2022). Prevalence abnormalnich vysledk jaternich testi v bézné populaci
se odhaduje na 10 — 20 %. ZvySené hladiny transaminaz jsou spojeny se zvySenym

rizikem Gmrtnosti souvisejici s jatry (Smith et al., 2021; Badmus et al., 2022).
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3.2.1 Alaninaminotransferdza (ALT)

Alaninaminotransferdza je kliCovym enzymem, ktery odrazi funkci jater ve
fyziologickém i patofyziologickém stavu jedince. Ve srovnani
s aspartataminotransferdzou a gama-glutamyltransferazou je alaninaminotransferaza
nejtésnéji spojena s ukladanim tuku v jatrech. ALT proto nejCastéji pouzivame jako

marker pro diagnostiku pro NAFLD (Qiu et al., 2023).

Alaninaminotransferaza se pfevazné nachazi v jatrech a kosternich svalech, kde
katalyzuje alanin na alfa-ketokyseliny. Mimo jiné nalezneme alananintransferazu
ivtukové tkani. ALT usnadiiuje glukoneogenezi, zakladni metabolicky proces
k produkci glukozy a energie. Pokud jsou jaterni buiiky poSkozeny, uvoliuji ALT do krve
(Saito et al., 2022). ALT existuje ve dvou formach s riznou distribuci ve tkanich. ALT1
ma relativné vysokou expresi v tlustém stfevé, tukové tkani a jatrech. Exprese ALT2 je
vysoka hlavné v mozku, tukové tkani, jatrech a kosternim svalstvu (Hatazawa et al.,

2018).

Sérovou hladinu ALT bézné¢ méfime ve spojitosti s jaternimi testy, spolecné
s AST, GGT, ALP, hladinou bilirubinu a triacylglycerolt. Vyssi hodnoty nachazime
u onemocnéni jater a kosterniho svalstva. ZvySené hladiny jsou spojeny s vyssim rizikem
rozvoje kardiovaskularnich onemocnéni. Naproti tomu nizké hodnoty sérového ALT
byvaji spojené se starnutim, kiehkosti a sarkopenii (ubytek svalové hmoty) (Bekkelund,
2021; Saito et al., 2022). Znalost hladiny alaninaminotransferazy naim pomaha rozpoznat
rozdil mezi akutnim ¢i chronickym poskozenim jater, ov§em vysledek nesouvisi s tim, do

jaké miry mohou byt jatra posSkozena (Berman, 2023).
ALT katalyzuje pfeménu alaninu na alfa ketokyseliny (Saito et al., 2022).

Referencni meze jsou u muzu a zen lehce rozdilné. Fyziologické hodnoty jsou
0,10 — 0,78 pkat/l. (Fyziologické hodnoty se mohou v raznych laboratofich lisit) (Zima
a Mrazova, 2016).

3.2.1.1 Funkce alaninaminotransferazy

ALT hraje dualezitou roli v glukoneogenezi a metabolismu aminokyselin béhem

hladovéni. V kosternim svalstvu ALT pfenasi a-aminoskupinu z glutamatu na pyruvat
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s cilem vzniku alaninu. Vznikly alanin, ktery je uvolnény z kosterniho svalstva, se poté

vyuzije jako substrat pro glukoneogenezi v jatrech (Hatazawa et al., 2018).

Dulezitou fyziologickou tlohou ALT je katalyza reverzibilni transaminaci alaninu
a a-ketoglutaratu, kdy vznika pyruvat a glutamat v cytoplazmé, endoplazmatickém
retikulu a mitochondrialni siti (nazyvame téz jako ,,glukdzo-alaninovy cyklus®). Pyruvat
je poté redukovan na L-laktat pomoci laktatdehydrogenazy (LDH, z anglického lactate
dehydrogenase) (Adeva-Andany et al., 2014; Hatazawa et al., 2018).

Alanin je charakterizovan jako nepolarni, neesencialni aminokyselina, jejiz
potieba je pii metabolismu cukrt a kyselin. ZvySuje také imunitu a dodava energii pro
svalovou tkan, mozek a nervovy systém. Alanin je po glycinu nejjednodussi

aminokyselina je jeden ze stavebnich jednotek bilkovin (Caetano et al., 2023).
3.2.2 Aspartataminotransferdaza (AST)

Aspartataminotransferdza je organové nespecificky enzym, ktery nalezneme
v mnoha tkanich t&la, kde katalyzuje reverzibilni reakci transaminace (Otto-Slusarczyk

et al., 2016).

Existuji dvé izoformy AST, 1. cytoplazmaticka nebo také cytosolicka
(oznacujeme AST1 nebo cAST) a 2. mitochondridlni (AST2 nebo mAST).
Cytoplazmaticky izoenzym je produkovan buikami z tkani, jako je mozek, buikami
myokardu a burikami kosterniho svalstva. Mitochondrialni izoenzym je produkovany
hepatocyty. Vétsinou se vyskytuji spolecné a metabolicky spolu interaguji. Obé formy
jsou homodimery obsahujici vysoce konzervativni oblasti odpovédné za katalytické
vlastnosti enzymu. Tyto dvé izoformy nelze v pravidelnych jaternich testech rozlisit
(Otto—Slusarczyk et al., 2016; Li, 2020, Mandato a Vajro, 2021). Rozdily v primarni
strukture AST1 a AST2 urcuji rozdilné fyzikalné-chemické vlastnosti. Aktivita AST
v jatrech u dospélych je obou forem podobna (Otto-Slusarczyk et al., 2016).

AST je povazovana za méné specificky marker poskozeni jater nez ALT (Li,
2020). Obcasny nalez zvySenych hodnot sérovych aminotransferaz u jedinci bez
dan preventivni medicinou, kdy jsou ¢astéj$i zdravotni screeningy, kde méfime praveé
jaterni enzymy. Ve vétSin€ piipadi souvisi hypertransaminasémie s poskozenim jaternich

bunék, kdy hodnoty ALT jsou obecné vy$si nez hodnoty AST. Pokud je hodnota AST
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vyssi nez ALT, musime brat v uvahu jiné zdroje nez jatra, vCetné bunék srdce, svald,

ledvin, mozku a endokrinnich zlaz (Mandato a Vajro, 2021).

ALT spolecné s AST hraji velmi vyznamnou roli v biologickych procesech
a odrazeji spojeni mezi metabolismem sacharidi a bilkovin. Tyto enzymy jsou za
normalnich podminek u zdravych lidi uvolfiovany do plazmy konstantni rychlosti
v zavislosti na regeneraci hepatocyti s DRR 1 (z latinského De Ritis ratio, pomér
sérovych aktivit ALT a AST) (Turan a Baris-Dirim, 2022). Pomér AST/ALT vyssi nez
1 znaci tézké poskozeni bunék, které byva u pacientt s aktivni cirh6zou a metastazemi

do jater (Racek, 2019).

Referencni meze jsou u muzu a zen lehce rozdilné. Fyziologické hodnoty jsou

0,10 — 0,72 pkat/l (Zima a Mrazova, 2016).
3.2.2.1 Funkce aspartitaminotransferdzy

AST se podili na glukoneogenezi v jatrech a ledvinach, glyceroneogenezi
v tukové tkani a syntéze neurotransmiterti v neurogliové draze v mozku. Nedavno byla
prokdzana vyznamnéd role AST v glutaminolyze — normalni metabolické draze

v nadorovych buiikach (Otto-Slusarczyk et al., 2016).

Nejdulezitejsi fyziologickou ulohou AST je syntéza kyseliny L-aminosukcinové
(L-Asp), ktera je nezbytna pro mnoho dulezitych metabolickych procesi. AST
katabolyzuje reverzibilni transaminaci reakci, pfi které se oxalacetat a L-glutamat
pfeménuji na L-asparat a alfa-ketoglutarat. Substratova specifita enzymu je omezena na
4 vyse uvedené sloucCeniny. Syntéza L-Asp muze probihat za ucCasti asparaginazy, kterou
je AST. Produkuje vétSinu této aminokyseliny pro nitrobunéné premeény

(Otto-Slusarczyk et al., 2016).

L-Asp je charakterizovana jako neesencialni aminokyselina, jejiz potieba v téle
zdravého jedince je pln€ pokryta endogenni syntézou. Nejznaméjsi fyziologickou funkci
AST je dodavani L-Asp do mocovinového cyklu. Tento cyklus probiha v pericyklickych
hepatocytech a jeho cilem je vazat amoniak, ktery pochazi z katabolismu aminokyselin
anukleotidi. AST ma tedy ulohu v pfeménach vyzadujici L-Asp, jako je cyklus
mocoviny, syntéza purinovych a pyrimidinovych nukleotida v jatrech, tvorba L-argininu

(Otto—Slusarczyk et al., 2016).
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3.2.3  Alkalickd fosfatiza (ALP/ AF)

Alkalicka fosfataza je metaloenzym slozeny z fady izoenzymu. Kazdy izoenzym
je zde glykoproteinem (Vimalraj, 2020). Alkalicka fosfatdza ma 4 izotypy: stievni ALP
(IALP, z anglického intestinal alkaline phosphatase), tkanova nespecificka ALP
(TNSALP, zanglického tissue nonspecific alkaline phosphatase) a placentarni ALP
(PLAP, z anglického placental alkaline phosphatase) a alkalicka fosfataza ze zarodecnych
bunék (GCALP, z anglického germ cell alkaline phosphatase). Kazdy z nich vykazuje
razné katalytické aktivity a maji odlisné funkce. Alkalické fosfatazy jsou hydrolytické
enzymy, které uvolfiuji fosfatové skupiny z nékolika substratti s maximalni aktivitou pfi
alkalickém prostiedi (Singh a Lin, 2021; Gilboa et al., 2022; Riancho, 2022). Alkalické
fosfatazy maji zasadni roli v riznych funkcich, jako je napftiklad hydrolyza riznych
fyziologickych sloucenin obsahujicich fosfaty, prispivajici k syntéze DNA, kalcifikaci
kosti a zmirnéni zanétu (Zaher et al., 2020). Aktivita cirkulujici ALP se méni béhem
raznych fazi zivota, protoze je markerem aktivity osteoblasti. Zvysuje se tedy béhem fazi

rastu v détstvi a dospivani, kdy je mineralizace kostry vyssi (Cannalire et al., 2023).

Intestinalni nebo také stfevni alkalickd fosfataza je multifunkénim proteinem,
u kterého bylo prokazano, ze primarné chrani strevo a podili se na udrzovani homeostazy.
IALP je produkovana enterocyty v tenkém stfevé a vyluCovana do lumen, krve a stolice.
IALP ma mnoho funkci, mezi nejdalezitéjsi patii detoxikace lipopolysacharida, které
maji zodpoveédnost za propustnost stiev. Dale defosforyluje prozanétlivé nukleotidy,
reguluje sekreci bikarbonatu a udrzuje duodenalni pH, reguluje také stfevni mikrobialni
komunitu a antimikrobidlni proteiny (lysozymy) a mé i mnoho dalSich funkci (Singh

a Lin, 2021).

Tkanova nespecificka alkalicka fosfatdza je nejrozSifenéjsi formou ALP
v organismu, proto zahrnuje vétSinu celkové alkalické fosfatdzy meéfené v séru.
U dospélych zdravych jedinci ma zhruba polovina ptvod v jatrech a zbyla polovina
v kostech. Pokud je tedy zvySena hladina ALP, je to obvykle zpisobeno TNSALP
(Riancho, 2022). TNSALP je schopna hydrolyzovat nukleotidy jako ATP, ADP
(adenosindifosfat) a AMP (adenosinmonofosfat) (Bartlett et al., 2022).

Placentarni alkalicka fosfatdza se nachazi ve vysokych hladinach v placenté.
Placentarni ALP je tepelné stabilni enzym. V séru lze detekovat jen stopové mnozstvi

(Sharma et al., 2014).
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Alkalicka fosfataza ze zarodecnych bunék je tepelné stabilni isozym, ktery se
nachazi v nizkych hladinach v zarodecnych burikach (embryonalnich a nékterych
neoplastickych tkanich). Muze byt exprimovana v placenté, ale jen v nizkych hladinach

(Sharma et al., 2014).

Zvysena aktivita ALP v ob&hu je uznavana jako marker pro kosterni onemocnéni
nebo onemocnéni tykajici se jater a zluCovych cest (Siller a Whyte, 2017; Riancho, 2022).
Nizké hladiny ALP jsou méné cCasté a Casto zustavaji nerozpoznané, byly ale
napf. popsany u pacientt s celiakii a u endokrinologickych stavii (napf. hypotyredza)

(Riancho, 2022).

Referencni meze jsou u muzi a Zzen shodné. Fyziologické hodnoty celkové ALP

jsou 0,66 — 2,20 pkat/l (Zima a Mrazova, 2016).
3.2.3.1 Funkce alkalické fosfatazy

Spole¢nou funkci ALP je katalyza hydrolyzy fosfomonoestert, ktera zptisobuje
uvolnéni molekul anorganického fosfatu. Enzym ovSem miZze mit také transfosforylacni
aktivitu, pokud je v pfitomnosti vysokych koncentraci akceptorovych molekul fosfatu.
In vitro ma TNSALP Sirokou substratovou specifitu pro aktivni pfemeény, ale jen nékolik
znich jsou pfirozenymi substraty. Mezi né patfi: anorganicky pyrofosfat,

fosfoethanolamin a pyridoxal-5"-fosfat (Millan a Whyte, 2016; Bartlett et al., 2022).

Anorganicky pyrofosfat je inhibitorem mineralizace. Je hydrolyzovan TNSALP,
kdy vznika anorganicky fosfat. Anorganicky fosfat je pro nas nezbytny pro mineralizaci
kostni tkan€. Mineralizace kosti zahrnuje tvorbu krystalu hydroxyapatitu, ktery je
nerozpustny v extracelularnim prostiedi. Vznika interakce ionti vapniku a anorganického

fosfatu (Bartlett et al., 2022).

Pyridoxal-5"-fosfat je substratem TNSALP v leukocytech a bunééné linii
osteosarkomu, dale muaze byt hydrolyzovan pomoci TNSALP na fosfoethanolamin

(Bartlett et al., 2022).

IALP méni svou hladinu podél stieva a je schopna detoxikovat bakterialni
lipopolysacharidy defosforylaci. Diky defosforylaci lipopolysacharidii se nenavaze na
receptor, coz zabrafiuje spusténi zanétlivé kaskady. Dale se podili na vstiebavani

mastnych kyselin a hraje dalezitou roli pravé pii udrZzovani mikrobialni homeostazy

25



a funkce stfevni bariéry. IALP se podili na regulaci pH stfevniho povrchu a na kontrole
slozeni, funkce a anatomického umisténi slozek stfevniho mikrobiomu (Santos et al.,

2022).
3.2.4 Gama-glutamyltransferaza (GGT / GMT)

Gama-glutamyltransferaza je vsudypfitomny enzym na povrchu bunék. Je to
membranové vazany glykoprotein stavény ze dvou polypeptidovych fetézct. Lidska
gama-glutamyltransferaza je kodovana 7 riznymi geny nebo pseudogeny, které jsou
umistény na chromozomu 22q11 (Ndrepepa et al., 2018; Corti et al., 2020). GGT hraje
dulezitou roli v metabolismu glutathionu (GSH; nejdualezit€jsi antioxidant, obsahujici
aminokyseliny: glutamin, glycin a cystein) a gama-glutamylovych sloucenin z riznych
zdroji. Meéfeni aktivity GGT cirkulujici v krvi je pouzivano pro diagnostiku
hepatobiliarnich onemocnénich (onemocnéni jater a zluCovych cest) a jako marker pii
konzumaci alkoholu (Ndrepepa et al., 2018; Corti et al., 2020; Neuman et al., 2020).
Mimo jiné pfitahuje GGT pozornost z divodu vyuziti pii diagnostice v souvislosti
s diabetem a metabolickym syndromem, rakovinou, aterosklerézou a kardiovaskularnimi
chorobami. Kromé toho se GGT podili na metabolismu leukotrientl (G¢inné mediatory pfi
nekterych zanétlivych a alergickych reakci, jsou uvoliovany napf. bilymi krvinkami),
xenobiotik (latky t€lu cizi: 1éCiva, jedy, chemikalie) a neurotransmiterd (molekuly, které
jsou schopny pienaset mezi buiikami informace, nejcastéji svalova burika s nervovou

buikou) (Ndrepepa et al., 2018).

Zvysena hladina GGT je silnéji spojovana se zavaznosti ztucnéni jater nez
klasické markery zanétu, jako je ALT. Je také znamo, ze zvySena hladina GGT je spojena
s jaterni fibrézou a steatézou u pacienti s nealkoholickym ztu¢nénim jater. ZvySena
aktivita cirkulujiciho enzymu ma souvislost se zvySenym oxidacnim stresem (Ndrepepa
et al., 2018; Xing et al., 2022). Nékteré studie nedavno ukazaly, ze GGT a HDL
cholesterol (z anglického high density lipoprotein, lipoproteiny s vysokou hustotou) byly
spojeny s vyskytem NAFLD (Xing et al., 2022). Ve skute¢nosti NAFLD a metabolicky
syndrom maji spolecné rysy vcetné arterialni hypertenze, inzulinové rezistence, zvySené
hladiny triacylglycerolii, zhorSené glukozové tolerance a dalsich (Ndrepepa et al., 2018;

Neuman et al., 2020).
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Referencni meze jsou u muzi a Zen lehce rozdilné. Fyziologické hodnoty u muzi
jsou 0,14 — 0,84 pkat/l. Fyziologické hodnoty u zen jsou 0,14 — 0,68 pkat/l (Zima
a Mrazova, 2016).

3.2.4.1 Gama-glutamylovy cyklus

V y-glutamylovém cyklu se uvolfiuje z buriky glutathion a ektoenzym GGT
prenasi y-glutamylovou ¢ast GSH na aminokyselinu (cystin je nejlepsi akceptor). Vznika
y-glutamylaminokyselina a cysteinylglycin. y-glutamylaminokyselina muze byt
transportovana zpét do buiky a jakmile je uvnitf, y-glutamylaminokyselina je dale
metabolizovana za uvolnéni aminokyseliny a 5-oxoprolinu, ktery je pfeménén na
glutamat a pouzit pro syntézu GSH. Cysteinylglycin je $tépen dipeptidazou za vzniku
cysteinu a glycinu. Cystein je snadno pfijiman vétSinou bunék a, jakmile je piijat, vétSina
cysteinu je prenesena do GSH, Cast je prenesena do proteinu a ¢ast je degradovana na

sulfat a taurin (Lu, 2013).

Glutathion je hlavni antioxidant, ktery udrzuje homeostazu redoxnich stavi
v burikach a hraje tak dulezitou roli pfi udrzovani fyziologickych funkci vSech bunék.

Glutathion hojné nalezneme v jatrech a ledvinach (Aovama, 2021).
3.2.5 Celkovy bilirubin

Bilirubin patii mezi tzv. zluCova barviva. Bilirubin je katabolicky produkt
vznikajici pfi metabolismu hemu. V krevnim obéhu koluje v nekonjugované nebo
glukuronidové konjugované formé€. ZvysSovani hladiny bilirubinu v krvi je casto
pfiznakem onemocnéni jater, z toho divodu je jeho méfeni v séru nebo plazmé velmi
dilezité pro diagnostiku (Tai et al., 2021). Béhem studii molekularni biologie bylo
dokazano, ze samostatny bilirubin plsobi jako silny antioxidant (Conti, 2021). Dfive byl
bilirubin povazovan za potencialné nebezpecny odpadni produkt, nyni se ¢im dal vice
ukazuje, ze jeho molekula je dilezitym modulatorem biologickych funkci v téle. Jeho
funkce jsou vSestranné, a to od bunécné signalizace, modulace metabolismu az po
imunitni regulaci, kterd ovliviiuje biologické aktivity (Vitek a Tiribelli, 2021).
Antioxida¢ni u€inky ma ve fyziologickych koncentracich, kdy vychytava reaktivni formy
kysliku, coz vede ke snizeni oxidac¢niho stresu. Bilirubin pravdépodobné zlepSuje
endotelialni funkci, inhibuje progresi aterosklerézy a snizuje kardiovaskularni

komplikace inaktivaci oxidac¢niho stresu (Maruhashi et al., 2019). Antioxidacni ucinky
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maji vliv na fibrinogen, zabranuji jeho karbonylaci a agregaci. Pfitomnost bilirubinu

indukuje tvorbu fibrinu se silnéj§imi vlakny (Gligorijevi¢ et al., 2019).

Zvysené hladiny celkového bilirubinu v séru vyvolavaji hyperbilirubinémii
a ikterus, hlavné u novorozencu (Weirui et al., 2020). Pfi zvySené koncentraci je krevni
plazma zlut€jsi spolu s kuzi a i sliznicemi (Racek, 2019). Nasledkem vysokych hladin
bilirubinu je neurotoxicita a oxidacni stres (Conti, 2021). Hladiny bilirubinu mohou byt
zvySenéi v moci, a to u pacientu s jaternim onemocnénim nebo onemocnénim zlucovych
cest. Nizké hladiny konjugovaného a nekonjugovaného bilirubinu nalezneme u zdravych
jedinca (Tai et al., 2021). Hypobilirubinémie je nejcast€ji sledovana u pacientt, ktefi trpi
metabolickou dysfunkci. Metabolicka dysfunkce muze vést ke kardiovaskularnim

komplikacim, pfipadné mize skoncit mrtvici (Creeden et al., 2021).

U zdravého clovéka (nepocitame novorozence do dvou tydna Zivota) jsou
fyziologické hodnoty celkového bilirubinu < 25 pmol/l, konjugovaného < 7 umol/l
(Racek, 2019).

3.2.5.1 Vznik bilirubinu a jeho vylucovdni

Asi 80 % bilirubinu pochézi z degradace erytrocytarniho hemoglobinu. Béhem
erytropoézy jsou erytrocyty rozkladany ve sleziné, jatrech a kostni dfeni
retikuloendotelialnimi bunkami, které zptisobuji uvolfiovani globinu a hemu. Globin je
degradovan pomoci proteolytickych enzymu na aminokyseliny, které jsou transportovany
a reabsorbovany v téle véetné jater (StiGova a Jirsa, 2013; Hamoud et al., 2019). Hemovy
kruh se otevie hemoxygenazou, ktera uvoliiuje zelezo (Fe), oxid uhelnaty (CO)
a struktura kruhu se pfeméni na biliverdin. Nasleduje biliverdin reduktiza (BVR,
z anglického biliverdin reductase), ktera redukuje biliverdin na bilirubin. BVR existuje
ve 2 formach: biliverdin reduktaza A (BVRA, z anglického biliverdin reductase o)
a biliverdin reduktaza B (BVRB, z anglického biliverdin reductase ). BVRA je zasadni
pro produkei bilirubinu u dospélych, ktefi tvoti bilirubin IXa, zatimco IXp je vétsSinou
ptitomen ve fetalnim stadiu vyvoje. Bilirubin IXa je nerozpustny a vaze se v krvi na

albumin pro transport do jater ke konjugaci (Hamoud et al., 2019).

Bilirubin je eliminovan z téla konjugaci na kyselinu glukuronovou systémem
uridindifosfat glukosyltransferazy (UDP-glukosyltransferaza) v jatrech a ukladanim do

stolice pro odstranéni z téla (Hamoud et al., 2019).
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Vylucovani  konjugovaného bilirubinu do zluéi je zprostfedkovano
ATP-dependentnim transportérem. Krome transportu konjugovaného bilirubinu do zluci
je vyznamna ¢ast konjugovaného bilirubinu vylu¢ovana do sinusoidni krve a nasledné
zpétnd vychytavana hepatocyty pro koneénou biliarni exkreci (vyluovani zlui) (Sti¢ova

a Jirsa, 2013).
3.2.6 Glukoza

Glukoza je sacharid, ktery nase télo vyuziva jako zdroj energie. Zdrojem energie
je hlavné pro mozkovou tkarn, ale nezbytna je pro vétSinu lidskych bunék. VétSinu
glukozy pfijmeme potravou, vstiebana je v travicim traktu a krvi je dale transportovana
do celého téla (Mula a Nowis, 2011). Kromé traviciho traktu hraji dulezitou roli
v homeostaze glukozy ledviny. Ledviny uvoliuji glukézu do krevniho obéhu, aby télo
neupadlo do stavu hypoglykémie. Jsou také zodpoveédné za filtraci a naslednou reabsorpci
¢i vylu€ovani glukézy. Vzhledem k tomu, Ze je glukoza hydrofilni, tak neni schopna sama
prochazet lipidovou dvojvrstvou, proto probiha transport diky nosnym proteinim na
plazmatické membrané. Nosné proteiny jsou na sodiku nezavislé (GLUT proteiny,
z anglického Glucose Transporter) a na sodiku zavislé (SGLT proteiny, z anglického
Sodium Glucose Transporter) (Sedzikowska a Szablewski, 2021). Pasivni intracelularni
transport je zprostfedkovan a usnadnén proteiny GLUT a proteiny SGLT se podileji na
aktivnim transportu. Produkce GLUT a SGLT je zéavisla na tkani a ovlivnéna

metabolismem sacharidi (Mula a Nowis, 2011).

Glukoza je v tele ulozena ve formé glykogenu, ktery je pfirozené odbouratelny,
netoxicky (Besford et al., 2020). Hlavni zasobarnou glykogenu jsou jatra. U jedinca
se zdravymi jatry je syntéza a rozklad glykogenu v jatrech pfisné regulovan. Pri
abnormalnim metabolismu glykogenu jsou nasledkem patologické zmény v jatrech, a to
jaterni glykogenoza nebo inkluze glykogenu. Tento stav nastava pii genetickém
onemocnéni, nebo jde o ziskany stav jako je diabetes mellitus a nealkoholové ztu¢néni
jater nebo ucinky 1€kt (Soon a Torbenson, 2023). Mobilizace glykogenu ma velkou roli
ve zrani a imunitni aktivité dendritickych bunek, dale v proliferaci a metastatické ¢innosti
rakovinnych bunék. Glykogen hraje dulezitou roli v homeostaze glukozy, pfispiva
k dulezitym funkcim, které souviseji s agresivitou nadort a prezivani rakovinnych bunék

(Dauer a Lengyel, 2019).
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Glykogen nalezneme ulozeny téz ve svalech. Obnova zasob svalového glykogenu
vyzaduje dostateCny pfijem sacharidi z potravy a ¢as (Murray a Rosenbloom, 2018).
Glykogen ulozeny ve svalech je hlavnim substraitem béhem intenzivnich aktivit a po
veelku kratké dobé muze dojit k velkému snizeni. Je to rychle vyuzitelna energeticka
zasoba. (Vigh-Larsen et al., 2021). Béhem cvi€eni ¢i namahavéjsich aktivit je ptisun ATP
nezbytny pro procesy zavislé na energii, které¢ podporuji svalovou kontrakci (Hargreaves
a Spriet, 2018). Svalovy glykogen je pro télo dilezity pro spravné fungovani svalstva
(Vigh-Larsen et al., 2021).

Dale je glykogen ulozen v mozku, hlavné v astrocytech, ale 1 neurony maji aktivni
metabolismus glykogenu. Glykogen je kliCovy pro spravné fungovani mozku (Duran
et al., 2019). Glykogen, ktery je v mozku pfitomen, je v mnohem mensich koncentracich
nez v jatrech nebo svalech. Vyzkumem bylo zjisténo, ze mozkovy glykogen ma klicovou
roli pro schopnost uc¢eni a ve zménach hipokampalni synapse (dlouhodobé paméti)

zavislych na aktivité (Duran a Guinovart, 2015).

Neurony ziskéavaji glukozu z extracelularniho prostfedi, aby mohly produkovat
energii predevsim v zavislosti na transportéru glukozy 3 (Peng et al., 2021). Neurony maji
aktivni metabolismus glykogenu, ktery napomaha k toleranci k hypoxii. Nervové buiiky
mohou ovSem uchovavat jen nepatrné mnozstvi glykogenu, a to kvali tomu, Ze
progresivni akumulace molekuly vede ke ztraté neuront. Endogenni metabolismus
neuronového glykogenu je podstatny pii stresovych situacich. Akumulace neuronového

glykogenu pfispiva k neurodegenerativnim onemocnénim (Duran a Guinovart 2015).

Glukoza je v procesu glykolyzy Stépena, vznikd energie, ktera se preméiuje
v jatrech na glykogen, pokud je v prebytku, méni se na zasobni triacylglyceroly.
Monosacharidy jako fruktdéza a galaktéza jsou v jatrech na metabolismus glukozy

napojeny (Racek, 2019).

Glukoza by méla byt vkrevni plazmé udrzovana v rozmezi hladin
3,6 — 5,6 mmol/l nala¢no. Pokud je pacient po jidle, které obsahovalo sacharidy, hladina

by nemeéla presadhnout 9 mmol/l (Racek, 2019).
3.2.6.1 Metabolismus glukozy

Metabolismus glukozy v jatrech souvisi s glykosylani reakci a je spojen

s metabolismem mastnych kyselin (Adeva-Andany et al., 2016).
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Jatra pfijimaji sacharidy pfimo ze stfeva pomoci portalni zily. Glukokinaza
fosforyluje glukozu na glukézo-6-fosfat uvniti hepatocytu a tim zajistuje pfimétreny tok
glukozy do bunek, ktera ma byt metabolizovana. Glukokinaza je pfitomna ve tkani
pankreatickych ostruvki. Glukdza-6-fosfat mize postupovat né€kolika metabolickymi
cestami. Béhem postprandialniho obdobi (obdobi po jidle) se vétSina glukozo-6-fosfatu
vyuziva k syntéze glykogenu prostifednictvim tvorby glukédzo-1-fosfatu a UDP-glukozy
(uridin-difosfoglukosa, aktivovana forma alfa-D-glukozy). MenSi mnozstvi
UDP-glukozy se vyuziva pro vytvoreni UDP-glukuronatu a UDP-galaktozy (donory
monosacharidovych jednotek vyuzivané pti glykosylaci). Druhou moznou cestou
metabolismu glukéza-6-fosfatu je tvorba fruktoza-6-fosfatu, ktery muze zacit
hexosaminovou drahu k produkci UDP-N-acetylglukosaminu, nebo glykolytickou drahu,
kdy vznika pyruvat a poté acetyl-CoA (acetyl-koenzym A). Acetyl-CoA muze vstoupit
do cyklu trikarboxylové kyseliny, kde je oxidovan nebo muze byt exportovan do cytosolu
za cilem syntézy mastnych kyselin, kdyz je nadbytek glukozy v hepatocytech. Konecny
glukoza-6-fosfat muaze produkovat NADPH (nikotinamidadenindinukleotidfosfat)
a riboza-5-fosfat prostrednictvim pentofosfatové drahy (Adeva-Andany et al., 2016; Han
et al., 2016).

Metabolismus glukézy dodava meziprodukty pro glykosylaci, posttranslacni
modifikaci proteind a lipida, ktera modeluje jejich aktivitu, jako primarni palivo pro
tvorbu ATP. Kromé metabolizace sacharidu produkuji jatra glukézu, ktera je vyuzita
i jinymi tkanémi. Z rozkladu glykogenu nebo z de novo syntézy primarné laktat a alanin

(glukoneogeneze) (Adeva-Andany et al., 2016; Han et al., 2016).

Glykolyza je rozhodujici pro katabolismus glukézy ve vétsing bunék za ticelem
ziskani energie. Kli¢ové enzymy, které ovliviiuji rychlost této drahy, jsou: glukokinaza,
ktera preméfiuje glukdézu na glukozo-6-fosfat a fosfofruktokinaza-1, ktera preménuje
frukt6zo-6-fosfat na fruktozo-1,6-bisfosfat. Dale pyruvatkinaza jaterniho typu, ktera

preméniuje fosfoenolpyruvat na pyruvat (Han et al., 2016).
3.2.7 Triacylglyceroly (TAG)

Triacylglyceroly (TAG) jsou hlavnim zdrojem energie, kterou mame v téle ulozenou.
Ziskavame je ze stravy, kde jsou hlavni slozkou rostlinnych olejt, anebo si je do urcité
miry syntetizuje vétSina tkani (Du a Benning, 2016; Stone, 2022). Hlavnim zdrojem

energie jsou z davodu vysoké energetické hustoty. Vzhledem k jejich hydrofobnosti je
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omezena rozpustnost ve vodé, to klade specifické pozadavky na mechanismy dodéavani
avychytavani tkanémi, které TAG vyuzivaji. Jsou dilezité pro spravné fungujici
myokard, diky krevnimu obéhu a intracelularnim TAG, které poskytuji srdci mastné
kyseliny. Kromé zdroje energie maji pufrovaci schopnost potencionalné toxickych
amfipatickych derivatd mastnych kyselin (obsahuji hydrofilni i hydrofobni ¢ast) (Evans
a Hauton, 2016). Mastné kyseliny v jatrech jsou nekovalentné€ vazany na protein vazajici
mastné kyseliny 1 a jsou primarné metabolizovany mitochondridlni B-oxidaci nebo
esterifikaci za vzniku TAG. Likvidace mastnych kyselin tvorbou TAG je obecné
povazovana za adaptivni, ochrannou reakci na dodavku mastnych kyselin, ktera

prekracuje schopnost je metabolizovat (Friedman et al., 2018).

Zmény v metabolismu TAG mohou zapfi¢init nadmérné hromadéni, které vede
k obezité, kardiovaskularnim nemocem, inzulinové rezistenci a nealkoholovému ztu¢néni
jater (Stone, 2022). U postmenopauzalnich zen se substitu¢ni hormonalni terapii bylo
zjisténo, ze estrogenova terapie priznivé ovliviiuje hladiny LDL- a HDL- cholesterolu,
avSak muze nepfiznivé ovlivnit kardiovaskularni systém tim, ze se zvySuje hladiny
triacylglycerolt (Heidemarie, 2005). Obsah TAG v jatrech se zvySuje béhem cviceni
a muze stoupat dale n€kolik hodin poté, protoze se ukazalo, ze tento marker je zakladni
slozkou reakce na zatéz pfi metabolickém stresu. Hodnota jaternich TAG kolisa v reakci
na metabolické zmé&ny, jako jsou primarné dodavany do jater z krve po lipolyze TAG,
coz je proces, ktery je regulovan pusobenim inzulinu. ZhorSena postreceptorova
signalizace inzulinem (tzv. inzulinova rezistence) v tukové tkani prispiva k NASH
prostfednictvim nadmémému dodavani mastnych kyselin do jater. DalSim zdrojem
mastnych kyselin je jejich syntéza z glukozy a fruktozy lipogenezi (Friedman et al.,

2018).

TAG se dostavaji ze stfevni sliznice do lymfy, s lymfou spole¢né do venozni krve.
S bilkovinnou slozkou vytvareji spole¢né lipoproteinové castice (= chylomikrony), které
poté zpusobi chylozni vzhled plazmy nebo séra po jidle s vysokym obsahem tuku.
Chylomikrony koluji krvi a TAG jsou z nich poté Stépeny pomoci lipoproteinové lipazy,
kterou najdeme na povrchu endotelovych bunék. Zbytky chylomikrona poté v jatrech

zanikaji (Racek, 2019).

Referenéni meze jsou u déti a dospélych odlisné. Fyziologické hodnoty

u dospélych jsou 0,68 — 1,69 mmol/l (Zima a Mrazova, 2016).
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3.2.7.1 Vznik triacylglycerolu

Pfi nadbytku zivin jsou mastné kyseliny reesterifikovany na triacylglyceroly
a ukladaji se v lipidovych kapénkach v adipocytech (tukové buriky). Buniky rozkladaji
neutralni lipidy, kdyz je potfeba energie ve forme¢ mastnych kyselin nebo kdyz je tfeba
syntetizovat membrany. Proces lipolyzy predstavuje hlavni formu ukladani energie
u Cloveka i vétsSiny organismil. Pfi zvySené spotiebé energie se mastné kyseliny uvolriu;ji
ze zasob TAG ve fyziologickém procesu, ktery nazyvame intracelularni lipolyza. Hlavni
roli zde hraje protein zvany adipdzni triglyceridova lipaza (ATGL, z anglického adipose
triglyceride lipase, lipaza z tukové tkan¢), ktery katalyzuje pocatecni krok stépeni TAG
na diacylglycerol a jednu volnou mastnou kyselinu. Nasleduje lipaza citliva na hormony
(HSL, z anglického hormone sensitive lipase, lipaza citlivda na hormony), ktera
hydrolyzuje diacylglycerol na monoacylglycerol a jednu volnou mastnou kyselinu,
a monoglyceridova lipaza (MGL, z anglického monoglyceride lipase), ktera vaze
monoacylglycerol a vytvaii gycerol a jednu finalni molekulu volné mastné kyseliny.
Vzniklé mastné kyseliny lze vyuzit jako substraty pro vyrobu energie nebo mohou slouzit
jako prekurzory membranovych lipida a signalnich molekul (Meyers et al., 2017; Cerk
et al., 2018).

Pti porusené regulaci lipolyzy vznika nadbytek mastnych kyselin, coz ma lipotoxické
a destruktivni uCinky na organismus vcetné inzulinové rezistence, diabetu 2. typu,

ztuénéni jater a zanétu (Cerk et al., 2018).
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4 Ostropestiec mariansky

Ostropestfec mariansky (latinsky Silybum marianum L.) je jednoleta ¢i dvouleta
bylina v podobé bodlaku s nepiehlédnutelnymi fialovymi kvéty. Pivodem je ze
Stiedozemi, ale miZe se péstovat i v Cesku. Byva popisovano jeho vyuZiti coby dopliiku
stravy pfimo v podobé nazek, nebo z nich pfipraveného oleje, kapek nebo caje (kolektiv

autoru, 2019).

Silybum marianum se pouziva v lékarstvi, hlavné pii 1é¢b¢ jaternich onemocnéni
a onemocnéni zlucovych cest (Ni a Wang, 2016; Frassova a Ruda-Kucerova, 2017;
Gillessen a Schmidt, 2020). Ostropestiec mariansky se pouziva v Evropé pro lécbu jiz od

prvniho stoleti naSeho letopoctu (Gillessen a Schmidt, 2020).

Hlavni u¢innou slozkou je komplex flavonolignant, flavonoidu (taxifolin, kvercetin)
a polyfenolickych molekul, ktery je znamy jako silymarin (Frassova a Ruda-Kucerova,
2017; Gillessen a Schmidt, 2020). Flavonolignany tvoii dilezitou tfidu rostlinnych
sekundarnich metabolitd, které jsou tvofeny oxidativni vazbou flavonoidového
a fenylpropanoidniho zbytku (Sameh et al., 2017). V silymarinu se nachazi 4 hlavni
flavonolignanové izomery, kterymi jsou silibinin, isosilibinin, silichristin a silidianin, kdy
nejvice zastoupenym a biologicky aktivnim je silibinin (téz nazyvany jako silybin).
Silibinin m& mimo antioxida¢nich vlastnosti téz vlastnosti protizanétlivé a antifibrotické
ucinky (Gillessen a Schmidt, 2020). Pro tyto uUcinky se vyuziva k 1léCeni riznych
onemocnéni jater, zejména chronickych jaternich onemocnéni, cirhézy jater
a hepatocelularnimu karcinomu. Ma pfimy antivirovy ucinek, ktery je spojeny
s intraven6znim podanim pii infekci hepatitidy C. Silymarin ma dtlezité Gc€inky pii lécbé
nealkoholového ztuc¢néni jater (Federico et al., 2017). Kromé kladnych G¢inkt na jatra
jsou studiemi prokazané terapeutické ucinky proti Alzheimerové chorobé a Parkinsonoveé
chorobé (Soleimani et al., 2019). Bylo zji§téno, Ze in vitro je silibinin silnym lapacem
ROS, jako jsou hydroxylové a preoxylové anionty a kyselina chlorna v riznych
modelovych systémech, jako jsou mikrosomy (drobna bilkovinnd zrnka v bunécné

plazmé, zbytky endoplazmatického retikula) jater potkana (Gillessen a Schmidt, 2020).
4.1 Silymarin

Silymarin je obsazen v extraktu ze suSenych nazek ostropestice marianského. Extrakt

silymarinu je komplexni smés slouCenin, které jsou rostlinného pivodu. Surovy
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silymarinovy extrakt je lipofilni, Spatné rozpustny ve vod¢, tudiz se v gastrointestinalnim
traktu po poziti vstieba asi pouze 20 — 50 % (Gillessen a Schmidt, 2020). Tento komplex
sloucenin je znadm jako antioxidant, mimoto ma nékolik dalSich biologickych vlastnosti
(Frassova a Ruda-Kucerova, 2017; Gillessen a Schmidt, 2020). Diky antioxida¢nim
ucinkim zachycuje silymarin volné radikaly, inhibuje peroxidaci lipidd a snizuje
bunécnou nekrozu (Ni a Wang, 2016; Federico et al., 2017; Gillessen a Schmidt, 2020).
Studie naznacuji, ze také chrani pfed poskozenim genomu, zvySuje syntézu proteinu
hepatocyty, snizuje aktivitu nadorovych bunék a také dokaze zpomalovat metabolismus
vapniku (Ni a Wang, 2016). Klinicky se vyuziva jako hepatoprotektivum (Frassova
a Ruda-Kucerova, 2017). Predklinické tidaje naznacuji, ze silymarin muze snizovat
oxidaéni stres a naslednou cytotoxicitu, ¢imz chrani intaktni jaterni butiky nebo buriky,
které jesté nebyly nevratné poSkozeny. Silymarin také chrani pfed poskozenim raznymi
toxickymi chemikaliemi, jako je chlorid uhlicity, napfiklad inhibici produkce tumor
nekrotizujiciho faktoru alfa (TNF-a), interferonu-gama, interleukinu 2 a 4 (IL-2 a IL.-4)
jako disledek blokovani aktivace jaterniho nuklearniho faktoru kappa B (Gillessen

a Schmidt, 2020).

Bylo zjisténo, ze silymarin snizuje zvySené hladiny glukozy v krvi a hemoglobinu
Alc u pacientu s diabetem (Gillessen a Schmidt, 2020). Silymarin se zda byt téz ucinny
pfi snizovani hladin transaminaz u jedinci s NAFLD (Kalopitas et al., 2021). Nyni se
dostava do popredi diky ucinkim pfi 1é¢bé onkologickych onemocnéni. Uzivani
silymarinu mize byt prospé$né hlavné pro zvladani nezadoucich ucinkt, které jsou
disledkem uzivani protinadorovych chemoterapeutik. Dalsi prospé€snost uzivani ma
souvislost s hepatotoxicitou a poskozenim kize a sliznic pfi radioterapii (Frassova
a Ruda-Kucerova, 2017). Ve studii u pacienti s poruchou funkce jater, kterym byla
transplantovana ledvina, bylo zjiSténo, ze silymarin zjevné snizoval clearance

imunosupresiva Sirolimu (Gillessen a Schmidt, 2020).
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S Cil prace a hypotézy
5.1 (il prace

1. Zméfit celkovy bilirubin, glukézu a triacylglyceroly v krvi mysi, kterym byly
podavany rizné typy stravy vcetné stravy obohacené o pokrutiny z ostropestice

marianského a poté indukovano poskozeni jater.

2. Ziskana data zpracovat pro zhodnoceni a¢inkt konzumace pokrutin z ostropestice

marianského na uvedené parametry.
5.2 Hypotezy

Hypotéza €. 1: Indukované poSkozeni jater u mysi ma vliv na koncentrace celkového

bilirubinu, glukodzy a triacylglycerola.

Hypotéza €. 2: Strava obohacenda o pokrutiny z ostropestice marianského ovlivni
koncentrace bilirubinu, glukézy a triacylglyceroli u mysi s naslednym indukovanym

poskozenim jater.

Hypotéza ¢. 3: Hladiny celkového bilirubinu, glukézy a triacylglyceroli se méni
v souvislosti s dobou podavani krmné davky obohacené o pokrutiny z ostropestice

marianského.
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6 Metodika

Z krve pokusnych mysi budou vySetfeny hladiny celkového bilirubinu, glukozy
a triacylglyceroli. Ziskana data budou statisticky zpracovana pro porovnani vlivu
konzumace stravy obohacené o pokrutiny z ostropestice na hladiny celkového bilirubinu,
glukozy a triacylglycerolll u mysi, kterym bude navozeno poskozeni jater pomoci

paracetamolu, a u mysi, kterym nebude indukovano poskozeni jater.

Hodnoty vyse zminénych markeri budou zméfeny v laboratoii Zdravotné socialni

fakulty Jihoceské univerzity.
6.1 Rozdéleni mysi

K vyzkumu budou pouzity inbredni kmeny mysi — BALB/cOlaHsd. Méteni bude
provadéno u 6 — 8 tydnu starych mysi s vahou 18 — 20 g. Do skupin budou rozdéleny bez
ohledu na pohlavi. Prostory pro chov a provadéni experimentd budou poskytnuty v ramci
spoluprace Katedry potravinaiskych biotechnologii a kvality zemédélskych produktt
Zemeédélské a technologické fakulty s Parazitologickym ustavem, Biologické centrum

AV CR (Akademie véd Ceské republiky).

Mysi budou rozdéleny do 24 skupin po 5. Jidlo 1 vodu budou mit vSechny skupiny
ad libitum. Budou krmeny 90, 30 a 14 dni, poté 16 hodin pfed usmrcenim jim bude

podano 500 mg/kg paracetamolu peroralni sondou (paracetamol bude rozpustén ve vodé).
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Tabulka 2 — rozdéleni mysi do skupin (zdroj: viastni)

PODAVANI
SKUPINA | n PELET KRMNE PELETY PARACETAMOL
(DNY)
1. 5 90 bézné pelety (Altromin) ne
2. 5 90 bezlepkové pelety ne
bezlepkové pelety + bezlepkovy chléb +
3. 5 90 ) . S ne
pokrutiny z ostropestifce marianského
4. 5 90 bezepkové pelety + bezlepkovy chléb ne
S. 5 90 bézné pelety 500 mg/kg
6. 5 90 bezepkové pelety 500 mg/kg
bezlepkové pelety + bezlepkovy chléb +
7. 5 90 500 mg/k
pokrutiny z ostropestice marianského g
. 5 90 bezepkové pelety + bezlepkovy chléb 500 mg/kg
9. 5 30 bézné pelety (Altromin) ne
10. 5 30 bezlepkové pelety ne
1. 5 30 bezlepk(?ve pelety + bevzlepkox‘/,y chl/eb + e
pokrutiny z ostropestifce marianského
12. 5 30 bezepkoveé pelety + bezlepkovy chléb ne
13. 5 30 bézné pelety 500 mg/kg
14. 5 30 bezepkové pelety 500 mg/kg
- n b o+
s, 5 30 bezlepk(?ve pelety bevzlepkox‘/,y chl/eb 500 g
pokrutiny z ostropestice marianského
16. 5 30 bezepkové pelety + bezlepkovy chléb 500 mg/kg
17. 5 14 bézné pelety (Altromin) ne
18. 5 14 bezlepkové pelety ne
- n b+
9. 5 14 bezlepk(?ve pelety bevzlepkox‘/,y chl/eb e
pokrutiny z ostropestice marianského
20. 5 14 bezepkoveé pelety + bezlepkovy chléb ne
21. 5 14 bézné pelety 500 mg/kg
22. 5 14 bezlepkové pelety 500 mg/kg
- n b o+
3. 5 14 bezlepk(?ve pelety bevzlepkox‘/,y chl/eb 500 g
pokrutiny z ostropestice marianského
24, 5 14 bezepkové pelety + bezlepkovy chléb 500 mg/kg

n = pocet mysi ve skupiné

Kontrolni skupiny budou krmeny standardnimi peletami s obsahem lepku. U 2., 6.,

10., 14., 18., 22. skupiny budou pouzity bezlepkové pelety bez jakéhokoli obohaceni.

Skupina 3., 7., 11., 15., 19., 23. dostane bezlepkové pelety s20% pridavkem

bezlepkového chleba, ktery bude obsahovat pokrutiny z nazek ostropestice marianského

(pridavek ostropestice, 10 % z bezlepkovych mouk). 4., 8., 12., 16., 20. a 24. skupina

bude krmena bezlepkovymi peletami s 20% ptidavkem bezlepkového chleba.
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6.2 Odbeér krve

Posledni den pokusu bude mysSim podan paracetamol za pomoci peroralni sondy
v davce 500 mg/kg a poté druhy den, po 16 hodinach, budou mysi uspany izofuranem.
Odebrana krev bude napipetovana do eppendorfek bez antikoagulantu a po 60 minutach
stoCena. Centrifugace bude probihat 10 minut pii 3 000 otackach za minutu. Ze ziskaného

séra budeme méfit celkovy bilirubin, glukézu a triacylglyceroly.
6.3 Analyzator Thermo Scientific Indiko

Thermo Scientific Indiko je upln€ automatizovany analyzator uréeny pro klinickou
a specializovanou chemii. Je mozné pomoci n¢j méfit hladiny enzymu, substratl,
specifickych proteint, terapeutickych 1é¢iv apod. Je mozné provést mnoho testi

z jednoho vzorku
K méfeni vyuziva principy kolorimetrie, turbidimetrie a také bichromatické reakce.

Pristroj ma nepfetrzity ptistup ke kyvetam, vzorkiim a reagenciim, aniz by prerusil
zpracovani testd. U reagencii umoziiuje kontrolu mnozstvi s poCtem méfeni, které

z tohoto mnozstvi zvladne provést.

Pro pfipravu sér k méfeni budeme provadét fedéni s deionizovanou vodou
v poméru 100 pl mySiho séra + 100 pl deionizované vody, aby byl vzdy zachovan pomér

1:1.
6.4 Meéreni celkového bilirubinu

Ptimy bilirubin s diazotovanym 2.4-dichloroanilinem tvoii Cervené zbarvenou
azoslouceninu v kyselém roztoku. Stanoveni celkového bilirubinu ndm umoziuje urcita

smés detergentli (Thermo Fisher Scientific Inc., 2023).
6.5 Méreni glukozy

Glukoza je fosforylovana ATP vreakci katalyzované hexokindzou. Vznika
gluk6zo-6-fosfat a ten je oxidovan na 6-fosfoglukonat pomoci glukoza-6-fosfat
dehydrogenazy. V této reakci je ekvimolarni mnozstvi nikotinaminadenindinukleotid
(NAD) redukovano na nikotinaminadenindinukleotidfosfat (NADH). Dusledkem této
reakce se zvysi absorbance pti 340 nm (Thermo Fisher Scientific Inc., 2022).
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6.6 Meéreni triacylglycerolii

Triacylglyceroly jsou hydrolyzovany lipazou na glycerol a mastné kyseliny. Glycerol
je poté fosforylovan na glycerol-3-fosfat, ktery je néasledné¢ oxidovan na
dihydroxyacetonfosfat a peroxid vodiku. Peroxid vodiku reaguje s 4-aminoantipyrinem
a 4-chlorfenolem a vytvafi poté chinoniminové barvivo. Absorbance vytvoreného

zbarveni se méfi pii 510 nm (Thermo Fisher Scientific Inc., 2020).
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7 Vysledky prace

Na zacatku vyzkumu bylo zafazeno 120 mysi, ovSem meéfeni nakonec z divodu
uhynu dvou mysi probehlo u 118 mysi (BALB/cOlaHsd), kterym byly zméteny hodnoty

celkového bilirubinu, glukozy a triacylglycerola.

Vysledky byly statisticky zhodnoceny za pomoci #-testu a ANOVA ke zhodnocenti
biochemickych markeri v zavislosti na podavanych krmnych peletach, na podani

¢i nepodani hepatotoxické latky, nebo na d ob¢€ podavani krmné davky (90, 30, 14 dni).
7.1 Vyhodnoceni markeri v zavislosti na podavani krmiva

Pro vyhodnoceni vlivu krmnych pelet na jednotlivé markery byla vytvofena
v programu Excel tabulka (tab. ¢. 3), kde jsou uvedeny primérné hodnoty markera vSech
skupin bez ohledu na podavani paracetamolu. Byly vypocteny smérodatné odchylky
a p-hodnota pro zhodnoceni nulové hypotézy. Pro piehlednéjsi zobrazeni rozdilu

v namé&fenych hodnotach markert byl vytvoren graf (graf ¢. 1).

Tabulka 3 — vliv podavané krmné davky na jednotlivé biochemické markery (zdroj: viastni)

ST . celkoz/y bilirubin (umol/l) glilkom (mmol/l) tnacy}glyceroly (mmol/l)
X Sy X Sy X Sy
KONTROLNI | 30 2,03 0,33 8,54 1,12 1,49 0,54
KP1 30 2,36 0,63 8,90 1,37 1,34 0,41
KP2 29 2,71 0,88 9,05 1,69 1,09 0,24
KP3 29 2,43 0,48 8,88 1,84 1,32 0,34
P - 0,0009 0,6420 0,0031

n = pocet ve skuping; X = primérné hodnoty; sx = smérodatna odchylka; p = hladina vyznamnosti; kontrolni
skupina = standardni pelety s obsahem lepku; KP1 (2., 6., 10., 14., 18., 22.) skupina = bezlepkové pelety;
KP2 (3.,7.,11.,15., 19., 23.) skupina = bezlepkov¢ pelety s piidavkem bezlepkového chleba s pokrutinami
ostropestice maridnského; KP3 (4., 8., 12., 16., 20. a 24.) skupina = bezlepkové pelety s bezlepkovym

chlebem
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Vliv podavané krmné davky na jednotlivé biochemické
markery

I
triacylglyceroly (mmol/l)

|
glukéza (mmol/1)

celkovy bilirubin (umol/1)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
naméfené hodnoty

mKP3 = KP2 mKPl mKONTROLNI

Graf 1 — viiv podavané krmné davky na jednotlivé biochemické markery (zdroj: viastni)
Z tabulky vySe (tab. ¢. 3) je mozné vyhodnotit hladiny celkového bilirubinu,
glukozy a TAG.

Z tabulky €. 3 je patrné, ze nejnizsi hodnota celkového bilirubinu byla naméfena
u skupin kontrolnich (2,03 umol/l) a nejvyssi u skupin, kterym byly podavany pelety
obohacené o pokrutiny z ostropestice marianského (2,71 umol/l). Hodnota p (0,0009)

potvrdila v pfipadé hodnot celkového bilirubinu statisticky vyznamné rozdily.

Co se tyka glukoézy, nejnizsi hodnota byla naméfena u skupin mysi, kterym byly
podéavané beézné pelety obsahujici lepek (8,54 mmol/l), nejvyssi hodnota pak u skupiny
mysi, které bylo podavano krmivo obohacené o pokrutiny z ostropestice marianského
(9,05 mmol/l). Nicméné hodnoty glukézy nevykazuji statisticky vyznamné rozdily
(p = 0,6420), 1ze tedy fici, ze nebyl potvrzen vliv krmnych pelet na hodnoty glukozy.

Oproti hodnotam glukézy v prfipadé hodnot TAG byly zaznamenany statisticky
vyznamné rozdily (p = 0,0031). Nejnizsi hodnota byla naméfena v ptipad€ skupin mysi,
kterym byla podavana strava obohacena o pokrutiny z ostropestice marianského
(1,09 mmol/l), zatimco v ostatnich skupinach byly naméfeny vyss§i hodnoty

(1,49; 1,34 a 1,32 mmol/l).
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7.2 Vyhodnoceni markeru v zavislosti na podani hepatotoxické latky

Pro vyhodnoceni, zda ma podani hepatotoxické latky (pouziti paracetamolu v davce

500 mg/kg) vliv na jednotlivé markery, byla vytvofena v programu Excel tabulka

(tab. €. 4), kde jsou uvedeny primérmé hodnoty markerti podle toho, zda byl ve skupiné

pouzit paracetamol, ¢i nikoli. Jsou zde zapocitany 1 kontrolni skupiny. Déle byly

vypocteny smeérodatné odchylky pro posouzeni variability vysledki v jednotlivych

skupinach. Pomoci p-hodnoty bylo posouzeno, zda plati nulova hypotéza. Pro

prehlednéjsi zobrazeni rozdilu v naméfenych hodnotach markert byl vytvoren graf (graf

¢. 2).

Tabulka 4 — vyhodnoceni vlivu podani ¢i nepodani hepatotoxické latky (zdroj: viastni)

S ARACTTO | ce1kon bilirubin (umol/l) glilkom (mmol/l) tnacy}glyceroly (mmol/)
X Sx X Sx X Sx
ANO 59 2,45 0,69 8,11 1,33 1,33 0,38
NE 59 2,31 0,61 9,56 1,35 1,29 0,46
p - 0,2318 <0,0010 0,5769

n = pocet ve skuping; X = primerné hodnoty; sx= smérodatna odchylka; p = hladina vyznamnosti

Sledovani vlivu podani ¢1 nepodani hepatotoxické latky

triacylglyceroly (mmol/l)

glukéza (mmol/1)

celkovy bilirubin (umol/1)

ENE = ANO

nam¢iené hodnoty

Graf 2 — sledovani vlivu poddni c¢i nepoddni hepatotoxické ldtky (zdroj: viastni)
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Z tabulky vySe (tab. ¢. 4) je patrné, ze v pripadé mysSi, kterym byl podan
paracetamol v davce 500 mg/kg, je praimérna hodnota bilirubinu vyssi (2,45 umol/l), nez
v pfipadé mysi, kterym paracetamol podan nebyl (2,31 umol/l). Nicméné tyto hodnoty
nejsou ze statistického hlediska rozdilné (p = 0,2318).

Co se tyka glukozy, byla nizsi hodnota u skupin, kterym byl podan paracetamol
(8,11 mmol/l), zatimco u skupin bez podani paracetamolu je primérna hodnota
9,56 mmol/l. Ze statistického hlediska se jedna o vyznamny rozdil (p = < 0,001). rozdil

v uvedenych hodnotach je patrny 1 z grafu €. 2.

Pti vyhodnoceni TAG nebyl zji§tén vyznamny statisticky rozdil (p = 0,5769). Niz§i
hladina byla naméfena u skupin bez pouziti paracetamolu (1,29 mmol/l) a vyssi hladina

byla naméfena u skupin, kterym byl podéan paracetamol (1,33 mmol/l).
7.3 Vyhodnoceni vlivu délky trvani pokusu

Pro vyhodnoceni, zda ma vliv doba trvani pokusu (tedy doba podavani krmnych
pelet laboratornim myS§im) na jednotlivé markery byla vytvofena tabulka v programu
Excel (tab. €. 5), kde jsou uvedeny primérné hodnoty markert podle toho, jak dlouho
byla podavana urcena strava. V této tabulce jsou vysledky hodnoceny bez ohledu na to,
jaka krmna davka byly mysSim podavana. Je hodnocena c¢isté doba podavani. Pro
zhodnoceni variability vysledka byla vypoctena smérodatna odchylka a pro posouzeni
hladiny vyznamnosti vypoc¢tena hodnota p. Pro lepsi nazornost byl vytvofen i graf (graf
¢.3).

Tabulka 5 — vyhodnoceni vlivu délky trvani pokusu (zdroj: viastni)

TRVANI celkovy bilirubin (umol/l)]  glukdza (mmol/l) | triacylglyceroly (mmol/l)
POKUSU (DNY) 5 X Sx X Sx X Sx
90 40 2,58 0,84 8,97 1,59 1,48 0,52
30 38 2,40 0,45 9,20 1,62 1,37 0,30
14 40 2,15 0,53 8,38 1,23 1,10 0,31
p - 0,0111 0,0480 0,0001

n = pocet ve skuping; X = praim&rné hodnoty; sx = smérodatna odchylka; p = hladina vyznamnosti
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Sledovani vlivu délky trvani pokusu (dny)

triacylglyceroly (mmol/l)

glukéza (mmol/1)

celkovy bilirubin (umol/1)

nam¢iené hodnoty

m14dni ©30dni =90 dni

Graf 3 — sledovani vlivu délky trvani pokusu (zdroj: viastni)

Pro vyhodnoceni byla vytvorena tabulka (tab. €. 5), zniz je patrnad nejnizsi
hodnota celkového bilirubinu u skupin, kterym byly krmné pelety podavany 14 dni
(2,15 umol/l). Nejvyssi u skupin, kterym byla strava podavana 90 dni (2,58 pumol/l).
Hodnota p (0,0111) potvrdila statisticky vyznamny rozdil v ohledu namétfenych
hodnotéch.

U glukozy byly nejnizsi hodnoty u skupin, kterym byly krmné pelety podavany
14 dni (8,38 mmol/l), a naopak nejvyssi hodnoty u skupin, kterym byly krmné pelety
podéavané 30 dni (9,20 mmol/l). Hodnota p (0,0480) i zde potvrdila statisticky vyznamny

rozdil.

Také v pripadé hodnot TAG byly zaznamenany vyznamné statistické rozdily
(»p =0,0001). Nejniz§i hladiny byly naméfeny u skupin, kterym byly krmné pelety
podéavany 14 dni (1,10 mmol/l), zatimco u skupin, kterym byly podavany krmné pelety
90 dni, byly hladiny nejvyssi (1,48 mmol/l).

7.4 Vyhodnoceni vlivu stravy a podani hepatotoxické latky

Pro vyhodnoceni, zda ma podavani riznych krmnych pelet a podani hepatotoxické
latky laboratornim mysim vliv na jednotlivé markery, byla vytvorena tabulka v programu
Excel (tab. ¢. 6), kde jsou uvedeny primérmé hodnoty markera podle toho, jaka byla

podavana krmiva a zda byla podana hepatotoxicka latka (paracetamol 500 mg/kg) bez
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ohledu na dobu trvani pokusu (jak dlouho byly podavany krmné pelety). Pro zhodnoceni

variability vysledki byla vypocltena smérodatna odchylka a pro posouzeni hladiny

vyznamnosti vypoctena hodnota p. Pro vétsi nazornost byl vytvoren graf €. 4.

Tabulka 6 — sledovdni viivu krmnych pelet a podani hepatotoxické ldtky (zdroj: viastni)

S . celkon bilirubin (umol/l) glilkoza (mmol/l) macy}glyceroly (mmol/T)
X Sy X Sy X Sy
KONTROLN] 15 1,89 0,16 8,99 1,08 1,71 0,56
KONTROLNI + PAR | 15 2,17 0,40 8,06 0,99 1,26 0,41
KP1 15 2,23 0,52 9,54 0,96 1,27 0,43
KP1 + PAR 15 2,49 0,72 8,26 1,44 1,42 0,38
KP2 14 2,60 0,73 9,76 1,52 1,01 0,17
KP2 + PAR 15 2,83 1,05 8,23 1,54 1,18 0,29
KP3 15 2,53 0,64 10,00 1,68 1,15 0,20
KP3 + PAR 14 2,34 0,29 791 1,40 1,46 0,38
p - 0,0040 <0,0010 0,0001

n = pocet ve skuping; X = primérné hodnoty; sx = smérodatna odchylka; p = hladina vyznamnosti; kontrolni

skupina = standardni pelety s obsahem lepku; kontrolni skupina + PAR = standardni pelety s obsahem lepku
+ 500 mg/kg paracetamolu; KP1 (2., 6., 10., 14., 18., 22.) skupina = bezlepkové pelety; KP1 + PAR
(2., 6.,10., 14., 18., 22.) skupina = bezlepkov¢ pelety + 500 mg/kg paracetamolu; KP2 (3.,7., 11, 15, 19.,

23.) skupina = bezlepkové pelety s pfidavkem bezlepkového chleba s pokrutinami ostropestice

marianského; KP2 +PAR (3., 7., 11., 15., 19., 23.) skupina = bezlepkov¢ pelety s piidavkem bezlepkového

chleba s pokrutinami ostropestice marianského + 500 mg/kg paracetamolu; KP3 (4., 8., 12., 16., 20. a 24.)
skupina = bezlepkové pelety sbezlepkovym chlebem; KP3 + PAR (4., 8, 12., 16., 20. a 24))

skupina = bezlepkov¢ pelety s bezlepkovym chlebem + 500 mg/kg paracetamolu
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Sledovani vlivu krmnych pelet a podani hepatotoxickeé latky
1t

10 +

hodnoty
EN 9] (@)} 3 o] O
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celkovy bilirubin (umol/1) glukéza (mmol/1) triacylglyceroly (mmol/l)
® KONTROLNT{ # KONTROLNI + PAR = KP1 KP1 + PAR
m KP2 = KP2 + PAR m KP3 mKP3 + PAR

Graf 4 — sledovdni vlivu krmnych pelet a podani paracetamolu (zdroj: viastni)

Z tabulky vySe (tab. €. 6) je jasné viditelné, Ze nejvysSi hladina celkového
bilirubinu byla u skupiny KP2 +PAR (2,83 umol/l) a nejnizsi hladina u kontrolni skupiny
(1,89 umol/l). Ze statistického hlediska hodnota p (0,0040) potvrdila vyznamné rozdily

s ohledem na celkovy bilirubin.

V ptipadé glukédzy je patrné, ze nejnizsi hladiny byly naméfeny u skupiny
KP3 + PAR (7,91 mmol/l) a nejvyssi u skupin KP3. Z grafu (graf ¢. 4) je zfejmé, jak se
hladiny glukozy snizily po podani paracetamolu. Hodnota p < 0,0010 ukézala statisticky

vyznamné rozdily.

Stejné jako v pripade glukozy, 1 v ptipadé TAG byly potvrzeny statisticky vyznamné
rozdily (p = 0,0001). Nejniz8i hodnota byla naméfena u skupiny KP2 (1,01 mmol/l).
Nejvyssi hladiny byly naméteny u kontrolni skupiny (1,71 mmol/l). Z grafu (graf €. 4) je

viditelny narist TAG po podani paracetamolu t¢éméf ve vSech skupinach.
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8 Diskuse

Cilem bakalarské prace na téma ,, Vliv konzumace stravy obohacené o pokrutiny
z ostropestice ~ marianského na  hodnoty  celkového  bilirubinu,  glukdzy
a triacylglycerold bylo zjistit, zda ma protektivni podavani stravy obohacené
ostropesticem marianskym vliv na hodnoty celkového bilirubinu, glukozy a TAG
v piipadg, ze je po urcité dobé podavani takto obohacené stravy navozeno poskozeni jater
hepatotoxickou latkou (paracetamolem 500 mg/kg). Statistické zhodnoceni namétenych
dat potvrdilo, ze paracetamol ovliviiuje hladiny vybranych markert, a i predesla strava
ma vliv na vysledné hladiny (tab. ¢. 6). Hladina vyznamnosti (p) < 5 % byla dosazena
u celkového bilirubinu, glukézy ai TAG.

Na podobné téma bylo po celém svéte vypracovano jiz mnoho studii, zamerovaly
se na ruzné hepatoprotektivni latky v raznych davkach a s riznou dobou podavani.
Nicméné ohledné€ obohaceni bezlepkového peciva pokrutinami z ostropestice nebyla

nalezena zadna studie.

Mohammed et al. 2021 kombinoval ve svém vyzkumu také silymarin (a¢innou latku
ostropestice marianského) a paracetamol. I v piipadé jeho vyzkumu byly hodnoty
glukdzy nizsi u skupin, kterym byl podavan silymarin a paracetamol, oproti skupinam
kontrolnim. V tomto vyzkumu byl rovnéz prokdzan vliv na hodnoty TAG, které se

v piipad€ podavani silymarinu snizily.

Reza et al., 2020 ve své studii zmifiuje vyznamné snizeni glukdézy po davce
rostlinného extraktu (Aeginetia indica), ktery ma podobné ucinky jako silymarin. Oproti
tomu v naSem vyzkumu byly naméfeny nejnizs§i hodnoty glukozy u skupin, kterym

silymarin podan nebyl.

Rosalez et al., 2023 uvadi, ze skupina, které Dbyla podana
4-acetylaminofenylboronova kyselina (podobné ucinky jako paracetamol) méla snizené
hladiny glukézy oproti skupiné kontrolni, coz je ve shodé s na§imi zavéry — po podani
paracetamolu byl zaznamenan pokles hladin glukézy ve vSech skupinach bez ohledu na
podavanou krmnou davku. OvSem v piipadé celkového bilirubinu uvadi Rosalez
et al., 2023 snizeni u vSech skupin po podani hepatotoxické latky, zatimco v piipadé
naseho vyzkumu byl u tii ze Ctyf skupin zaznamenan mirny narast hodnot celkového

bilirubinu. K nepatrnému snizeni doslo jen v pfipadé€ skupiny, které¢ byly podavany
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bezlepkové pelety obohacené o bezlepkovy chléb. Ve studii Rouibah et al., 2020 byl
pozorovan vyznamny narust hladin celkového bilirubinu u skupin, kterym byl podavan
paracetamol v riznych formach oproti kontrolni skupin€. U nasich myS$i byl vysledek také

vyss§i, avSak bez néjakych vyznamnych narustu.

V naSem vyzkumu byl zaznamenan pokles TAG ve skupiné, které byl podan
paracetamol, oproti skupiné kontrolni, coz je ve shod¢ se zjisténim Baptista et al., 2020.

V jeho vyzkumu byla zaznamenan pokles TAG az o polovinu.

Co se tyka celkového bilirubinu, Ullah et al., 2022 prokazal zvyseni hodnot po podéni
paracetamolu, podobné jako Sarkar et al., 2020, ktery zaznamenal zvySeni hodnot
celkového bilirubinu u kontrolni skupiny s hepatotoxickym poskozenim ve srovnani
s kontrolni skupinou bez navozeného poskozeni jater. Po pfidani silymarinu do stravy
potkanli zaznamenal snizeni hladiny bilirubinu, coz jsme prokazali ve svém vyzkumu
i my. Podafilo se nam prokazat snizeni hladin TAG po obohaceni stravy ostropesticem
marianskym, obdobné jako zmiriuje 1 Sarkar et al., 2020. OvSem Sarkar et al., 2020 také
uvadi, ze hladina TAG se zvySila u hepatotoxické kontrolni skupiny ve srovnani
s kontrolni skupinou, coz je v rozporu s nasimi zavéry. V nasem vyzkumu jsou hladiny
TAG nizsi u kontrolni skupiny s podanim paracetamolu ve srovnani s kontrolni skupinou
bez navozeni poskozeni jater. Jako dalsi marker Sarkar et al.,2020 zvefejnil ve svém
¢lanku naméfené hladiny glukdzy, kde uvadi vyrazné zvyseni u kontrolnich potkanta
s poskozenymi jatry oproti normalni kontrolni skupin€. Po davce silymarinu doslo ke
snizeni hladiny glukézy. To je ovSem v rozporu s nasimi zavéry, kdy nami namétené
hodnoty glukézy jsou po davce silymarinu vyrazné vyssi oproti kontrolni skupiné, které

jsme navodili poSkozeni jater.
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9 Zavér

V bakalatské praci na téma , Vliv konzumace stravy obohacené o pokrutiny
z ostropestice ~ marianského na  hodnoty  celkového  bilirubinu,  glukdzy

a triacylglyceroli” byly stanoveny 2 cile a 3 hypotézy.

Prvnim cilem bylo zméfit celkovy bilirubin, glukozu a triacylglyceroly v krvi mysi,
kterym byly podavany ruzné typy stravy vcéetné stravy obohacené o pokrutiny

ostropestice marianského a poté navozeno poskozeni jater.

Druhym cilem bylo ziskana data zpracovat pro zhodnoceni GcCinkd konzumace

pokrutin z ostropestice marianského na vyse uvedené parametry.

Prvni hypotézou bylo, Ze méa poskozeni jater u mysi vliv na koncentrace celkového
bilirubinu, glukozy a triacylglycerolti. Po zhodnoceni namétenych vysledkii mazeme fici,
ze v ptipadé celkového bilirubinu jsme nezjistili statisticky vyznamné rozdily. Nami
zjisténa p-hodnota je 23,18 %. OvSem u glukdzy jsme zjistili snizeni u skupin, kterym
bylo navozené poskozeni jater, p-hodnota je zde < 0,10 % a tedy jde o vysledek statisticky
vyznamny. Po naméfeni hladin TAG jsme nezaznamenali vyrazné rozdily v hladinach.

Co se tyka hladiny vyznamnosti, hodnota p zde byla 57,69 %.

Druhou hypotézou bylo, ze obohaceni stravy o pokrutiny z ostropestice marianského
ovlivni hladiny celkového bilirubinu, glukdzy a triacylglyceroli. Po statistickém
vyhodnoceni jsme zjistili, ze na zakladg zjisténych hladin vyznamnosti (p) jsou statisticky
vyznamné vSechny 3 vysledky. V pfipadé celkového bilirubin byl zaznamenan nartst
hladin u skupin, kterym jsme podali paracetamol az na skupiny, kterym byly podavany
bezlepkové pelety s bezlepkovym chlebem. Nejnizsi hladiny byly naméfeny u normalni
kontrolni skupiny. Dle hladiny vyznamnosti (p) 0,40 % jsme ziskali statisticky vyznamny
vysledek. U hodnoceni gluko6zy jsme zaznamenali snizeni hladin u vSech skupin, kterym
jsme navodili poskozeni jater. Dle hladiny vyznamnosti (p) se jedna o < 0,10 %. Po

zhodnoceni prumérnych hodnot TAG jsme zjistili, ze je zde p-hodnota 0,01 %.

Tteti hypotézou bylo, ze se vliv stravy obohacené o ostropestiec mariansky u mysi
na celkovy bilirubin, glukézu a triacylglyceroly méni s dobou podavani. Co se tyka doby
pokusu, hodnoty celkového bilirubinu se liSily na hladin€ vyznamnosti p 1,11 %. Hladiny
glukozy stejné jako u celkového bilirubinu potvrdily statisticky vyznamny vysledek.
Hladina vyznamnosti (p) je zde 4,80 %. U hladin triacylglyceroli byla hladina vyssi
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u skupiny, které byly pelety podavany 90 dni, ale neliSila se vyznamné od skupin
30dennich. Hladina vyznamnosti (p) je zde 0,01 %. VSechny tyto hladiny vyznamnosti

(p) jsou pro nas statisticky vyznamné.

Vsechny cile a hypotézy této prace byly splnény a zhodnoceny. Ukéazaly, jaky vliv
muze mit paracetamol na organismus a jak mizeme pomoci jatrim s jejich obnovou
a pripadné, jak predejit jejich poskozeni. Tato prace méla mimo jiné shrnout, jaké vlivy
mize mit paracetamol na jaterni ukazatele a zdiraznit, ze nadmérnému uZzivani
hepatotoxickych latek by se mélo pfedchazet. Nekteré zahrani¢ni studie mély opacné
zaveéry nez my, v ptipadé nékterych doslo jen k ¢aste¢né shode. Mohlo by to byt dano
i tim, ze nékteré vysledky mohly byt ovlivnény hemolyzou séra, které vzniklo béhem
odbéru a z toho divodu mohlo byt méfeni ovlivnéno, mimo jiné, protoze analyzator

vyuziva fotometrické metody ke stanoveni koncentraci té€chto parametra.

Pro dalsi podobny nebo stejny vyzkum by bylo vhodné pouzit spiSe potkany nebo
krysy, a to z divodu vétsiho objemu krve. Také nékteré studie ukazaly, ze 1 vliv pohlavi

muze mit vliv na naméfené hodnoty a v nasem piipadé byli samci i samice dohromady.
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