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1 SEZNAM ZKRATEK

S Ceskym Ci anglickym vykladem
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MSB
MSM
N-3 PUFA
NEMK
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NPC1L1
PCSK9
P-gp
PPARa
PPRE
PSB
PSM
PUFA
ROS
RT-PCR
RXR
SDS
SREBP
SSB
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TBS
TNFa
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Tris Base Solution

tumor nekrotizujici faktor a

lipoproteiny o velmi nizké hustoté
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2 UvoD

Latky pfirodniho puvodu se uplatiuji zejména v podplrné IéEbé riznych nemoci.
V pripadé metabolického syndromu se mohou uplatfiovat latky jednak ovlivAujici
rizikové faktory metabolického syndromu jednak ovliviujici u€inek c¢i toxicitu
konvencni leéCby. Mnohé in vitro a in vivo studie potvrdily pfiznivé ucinky pfirodnich
latek, ale mnohdy neni znam mechanismus jejich pusobeni. Mezi dlouho studované
latky patfi n-3 polynenasycené mastné kyseliny, mezi néz fadime zejména kyselinu
eikosapentaenovou (EPA) a dokosahexaenovou (DHA). U téchto latek bylo jasné
prokazano priznivé pusobeni na hladinu krevnich lipidl, avSak recentni studie na
pacientech plné nepotvrdily pfiznivy vliv na kardiovaskularni a celkovou mortalitu.
Dalsi nadéjnou a studovanou latkou je silymarin. Smés polyfenoll a flavonoid(
ziskavana extrakci ze semen ostropestfce marianského. Silymarin se celosvétové
osveédCil zejména jako hepatoprotektivum a latka s antioxidaénim puasobenim.
V soucCasné dobé ma silybin — konkrétni latka, jez se nachazi v silymarinu pouziti
jako antidotum pfi otravé muchomurkou zelenou. Ke konci 20. stoleti se zacaly
objevovat studie, které potvrzovaly pozitivni vliv silymarinu na lipidové spektrum u
riznych zvifecich modeld. Na zacatku 21. stoleti jiz byly publikovany prvni klinické
studie, které sledovaly vliv silymarinu na lipidové spektrum a glykémii u pacient
trpicich metabolickym syndromem. V sou€asnosti je silymarin uzivan zejména pro
jiz vySe zminéné hepatoprotektivni ucinky.

Pozitivni u€inky jednotlivych latek jsou dobfe znamy. Na druhou stranu je zde
stale spousty otaznikl ohledné mechanismu jejich pusobeni. Od objeveni jejich
pozitivnich UCinkl se zapocCalo také s intenzivnim studiem moznych uc€inkd na
molekularni urovni, ale Zadna studie dosud nepfinesla jednoznacné zaveéry, které
by exaktné vysvétlily, jak tyto latky pusobi. Tato disertacni prace by vedle ovéreni
pozitivnich vysledkl studovanych latek na zvifecim modelu metabolického
syndromu, méla pfinést i vysvétleni u€inkl latek na enzymy, transportéry a riizné
receptory s velkym vyznamem pro lipidovy metabolismus.

Pacienti, ktefi pravdépodobné mohou profitovat z podavani silymarinu a n-3
polynenasycenych mastnych kyselin jsou zejména polymorbidni pacienti
S onemocnénim nazvanym metabolicky syndrom. Tento syndrom je novodoba
epidemie charakterizovana obezitou, poruchou metabolismu lipidu, hyperglykémii a
rizikem kardiovaskularnich chorob. Vzhledem k tomu, Ze tito pacienti jsou pro

zlepSeni Ci udrzeni svého stavu nuceni uzivat kombinace hypolipidemik, antidiabetik
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a kardiovaskularnich IéCiv, je vhodné hledat doplnky, které pomohou snizit spotfebu
uzivanych |éCiv. Neméné dulezitym problémem mohou byt nezadouci ucinky
standardnich |€Civ. S po¢tem uzivanych |éCiv roste také riziko nezadouciho ucinku
Ci lékovych interakci. A pravé latky, které mohou snizovat spotfebu |éCiv, mohou
pfiznivé ovlivnit riziko vzniku nezadouciho ucinku. Navic latky s antioxidacnim a
hepatoprotektivnim u€inkem mohou snizovat riziko vzniku specifickych
nezadoucich ucinkd.

Ackoliv neni silymarin bézné doporucovan k |éCbé hypercholesterolémie Ci
hyperglykémie, mize slouzit jako vhodny doplnék ke standardni [é€bé&. V sou€asné
dobé& je v Ceské republice dostupnych spousty doplik( stravy s obsahem
silymarinu ¢&i n-3 polynenasycenych mastnych kyselin a jsou tedy bézné dostupné
pro pacienty. Navic v pfipadé silymarinu existuji také volné prodejna léCiva, ktera

maiji oproti doplfikiim stravy garantované slozeni a kvalitu.

12



3 CIiL PRACE

Cilem disertaCni prace bylo ovéfit uc€inky silymarinu a silybinu v riznych
farmaceutickych formach na biochemické parametry u modelu metabolického
syndromu. Konkrétné se jednalo o to ovéfit a porovnat ucinnost standardizovaného
extraktu, mikronizovaného extraktu a extraktu ve formé fytosomu. Ze sledovanych
biochemickych parametri byla sledovana hmotnost zvifat, hmotnost jater,
koncentrace sérového celkového cholesterolu, HDL cholesterolu, triacylglycerolt
(TAG), volnych nenasycenych mastnych kyselin (NEMK), glykémie a inzulinémie.
V jatrech byl sledovan obsah cholesterolu a triacylglycerolu.

Na zakladé ziskanych vysledkd byl pro nasledné experimenty vybran
nejvhodnéjsi typ extraktu - mikronizovany. Cilem naslednych experimentl bylo
ovéfit vliv.  mikronizovaného silymarinu souCasné podavaného sn-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami Ci fenofibratem.

DalSim neméné vyznamnym cilem disertatni prace bylo objasnit vliv
podavanych latek na transkripci genli a mnozstvi proteinu u enzymdu, transportérd
a transkripCnich faktort dulezitych pro transport, metabolismus a regulaci lipidu
v jatrech HHTg potkana. Konkrétné na urovni mRNA byly sledovany tyto cile:
ABCAl, ABCB1, ABCG5, ABCGS8, CYP2E1, CYP4A1/2/3, CYP7A1, PPARaq,
PPARy, SREBF1 a SREBF2. Na urovni proteinu byly sledovany nasleduijici cile:
ABCB1, ABCG5, ABCG8, CYP2E1 a CYP7AL.

13



4 TEORETICKA CAST

4.1 Metabolicky syndrom

Metabolicky syndrom (MS) neboli syndrom inzulinové rezistence je vyznamny
proatherogenni patologicky stav, ktery vede ke zvySené kardiovaskularni morbidité
a mortalité. Zakladnim problémem byva zejména centralni (abdominalni) obezita,
ktera ma souvislost s inzulinovou rezistenci a Casto vede k diabetu 2. typu.
Inzulinova rezistence spole¢né s hyperinzulinémii, hyperglykémii mize vést a
v mnoha pfipadech vede k endotelialni dysfunkci, abnormalnimu lipidovému profilu,
hypertenzi, zanétu a nasledné manifestaci aterosklerézy se vSemi znamymi
kardiovaskularnimi duisledky. O MS lze hovofit jako o epidemii pocatku tretiho
tisicileti (Reaven, 1988; DeFronzo and Ferrannini, 1991; Lindsay and Howard,
2004; Koh et al., 2005).

Definici metabolického syndromu existuje cela fada. V roce 2001 byla
vydana doporuceni National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult
Treatment Panel 1ll (ATP Ill) k diagnéze MS (2001). Kritéria byla v roce 2005
upravena, nebot kritéria z roku 2001 nezahrnovala pfitomnost poruch glukosy.
NejCastéji je tedy uzivana definice dle National Cholesterol Education Program
(NCEP) Adult Treatment Panel 11l (ATP 11l) z roku 2005 (Alberti et al., 2009).

4.2 Diagnostika metabolického syndromu

Od roku 2005 se dle National Cholesterol Education Program (NCEP) Adult
Treatment Panel 11l (ATP Ill) potvrzeni pfitomnosti MS opira o pfitomnost alespon
tfi abnormalnich hodnot jednotlivych komponent syndromu. Mezi sledovana kritéria
patfi centralni obezita s obvodem pasu = 102 cm u muzl a = 88 cm u zen. Muzi
s obvodem pasu = 94 cm a zeny sobvodem = 80 cm jsou ve zvySeném
kardiovaskularnim riziku. Z laboratornich parametrd pro stanoveni diagnézy MS
jsou meérfeny triacylglyceroly, u nichZz za zvySenou a rizikovou je povazovana
koncentrace = 1,7 mmol/l (150 mg/dl) anebo uzivani I&Civ snizujicich triacylgyceroly,
redukovany HDL-cholesterol u muzd < 1,0 mmol/l (40 mg/dl), u Zen < 1,3 mmol/l (50
mg/dl) anebo uzivani |éCiv zvySujicich HDL a zvySena lacna glykémie nad hodnotu

= 5,6 mmol/l (100 mg/dl) anebo uzivani antidiabetik. V diagnostice se dale uplatriuje
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zvySeny krevni tlak nad hodnotu 130/85 mm Hg anebo uzivani antihypertenziv
(Alberti et al., 2009).

Mezinarodni federace diabetu (International Diabetes Federation) v roce 2006
aktualizovala sva diagnosticka kritéria, v nichz oznacila pfitomnost centralni obezity
za zasadni komponentu MS. V kritériich tedy musi byt vzdy pfitomna centralni
obezita s hodnotou obvodu pasu pfesahujici doporu¢enou hodnotu v zavislosti na
etniku (u evropské populace jsou tato kritéria pfisnéjsi - muzi s obvodem pasu = 94
cm a zeny sobvodem =80cm) a nasledné pfitomnost alesponi dvou kritérii

z nasleduijicich:

e Triaclyglyceroly = 1,7 mmol/l (150 mg/dl) anebo uzivani |&Civ snizujicich
TAG,;

e HDL-cholesterol u muzd < 1,0 mmol/l (40 mg/dl), u zen < 1,3 mmol/l
(50 mg/dl) anebo uzivani léCiv zvysSujicich HDL;

e Krevni tlak nad hodnotu 130/85 mm Hg anebo uzivani antihypertenziv;

e Lacna glykémie nad = 5,6 mmol/l (100 mg/dl) anebo predesla diagnéza
diabetu 2. typu (Alberti et al., 2006).

4.3 Lécba metabolického syndromu

Cilem l1é€by MS je minimalizovat kardiovaskularni rizika a veSkera rizika vychazejici
z vySe zminénych kritérii. Zakladni terapeutické cile doporu¢ené Adult Treatment
Panel Il (ATP IIl) byla definovana jiz v roce 2001 a nasledné implikovana v ramci
riznych guidelines (2001; Grundy et al.,, 2004; Rosenzweig et al., 2008).

Terapeutické cile u osob s vysokym kardiovaskularnim rizikem jsou nasleduijici:

e BMI < 25 kg/m?;

e LDL-cholesterol < 2,6 mmol/l (100 mg/dl);

e Non-HDL-cholesterol < 3,4 mmol/l (130 mg/dl);

e Krevni tlak < 140/90 mmHg (u diabetik( < 130/80 mmHg);
e HbAlc <7 %.

15



4.3.1 Ovlivhnéni hmotnosti u MS

Do soucasnosti nebylo do klinické praxe zavedeno IéCivo, které by ovlivnilo veskeré
komponenty MS. Z toho divodu je Ié€ba MS komplexni a 1éEba vyzaduje vyuzivani
kombinaci rdznych IéCivych latek. Pro snizeni hmotnosti je vhodné volit
nefarmakologicka opatfeni, jako je vhodna dieta, cviCeni a télesny pohyb. Pfipadné
lze pacientim podavat antiobezitika centralné plsobici — phentermin, pfipadné

latky inhibujici pankreatické lipazy — orlistat.

4.3.2 Léciva ovlivihujici hladinu cholesterolu

Z |éCiv ovlivildjicich hladinu cholesterolu, lze vyuzit skupinu statind (napf.
atorvastatin, fluvastatin, rosuvastatin, simvastatin), tedy léCiv inhibujicich enzym 3-
hydroxy-3-methylglutaryl koenzym A reduktasu (HMGCR) a tedy de novo syntézu
cholesterolu v jatrech (Istvan and Deisenhofer, 2001). V zavislosti na pouzitém
konkrétnim zastupci a davce, statiny snizuji hodnotu LDL-cholesterolu 0 30 — 63 %
(lllingworth et al., 1994; Jones et al., 1998; Rosenson, 2003). Statiny maji schopnost
mirné zvySovat hodnotu HDL-cholesterolu, ale neni zde zavislost mezi podanou
davkou a zménou HDL-cholesterolu (Barter et al., 2010).

Z ostatnich latek jsou k dispozici fibraty (fenofibrat a ciprofibrat), ezetimib,
pryskyfice a nové inhibitory PCSK9. Ackoliv fibraty maji potencial snizovat LDL-
cholesterol i zvySovat HDL-cholesterol, jejich uzivani neni v souCasnosti piné
doporucované. Fibraty neovliviuji kardiovaskularni mortalitu a naopak jejich uzivani
zvySuje riziko smrti z jakékoliv pFi€iny (Saha et al., 2007; Jun et al., 2010). Jejich
vyuziti je zejména u pacientl trpicich hypertriacylglycerolémii a smiSenou
dyslipidémii. Castou komplikaci |é&by fibraty je elevace ALT a AST a samozfejmé
travici obtize (Dohmen et al., 2005; Gandhi et al., 2014). Z tohoto dlvodu mize byt
vhodné fibraty podavat sou€asné s hepatoprotektivné pusobicimi latkami.

Ezetimib je latka snizujici absorpci cholesterolu z potravy, konkrétné inhibuje
transportni enzym Niemann-Pick C1 Like 1 protein (NPC1L1) (Xie et al., 2012).
Pryskyfice jsou zastupci dalSich IéCiv pusobicich pouze v travicim traktu a zabrariu;ji
enterohepatalni cirkulaci Zlu¢ovych kyselin. Zludové kyseliny vznikaji v jatrech
z cholesterolu za €innosti CYP7A1. Inhibice jejich reabsorpce vede k jejich zvy$ené

syntéze a eliminaci cholesterolu jatry (Shepherd et al., 1979; Davidson et al., 1999).
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Posledni zmifiovanou skupinou jsou inhibitory PCSK9. Jedna se o inhibitory
proprotein konvertazy subtilisin/kexin 9 (PCSK?9), ktera je odpovédna za degradaci
LDL receptoru. Inhibice PCSK9 vede ke zvySené expresi LDL receptoru a zvySené
vychytavani LDL-cholesterolu jatry (Zhang et al., 2007; Lo Surdo et al., 2011;
Mullard, 2012).

4.3.3 Terapie hypertenze

Obecné pro IéCbu hypertenze jsou uzZivana antihypertenziva, z nichz Ize volit mezi
zakladnimi i doplikovymi. Mezi zakladni Ize fadit thiazidova diuretika, inhibitory
angiotenzin konvertujiciho enzymu (ACEi), pfipadné blokatory receptori pro
angiotenzin 1 (ARB), betablokatory, anebo blokatory vapnikovych iontovych kanald.
V této praci je antihypertenzni terapie pouze zminéna, protoZe v ramci disertacni

prace neni hypertenze feSena.

4.3.4 Terapie diabetu/hyperglykémie

U poruch glukdzové tolerance a diabetu patfi metformin k l1éCivim volby, neni-li
kontraindikovan (Knowler et al.,, 2002; Ratner et al., 2008). Pfi nedostate¢ném
ucinku lze k metforminu anebo misto metforminu vyuzit antidiabetikum z jiné
skupiny. Cilem terapie hyperglykémie neni pouze ovlivnéni glykémie samotné,

nybrz predevsSim ovlivnéni mortality.

4.3.5 Doplinkova lééba metabolického syndromu

Ackoliv farmakoterapie by méla slouzit jako doplnék upravy jidelnicku a vhodné
pohybové aktivity, je Casto vnimana jako zaklad IéCby, k niZ jsou vyuzivany dalSi
moznosti. K témto moznostem muzeme fadit rizna nutraceutika, ktera mohou u
predisponuijicich stavl zpomalit pfipadné zastavit propuknuti nemoci, anebo mohou
slouzit jako vhodny doplnék farmakoterapie.

Mezi nutraceutika vhodna u pacientd s metabolickym syndromem muizeme

fadit silymarin, n-3 polynenasycené mastné kyseliny a samoziejmé dalSi latky.
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V uvodu této prace se zaméfim zejména na silymarin a n-3 polynenasycené mastné

kyseliny.

4.4 Silymarin

Ostropestifec mariansky (Silybum marianum) z Celedi Asteraceae, je jednoleta
pfipadné dvouleta rostlina puvodem ze stfedomofi a severni Afriky, ktera je
vyuzivana pfedevsim pro své plody a semena (Khan et al., 2009). Existuje fialové
kvetouci varianta, ktera obsahuje od taxifolinu odvozené flavonolignany
s hydroxylovou skupinou na pozici C-3 a bile kvetouci varianta s flavonolignany bez

hydroxylové skupiny na pozici C-3 (Biedermann et al., 2014; Chambers et al., 2017).

R
A%S

A Sl poiidbie:

79 Ganidiserccact

Obrazek €. 1: Nakres rostliny ostropestfce marianského. Volna licence Wikipedia
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4.4.1 Slozeni silymarinu

Plod ostropestice obsahuje pouze jedno semeno, v némz se nachazi smés
flavonolignanu a polyfenolt nazyvanych silymarin a dale tuky (Wallace et al., 2003;
Rainone, 2005; Khan et al., 2009; Kuki et al., 2012; Graf et al., 2016; Chambers et
al., 2017). Mezi nejvice zastoupené flavonolignany patfi silybin, ktery se vyskytuje
ve formé dvou stereoisomert (A a B) a tvofi az 70 % silymarinu. Z dalSich se jesté
v silymarinu nachazi isosilybin, silychristin, silydianin, silymonin, isosilychristin,
cisilybin, isocisilybin a dalSi. Lipidy tvofi az 22 % obsahu semen ostropestice a svym
slozenim jsou obdobné ostatnim rostlinnym olejam (Hassan El-Mallah et al., 2003).
Olej je bohaty na obsah vitaminu E, kyseliny linolenové, kyseliny olejové a terpeny,
napf. a-pinen, ktery nalezl své vyuziti v rostlinnych smésich pro IéCbu chorob
Zluéniku Ci ledvin (Malekzadeh et al., 2011; Mhamdi et al., 2016).

4.4.2 Extrakce silymarinu

Silymarin je obvykle ziskavan extrakci po rozemleti plodl ostropestice, ale muze
byt také ziskan z celé rostliny (El Sherif et al., 2013). MnoZstvi silymarinu a
zastoupeni jednotlivych jeho slozek se mize vyznamné lisit v zavislosti na nékolika
faktorech. Mezi vyznamné faktory ovliviujici vynos silymarinu patfi zvoleny kultivar
rostliny, podnebi, vlastnosti pudy, €as seti, zavlaze, hnojeni a ¢asu sklizné (Martin
et al., 2006; Radjabian and Fallah Huseini, 2010; Poppe and Petersen, 2016).
DalSim vyznamnym faktorem ovliviujicim mnozstvi ziskaného silymarinu a jeho
kompozici je metoda extrakce. BEéhem klasické metody extrakce je nejprve rostlinny
material zbaven tukl pomoci nepolarnich rozpoustédel jako je hexan &i petrolether
a nasledné je silymarin extrahovan pomoci ethylacetatu, methanolu ¢i acetonu.
Existuji také mnohé zjednoduSené metody napf. za zvySeného tlaku Ci za pouziti
automatizovanych extraktort (Wianowska and Wisniewski, 2015; AbouZid et al.,
2016). Velikost rozemletych €astic mize vyznamné ménit zastoupeni jednotlivych
slozek silymarinu. PFi rozemleti semen aZ na nanocastice lze ziskat vysSi
procentualni zastoupeni silychristinu, silydianinu, silybinu A, silybinu B a isosilybinu
B, ale menSi mnozZstvi isosilybinu A, nez v pfipadé rozemleti semen na standardni
velikost (Saleh et al., 2015).
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Obrazek €. 2: Strukturni vzorce silybinu A a B, isosilybinu A a B, silychristinu A a B,

isosilychristinu A a B a taxifolinu.
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4.4.3 Vyuziti silymarinu a silybinu

Ostropestifec mariansky, silymarin i silybin maji své nezastupitelné misto jak
v lidovém |éCitelstvi, tak také v moderni mediciné. Jiz po staleti je ostropestiec
vyuzivan pro lécbu travicich poruch. Silymarin je sou€asnou medicinou vyuzivan
jako hepatoprotektivum pfi riznych poskozenich jater. Napfiklad u nealkoholického
ztuénéni jater uzivani silymarinu v kombinaci s dal$imi latkami vede k vyznamné
redukci markert poSkozeni jater a k upravé insulinové rezistence (Loguercio et al.,
2007; Loguercio et al., 2012). Na druhou stranu pfi alkoholickém poskozeni jater
uzivani silymarinu nepfinasi vyznamné klinické zlepseni téchto pacientu (Pares et
al., 1998; Lucena et al., 2002).

Jaterni poSkozeni mohou zplUsobovat mnohé viry, napf. virus hepatitidy C
(HCV). Pfed nastupem modernich antivirotik, intravendzni podavani silybinu vedlo
ke klinickému zlepSeni u pacientd neodpovidajicich na kombinovanou lécbu
pegylovaného interferonu a ribavirinu u hepatitidy C (Ferenci et al., 2008). Podobné
pozitivni vysledky byly zaznamenany u pacientd s hepatitidou C po transplantaci
jater (Ferenci and Beinhardt, 2013).

Asi nejznaméjsi vyuziti silymarinu/silybinu je pfi terapii otrav rdznymi
hepatotoxickymi latkami. Silybin v intravendzni Iékové formé je v tomto sméru
vyuzivan pfi otravé muchomurkou zelenou — nase nejjedovatéjsi houba (Roberts et
al., 2013). Silymarin pusobi pozitivné také u otrav riGznymi chemickymi latkami Ci
léCivy, napf. tetrachlormethanem anebo paracetamolem (Jia et al., 2013;
Papackova et al., 2018).

Pokusy na animalnich modelech prokazaly u silymarinu hypolipidemické
vlastnosti (Skottova and Krecman, 1998; Skottova et al., 2003), na druhou stranu
se zatim nepodafilo hypolipidemické ucinky plné potvrdit u pacientll s diabetem
mellitem 2. typu (Voroneanu et al., 2016). Naproti tomu uZzivani silymarinu u
diabetikd 2. typu vedlo k signifikantnimu poklesu lacné glykémie (Voroneanu et al.,
2016).

Problémem silymarinu i silybinu je jejich obtiZzna rozpustnost ve vodé a nasledna

nizka biologicka dostupnost. Z tohoto hlediska je na tom nejhlre standardizovany

Vv,

farmaceutickych forem jako je mikronizace Ize biologickou dostupnost zvysit.
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4.5 N-3 polynenasycené mastné kyseliny (n-3 PUFA)

Jedna se o organické latky s karboxylovou skupinou a dlouhym Fetézcem, které
mohou byt rostlinného i ZivociSného pavodu, zejména z ryb (Friedman and Moe,
2006; Whelan and Rust, 2006; Namiki, 2007). Z chemického hlediska jsou to latky
s délkou 16 az 24 uhlikd obvykle se tfemi az Sesti dvojnymi vazbami. Typicka
konfigurace dvojnych vazeb je cis. K vyznamnym kyselinam patfi alfa-linolenova
(ALA), eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenova kyselina (DHA).

Zajem o studium jejich u€inkd zacal narustat po publikovani vysledkl studie
zabyvajici se zavislosti stravy a incidence kardiovaskularnich chorob u Eskymaku
(Sinclair, 2007). Od té doby byly u n-3 polynenasycenych mastnych kyselin
objeveny mnohé priznivé ucinky na lidské zdravi.

N-3 polynenasycené mastné kyseliny jsou po peroralnim podani vstiebavany
ve formé triacylglycerolt a nasledné transportovany jako soucast chylomikront do
jater. Zjater jsou nasledné uvolfovany stale ve formé triacylglyceroll do
lipoproteinovych Castic a také jako plasmatické fosfolipidy. Mensi ¢ast je uvolnéna
jako neesterifikované mastné kyseliny ve formé vazané na albumin. Béhem
cirkulace v krevnim FecCisti se n-3 PUFA inkorporuji do plasmatickych membran
vSech bunék a uskladnuji do tukové tkané. Maximum inkorporace mastnych kyselin
byva dosazeno jiz béhem 14 dni (Masson et al., 2007). Ackoliv nejCastéji jsou
pozitivni uCinky pfipisovany zejména EPA a DHA i ostatni n-3 polynenasycené
mastné kyseliny mohou pfiznivé pasobit na lidské zdravi. Na druhou stranu se
v rybim oleji nachazi v minimalnim mnozstvi. EPA mlze byt také pfeméfnovana na
biologicky aktivni prostaglandin E3 - prozanétlivé a proagregacné pusobici
eikosanoid. Casteéné& se EPA muze metabolizovat na DHA zejména u t&hotnych
studie zatim neodpovédély na to, jaky je idealni pomér EPA k DHA (Martinez, 1992;
Lewin et al., 2005; McCann and Ames, 2005).
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Obrazek €. 3: eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenova (DHA) kyselina.

4.5.1 Biologické ucinky EPA a DHA

4.5.1.1 Vliv na kardiovaskularni rizikové faktory

Pozitivni ucinky EPA a DHA se projevuji v prabéhu nékolika tydn( jejich pravidelné
konzumace. Uginky pravdépodobné vyplyvaji ze zmén fluidity plazmatickych
membran a ovlivnéni receptorové odpovédi (Harris and Bulchandani, 2006;
Mozaffarian et al., 2006a).

4.5.1.2 Plazmatické lipidy

Pravidelna konzumace rybiho oleje snizuje plazmatické koncentrace
triacylglyceroll podobné jako ostatni hypolipidemika o 25 az 30 % (Harris, 1997;
Wang et al., 2004; Balk et al., 2006). Vliv na triacylglyceroly je linearné zavisly na
davce. Dle meta-analyzy kazdy 1 gram rybiho oleje bohatého na EPA a DHA sniZuje
triacylglyceroly o 0,07 mmol/l (5,9 mg/dl) (Mozaffarian et al., 2006b). Rybi olej také
zvySuje plazmatické koncentrace HDL-cholesterolu (+ 3 %) a také zvySuje LDL-
cholesterol (+5 %), ale bez znatelného zvySeni poctu cirkulujicich Castic. Toto
zvySeni koncentrace LDL-cholesterolu je pravdépodobné zpusobeno zvétSenim
LDL ¢astic (Friedberg et al., 1998; Minihane et al., 2000; Griffin et al., 2006).
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45.1.3 Tlak krve a cévni rezistence

Na zakladé klinickych studii snizuje rybi olej bohaty na EPA a DHA systolicky krevni
tlak 0 1,52 mmHg a diastolicky tlak 0 0,99 mmHg. Tlak je snizovan jednak u pacientu
s hypertenzi, tak také s normotenzi. NejvysSi uc€inek je dosahovan u dosud
neléenych hypertenznich pacientl s poklesem systolického krevniho tlaku o
4,51 mmHg a diastolického o 3,05 mmHg (Miller et al., 2014).

Animalni a observacni studie naznacuiji, Zze pokles krevniho tlaku je zplsoben
snizenim periferniho cévniho odporu bez vyznamného vlivu na srde¢ni vydej. N-3
polynenasycené mastné kyseliny zvySuji produkci oxidu dusnatého, ktery plsobi
relaxaci hladké svaloviny cév (Demaison et al., 2000; Omura et al.,, 2001,
Mozaffarian et al., 2006a).

4.5.1.4 Tepova frekvence a kontrola rytmu

EPA a DHA snizuji také srdec¢ni frekvenci primérné o 1,6 uderd za minutu.
Negativné chronotropni efekt je nejvyraznéjsi pfi dlouhodobé konzumaci rybiho
oleje. U studii trvajicich déle nez 12 mésicu doslo k primé&rnému snizeni tepové
frekvence o 2,5 uderd za minutu (Mozaffarian et al., 2005). Vliv rybiho oleje na
tepovou frekvenci se nezda byt zavisly na podané davce, ale minimalni denni davka
pro vyvolani uc€inku je 300 mg EPA a DHA (Mozaffarian et al., 2005; Mozaffarian et
al., 2006a).

Mechanismus uc€inku, kterym n-3 polynenasycené mastné kyseliny snizuji
klidovou tepovou frekvenci, je pravdépodobné zalozen na ovlivnéni funkce
iontovych kanalt (Billman et al., 1997; McLennan, 2001; Leaf et al., 2003). Také
pravdépodobné EPA a DHA mohou zvySovat tonus nervu vagu a tim nepfimo
snizovat tepovou frekvenci (O'Keefe et al., 2006).

Na animalnich modelech a tkafiovych kulturach byly objeveny pfimé inhibicni
ucinky na iontové kanaly, které vedou ke snizeni excitability srdeéni svaloviny (Kang
and Leaf, 2000; McLennan, 2001; Sarrazin et al., 2007).
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4.5.1.5 Ovlivhéni hemokoagulace

Vysoké davky rybiho oleje (3 az 15 g za den) prodluzuji dobu krvaceni, ale nemaji
vliv na zavazné krvaceni pacientd (Knapp et al., 1986). Nebyla nalezena ani
vyznamna souvislost mezi uzivanim rybiho oleje spolu s warfarinem Ci kyselinou

acetylsalicylovou a zvySenym rizikem zavazného krvaceni (Wang et al., 2006).

45.1.6 Ovlivhnéni zanétu

VySsSi denni davky EPA a DHA (2 g) mohou snizovat produkci prozanétlivych
cytokinu Interleukin-1 beta (IL-1f) a tumor nekrotizujiciho faktoru alfa (TNFa), avSak
bez vyznamného vlivu na koncentraci C-reaktivniho proteinu (James et al., 2000;
Wang et al., 2004; Robinson and Stone, 2006).

4.6 Vyznam lipid( pro organismus

Lipidy jsou obvykle vnimany v negativhim svétle, ackoliv maji v organismu
nezastupitelné ulohy. Mezi lipidy Fadime cholesterol, triacylglyceroly, fosfolipidy,
mastné kyseliny a dalSi. Jedna se o latky tézce rozpustné v hydrofilnich
rozpoustédlech a velmi dobfe rozpustné v rozpoustédlech nepolarnich.
V organismu zastavaji spoustu uloh. Jednak slouzi jako zdroj energie, chrani vnitfni
organy, jsou slozkou plazmatickych membran, slouzi také jako signalni molekuly a
mohou se metabolizovat na dalSi dulezité latky. Napf. v jatrech jsou z cholesterolu
syntetizovany ZluCové kyseliny, které jsou cestou Zluci uvolfiovany do traviciho
traktu a jejich dalezitou ulohou je emulgace tukl z potravy. Dale jsou z cholesterolu

syntetizovany steroidni hormony: estradiol, testosteron, kortisol a aldosteron.

4.6.1 Homeostaza cholesterolu

Homeostaza cholesterolu je v organismu udrzovana jako rovnovaha mezi jeho

pfijmem, de novo syntézou a jeho eliminaci (Davis et al., 2004).
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4.6.1.1 Absorpce cholesterolu

Cholesterol pfijimany potravou je absorbovan zejména v jejunu a proximalnim ileu.
Vzhledem ktomu, Ze cholesterol je Spatné rozpustny ve vodé, je zapotiebi
pfitomnost ZluCovych kyselin, které umozni kontakt cholesterolu s kartaCovym
lemem enterocytud (Hofmann and Borgstroem, 1964). V kartaCovém lemu
enterocytl se nachazi transportni protein Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1), ktery
se podili na absorpci cholesterolu (Altmann et al., 2004). U &lovéka a primati se
NPC1L1 navic nachazi také na kanalikularni membrané hepatocytu, kde se podili
na reabsorpci cholesterolu ze Zluci (Temel et al., 2007). Absorpce cholesterolu
z tenkého stfeva je snizovana heterodimernim transportnim proteinem z rodiny
ATP-Binding Cassette ABCG5 a ABCGS8 (Yu et al., 2002; Yu et al., 2014). Stejné
transportéry se nachazi také na kanalikularni membrané hepatocytu a jejich role je

exkrece cholesterolu do Zludi.

4.6.1.2 De novo syntéza cholesterolu

Cholesterol je zivotné dulezita latka, bez niz se organismus neobejde. Na druhou
stranu neni esencialni a v jatrech dochazi k jeho syntéze. Syntéza cholesterolu
zaCina kondenzaci dvou molekul acetylkoenzymu A, nasledovana nékolika
enzymatickymi reakcemi. Rychlost syntézy limitujicim enzymem je 3-hydroxy-3-
methylglutaryl koenzym A reduktasa (HMGCR). Nasledné dochazi k nékolika
reakcim, z nichz kliC¢ovou je demethylace na pozici C14 katalyzovana CYP51A

(Waterman and Lepesheva, 2005).
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Obrazek €. 4: Schématické znazornéni endogenni syntézy cholesterolu v jatrech
(Clayton, 1998).

4.6.1.3 Distribuce lipidua

Lipidy jsou prevazné lipofilni povahy, a proto se v ramci organismu musi distribuovat
vazaneé Vv lipoproteinech. Jednotlivé lipoproteiny se liSi svou velikosti a také

obsahem transportovanych latek.

4.6.1.3.1 Chylomikrony

Jedna se o nejvétsi plazmatické lipoproteiny, jejichz ulohou je transport lipidu
z enterocytll do jater. Majoritni slozku tvofi triacylglyceroly (az 85 %) z potravy.

Pomér cholesterolu k triacylgylcerollim v chylomikronech je méné nez 1:10.
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Zivotnost chylomikrond je omezena a u normolipidemickych jedincl setrvavaji
v plazmé cca 3-6 hodin. Setrvani chylomikronl u potkana je velmi kratka, fadové
v minutach (Moir and Zammit, 1992). Zasadni vyznam pro Zivotnost chylomikronu
ma lipoproteinova lipasa (LPL). Jedna se o enzym, jehoz ulohou je enzymaticka
hydrolyza triacylglycerol a uvolnéné mastné kyseliny jsou nasledné transportovany
do okolnich tkani, zejména srdec¢ni svaloviny, pficné pruhovaného svalstva a tukové
tkané (Chajek et al., 1978; Mead et al., 2002). Pro spravnou funkci LPL je zapotfebi
pritomnost apolipoproteinu apoC-Il a jeho nepfitomnost vede k hypertriglyceridémii,
xantomUm a ke zvySenému riziku pankreatitidy jiz v détském véku (Breckenridge et
al., 1978; Goldberg et al., 1990).

4.6.1.3.2 Remnanty chylomikront

Lipolyza chylomikronu lipoproteinovou lipasou je prvnim krokem jejich metabolismu
a vede ke vzniku chylomikronovych remnant (Mjos et al., 1975). Timto krokem se
z chylomikronU odstrani veskeré triacylglyceroly a zustava cholesterol z potravy.
Vytvofena remnanta jsou velmi rychle odstrafiovana z plazmy pomoci receptorem
mediovaného transportu. Chylomikronové zbytky jsou nejprve zpracovany hepatalni
lipasou (HL) a pomoci apo-E se remnanta navazou na LDL-receptor (Mahley and
Huang, 1999; Herz and Strickland, 2001).

4.6.1.3.3 Lipoproteiny s velmi malou hustotou (VLDL)

Jedna se o relativné velké Castice tvofené jatry, které jsou bohaté na obsah

triacylglycerold.

4.6.1.3.4 Lipoproteiny s malou hustotou (LDL)

LDL cholesterol je Castice cirkulujici v krevnim fecisti, jejiz ulohou je transport
cholesterolu do mista potfeby v perifernich tkanich. Vzhledem k tomu, Ze lipidy
obecné v&etné cholesterolu jsou nerozpustné ve vodé, musi byt transportovany ve

formé lipoproteinovych Castic (Hevonoja et al., 2000). LDL castice jsou tvofeny
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fosfolipidovou dvouvrstvou, neesterifikovanym i esterifikovanym cholesterolem a
estery mastnych kyselin. Ve fosfolipidové membrané je vnofeny apo-B lipoprotein,
ktery umoznuje vazbu LDL na specifické receptory (Feingold and Grunfeld, 2000).
LDL &astice jsou vytvareny z IDL &astic za pomoci hepatélni liaszy (HL). Céast LDL
nasledné vstupuje do jater pomoci vazby na LDL-receptor (Cox and Garcia-
Palmieri, 1990).

4.6.1.3.5 Lipoproteiny s velkou hustotou (HDL)

Jedna se o skupinu lipoprotein, které maji spole€nou vysokou hustotu
(> 1,063 g/ml) a malou velikost (5—17 nm) (von Eckardstein et al., 1994). Zakladnim
proteinem nutnym pro zformovani HDL &astic je apolipoprotein A1 (apoA-1). Castice
bez obsahu lipidu jsou tvofeny hepatocyty, enterocyty, pfipadné mohou vznikat pfi
metabolismu chylomikronu ¢i VLDL ¢astic (Rye et al., 1999). Roli lipoproteind o
velké hustoté bez obsahu lipidu je tzv. reversni transport cholesterolu. Jedna se o
cestu cholesterolu z nejaterni tkané (perifernich organu) do jater, pfipadné steroidy
syntetizujicich tkanim (Yokoyama, 1998). Pro formovani HDL ¢astic a translokaci
cholesterolu maji vyznam ABC transportéry. Konkrétné se jedna o ABCB1 (znamy
jako MDR1 ¢&i P-glykoprotein) a ABCA1 (Garrigues et al., 2002; Du et al., 2015).
Cholesterol a fosfolipidy jsou nasledné pomoci receptory mediovaného

transportu pfenaseny do jater (Fidge, 1999; Trigatti et al., 2000).
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Obrazek €. 5: Schématické znazornéni metabolismu lipoproteinovych ¢astic (Kwan
et al., 2007).

4.6.1.4 Eliminace cholesterolu

V organismu existuje nékolik cest eliminace cholesterolu. K eliminaci pocitame
jednak exkreci, tak také jeho metabolismus. Exkrece probiha pomoci transportéru
ABCG5/8 na urovni tenkého stfeva a jater. Cestou ABC transportéru je vylu€ovan
neesterifikovany cholesterol, zatimco jiné cesty zahrnuji jeho metabolismus. Jednou
z nejvyznamnéjsich cest je metabolismus cholesterolu na Zlucové kyseliny. ZluGové
kyseliny jsou télu vlastni latky, jejichz ulohou je nejenom emulgace tukud, usnadnéni
jejich traveni a vstfebavani, ale také figuruji jako signalni molekuly (Makishima et
al., 1999; Parks et al., 1999; Wang et al., 1999).

Pro syntézu ZluGovych kyselin je u ¢lovéka potfeba celkem 14 enzymu, které
se vSechny nachazeji v jatrech (Russell, 2003). Prvnim a rychlost syntézy limitujicim
enzymem je CYP7AL neboli 7a-cholesterolhydroxylasa. Jak jiz nazev napovida, roli

enzymu je oxidace (hydroxylace) uhliku ve struktufe cholesterolu na pozici 7.
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Alternativni cesta syntézy zluCovych kyselin je iniciovana enzymem CYP27A1
(Duane and Javitt, 1999). Alternativni cesty biosyntézy ZluCovych kyselin pfebiraji
ulohu zejména pfi supresi klasické cesty iniciované CYP7A1 (Pullinger et al., 2002).
Klasicka cesta se podili na denni eliminaci cca 400-600 mg cholesterolu, naopak
alternativni zhruba 18-20 mg denné (Dietschy, 1984; Duane and Javitt, 1999).
Existuji samoziejmé i dalSi mimojaterni cesty syntézy zluCovych kyselin, napf.
iniciované CYP7B1, CYP46A1 (Martin et al., 1997; Bjorkhem et al., 1998; Lund et
al., 1999; Bjorkhem et al., 2001).

Dal$i mozny zpusob eliminace cholesterolu zahrnuje jeho pfeménu na
steroidni hormony. Ackoliv je tato cesta méné vyznamna z hlediska spotfeby
cholesterolu (cca 50 mg denné), tvofi cholesterol zaklad vSech steroidnich hormonu
(Dietschy, 1984).

Cholesterol
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Obrazek €. 6: Grafické znazornéni klasické a alternativni cesty syntézy Zlu€ovych

kyselin (Kwong et al., 2015).
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4.6.1.5 Regulace homeostazy cholesterolu a mastnych kyselin

Syntéza, absorpce i eliminace cholesterolu je v organismu pfFisné kontrolovana. Na
regulaci syntézy se podileji tzv. sterol regulatory element binding proteins
(SREBPSs). Tyto transkripéni faktory byly objeveny v devadesatych letech minulého
stoleti a od tohoto okamziku byly intenzivné studovany. Podileji se na kontrole
exprese genu dulezitych pro metabolismus lipidd. U savcl byly popsany celkem tfi
zastupci této skupiny, SREBP-1a a SREBP-1c kédované jednim genem Srebf1 a
SREBP-2 kédovany Srebf2 (Hua et al., 1995; Miserez et al., 1997). Pfi srovnani je
SREBP-1a ucinngjsi transkripCni aktivator nez SREBP-1c a liSi se také tkafiovou
distribuci (Shimano et al., 1997; Shimomura et al., 1997).

Ulohou SREBP-1a je zejména regulace exprese gen( pro dilezité enzymy
syntézy cholesterolu a mastnych kyselin, jako je 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA
synthasa, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA reduktasa, squalen synthasa a napfr.
synthasa mastnych kyselin (Shimano et al., 1996). Na druhou stranu SREBP-1c
kontroluje geny zejména pro lipogenezi bez vyznamného vlivu na syntézu
cholesterolu a ma také ulohu v metabolismu glukosy (Shimano et al., 1997).
Posledni zmifnovany SREBP-2 reguluje zejména transkripci gent dualezitych pro
steroidogenezi (Horton et al., 1998).

Ackoliv samotné SREBP reguluji expresi riznych genu, sami jsou regulovany
na transkripéni a posttranskripéni urovni. Zatimco SREBP-1a se zda byt v jatrech a
ostatnich tkanich konstitutivné exprimovan, exprese SREBP-1c a SREBP-2 je
zpétnovazebné regulovana (Sato et al., 1996; Shimomura et al., 1997; Amemiya-
Kudo et al., 2000). Za zminku stoji regulace SREBP-1c pomoci insulinu, glukagonu
a liver X receptoru (LXR), ktery tvofi heterodimery s retinoid X receptorem (RXR) a
je aktivovany riznymi steroly (Janowski et al., 1999; DeBose-Boyd et al., 2001;
Repa et al., 2002).

4.6.2 Mastné kyseliny a triacylglyceroly

Triacylglyceroly jsou estery mastnych kyselin a glycerolu s velkym vyznamem pro
Zivé organismy, ale jsou také spojovany s mnohymi onemocnénimi, napf.
metabolickym syndromem. Vzhledem k tomu, Ze se jedna o nepostradatelné latky,

je zapotfebi mechanismu, které udrzuji jejich homeostazu v organismu.
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4.6.2.1 Absorpce mastnych kyselin a triacylglycerolt

Ackoliv jsou triacylglyceroly pfijimany potravou, nemohou byt ve své esterové
podobé absorbovany. Pro absorpci lipidd z potravy maji velky vyznam ZluCove
kyseliny, které emulguiji tuky a pankreaticka lipasa, jez hydrolyzuje esterové vazby
triacylglyceroli (Chapus et al., 1988). V enterocytech jsou triacylglyceroly opét
resyntetizovany a spolu s cholesterolem jsou formovany do tzv. chylomikronu, které
se dostavaji krevni cestou do jater. Nasledné jsou Siroce distribuovany po celém

organismu.

4.6.2.2 Syntéza mastnych kyselin

Mastné kyseliny jsou syntetizovany v jatrech pfedevSim za ucasti synthasy
mastnych kyselin (FAS), jejiz ulohou je syntéza nasycenych mastnych kyselin

ze zakladnich surovin acetyl-CoA a malonyl-CoA (Volpe and Vagelos, 1973).

4.6.2.3 Metabolismus mastnych kyselin a triacylglycerol

Velmi dulezitym enzymem v katabolismu triacylglyceroll a mastnych kyselin je
lipoproteinova lipasa, jez hydrolyzuje TAG uvniti chylomikronu a lipoprotein( o velmi
malé hustoté (VLDL) (Mead et al., 2002). Nasledné jsou mastné kyseliny
transportovany prenaseci do bunék a nasledné pouzity pro syntézu triacylglycerolu,
fosfolipidd, esterifikaci cholesterolu anebo jsou metabolizovany v mitochondriich a
peroxisomech pomoci beta-oxidace (Doege and Stahl, 2006). Béhem B-oxidace
dochazi k cyklické metabolizaci mastnych kyselin a pfi kazdém cyklu je MK
zkracena za vzniku acetyl-CoA, acyl-CoA a energie (Houten and Wanders, 2010).

Minoritné se mastné kyseliny mohou metabolizovat procesem w-oxidace,
ktery nabyva vyznamu zejména pfi hladovéni, pfi terapii IéCivy indukujicimi PPARa
a nékterych metabolickych nemoci. Tato cesta vede ke vzniku sukcinatu, ktery
muze slouzit pro syntézu glukosy (Draye and Vamecq, 1989). Enzymaticky se
uplatiuji cytochromy P450 4A11 u Clovéka a CYP4A1/2/3 u potkana (Hsu et al.,
2007).
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4.6.2.4 Regulace enzymt v metabolismu mastnych kyselin a triacylglycerolu

Veskeré enzymy zasahujici do syntézy a metabolismu MK a TAG museji byt pfisné
regulovany. Syntéza MK je regulovana podobné jako syntéza cholesterolu pomoci
SREBP-1c a SREBP-2, z nichz SREBP-1c je nadale regulovan pomoci insulinu,
glukagonu a Liver X receptoru (Repa et al.,, 2000; DeBose-Boyd et al., 2001).
Metabolismus je fizen za pomoci jadernych receptor aktivovanych proliferatory
peroxisoml (PPAR). Byly popsany C&tyfi odliSné skupiny oznaované Feckymi
pismeny. Pro metabolismus MK a TAG ma nejvétsi vyznam PPAR alfa, jez tvofi
heterodimery s RXR a nasledné se vaze na responsni elementy proliferatord
peroxisomU (PPRE) a aktivuje nasledné transkripci cilovych genu (Qi et al., 2002;
Tan et al.,, 2005). PPARa aktivuji nejenom lipoproteinovou lipasu, ale také fadu
dalSich enzymu katalyzujicich mitochondrialni i peroxisomalni oxidaci mastnych
kyselin. Aktivace PPARa mulze také vést kup-regulaci CYP4A11 u lidi a
CYP4A1/2/3 u potkana, které se podileji na w-oxidaci mastnych kyselin (Sharma et
al., 1988).
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Obrazek €. 6: Schématické znazornéni aktivace PPARa a tvorba komplexu

s retinoid X receptorem (Contreras et al., 2013).

4.7 Cytochrom P450

Cytochromy P450 jsou hemoproteiny s molekulovou hmotnosti pfiblizné 45 kDa.
Jejich uloha je v metabolismu endogennich i exogennich latek. Katalyzované
reakce patfi mezi reakce prvni faze metabolismu. Jednotlivé enzymy se déli do
rodin oznaCovanych ¢&islici, v nichZ maji minimalné 40% podobnost v sekvenci
jednotlivych aminokyselin. Pismeno v nazvu enzymu znadci prisludnost k podroding,
z nichZ jednotlivé enzymy sdili minimalné 55% podobnost v aminokyselinové
sekvenci. Posledni Cislice oznaCuje konkrétni enzym, napf. CYP4A1 (Omura and
Sato, 1964; Nelson et al., 1996; Anzenbacher and Anzenbacherova, 2001). Ackoliv
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cytochrom P450 ma vyznamnou roli v metabolismu IéCiv, napf. CYP3A4, CYP2C9,

byly v ramci disertacni prace sledovany cytochromy P450 dUlezité v metabolismu

endogennich latek a ty, které maji souvislost s metabolickym syndromem.

CYP3A4/5 (30.2%)
*Induction

*Sex (f>m)

« Inflammation (1)

* Polymorphism (1)
*Age (1)

CYP1A2 (8.9%)
¢Induction (1)

* Inflammation () /
*Cholestasis (V) |
*Age (M)

*(Sex, m>f ?)

* (Polymorphism)

CYP2A6 (3.4%)
* Polymorphism ({ 1)
*Induction (1)

* Inflammation (L)

. ?
i cypeBe (7.2%)
*Induction (1)
* Polymorphism (1 1)
« Inflammation (\)
*Age (1)
*(Sex, f>m?)

CYP2C8 (4.7%)
¢Induction (1)

* Polymorphism ({ 1)
« Inflammation (L)
*Age(T)

CYP2J2 (3%)
« Polymorphism(J,)  CYP2E1 (3%)

*Induction (1)
/ + Inflammation (1)
*Various diseases (1)

* Sex (m>f)

CYP2D6 (20%)
* Polymorphism (. 1)
« Inflammation ({)

CYP2C19 (6.8%)

* Polymorphism ({ 1)
¢ Induction (1)

« Inflammation (1)
*(Sex ?)

CYP2C9 (12.8%)
«Induction (1)

* Polymorphism (1)
« Inflammation ()
*Age (1)

*(Sex ?)

Obrazek €. 7: schématické znazornéni participace jednotlivych cytochromt P450

v metabolismu xenobiotik (Zanger and Schwab, 2013).

4.7.1 CYP2E1l

Tento enzym se podili na metabolismu zejména malych molekul a lipidd. Typickymi
substraty jsou paracetamol, chlorzoxazon, halotan, néktera organicka rozpoustédla
a napfiklad kyselina linolova a linolenova (Peter et al., 1990; Kharasch and
Thummel, 1993; Bolt et al., 2003). Podobnost lidského a potkaniho CYP2E1
v aminokyselinové sekvenci je pfiblizné 80 %. Obdobna je tedy také substratova
specifita. Z tohoto divodu je potkan vhodnych studijnim model i pro lidsky CYP2E1
(Martignoni et al., 2006). Jedna se o snadno indukovatelny enzym napfiklad
ethanolem, hladovénim anebo pfi onemocnéni diabetem. Indukce pfi sou€asném
podavani analgetika-antipyretika paracetamolu vede ke zvySené tvorbé jeho
reaktivniho metabolitu N-acetylparaaminobenzochinoniminu. Dale se tento enzym
podili také na nezadouci tvorbé reaktivnich kyslikovych radikald (ROS). Indukce
CYP2E1 tedy mlze zvySovat toxicitu paracetamolu a zvySovat riziko poSkozeni
organismu ROS (Cederbaum, 2006).
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Obrazek €. 8: metabolismus paracetamolu pomoci CYP2E1.

4.7.2 CYP4A

Potkan disponuje C&tyfmi enzymy z podrodiny CYP4A, konkrétné se jedna o
CYP4Al, CYP4A2 a CYP4A3. Tyto enzymy se podileji na w-oxidaci pfipadné w-1
oxidaci nasycenych i nenasycenych mastnych kyselin (Sharma et al., 1989). Také
se podileji na w-hydroxylaci riznych prostaglandind (Yamamoto et al., 1984;
Matsubara et al., 1987). Exprese je fizena pomoci PPARa receptorll. Aktivatory
PPARaq, jez zahrnuiji fibraty, pasobi jako induktory téchto enzymu (Sharma et al.,
1988).

4.7.3 CYP7A1l

CYPT7A1 iniciuje prvni a rychlost limitujici krok v syntéze Zlu¢ovych kyselin. Jedna

se o dulezitou cestu metabolismu a eliminace cholesterolu (Shefer et al., 1970).
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Regulace na transkripéni urovni probiha pomoci zpétnovazebné inhibice zlucovymi

funkce byly popsany vyse.

4.8 Zvireci modely metabolického syndromu

Pokusna zvifata jsou stale nedilnou soucasti zakladniho vyzkumu. Indukce
pfiznakl metabolického syndromu Ize u zvifat navodit dietou ¢&i zvifata mohou mit
pfiznaky vrozené.

Pfiindukci MS dietou se nej¢astéji vyuzivaji kmeny potkanu Sprague-Dawley
¢i Wistar (Senaphan et al., 2015; Suman et al., 2016). V dieté se nejvice osvédcil
zvyseny pfijem zejména jednoduchych sacharidd, zvySeny obsah tukd v potravé
anebo kombinace obojiho podavanych v pribéhu nékolika tydnd. Odsvédcilo se
zejména obohacovani pitné vody o fruktosu &i glukosu po do dobu alespori 8 tydn.
Pfi kratSi periodé je nizS§i pravdépodobnost rozvoje obesity, hypertenze,
dyslipidémie a hyperglykémie zaroveri (Mahmoud and Elshazly, 2014; Mamikutty et
al., 2014).

Vyhodou experimentalnich modell s genetickou predispozici k rozvoji MS je
zejména rychlost rozvoje metabolického syndromu. Leptin deficientni modely
mohou poslouzit zejména pro studium u€inkd na obéznich zvifatech s indukovanym
diabetem. Jako potkani modely mohou poslouzit kmeny potkant Zucker Diabetic
Fatty, Goto-Kakizaki nebo hereditarné hypertriglyceridemicky potkan (HHTQ)
(Vrana and Kazdova, 1990; Akash et al., 2013; Lehnen et al., 2013).

Posledni zmifiovany kmen byl vySlechtén z kmene Wistar na zakladé jeho
zvySené citlivosti k pfivodu sacharosy v dieté. Potkani trpi zejména
hypertriglyceridémii, poruchou metabolismu glukosy a hypertenzi. Nevyhodou
modelu je zejména nepfitomnost obezity jako jednoho z kliCovych pfiznaki
metabolického syndromu. | pfes tuto nevyhodu je HHTg potkan vhodnym a
akceptovanym modelem pro studium latek ovliviiujicich metabolicky syndrom
(Klimes et al., 1995; Zicha et al., 2006).
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5 EXPERIMENTALNIi CAST
5.1 Zvirata a design experimentu

5.1.1 Zvirata

Vramci této disertaChi prace bylo pracovano se samcihereditarné
hypertriglyceridemického potkana. Zvifata byla chovana za standardnich
laboratornich podminek za stalého pfistupu k vodé a krmivu. VeSkeré experimenty
na zvifatech byly provadény dle zakona €. 246/1999 Sb., jeho pozdéjSich novelizaci

a byly schvaleny etickou komisi MSMT.

5.1.2 Design experimentt

5.1.2.1 Uéinky silymarinu v rGznych farmaceutickych formach

Celkem 32 samcl hereditarné hypertriglyceridemického (HHTg) potkana bylo
rozdéleno do Ctyf skupin po osmi jedincich. Jednotlivé skupiny zvifat se liSily
podavanou stravou. Osm kontrolnich (Ctrl) zvifat dostavalo pouze standardni
laboratorni dietu (STD). Experimentalni diety byly slozeny vzdy z STD obohacené
0 1 % standardizovaného silymarinu (1 % SSM), 0 1 % mikronizovaného silymarinu
(1 % MSM) anebo 1 % silymarinu ve formé fytosoma (1 % PSM). Zvifata byla
krmena dietou po dobu &tyf tydnld a nasledné byla v postprandialnim stavu
utracena. Nasledné byly odebrany vzorky krve a organy. Pro analyzu exprese

mMRNA a proteinu byly vzorky zamrazeny.

5.1.2.2 Uginky silybinu v riznych farmaceutickych formach

Celkem 28 samcu HHTg potkana bylo rozdéleno do &tyf skupin po sedmi jedincich.
Kontrolni (Ctrl) zvifata dostavala standardni laboratorni dietu (STD). Experimentalni
skupiny dostavaly STD obohacenou o 0,5 % standardizovaného extraktu silybinu
(0,5 % SSB), STD obohacenou o 0,5 % mikronizovaného silybinu (0,5 % MSB)
anebo 0 1 % silybinu ve formé fytosomu (0,5 % PSB). Experiment probihal po dobu
4 tydnu, na jehoz konci byla zvifata v postprandialnim stavu utracena a byly

odebrany vzorky pro naslednou analyzu.

39



5.1.2.3 Pridani mikronizovaného silymarinu k n-3 polynenasycenym

mastnym kyselinam

Pro tuto studii bylo pouzito 23 samct HHTg potkana. Zvifata byla rozdélena do &tyf
skupin dle obohacené diety. Kontrolni (Ctrl, n=6) zvifata dostavala pouze
standardni laboratorni dietu (STD). 6 potkanu dostavalo STD obohacenou o 1 %
mikronizovaného silymarinu. 6 zvifat (n-3) dostavalo sondou 300 mg/kg hm. n-3
polynenasycené mastné kyseliny ve slozeni 50% DHA a 10% EPA. STD
obohacenou o 1 % mikronizovaného silymarinu a n-3 PUFA v davce 300 mg/kg hm.
dostavalo celkem 5 zvifat (n-3 + MSM). Po C&tyfech tydnech byla zvifata utracena

v postprandialnim stavu a byly odebrany vzorky pro naslednou analyzu.

5.1.2.4 Pridani mikronizovaného silymarinu k fenofibratu

Celkem 25 samct HHTg potkana bylo rozdéleno do &tyf skupin. Kontrolni (Ctrl,
n = 6) zvifata dostavala standardni laboratorni dietu (STD). 6 zvifat dostavalo
k porovnani 1% mikronizovany silymarin pfimichany do STD. STD a fenofibrat
podavany sondou v davce 100 mg/kg hm. (FF) dostavalo celkem 6 zvifat. Posledni
skupina zvifat dostavala STD obohacenou o 1 % mikronizovaného silymarinu a

sondou jim byl aplikovan fenofibrat v davce 100 mg/kg hm. (FF + MSM)

5.2 Material a metody

5.2.1 Pristrojové vybaveni

Analyticka vaha, Xp 205 DELTA RANGE® (Mettler-Toledo, Praha, CR)
Centrifuga Centrifuge 5804 R (Eppendorf, Hamburk, D)

Centrifuga Hermle Z 323 K (Gosheim, D)

Centrifuga miniSpin plus (Eppendorf, Hamburk, D)

Centrifuga Multi-spin (Biosan, Riga, LV)

DNA/RNA UV-cleaner box, UVC/T-AR (Biosan, Riga, LV)
Elektroforéza Power PACTM HC (BIO-RAD, Hercules, Kalifornie, USA)
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Homogenizator Precellys Evolution (Bertin Technologies, Rockville, Maryland,
USA)

Inkubator DRY BATH INCUBATOR (Major Science, San Jose, Kalifornie, USA)
Kapalinovy manipulator Echo 550 (Labcyte, San Jose, Kalifornie, USA)
Laminarni box biohazard (Merci, Brno, CR)

Michacka (Heidolph, Schwabach, D)

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

pH metr (Mettler TOLEDO, Columbus, Ohio, USA)

Snap i.d.TM (Merck Millipore, Burlington, Massachusetts, USA)
Spektrofotometr INFINITE M200 (TECAN, Mannedorf, SUI)

Spektrofotometr NanoPhotometr® N60 (Implen, Mnichov, D)

Termocykler Epgradient S (Eppendorf, Hamburk, D)

Termocykler LightCycler 1536 Instrument (Roche Praha, CR)

Trans-blot® turbo™ (BIO-RAD, Hercules, Kalifornie, USA)

Trepacka Sunflower Mini-Shaker (P-LAB a.s., Praha, CR)

Ultracentrifuga Optimal LE-80K (Beckman, Praha, CR)

Vaha AdventurerTM Pro (Ohaus, Columbus, Ohio, USA)

Vodni lazen (Memmert, Schwabach, D)

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

Vyvéva VacSafeTM Scanvac (Merc Millipore, Burlington, Massachusetts, USA)
Zdroj napéti PowerPacTM HC 250 V, 3.0 A, 300 W (BIO-RAD, Hercules,
Kalifornie, USA)

Zdroj vakua VacSafeTM (SCANVAC, Lillerod, DK)

5.2.2 Kity

RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, USA)

QIAshredder (Qiagen, USA)

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Némecko)
LightCycler® 1536 DNA Probes Master (Roche, Némecko)

Western Blotting Luminol Reagent (Santa Cruz Biotechnology, USA)
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5.2.3 Primery

Abcal rat Rn00710172_ml
Abcg5 rat Rn00587092_m1
Abcg8 rat Rn00590367_m1
Abcbla rat Rn01639253 ml
Abcblb rat Rn01636836_m1
Srebfl rat Rn01495769 _m1
Srebf2 rat Rn01502638_m1
Cyp2el rat Rn00580624 _m1
Cyp7al rat Rn00564065 m1l
Cyp4al rat Rn00598510_m1
Cyp4aZ2 rat Rn01417066_m1
Cyp4a3 rat Rn04224033_ul
Ppara rat Rn00566193 _m1
Ppary rat Rn00440945 m1l
Hprtl rat Rn01527840_m1l

5.2.4 Protilatky

ABCA1 mouse monoclonal (AB.H10): sc-58219 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
ABCB1 rabbit monoclonal: ab170904 (Abcam, UK)

ABCGS rabbit polyclonal: ab69713 (Abcam, UK)

ABCGS8 rabbit polyclonal (H-300): sc-30111 (Santa Cruz Biotechnology, USA)
CYP2E1 mouse monoclonal: SAB4100017 (Sigma-Aldrich, Praha, CR)

CYP7AL rabbit polyclonal (H-58): sc-25536 (Santa Cruz Biotechnology, USA)

5.2.5 Chemikalie

2-merkaptoetanol (Sigma-Aldrich, katalogové &islo M3148, Praha, CR)

99,8% ethanol pro UV spektroskopii (Penta,kat. €. 71380-11000, Praha, CR)
Bromfenolova modf (Sigma-Aldrich, katalogové €islo B-8026, Praha, CR)
DihydrogenfosforeCnan draselny (Lachner, katalogové Cislo 30145, Neratovice,
CR)

Dodecylsiran sodny (Sigma-Aldrich, katalogové &islo L3771, Praha, CR)
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Inhibitory proteas Complete (Roche, katalogoveé Cislo 11836145001, Basilej,
Sul)

Kyselina chlorovodikova (Lachner, katalogoveé Cislo 10033-A35, Neratovice,
CR)

Methanol (Sigma-Aldrich, katalogové &islo 32213, Praha, CR)

Ustalovaé (Sigma-Aldrich, katalogové &islo 7167, Praha, CR)

Vyvojka (Sigma-Aldrich, Praha, katalogové &islo P7042, CR)

5.2.6 Spotiebni material

Eppendorf mikrozkumavky (Eppendorf, Hamburg, D)

Falkonky 12ml a 50 ml VWR® (VWR international, Stfibrna Skalice, CR)
Mini-PROTEAN® TGX™ gely (Bio-Rad Laboratories, USA)

Spicky Eppendorf (Eppendorf, Hamburk, D)

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

5.3 Metody

5.3.1 Real-time PCR

Pri feSeni disertacni prace byla pro kvantifikaci mMRNA pouzita metoda Real-Time
PCR (RT-PCR). Jedna se o metodu zalozenou na amplifikaci cDNA. Mnozstvi
vzniklé cDNA je zaznamenavano na konci kazdého cyklu diky fluorescencné
znaCenym sondam. Pro feSeni disertacni prace byly pouzity TagMan sondy, které
se vyznacuji vysokou specifitou.

Bé&hem opakuijicich se cyklu replikace cDNA je zaznamenana fluorescence.
Nahly narust fluorescence, tzv. cycle of treshold (Ct) je zaznamenan a pouzit pro
nasledny vypocet relativnino mnozstvi cDNA.

V ramci experimentd byla hodnota fluorescence pocitana relativné — vzdy
v porovnani ke fluorescenci kontrolni skupiny. Pro vypocet rozdilt v expresi mRNA

byla pouZita standardni metoda delta-delta Ct (Livak and Schmittgen, 2001).
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5.3.1.1 lzolace a kvantifikace mRNA

Pro izolaci mRNA bylo pouzito 30 mg rozmrazené jaterni tkané. Jaterni tkan byla
zhomogenizovana v homogenizatoru Precellys Evolution (Bertin Technologies,
Rockville, Maryland, USA) a pro naslednou izolaci byl pouzit RNeasy Plus Mini Kit
(Qiagen, USA) s postupem dle standardniho protokolu vyrobce. Koncentrace a
Cistota ziskané mRNA byla méfena spektrofotometricky (NanoPhotometer N60,
Implen, Mnichov, Némecko) a pro naslednou syntézu cDNA bylo pouZito mnozstvi
1000 ng mRNA. Reverzni transkripce probihala dle standardniho protokolu vyrobce
pomoci Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche, Némecko). Ziskana
cDNA byla okamzité zmrazena a vyuzita pro nasledné RT-PCR experimenty.
Samotné RT-PCR bylo provadéno na pfistroji LightCycler 1536 Instrument (Roche,
Némecko) za nasledujicich podminek: denaturace 10 minut 95°C, nasledné 45
cykll 95°C 5 s, 60°C 30 s pro denaturaci, annealing a elongaci. V pribéhu kazdého
cyklu byla monitorovana emise fluorescence. Samotna RT-PCR probihala na
1536jamkovych destiCkach, na néz musela byt smés pipetovana automaticky
pomoci Automate Labcyte Echo (Roche, Irsko). Méfeni probihalo v sextetech za
pouziti komeréné dostupnych TagMan sond (Life Technologies, USA). VesSkeré
naméfené hodnoty Ct byly normalizovany k hypoxanthin-guanin fosforibosyl
transferasu (Hprtl) a nasledné kvantifikovany metodou 22Ct (Livak and Schmittgen,
2001).

5.3.2 Priprava jaterniho homogenatu

Po usmrceni zvifete byla jatra odebrana a okamzité zamrazena na -70°C. Pro
pfipravu homogenatu byla ¢ast zamrazenych jater (cca 1 g) rozmraZzena a promyta.
Jatra byla homogenizovana v RIPA pufru (Santa Cruz Biotechnology, USA) pomoci
homogenizatoru Precellys Evolution (Bertin Technologies, Rockville, Maryland,

USA). Nasledné byly vzorky sto¢eny 10 min pfi 6000 g.

5.3.2.1 Stanoveni proteinu

Stanoveni obsahu celkového proteinu v homogenatu probihalo pomoci metody

s kyselinou bicinchinonovou. Mérfeni probihalo na 96jamkovych destickach
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v tripletech. Mikrosomy i homogenat byl fedén 50 krat fosfatovym pufrem. Do jamky
bylo pipetovano 12,5 ul této smési a 100 pl Cinidel z BCA Protein Assay Reagent
Kit (ThermoFischer Scientific, Waltham, Massachusets, USA). DestiCky se nechaly
pfi 37°C 30 minut inkubovat a nasledné byla méfena absorbance na pfistroji TECAN
Infinity absorbance/fluorescence/luminescence reader (Tecan, Rakousko).
Koncentrace proteinu byla odecitana z kalibra¢ni kfivky ziskané ze standardu

bovinniho sérového albuminu.

5.3.2.2 Kvantifikace proteinu

Pro kvantitativni porovnani mnozstvi jednotlivych protein mezi skupinami byla
pouzita zavedena metoda zaloZena na principu separace pomoci elektrického
proudu. Tato metoda vyuziva separacni vlastnosti gelu s pfidavkem dodecylsiranu
sodného (SDS). Diky SDS ziskavaji separované proteiny zaporny naboj a jsou
pfitahovany smérem ke kladné elektrodé. Rychlost pfesunu proteind k anodé je
ovlivnéna zejména velikosti daného proteinu, stupni jeho denaturace a také na
hustoté pouzitého gelu (Kurien and Scofield, 2006).

Nasledujicim krokem je pfenos proteint z gelu na membranu, ktera se po
standardnich procedurach necha inkubovat s primarni protilatkou. Tato primarni
protilatka se specificky vaze na detekované proteiny. Vazba protilatek zavisi na
mnoZzstvi proteinu na membrané a také na koncentraci pouzité protilatky.
Sekundarni protilatky, které se specificky vazou na protilatky primarni, jsou obvykle
konjugovany s kifenovou peroxidasou. Nasleduje reakce s chemiluminiscen¢nim
¢inidlem a detekce pomoci svétlocitlivého filmu ¢i vhodnym pfistrojem.

Nasledna kvantifikace proteini probiha matematicky na zakladé velikosti a
intenzity zoény ¢&i tzv. prouzku. Obvykle se vyuziva relativni porovnani mnozstvi

proteinu vztazeného ke kontrole (Kurien and Scofield, 2006).

Separace jednotlivych proteint probihala pomoci SDS-PAGE elektroforézy.
Gely pro SDS-PAGE elektroforézu byly pfipravovany jednak ru¢né, jednak byly
pouzit komeréné dostupné Mini-PROTEAN® TGX™ gely (Bio-Rad Laboratories,
USA). Vzorky s obsahem proteinu byly pfed nanesenim na gel zfedény v pufru (62,5
mM TRIS, 10 % glycerol, 4 % merkaptoethanol, 2 % SDS, brilantni mod¥, pH 6,8).

Vzorky byly nasledné 5 minut denaturovany a 5 minut zcentrifugovany pfi 6000 g.
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Elektroforéza probihala 10 minut pfi 110 V a nasledné pfi 150 — 180 V az 1,5 hodiny.
Voltaz byla volena vzdy individualng&, aby nebyl pfekroCen proud 0,1 A. Po vypnuti
pristroje z elektrického proudu byly gely opatrné vyjmuty a polozeny na komercné
dostupnou membranu (Bio-Rad Laboratories, USA). Pro pfenos proteinu z gelu na
membranu byl pouZit pfistroj Trans Blot Turbo (Bio-Rad Laboratories, USA). Po
vyjmuti z pfistroje byly membrany rozstfihany na pfislusnou velikost a promyty
v TBS pufru 3 krat 5 minut. Nasledné byly membrany blokovany po dobu 1 hodiny
a po opétovném fadném promyti v TBS-tween byly membrany inkubovany
s primarni protilatkou. Podminky inkubace byly voleny vzdy dle pokyna vyrobce
k pfihlédnuti k vlastnim zkuSenostem. Z toho duvodu nékteré primarni protilatky
byly inkubovany za laboratorni teploty 1 hodinu, jiné protilatky pfes noc pfi 4°C.
Nasledovala inkubace se sekundarni protilatkou a aplikace chemiluminiscencniho
¢inidla (USA) s navazujici expozici na X-ray filmy.

Vyhodnoceni Western blotu probihalo pomoci software ElfoMan, verze 2,6

(Semecky Inc., Ceska republika).

5.4 Lipidové a glykemické parametry

Lipidy, glykémie a insulinémie byly standardné stanovovany pomoci enzymatickych

metod dle pokyn(i vyrobce Bio-La-Test (Erba Lachema, CR).

5.5 Statistické zpracovani

Pro statistickou analyzu byl volen ANOVA parametricky test. Pro nasledné
porovnani vyznamnosti mezi jednotlivymi skupinami byl volen post hoc
Bonferonniho test. Hodnoty byly brany jako statisticky vyznamné pfi hodnoté
p < 0,05.
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6 VYSLEDKY
6.1 Hmotnost zvirat, organa, lipidové parametry a glykémie

6.1.1 Hmotnost potkanu pred dekapitaci
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Graf €. 1: Hmotnost potkan na konci pokusu pred dekapitaci. Hodnoty vyjadieny
jako primér + SEM, n =2 6. *** p < 0,001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM —
standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM — silymarin ve
formeé fytosomu, SSB — standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin, PSB
— silybin ve formé fytosomud, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF —

fenofibrat.

U potkanl v pokusu s raznymi formami silymarinu nebyl na konci experimentu

zjistén zadny statisticky vyznamny rozdil ve hmotnosti pokusnych zvifat. U zvifat,
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ktera méla ve standardni dieté pfimichano 1 % standardizovaného extraktu
silymarinu, byla zaznamenana mirné niz8i hmotnost v porovnani s kontrolou.
Obdobné vysledky byly zaznamenany také vramci experimentu s dietou
obohacenou o 0,5 % silybinu. Ani v tomto pfipadé rozdil na konci experimentl
nedosahl statistické vyznamnosti. Pfestoze dle grafického znazornéni je zfejma
niz§i hmotnost potkant suplementovanych n-3 polynenasycenymi mastnymi
kyselinami, jejich hmotnost se statisticky neliSila. Naproti tomu u pokusu pfi
podavani 100 mg fenofibratu na kg/hm. je u potkanl jasny statisticky vyznamny
pokles hmotnosti. Konkrétné u zvifat IéCenych samotnym fenofibratem byla finalni
hmotnost o 44 g nizsi a v pfipadé kombinace fenofibratu s 1 % mikronizovaného

silymarinu o 26 g nizsi. Hodnota p je v obou pfipadech nizsi nez 0,001.

6.1.2 Hmotnost jater po dekapitaci

Potkani jatra byla po usmrceni zvifat vyjmuta a nasledné zvazena. V pfipadé
obohaceni standardni laboratorni diety silymarinem doSlo ke statisticky
vyznamnému sniZzeni hmotnosti jater. Tento efekt byl zfejmy po podani vSech
experimentalnich forem silymarinu: standardizovany extrakt (-1,7 g; p <0,05),
mikronizovany silymarin (-2,1 g; p <0,01) a silymarin ve formé fytosomu (-2,1 g;
p < 0,01). Obdobné vysledky byly ziskany také v pfipadé pfidavku 0,5 % silybinu do
standardni diety: standardizovany silybin (-2,3 g; p < 0,05) a mikronizovany silybin
(-2,7 g; p <0,05). V pripadé silybinu ve formé fytosom( méla jatra o 1,7 g nizsi
hmotnost nez v pfipadé kontrol, ale tento rozdil nebyl statisticky vyznamny.
V pfipadé podavani n-3 polynenasycenych mastnych kyselin samotnych anebo
v kombinaci s 1 % mikronizovaného silymarinu nebyl rozdil v hmotnosti jater
vyznamny. Na druhou stranu v pfipadé standardni diety obohacené o fenofibrat Ci
fenofibrat se silymarinem méla jatra statisticky vyznamné vys$Si hmotnost nez
v pfipadé kontroly ¢i samotného silymarinu: fenofibrat (+9,28 g; p <0,001),

fenofibrat + mikronizovany silymarin (+10,1 g; p < 0,001).

48



Hmotnost jater HHTg Hmotnost jater HHTg

potkan potkan(
20 - 20 -
CER ? 18
= (]
5 16 | £ 16 -
g S 14 -
8 14 7 * *% *% E * %
g g 12
10 ——-= R > ® o
F H & & AR
NI N AN
Hmotnost jater HHTQ Hmotnost jater HHTg
potkan( potkan(
20 - 40 -
g - S35 -
5 8 30 -
é) 14 - ‘g 25 A
o
° = 20 -+
=l 0mm f=n
10 — — 10 Ij
< D>
> &@ N ®%® N &@ & &@
'{;\o (bx \o\o %
N <&

Graf €. 2: Hmotnost jater po dekapitaci potkant a vyjmuti organu. Hodnoty vyjadieny
jako primér £ SEM, n 2 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs. Ctrl — kontrola,
SSM - standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM — silymarin
ve formé fytosomu, SSB — standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin,
PSB - silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF —

fenofibrat.
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6.1.3 Triacylglyceroly v séru
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Graf €. 3: Vysledna koncentrace triacylglycerolt v séru. Hodnoty vyjadfeny jako
primér + SEM, n 26. * p <0,05; ** p <0,01; *** p < 0,001; *** p < 0,0001 vs. Ctrl.
Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin,
PSM - silymarin ve formé& fytosom(, SSB — standardizovany silybin, MSB —
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené
mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

Koncentrace ftriacylglycerold v séru byla vyznamné snizena u vSech
experimentalnich skupin vramci pokusu sruznymi formami silymarinu.
NejvyznamnéjSi sniZeni bylo dosazeno u zvifat s dietou obohacenou o 1 %
mikronizovaného silymarinu. Konkrétné byly triacylglyceroly snizeny o 4,91 mmol/l

(p < 0,0001). V pfipadé standardizovaného extraktu silymarinu byly triacylglyceroly
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snizeny o 3,70 mmol/l (p < 0,0001), u fytosomu byl pokles o 4,60 mmol/l (p <
0,0001). STD obohacena o 0,5 % standardizovany silybin pusobila vyznamné
snizeni triacylglycerolt o 2,57 mmol/l (p < 0,001). U diety obohacené o silybin ve
formé fytosomu byl naméfen pokles o 2,12 mmol/l (p < 0,01) a v pfipadé
mikronizované silybinu nebyl pokles statisticky vyznamny (-1,15 mmol/l). U pokusu,
v némz se pokusnym zvifatim podavaly samotné n-3 polynenasycené mastné
kyseliny anebo v kombinaci s mikronizovanym silymarinem, doS$lo ke statisticky
vyznamnému poklesu triacylglycerold v obou n-3 skupinach. Samotné n-3 PUFA
snizily TAG o 1,63 mmol/l (p < 0,01), vpfipadé kombinace n-3 PUFA a
mikronizovaného silymarinu klesly TAG o 2,12 mmol/l (p < 0,001). V poslednim
pokuse doSlo k vyznamnému poklesu triacylglyceroll po podani fenofibratu bez
ohledu na pfidavek mikronizovaného silymarinu. V obou pfipadech byl pokles TAG
0 3,80 mmol/l (p < 0,0001).

6.1.4 Celkovy cholesterol v séru

Graf ¢. 4 ukazuje zmény celkového cholesterolu v séru HHTg potkanl. V ramci
experimentl s rlznymi formami silymarinu dosSlo ke statisticky vyznamnému
poklesu celkového cholesterolu v pfipadé podani standardizovaného extraktu
silymarinu a silymarinu ve formeé fytosomu. V obou pfipadech se snizil cholesterol o
0,24 mmol/l (pro standardizovany extrakt p < 0,001 a p < 0,01 pro fytosomy).
V pfipadé mikronizovaného silymarinu nebyl pokles statisticky vyznamny (-0,15
mmol/l). U zvifat s dietou obohacenou o rizné formy silybinu nebyly zaznamenany
zadné statisticky vyznamné zmény v koncentraci celkového cholesterolu. HHTg
potkani s dietou obohacenou o n-3 polynenasycené mastné kyseliny méli snizeny
celkovy cholesterol o 0,23 mmol/l (p < 0,01) a v pfipadé kombinace n-3 PUFA a
mikronizovaného silymarinu o 0,26 mmol/l (p < 0,01). V poslednim experimentu
porovnavajicim vliv fenofibratu samotného anebo v kombinaci s mikronizovanym
silymarinem dosSlo po podani samotného fenofibratu k vyznamnému snizeni
celkového cholesterolu o 0,58 mmol/l (p < 0,0001) a v pfipadé kombinace poklesu
cholesterolu o 0,59 mmol/l (p < 0,0001).
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Graf €. 4: Vysledna koncentrace celkového cholesterolu v séru. Hodnoty vyjadieny
jako pramér £ SEM, n 2 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 vs.
Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM - standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany
silymarin, PSM — silymarin ve formé fytosomu, SSB — standardizovany silybin, MSB
— mikronizovany silybin, PSB - silybin ve formé fytosoml, N-3 - n-3

polynenasycené mastné kyseliny, FF — fenofibrat.
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6.1.5 HDL-cholesterol v séru
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Graf &. 5: Vysledna koncentrace HDL cholesterolu v séru. Hodnoty vyjadieny jako
primér + SEM, n26. * p <0,05; ** p <0,01; ** p < 0,001; **** p < 0,0001 vs. Ctrl.
Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin,
PSM - silymarin ve formé& fytosom(, SSB — standardizovany silybin, MSB —
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

HDL-cholesterol byl vyznamné zvySen u HHTg potkana s dietou obohacenou o
rizné formy silymarinu. Konkrétné doSlo ke zvySeni HDL po podani
standardizovaného extraktu o 0,23 mmol/l (p < 0,0001), mikronizovaného silymarinu
o 0,38 mmol/l (p < 0,0001) a v pfipadé silymarinu ve formé fytosomu byl

zaznamenan vzestup HDL o 0,19 mmol/l (p < 0,001). V ramci experimenti se
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silypinem byl vzestup HDL cholesterolu zaznamenan nasledovné: u
standardizovaného extraktu o 0,33 mmol/l (p < 0,001), u mikronizovaného extraktu
silybinu 0 0,23 mmol/l (p < 0,01) a u extraktu obsahujiciho silybin ve formé fytosomu
0 0,36 mmol/l (p < 0,0001). U pokusu s dietou obohacenou o n-3 polynenasycené
mastné kyseliny byl pozorovan statisticky nevyznamny pokles HDL cholesterolu o
0,02 mmol/l a v pfipadé kombinace n-3 polynenasycenych mastnych kyselin a
mikronizovaného silymarinu o 0,03 mmol/l. V pokusech s HHTg potkany na
obohacené dieté o fenofibrat doslo u pokusnych zvifat ke statisticky vyznamnému
vzestupu HDL cholesterol o 0,20 mmol/l (p < 0,001) a v pfipadé kombinace
fenofibratu s mikronizovanym silymarinem o 0,19 mmol/l (p < 0,001). Vysledna
hodnota HDL cholesterolu byla u zvifat s dietou obohacenou o fenofibrat
srovnatelna s kone¢nou koncentraci HDL cholesterolu po podani samotného

mikronizovaného silymarinu (+0,20 mmol/l; p < 0,001).

6.1.6 Neesterifikované mastné kyseliny v séru

Graf €. 6 ukazuje rozdily v koncentracich neesterifikovanych mastnych kyselin
(NEMK) v séru na konci pokusu. U HHTg potkana byla v ramci pokusud s riznymi
farmaceutickymi formami silymarinu naméfena nejvyssi koncentrace NEMK u zvifat
s dietou obohacenou o standardizovany extrakt silymarinu, konkrétné o 0,17 mmol/I
(p < 0,01). V pfipadé diety obohacené o mikronizovany silymarin byla koncentrace
NEMK vysSi o 0,05 mmol/l a v posledni skupiné zvifat se silymarinem ve formé
fytosomu byla zaznamenana koncentrace NEMK o 0,03 mmol/l vy$Si nez v pfipadé
kontrolnich zvifat. V obou pfipadech se jednalo o zmény statisticky nevyznamné.
Pokus s totoznym designem byl realizovan takeé pro silybin. V pfipadé tohoto pokusu
byla nejvyssSi koncentrace NEMK naméfena u mikronizované formy silybinu,
konkrétné o 0,27 mmol/l (p < 0,01) nez v pfipadé kontrol. Diety obohacené o
standardizovany extrakt silybinu a silybin ve formé fytosom nemély vyznamny vliv
na konecné koncentrace NEMK. V ramci nasledného pokusu doslo k vyznamnému
snizeni NEMK po podani diety obohacené o kombinaci n-3 polynenasycenych
mastnych kyselin a mikronizovaného silymarinu (-0,14 mmol/l; p < 0,05). V ramci
tohoto experimentu samotné n-3 polynenasycené mastné kyseliny ani samotny
silymarin nemély na konci pokusu vyznamny vliv na koncentraci NEMK.

U posledniho pokusu do$lo opét ke statisticky vyznamnému poklesu NEMK v séru
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jak po podani fenofibratu (-0,16 mmol/l; p < 0,05), tak také v pfipadé kombinace
fenofibratu a mikronizovaného silymarinu (-0,14 mmol/l; p < 0,05). Stejné jako
v pfedchozich pokusech samotny mikronizovany silymarin vyslednou koncentraci
NEMK neovlivnil.
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Graf ¢. 6: Vysledna koncentrace neesterifikovanych mastnych kyselin v séru.
Hodnoty vyjadfeny jako prameér £+ SEM, n 2 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001;
***% p < 0,0001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM —
mikronizovany silymarin, PSM - silymarin ve formé fytosomd, SSB -
standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé

fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF — fenofibrat.
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6.1.7 Glykémie v séru
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Graf &. 7: Vysledna koncentrace glukosy v séru. Hodnoty vyjadfeny jako pramér *
SEM, n 2 6. * p <0,05; * p <0,01; *™* p <0,001; *** p < 0,0001 vs. Ctrl. Ctrl —
kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM
— silymarin ve formé fytosomd, SSB - standardizovany silybin, MSB -
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

Z grafu €. 7 Ize vycist vysledné koncentrace glukosy v séru HHTg potkana. Ruzné
formy silymarinu nemély vyznamny vliv na glykémii v séru. Mirny pokles glykémie
byl naméfen u diety obohacené o mikronizovany silymarin, ackoliv tento pokles
nebyl statisticky signifikantni (-0,19 mmol/l). V pfipadé standardizovaného extraktu

silymarinu (+0,10 mmol/l) a silymarinu ve formé fytosomi (+0,40 mmol/l) byl
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zaznamenan nevyznamny vzestup glykémie v porovnani s kontrolnimi zvifaty. Na
druhou stranu v ramci pokusu s HHTg potkany s dietou obohacenou o riizné formy
silybinu byly vysledky statisticky vyznamné. NejvysSi pokles glykémie v porovnani
s kontrolnimi zvifaty byl naméfen u zvifat, ktera v dieté dostavala mikronizovany
silybin (-1,40 mmol/l; p < 0,0001). Zvifata s dietou obohacenou o standardizovany
extrakt silybinu méla glykémii na konci pokusu vyznamné niz§i o 0,77 mmol/l
(p < 0,001) nez kontrolni potkani. HHTg potkani s dietou obohacenou o silybin ve
formé fytosomd méli finalni glykémii o 0,49 mmol/l niZSi, ale pokles nedosahl
statistické vyznamnosti v porovnani s kontrolami. V experimentd sn-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami a fenofibratem nebyly zaznamenany Zzadné
statisticky vyznamné zmény, pravdépodobné zpusobené velkym rozptylem
vyslednych hodnot. | pfesto, Ze primérna glykémie u zvifat s dietou obohacenou
0 n-3 polynenasycené mastné kyseliny byla o 0,40 mmol/l nizSi, u kombinace n-3
polynenasycenych mastnych kyselin a mikronizovaného silymarinu o 0,28 mmol/|
nizsi, nebyly tyto zmény statisticky vyznamné. Obdobné vysledky bez statisticky

vyznamnych zmén byly ziskany také v ramci experimentl s fenofibratem.

6.1.8 Insulinémie v séru

Insulinémie v pfipadé experimentl s HHTg potkany a rlznymi farmaceutickymi
formami silymarinu pIiné nekopirovala vysledky s hodnotami sérové koncentrace
glukosy. V pripadé standardizovaného extraktu silymarinu byl zaznamenan pokles
sérové koncentrace insulinu o 0,10 nmol/l (bez statistické vyznamnosti). Naopak
v pfipadé diety obohacené o 1 % mikronizovaného silymarinu byl zaznamenan
vyznymny pokles insulinémie o 0,14 nmol/l (p <0,01) a v pfipadé silymarinu ve
formé fytosomO pokles o 0,15 nmol/l (p <0,01). Vramci pokusu s rGznymi
farmaceutickymi formami silybinu kopirovala hladina insulinu sérovou koncentraci
glukosy. Statisticky vyznamny pokles insulinémie o 0,10 nmol/l (p <0,01) byl
pozorovan v pfipadé standardizovaného silybinu a pokles o 0,15 nmol/l (p < 0,01)
v pfipadé silybinu v mikronizované formé. Podani silybinu ve formé fytosomu
nemeélo vyznamny vliv na sérovou koncentraci insulinu. Na zakladé vysledku
z experimentl s n-3 polynenasycenymi mastnymi kyselinami je zfejmé, Ze jak
samotné n-3 PUFA, tak ani v kombinaci s mikronizovanym silymarinem nevedly

k vyznamné upravé insulinémie. Tedy podobné jako v pfipadé sérovych
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koncentraci glukosy. V ramci tohoto pokusu doslo po podani mikronizovaného
silymarinu k vyznamnému poklesu insulinémie o 0,08 nmol/l (p <0,05).
V poslednich experimentech s fenofibratem, v nichz se pokusnym zvifatim podaval
mikronizovany fenofibrat v davce 100 mg/kg hm., bud samotny, anebo v kombinaci
s mikronizovanym silymarinem doslo ke snizeni insulinémie o 0,11 nmol/l (p < 0,05)

pouze v pripadé jejich kombinace obou podavanych latek.
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Graf €. 8: Vysledna koncentrace insulinu v séru. Hodnoty vyjadfeny jako primér
SEM, n 2 6. * p <0,05; ** p <0,01; ™ p <0,001; *** p < 0,0001 vs. Ctrl. Ctrl —
kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM
— silymarin ve formé fytosomu, SSB - standardizovany silybin, MSB -
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené
mastné kyseliny, FF — fenofibrat.
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6.1.9 Triacylglyceroly v jatrech
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Graf €. 9: Koncentrace triacylglycerolu v jatrech. Hodnoty vyjadfeny jako pramér +
SEM, n 2 6. * p <0,05; * p <0,01; *™* p <0,001; *** p < 0,0001 vs. Ctrl. Ctrl —
kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM
— silymarin ve formé fytosomd, SSB - standardizovany silybin, MSB —
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

Nasledujici grafy ukazuji vysledné koncentrace triacylglyceroll v jatrech. Na
zakladé experimentd s riznymi farmaceutickymi formami je zfejmé, Ze u samotného
silymarinu v jakékoliv formé& se nam nepodafilo prokazat vliv na koncentraci
triacylglyceroll v jatrech. V pfipadé podavani mikronizovaného extraktu silybinu a

silybinu ve formé fytosomu byla zaznamenana zvy$ena akumulace triacylglycerol(
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v jatrech. U zvifat s dietou obohacenou o mikronizovany silybin dos$lo k narastu
triacylgylceroll v jatrech o 1,25 ymol/g tkané (p < 0,05) a v pfipadé silybinu ve
formé fytosomu o 1,89 umol/g tkané (p < 0,05). Nase vysledky dale naznacuiji, Ze
n-3 polynenasycené mastné kyseliny jak samotné, tak také v kombinaci
s mikronizovanym silymarinem nemaji vyznamny vliv na koncentraci TAG v jatrech.
V poslednim pokuse, vnémz se potkanim podaval mikronizovany fenofibrat
v davce 100 mg/kg hm. doslo k signifikantnimu poklesu koncentrace triacylglycerolt
v jatrech. Fenofibrat nezavisle na mikronizovaném silymarinu sniZil jejich
koncentraci o 6,12 ymol/g tkané (p < 0,0001) a v pfipadé kombinace fenofibratu a
mikronizovaného silymarinu byly triacylglyceroly snizeny o 5,79 pmol/g tkané
(p < 0,0001). V ramci toho pokusu doSlo k poklesu TAG v jatrech o 1,37 umol/g
tkané (p <0,05) také u zvifat, které dostavali dietu obohacenou o 1%

mikronizovaného silymarinu.

6.1.10 Cholesterol v jatrech

Poslednim sledovanym lipidovym parametrem sledovanym v jatrech byla
koncentrace cholesterolu. U zvifat s riznymi farmaceutickymi formami silymarinu i
silybinu v dieté nebyly zaznamenany Zadné statisticky vyznamné zmény v mnozstvi
cholesterolu v jatrech. Zmény v mnozstvi cholesterolu v jatrech nebyly pozorovany
také v pfipadé podavani n-3 polynenasycenych mastnych kyselin jak samotnych,
tak ani n-3 PUFA v kombinaci s mikronizovanym silymarinem. Na druhou stranu
podavani fenofibratu pokusnym zvifatim vedlo ke statisticky vyznamnému poklesu
cholesterolu v jatrech. Samotny fenofibrat v davce 100 mg/kg hm. sniZil mnoZstvi
cholesterolu v jatrech o 1,72 umol/g tkané (p <0,0001). V pfipadé kombinace
fenofibratu s mikronizovanym silymarinem byl zaznamenan pokles cholesterolu
v jatrech o 1,68 umol/g tkané (p < 0,0001).
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Graf €. 10: Koncentrace cholesterolu v jatrech. Hodnoty vyjadieny jako primér +
SEM, n 26. * p <0,05; * p <0,01; ™ p <0,001; **** p <0,0001 vs. Ctrl. Ctrl —
kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM
— silymarin ve formé fytosomu, SSB - standardizovany silybin, MSB -
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.
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6.2 Real-Time PCR
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Graf €. 11: Exprese mRNA transportéru ABCA1 v jatrech. Hodnoty vyjadieny jako
primér + SEM, n26. * p <0,05; ** p <0,01; ** p <0,001; *** p <0,0001 vs. Ctrl.

Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin,

PSM - silymarin ve formé& fytosom(, SSB — standardizovany silybin, MSB —

mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

mMRNA pro ABCA1 byla signifikantné vice exprimovana o 165 % (p < 0,05) v pfipadé

diety obohacené o standardizovany extrakt silymarinu nez v pfipadé kontrol.
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U ostatnich diet obohacenych o silymarin v mikronizované a fytosomové formé
nebyly zaznamenany Zadné statisticky vyznamné zmény.

V pfipadé diet obohacenych o silybin ve formé standardizovaného extraktu a
v mikronizované podobé nebyly také zaznamenany zadné statisticky vyznamné
zmeény. Na druhou stranu silybin ve formé fytosomd u pokusnych zvifat vyznamné
zvySil mnozstvi mMRNA o0 274 % (p < 0,01) nez v pfipadé kontrolnich zvifat.

Na zakladé naSich vysledku byl zaznamenan u diet obohacenych o n-3
polynenasycené mastné kyseliny pozitivni trend ve zvySeném mnozstvi mRNA,
avSak toto zvySeni nebylo statisticky vyznamné.

Samotny fenofibrat podavany pokusnym zvifatdm nevedl k Zadnym
vyznamnym zménam u sledované mRNA, avsak fenofibrat v kombinaci
s mikronizovanym silymarin vyznamné snizili mnozstvi mRNA o 41 % (p < 0,05)

v porovnani s kontrolnimi zviraty.

6.2.2 Abcg5 a Abcg8

Na grafu ¢. 12 jsou ukazany zmény v mRNA jaterniho transportéru ABCG5/8.
VS8echny diety obsahuijici silymarin vyznamné zvysili mnozstvi sledované mRNA.
Standardizovany extrakt silymarinu zvysil mnozstvi mMRNA pro ABCG5 o 102 %
(p <0,05) a 094 % (p<0,05) pro ABCG8. Mikronizovany silymarin zvySil expresi
MRNA pro ABCG5 0 126 % (p < 0,05) a pro ABCG8 o0 107 % (p < 0,05). Silymarin
ve formé fytosomU zpusobil narist mRNA pro ABCG5 o 99 % (p < 0,05) a pro
ABCG8 0 97 % (p < 0,05).

V pfipadé silybinu nebyly zaznamenany Zzadné statisticky vyznamné zmény.
Ackoliv po podani standardizovaného nebo mikronizovaného silybinu doslo
kK mirnému nartstu mnozstvi mRNA pro ABCGS5.

Vyznamné zvySeni mRNA sledovanych transportéra bylo zaznamenano po
podani diety obohacené o n-3 polynenasycené mastné kyseliny. Samotna
kombinace EPA a DHA zvySila mnozstvi mMRNA pro ABCGS5 0 429 % (p <0,01) a
pro ABCG8 o 581 % (p<0,01). N-3 PUFA vkombinaci s mikronizovanym
silymarinem zpusobily nartist mRNA pro jaterni ABCG5 o 607 % (p < 0,001) a pro
ABCG8 0 817 % (p < 0,001).

Na zakladé ziskanych vysledk( nema fenofibrat vyznamny vliv na expresi

MRNA jaterniho transportéru ABCG5. Na druhou stranu samotny fenofibrat snizil
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expresi mRNA pro ABCG8 o 65% (p<0,01) a vpfipadé kombinace

s mikronizovanym silymarinem zpUsobil fenofibrat pokles mRNA o 77 % (p < 0,01).
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Graf €. 12: Exprese mRNA transportéru ABCG5/8 v jatrech. Hodnoty vyjadieny jako
pramér + SEM, n26. * p <0,05; ** p <0,01; ** p <0,001; **** p < 0,0001 vs. Ctrl.
Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin,
PSM — silymarin ve formé fytosoml, SSB - standardizovany silybin, MSB —
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.
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6.2.3 CypZ2el
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Graf €. 13: Exprese mRNA cytochromu P450 2E1 v jatrech. Hodnoty vyjadieny jako
prdmér £ SEM, n 2 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 vs. Ctrl.
Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin,
PSM — silymarin ve formé fytosoml, SSB - standardizovany silybin, MSB —
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

Graf €. 13 ukazuje vysledné zmény mRNA u provedenych pokusu. Na zakladé
vysledkl prvniho pokusu je zfejmé, Ze silymarin v jakékoliv farmaceutické formé
neovliviiuje transkripci mMRNA pro CYP2E1. Zadné zmény v mRNA pro CYP2E1
nebyly zaznamenany také v pfipadé rlznych farmaceutickych forem silybinu ani
v pfipadé podavani n-3 polynenasycenych mastnych kyselin v dieté. Vyznamné
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zmeény v expresi mMRNA byly ziskany u zvifat 1éCenych fenofibratem v davce 100
mg/kg hm. Samotny fenofibrat snizil produkci mMRNA o 39 % (p <0,05) nez
v pfipadé kontrolnich zvifat. Pfidavek mikronizovaného silymarinu zvysil down-
regulacni vliv fenofibratu o dalSich 20 %. Celkové tedy kombinace fenofibratu a
silymarinu snizila produkci mRNA pro CYP2E1 o 59 % (p <0,01). V ramci toho
pokusu i samotny mikronizovany silymarin snizil expresi mRNA pro CYP2E1 0 25 %
(NS).
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Graf €. 14: Exprese mRNA cytochromu P450 4A1, 4A2 a 4A3 v jatrech. Hodnoty
vyjadieny jako primér + SEM, n 2 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <
0,0001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM - standardizovany silymarin, MSM —
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mikronizovany silymarin, PSM - silymarin ve formé fytosomld, SSB -
standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé

fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

Dieta obohacena o standardizovany extrakt silymarinu neovlivnila expresi mRNA
sledovanych gent Cyp4al, 4a2 ani 4a3. V pfipadé Cyp4al a Cyp4a2 byl
zaznamenan mirny narlst exprese. Podobné vysledky byly ziskany také v pfipadé
mikronizovaného extraktu silymarinu. Podavani silymarinu ve formé fytosomu vedlo
k signifikantnimu poklesu mRNA pro CYP4Al o 43 % (p <0,05), pro CYP4A2
039 % (p < 0,05) a v pripadé CYP4A3 0 59 % (p < 0,01).

V ramci pokusu se silybinem ani standardizovany extrakt ze silybinu ani
silybin ve formé fytosomU neovlivnil expresi mRNA pro vSechny tfi sledované
cytochromy P450. Pouze v pfipadé mikronizovaného silybinu byl zaznamenan
narust mRNA pro CYP4A1 o 138 % (p < 0,05), pro CYP4A2 0 212 % (p < 0,05) a
pro CYP4A1 o 256 % (p < 0,05).

N-3 polynenasycené mastné kyseliny podavané HHTg potkanum statisticky
vyznamné neovlivnili expresi sledované mRNA.

Podavani fenofibratu HHTg potkanim vedlo k signifikantnimu zvySeni
exprese mMRNA vSech forem sledovaného cytochromu P450. Konkrétné se po
podani samotného fenofibratu zvysila exprese mRNA o 1800 % v pfipadé CYP4A1
(p <0,0001), 0 320 % v pripadé CYP4A2 (p <0,01) a 0 211 % v pfipadé CYP4A3
(p < 0,05). Mikronizovany silymarin tlumil up-regula¢ni vliv fenofibratu. Vysledné
hodnoty byly v porovnani s kontrolami zvysené o 1250 % pro CYP4Al (p < 0,001),
0 187 % v pfipadé CYP4A2 (p < 0,05) a v pfipadé CYP4A3 o0 153 % (p < 0,05).
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6.2.5 Cyp7al
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Graf €. 15: Exprese mRNA cytochromu P450 7A1 v jatrech. Hodnoty vyjadfeny jako
prdmér £ SEM, n 2 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 vs. Ctrl.
Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin,
PSM — silymarin ve formé fytosoml, SSB - standardizovany silybin, MSB —
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

Standardizovany extrakt silymarinu zvySil expresi mMRNA pro CYP7A1 0 71 % (NS),
mikronizovany extrakt silymarinu signifikantné zvysil expresi o 123 % (p < 0,05).
V pfipadé extraktu silymarinu ve formé fytosom(U byl zaznamenan statisticky

nesignifikantni narist mMRNA o 64 %.
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V pfipadé standardizovaného extraktu silybinu byl zjisStén statisticky
vyznamny narlst exprese mRNA o 196 % (p < 0,05). Podavani mikronizovaného
silybinu nemélo statisticky vyznamny vliv na expresi mRNA pro CYP7A1. Naopak
silybin ve formé fytosomu zvysSil produkci mRNA o 247 % (p < 0,05).

N-3 polynenasycené mastné kyseliny nemaji dle nasich vysledkl vyznamny
vliv na expresi mRNA u CYP7AL. V pfipadé kombinované diety slozené z n-3 PUFA
a mikronizovaného silymarinu byl zjistén mirny, ale nesignifikantni vzestup CYP7A1
MRNA (0 22 %).

Podavani fenofibratu vedlo k inhibici exprese mRNA pro CYP7Al o 63 %
(p < 0,01) a dieta slozena z kombinace fenofibratu a silymarinu vedla ke sniZeni
méfené mMRNA o 65 % (p < 0,01).

6.2.6 Ppara

Diety obohacené o ruzné formy silymarinu zvySily v jatrech expresi mRNA pro
receptory aktivované proliferatory peroxisomd alfa (PPARa). Samotny
standardizovany extrakt silymarinu zvySil expresi mRNA o 234 % (p <0,01).
Mikronizovany extrakt silymarinu zvysil expresi mRNA o 177 % (p <0,05) a
silymarin ve formé fytosomud o 155 % (p < 0,05).

Podobné vysledky byly ziskany také v pfipadé silybinu. VSechny tfi formy
silybinu statisticky vyznamné zvySily v jatrech mnozstvi mRNA pro PPARa.
Konkrétni zmény jsou nasledujici: standardizovany extrakt silybinu (+184 %;
p < 0,05), mikronizovany extrakt silybinu (+262 %; p <0,01) a silybin ve formé
fytosomu zvysil expresi mRNA o 300 % (p < 0,01).

V pfipadé podavani n-3 polynenasycenych mastnych kyselin nebyly
zaznamenany zadné statisticky vyznamné zmény i pres to, Ze kombinace n-3 PUFA
a mikronizovaného silymarinu zvysili jaterni expresi pro PPARa o 72 %.

V ramci posledniho pokusy nebyly zaznamenany statisticky vyznamné
zmény v expresi jaterni mMRNA pro PPARa ani v pfipadé samotného fenofibratu ani

fenofibratu v kombinaci s mikronizovanym silymarinem.
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Graf €. 16: Exprese mRNA pro PPARa v jatrech. Hodnoty vyjadfeny jako primér +
SEM, n 26. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001 vs. Ctrl. Ctrl —

kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM

— silymarin ve formé fytosomd,

SSB - standardizovany silybin, MSB -

mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.
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6.2.7 Ppary
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Graf €. 17: Exprese mRNA pro PPARYy v jatrech. Hodnoty vyjadfeny jako primér *
SEM, n 26. * p <0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; **** p < 0,0001 vs. Ctrl. Ctrl —
kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM
— silymarin ve formé fytosomd, SSB - standardizovany silybin, MSB -
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

V pfipadé mRNA pro jaterni receptor aktivovany proliferatory peroxisomu gama
(PPARY) nebyly zaznamenany vyznamné zmény ani v pfipadé silymarinu, silybinu
ani v pfipadé n-3 polynenasycenych mastnych kyselin.

Statisticky vyznamny pokles mRNA pro PPARy byl zji§tén v pfipadé diety

obohacené jak o fenofibrat samotny, také o fenofibrat v kombinaci
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s mikronizovanym silymarinem. Samotny fenofibrat snizil mnozstvi mRNA pro
PPARy 0 40 % (p < 0,05), kombinace zpusobila pokles 0 72 % (p < 0,05).

6.2.8 Srebfl
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Graf €. 18: Exprese Srebfl v jatrech. Hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SEM, n
26.*p<0,05;*™p<0,01; " p <0,001; *™** p <0,0001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola,
SSM - standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM — silymarin
ve formé fytosomu, SSB — standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin,
PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF —
fenofibrat.
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Jaterni exprese Srebfl byla v pfipadé standardizovaného extraktu silymarinu
vyznamné zvySena o 84 % (p <0,05) a i v pfipadé mikronizovaného extraktu
silymarinu signifikantné zvySena o 125 % (p < 0,05). Na druhou stranu silymarin ve
formé fytosomu zpusobil statisticky vyznamny pokles sledované mRNA o 52 %
(p < 0,05).

Dieta obohacena o standardizovany extrakt silybinu, mikronizovany silybin i
silybin ve formé fytosomU vyznamné neovlivnila expresi sledované mRNA.

Dieta obohacena o kombinaci n-3 polynenasycenych mastnych kyselin a
mikronozovany silymarin zpusobila signifikantni pokles sledované mRNA o0 42 %
(p < 0,05). Samotné n-3 PUFA snizily mRNA sledovaného proteinu o 18 % ale bez
statistické vyznamnosti.

V pfipadé fenofibratu jsme zmény nezaznamenali ani v pfipadé fenofibratu

samotného ani v kombinaci s mikronizovanym silymarinem.

6.2.9 Srebf2

Graf ¢. 19 ukazuje zmény v mRNA sledovaného genu Srebf2. Samotny
standardizovany extrakt silymarinu zvySil mnozstvi mRNA o 56 % avS8ak bez
statistické vyznamnosti. U ostatnich diet obsahujicich silymarin nebyl zaznamenan
vyznamny vliv na expresi mRNA.

V pfipadé silybinu byly ziskany obdobné vysledky. Standardizovany extrakt
silybinu zpusobil 130% narist mnozstvi mRNA nez v pfipadé kontrolnich zvifat. Ani
tato zména nedosahla statistické vyznamnosti. Ostatni diety obsahujici silybin
nemély na mnozstvi mRNA vyznamny vliv.

Kombinace EPA a DHA vyznamné neovlivnila u pokusnych zvifat mnozstvi
MRNA pro SREBP2. Kombinace n-3 PUFA a silymarinu zvysila expresi mRNA pro
SREBP2 0 51 %, av8ak tato zména nebyla statisticky vyznamna.

Samotny fenofibrat u pokusnych zvifat vyznamné snizil mnozstvi mRNA o
42 % (p<0,05) a také fenofibrat v kombinaci s mikronizovanym silymarinem

signifikantné sniZil expresi mRNA o 50 % (p < 0,05).
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Graf . 19: Exprese Srebf2 v jatrech. Hodnoty vyjadfeny jako primér + SEM, n = 6.

*p <0,05; * p <0,01; ** p <0,001; **** p <0,0001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM —

standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin, PSM — silymarin ve

formé fytosomu, SSB — standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin, PSB

— silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF —

fenofibrat.
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6.2.10 Abcbla a Abcbhlb
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Graf €. 20: Exprese mRNA Abcbla a Abcblb v jatrech. Hodnoty jsou vyjadfeny jako
prdmér £ SEM, n 2 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001 vs. Ctrl.
Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM — mikronizovany silymarin,
PSM — silymarin ve formé fytosoml, SSB - standardizovany silybin, MSB —
mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené

mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

Exprese jaternich Abcb1a a Abcb1b byla méfena pouze v ramci experimentu s n-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami a fenofibratem.

V pfipadé diety obohacené o EPA i DHA nebyl zaznamenan Zadny
vyznamny vliv diety na mnozstvi mRNA sledovaného transportéru.

Vyznamné zmény byly zjistény v pfipadé fenofibratu. mMRNA genu Abcb1a
byla 0 90 % (p < 0,0001) méné exprimovana nez v pripadé kontrol. U mRNA genu
Abcb1b bylo zaznamenano snizeni exprese o 92 % (p <0,0001). V pfipadé
kombinace fenofibratu s mikronizovanym silymarinem bylo mnozstvi mRNA
Abcb1a snizeno 0 92 % (p < 0,0001) a Abcb1b snizeno o0 97 % (p < 0,0001).
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6.3 Western blot
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Graf €. 21: Porovnani mnozstvi proteinu ABCA1 transportéru v jatrech. Hodnoty jsou
vyjadfeny jako pramér + SEM, n 2 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p <
0,0001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM - standardizovany silymarin, MSM —
mikronizovany silymarin, PSM - silymarin ve formé fytosomd, SSB -
standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé

fytosoma, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

Mnozstvi proteinu transportéru ABCA1 nebylo statisticky vyznamné ovlivnhéno

podanim silymarinu ani silybinu. Podobné& ani podani n-3 polynenasycenych
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mastnych kyselin ani fenofibratu nevedlo k vyznamnym zménam v mnozstvi

sledovaného transportniho proteinu.

6.3.2 ABCG5 a ABCGS8
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Graf €. 22: Porovnani mnozstvi proteinu transportérd ABCG5 a ABCG8 v jatrech.

Hodnoty jsou vyjadfreny jako pramér + SEM, n = 6.

*p<0,05 *p<0,01; *p<

0,001; **** p < 0,0001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin,

MSM — mikronizovany silymarin, PSM — silymarin ve formé fytosomd, SSB —

standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé

fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF — fenofibrat.
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V pfipadé standardni laboratorni diety obohacené o rtizné formy silymarinu i silybinu
byl zaznamenan pozitivni trend ve zvySovani mnozstvi proteinu pro ABCG5 a
ABCGS transportéry. Vyznamnéjsi, avSak stale nesignifikantni efekt byl na ABCGS.
NejvySsi narust proteinu byl zaznamenan v pfipadé diet obohacenych o silymarin i
silybin ve formé fytosomového extraktu.

Vyznamné zmény v mnozstvi proteinu ABCGS8 transportéru byly ziskany u
HHTg potkanl s dietou obohacenou o n-3 polynenasycené mastné kyseliny. Podani
samotnych n-3 PUFA signifikantné zvySilo mnozstvi sledovaného transportéru o
150 % (p < 0,01) a kombinace n-3 PUFA a silymarinu vyznamné zvysila mnozstvi
proteinu o0 233 % (P < 0,001). U ABCGS5 transportéru doslo ke statisticky vyznamné
zméné pouze v pfipadé kombinace n-3 PUFA a mikronizovaného silymarinu.
Konktrétné se mnozstvi proteinu zvysilo o 78 % (p < 0,05).

Vysledky naznacuji, ze podavani fenofibratu nema vyznamny vliv na

mnozstvi proteinu u sledovaného transportéru.

6.3.3 CYP2E1l

V pfipadé cytochromu P450 2E1 nebyly po podani silymarinu, silybinu ani n-3
polynenasycenych mastnych kyselin zaznamenany zadné statisticky vyznamné
zmeény v mnozstvi proteinu. Statisticky vyznamny pokles v mnozstvi proteinu pro
CYP2E1 o 63 % (p <0,001) byl pozorovan u zvifat, jimz byl podavan samotny
fenofibrat. U zvifat, ktera dostavala fenofibrat v kombinaci se silymarinem byl

pozorovan obdobny pokles proteinu (0 62 %; p < 0,001).
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Graf €. 23: Porovnani mnozstvi proteinu cytochromu P450 2E1 v jatrech. Hodnoty
jsou vyjadfeny jako pramér + SEM, n 2 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001; ****
p < 0,0001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM —
mikronizovany silymarin, PSM — silymarin ve formé fytosomd, SSB -
standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé

fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

6.3.4 CYP7Al

MnozZstvi proteinu u cytochromu P450 7A1 bylo statisticky vyznamné zvySeno

079 % (p <0,05) u zvifat, kterda méla ve standardni dieté pfimichany silymarin ve
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formé fytosomoveho extraktu. U ostatnich forem silymarinu byl pozorovan trend ve
zvySovani mnozstvi proteinu, avsSak bez statistické vyznamnosti.

V pfipadé diet obohacenych o ruzné formy silybinu a n-3 polynenasycené
mastné kyseliny nebyly pozorovany vyznamné zmény mezi jednotlivymi pokusnymi
skupinami.

Pokus s fenofibratem ukazal vyznamny vliv fenofibratu na CYP7A1. MnoZstvi
proteinu bylo vyznamné snizeno o 49 % (p <0,01) u zvifat, jimz byl podavan
samotny fenofibrat v davce 100 mg/kg hmotnosti. V pfipadé kombinace fenofibratu
a mikronizovaného silymarinu byl zaznamenan pokles mnozstvi sledovaného
proteinu o0 61 % (p < 0,001)
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Graf €. 24: Porovnani mnozstvi proteinu cytochromu P450 7A1 v jatrech. Hodnoty
jsou vyjadreny jako pramér + SEM, n = 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; ****
p < 0,0001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM — standardizovany silymarin, MSM —
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mikronizovany silymarin, PSM - silymarin ve formé fytosomld, SSB -
standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé

fytosomu, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF — fenofibrat.
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Graf €. 25: Porovnani mnozstvi proteinu ABCB1 transportéru v jatrech. Hodnoty jsou
vyjadieny jako pramér + SEM, n = 6. * p < 0,05; ** p < 0,01; ** p < 0,001; **** p <
0,0001 vs. Ctrl. Ctrl — kontrola, SSM - standardizovany silymarin, MSM -
mikronizovany silymarin, PSM - silymarin ve formé fytosomd, SSB -
standardizovany silybin, MSB — mikronizovany silybin, PSB — silybin ve formé

fytosoma, N-3 — n-3 polynenasycené mastné kyseliny, FF — fenofibrat.

Dle grafu €. 25 je zfejmé, ze n-3 polynenasycené mastné kyseliny jak samotné, tak
také v kombinaci s mikronizovanym silymarinem nemaiji vyznamny vliv na mnozstvi
transportniho proteinu ABCB1.

Vyznamné zmény v mnozstvi proteinu sledovaného transportéru byly
pozorovany u pokusnych zvifat uzivajicich fenofibrat. Ve skupiné, ktera dostavala
samotny fenofibrat byl zaznamenan vyznamny pokles mnozstvi proteinu ABCB1
088% (p<0,0001). U zvifat suplementovanych kombinaci fenofibratu a
mikronizovaného silymarinu byl pozorovan signifikantni pokles v mnoZstvi proteinu
0 86 % (p < 0,0001).
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7 DISKUZE

Metabolicky syndrom je komplexni onemocnéni, v jehoz patofyziologii ma velmi
dulezitou roli porucha metabolické funkce tukové tkané, poskozeni jater, inzulinova
resistence a nasledna dyslipidémie. Dosud nebylo do praxe zavedeno IéCivo, které
by ovlivnilo veskeré komponenty metabolického syndromu. V sou€asnosti je v 1éEbé
uzivana polyfarmakoterapie rtznymi skupinami IéCiv. Mnoha z pouzivanych |éCiv
vykazuji v mensi Ci vétSi mife nezadouci ucinky, které mohou vést k ukonceni i
zméné farmakoterapie. Vzhledem Kk rizikim farmakoterapie je vhodné hledat
doplnky, které mohou pfiznivé ovlivnit u€innost konvenéni farmakoterapie anebo
shizovat riziko vzniku jejich nezadoucich ucinkd. Existuje mnoho latek pfirodniho
pavodu, u kterych bylo vramci experimentli na zvifatech prokazano pfiznivé
pusobeni na lipidové spektrum, z toho divodu jsem se v tématu disertacni prace
zaméfil na ucinky silymarinu, silybinu a n-3 polynenasycenych mastnych kyselin.

Hlavni cil disertani prace spocival v objasnéni plsobeni silymarinu a jeho
majoritni slozky silybinu na hladiny plasmatickych a jaternich lipidu, glykémii, na
expresi mMRNA a proteinu dllezitych enzymU a transportért ovliviujicich hladiny
lipidd u modelu metabolického syndromu. Nasledné dil¢i cile mély objasnit vliv
silymarinu pfi jeho souasném podavani s n-3 polynenasycenymi mastnymi
kyselinami ¢i hypolipidemikem fenofibratem. Jako experimentalni model byl zvolen
hereditarné hypertriglyceridemicky potkan (HHTQ), ktery je vzhledem ke zvySené
hladiné triacylglyceroll, hypertenzi a poruSe metabolismu glukosy akceptovanym
modelem metabolického syndromu (Klimes et al., 1995; Zicha et al., 2006).

V ramci experimentl byla pribézné sledovana denni spotfeba krmiva, kde
nebyly zaznamenany zadné rozdily v konzumaci jednotlivych experimentalnich diet.
Nase vysledky ukazuji, Ze samotny silymarin, silybin nebo n-3 polynenasycené
mastné kyseliny nemaji vyznamny vliv na hmotnost pokusnych zvifat. Ackoliv je
metabolicky syndrom spojeny s obezitou, v ramci studii se pracovalo s neobéznim
modelem metabolického syndromu — HHTg potkanem. U jinych zvifecich modeld,
zejména obéznich na vysokotukové dieté byly publikovany studie, v nichz podani
silymarinu vedlo ke snizeni hmotnosti pokusnych zvifat (Feng et al., 2016; Guo et
al., 2016). V pfipadé podavani fenofibratu méla zvifata na konci pokusu vyrazné
niz§i hmotnost. Naopak fenofibrat dle o¢ekavani také vyrazné zvysil hmotnost jater

(Balfour et al., 1990). Oproti fenofibratu podavani silymarinu i samotného silybinu
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vedlo k vyznamnému sniZeni hmotnosti jater pokusnych zvifat. Nase vysledky jsou
v souladu s pfedchozimi studie, v nichZ silymarin €i silybin upravuje patologicky
vy8Si hmotnost jater u modelld metabolického syndromu (Chen et al., 2012;
Bouderba et al., 2014).

DisertaCni prace pfinasi pozitivni vysledky v pfipadé ovlivnéni koncentrace
sérovych triacylglycerolu, celkového cholesterolu a HDL cholesterolu u unikatniho
zvifeciho modelu metabolického syndromu. Tyto uc€inky silymarinu a silybinu jsou
jiz dlouhodobé studovany, avSak na rozdilnych zvifecich modelech jako je napf.
potkan Wistar krmeny vysokotukovou dietou (Skottova and Krecman, 1998;
Skottova et al., 2003). Nase vysledky naznacuji, Ze lipidové spektrum je spiSe
ovlivnéno pouzitim celého extraktu silymarinu nez samotného silybinu. Studie také
ukazala aditivni vliv silymarinu k n-3 polynenasycenym mastnym kyselinam na
triacylglycerolémii. Ackoliv uc€inky n-3 PUFA na lipidové spektrum jsou znamy,
kombinace n-3 PUFA a silymarinu byla studovana poprvé. Kombinace n-3 PUFA a
silymarinu statisticky vyznamné snizila koncentraci nenasycenych mastnych kyselin
V séru.

Samotny silymarin, n-3 PUFA, fenofibrat ani jejich kombinace neovlivnily
konecnou koncentraci glukosy v séru. Statisticky vyznamného snizeni glykémie
bylo dosazeno po podani samotného silybinu. Na zakladé vysledku prace se zda,
Ze silymarin pfiznivéji ovliviiuje lipidové parametry nez silybin. Na druhou stranu
silybin pfiznivéji ovliviiuje glykémii a insulinémii. Vliv silybinu na glykémii a
insulinémii je v souladu s publikovanymi studiemi (Bouderba et al., 2014; Das et al.,
2014). Ackoliv silymarin neovlivnil hodnotu glykémie, doslo u zvifat se silymarinem
v potravé ke snizeni insulinémie a pravdépodobné ke zvySeni citlivosti tkani k
insulinu. Tyto vysledky jsou také v souladu s dfive publikovanymi studiemi, v nichz
silymarin ovlivnil zejména insulinémii a v nékterych studiich také glykémii (Bouderba
et al., 2014; Das et al., 2014).

Vliv fenofibratu na koncentraci cholesterolu a triacylglyceroll v jatrech je
bezpochyby znamy a v ramci této disertaCni prace potvrzeny také u hereditarné
hypertriglyceridemického potkana. Znamé nejsou naopak ucinky kombinace
fenofibratu a silymarinu. Velkym nebezpec¢im lé€by a sou€asného uzivani rliznych
nutraceutik muze byt negativni ovlivnéni uc€innosti farmakoterapie. Znamé jsou
induk&ni vlivy na metabolismus, ovlivnéni distribuce, pfipadné farmakodynamické

interakce. Studovany silymarin nesniZil hypolipidemické ucinky fenofibratu, ale také
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neovlivnil hepatomegalii indukovanou fibratem, coz je znamy a popsany negativni
efekt fibratu (Petit et al., 1988). V ramci disertaéni prace nebyly studovany dalSi
potencialné pozitivni u€inky kombinace fenofibratu a silymarinu zejména na
oxidaCni poskozeni a stres (Skottova et al., 2004). Silymarin u studovaného modelu
HHTg potkana neovlivnil obsah jaternich lipidd. Vysledky jsou v rozporu s dfive
nami publikovanymi studie, avSak zde byly studovany ucinky silymarinu u jinych
zvifecich modelu, potkana Wistar na vysokotukové dieté (Skottova and Krecman,
1998; Sobolova et al., 2006).

Uginky n-3 polynenasycenych mastnych kyselin na hodnoty plasmatickych &i
sérovych lipoproteint a triacylglyceroll jsou jiz mnoho let znamy (Harris, 1997;
Griffin et al., 2006). Studie, v nichz by byly sledovany soucasné ucinky n-3
polynenasycenych mastnych kyselin a silymarinu zatim nebyly publikovany. V ramci
disertacni prace nebylo zaznamenano negativni pusobeni silymarinu na ucinnost n-
3 polynenasycenych mastnych kyselin. Dokonce v pfipadé neesterifikovanych
mastnych kyselin byl pozorovan statisticky vyznamny aditivni vliv silymarinu na
uCinek n-3 PUFA. Vysledky jsou vsouladu s uc€inkem samotnych n-3
polynenasycenych mastnych (Farsi et al., 2014) a silymarinu (Prakash et al., 2014).

Navazujici ¢ast disertaéni prace si kladla za cil prozkoumat a poodhalit
mechanismus pusobeni zejména silymarinu a silybinu, ale také aditivni ucinky
silymarinu k n-3 polynenasycenym mastnym kyselinam a fenofibratu na enzymy,
transportéry a receptory dulezité v patofyziologii metabolického syndromu. Tato
experimentalni ¢ast byla rozdélena do dvou podsekci, v nichZ jedna se vénovala
studiu vlivu latek na genovou expresi na urovni mRNA a druha €ast se vénovala
vlivu latek na mnozstvi proteinu studovanych cilu.

Transportér ABCA1 se vyznamné podili na reverznim transportu
cholesterolu. Jeho role je sméfovat cholesterol do HDL ¢&astic. V dfivéjsi
publikované studii, v niz bylo potkanim na vysokotukové dieté podavan 1% extrakt
standardizovaného silymarinu byl pozorovan vyznamny indukcni vliv na studovany
transportér (Vecera et al., 2011). Obdobné vysledky byly ziskany u HHTg potkanu
s dietou obohacenou o 1 % standardizovaného extraktu silymarinu a 1 % silybinu
ve formé fytosomu. V pfipadé n-3 polynenasycenych mastnych kyselin ani
fenofibratu nebyl zaznamenan vyznamny vliv na expresi ABCA1. Dle recentni studie
nejsou polynenasycené mastné Kkyseliny povazovany za induktory tohoto

transportéru (Fournier et al., 2017). Ackoliv u HHTg modelu nebyl pozorovan
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vyznamny vliv fenofibratu na ABCA1, fenofibrat a ostatni aktivatory PPARa
receptord na mySich hepatocytech prokazaly indukéni vliv na ABCA1 transportni
protein (Hossain et al., 2008). Ohledné vlivu silymarinu a jednotlivych jeho sloZek
nejsou publikované studie jednotné. Samotny silybin B a isosilybin A jsou
povazovany za induktory ABCA1, zatimco ostatni slozky silymarinu nemaji na
expresi ABCA1 vyznamny vliv (Wang et al., 2015).

Jednou z vyznamnych eliminaCnich cest cholesterolu z organismu je
bezpochyby jeho exkrece cestou Zlu€e facilitovana ABCG5 a ABCGS8 transportéry.
Vysledky disertaCni prace ukazuji pozitivni vliv silymarinu na tyto transportni
enzymy. Byl pozorovan pozitivni vliv silymarinu ve vSech formach na mnozZstvi
MRNA i proteinu. V pfipadé mRNA se jednalo o statisticky vyznamné zvySeni. Nase
vysledky jsou v souladu s dfive publikovanou studii (Vecera et al., 2011). Samotny
silybin nemél na studované transportéry vyznamny vliv. V sou¢asnosti nejsou
studie, které by se vénovaly konkrétnimu vlivu jednotlivych slozek silymarinu, tak
jako v pfipadé ABCA1 transportéru. Na zakladé vysledku disertani prace Ize
odvozovat, ze za tento pozitivni u€inek jsou odpovédné ostatni slozky silymarinu,
pravdépodobné nikoli samotny silybin. Samotné n-3 polynenasycené mastné
kyseliny signifikantné zvySily mRNA i protein obou téchto ABCG transportéru.
Pfidani silymarinu vedlo k synergickému a signifikatnimu zvySeni mnozstvi mRNA i
proteinu. Mastné kyseliny stejné jako derivaty cholesterolu aktivuji LXR a nasledné
zvySuji mnozstvi ABCG5 a ABCGS transportért (Davidson, 2006). Dle literatury je
fenofibrat povazovan za slaby induktor exprese mRNA ABCG5 a ABCGS8
transportért (Roglans et al., 2004a). Nase vysledky ukazuji, ze fenofibrat samotny
neovlivnil MRNA ABCGS5, ale v pfipadé ABCG8 byla mRNA vyznamné snizena bez
ohledu na suplementaci silymarinem.

Poslednim sledovanym ABC transportérem byl ABCB1 neboli P-
glykoprotein, ktery byl studovan v pokusech s n-3 polynenasycenymi mastnymi
kyselinami a fenofibratem. A€koliv na bunécnych liniich n-3 polynenasycené mastné
kyseliny inhibuji transportni aktivitu P-glykoproteinu (Torres-Vergara and Penny,
2018), nase vysledky u Zivého zvifete (in vivo) nenaznacuji zadny jejich vliv na
MmRNA ¢i mnozstvi proteinu. V pfipadé fenofibratu byl ovSem zaznamenan
vyznamny vliv na mnozstvi mRNA i proteinu. Literatura neuvadi, Ze by fenofibrat byl
vyznamnym inhibitorem P-glykoproteinu, ale studie zejména na bunécnych liniich

naznacuji, ze pusobi mirnou down-regulaci ABCB1 transportéru (Yamazaki et al.,
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2005). Navic se zda, ze tento efekt je nezavisly na aktivaci PPARa (Kok et al., 2003).
Rozporuplné informace jsou ohledné vlivu PPARa agonistl na expresi ABCB1.
Ackoliv nékteré studie ukazuiji inhibi¢ni vliv na P-gp, jiné studie tykajici se dnes jiz
nepouzivaného klofibratu a ABCB1 ukazuji indukcni vliv téchto latek (Montesinos et
al., 2014; More et al., 2017). Je zapotrebi jesté definitivné objasnit vliv fenofibratu a
ostatnich PPARa agonistt na tento ABCB1 transportér. Uginek fenofibratu na P-gp
muze mit vyznamny klinicky dopad, nebot P-gp se vyznamné podili na omezeni
biologické dostupnosti, distribuci I&Civ a podili se na jejich exkreci (Montesinos et
al., 2014, Vranckx et al., 2018). Navic studie naznacuji, ze P-glykoprotein se podili
také na exkreci lipidi (Aye et al., 2009).

Dalsi sledované cile byly jaterni cytochromy P450. Ackoliv silymarin ani
silybin samotny vyznamné neovlivnil mRNA ¢i protein CYP2E1, vyznamné zvysil
down-regulacni ucinek fenofibratu na tento cytochrom P450. Silymarin bezesporu
pusobi hepatoprotektivné i kdyz pravdépodobné jeho ucinek neni zprostfedkovan
ovlivnénim CYP2E1. NaSe recentni studie prokazala protektivni vliv silymarinu u
mySi intoxikovanych paracetamolem, ale nebyl prokazan vliv silymarinu na aktivitu
ani mnozstvi proteinu CYP2E1 (Papackova et al., 2018). Obecné tedy silymarin
neni povazovan za latku ovliviiujici CYP2EL1 a naSe vysledky jsou v souladu s dfive
publikovanymi vysledky (Miguez et al., 1994). Studovat vliv latek na CYP2E1 je
nejen u metabolického syndromu dulezité. CYP2E1 se jednak podili na aktivaci
riznych malych molekul a dle studii ma také ulohy u jaterni steatézy, diabetu a
obezity (Wang et al., 2003; Leung and Nieto, 2013).

Cytochrom P450 4A se u potkana vyskytuje ve tfech formach. Konktrétné
CYP4Al, 4A2 a 4A3. Tento cytochrom je vyznamné indukovan aktivatory
peroxisomovych receptorovych proliferatord a (PPARa). Z toho duvodu bylo u
potkan lécenych fenofibratem jasné zaznamenano zvySeni exprese mRNA
sledovaného cytochromu P450. Silymarin ani silybin nejsou povazovany za
aktivatory PPARa receptorta (Orolin et al., 2007), tudiz nebyly oekavany zmény
v expresi tohoto cytochromu P450. Navic u silymarinu s nejvySSi biologickou
dostupnosti ve formé fytosomu byla pozorovana statisticky vyznamna down-
regulace mRNA pro CYP4A1/2/3. Obdobné silymarin tlumil indukéni efekt
fenofibratu. Cytochrom P450 4A zastava dulezitou ulohu v metabolismu mastnych
kyselin. Jedna se o alternativni cestu metabolismu kyseliny arachidonové a podili

se na omega-oxidaci mastnych kyselin (Plenty et al., 2018).
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CYP7A1 neboli cholesterol-7a-hydroxylasa je dulezity enzym pro syntézu
ZluCovych Kkyselin. Pfeména cholesterolu na zluCové kyseliny je jedna
z vyznamnych cest jeho eliminace. V nasich vysledcich se pozitivni vliv projevil
pouze u potkanu, ktefi dostavali silymarin ve formé fytosomdu, tedy silymarinu
S nejvySsi biologickou dostupnosti. Podobné vysledky byly zaznamenany také ve
studii se silymarinem u rybiho zvifeciho modelu (Xiao et al., 2017). V ramci naSich
pokusU silybin ani n-3 polynenasycené mastné kyseliny vyznamné neovlivnily
expresi sledovaného enzymu. Na druhou stranu byl zaznamenan vyznamny pokles
MRNA i proteinu u pokusnych zvifat, kterym byl v ramci pokusu podavan fenofibrat.
Sledovany vliv fenofibratu nebyl ovlivnén sou€asnym podanim silymarinu. Nase
vysledky jsou v souladu s dfive publikovanou studii provedenou u pacientd
uzivajicich fenofibrat, bezafibrat ¢i gemfibrozil s planovanou cholecystektomii, u
nichz byla pozorovana také down-regulace CYP7A1 (Roglans et al., 2004b).

V ramci disertani prace jsme pozorovali mirny induk&ni vliv silymarinu i
silybinu na expresi PPARa na urovni mRNA. | pfes to, Ze byl zaznamenan indukéni
vliv, zvySena aktivace nebyla pozorovana. Na druhou stranu po podani obou latek
byla pozorovana mirna nesignifikantni down-regulace PPARy. Tyto jaderné
receptory ve spolupraci s jejich agonisty a retinoid X receptorem (RXR) zvySuji
transkripci lipolytickych enzym( (Tan et al., 2005). Znamymi aktivatory PPARa
receptorl jsou hypolipidemika fibraty. Fenofibrat podavany HHTg potkanim
vyznamné neovlivnil expresi sledovanych jadernych receptor(, avSak vyznamné
ovlivnil transkripci genu regulovanych PPARa receptory. Vyznamny vliv byl
pozorovan pravé na expresi CYP4Al. NaSe zavéry jsou v souladu s dfive
publikovanymi vysledky na kmeni potkana Wistar na vysokotukové dieté (Orolin et
al., 2007). Opacny vliv silymarinu a silybinu na jednotlivé subtypy sledovanych
jadernych receptoru potvrzuje jejich odliSnou autoregulaci (Valmaseda et al., 1999).

Sterol regulatory element binding proteins (SREBPs) jsou faktory regulujici
transkripci gent dulezitych v syntéze lipidd a cholesterolu. Dva geny Srebf1 a
Srebf2 koduji celkem tfi proteiny SREBP-1a, SREBP-1c a SREBP-2. Podani
standardizovaného a mikronizovaného silymarinu u HHTg potkana vyznamné up-
regulovalo transkripci Srebfl. Na druhou stranu silymarin ve formé fytosoma u
stejného kmene potkana zpUsobil statisticky vyznamnou down-regulaci sledované
MRNA. Dvé recentni studie provedené s potkany kmene Wistar s indukovanym

diabetem ¢&i prediabetem naznacuji, Zze tento model je pravdépodobné mnohem
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vnimavejsi k podani silymarinu nez nami pouzity kmen HHTg, nebot ukazuji
vyznamny down-regulaéni vliv silymarinu na SREBP-1c, coZ vede ke snizeni
akumulace lipidu (Prakash et al., 2014; Kheiripour et al., 2018). U kmene HHTg
podani silybinu v jakékoliv formé& nemélo vyznamny vliv na expresi sledované
MRNA pro SREBP-1. Recentni studie sledovala vliv silybinu u bunéénych kultur
potkaniho insulinomu (Chen et al., 2014). Ackoliv autofi pozorovali down-regulaci
SREBP-1c, u naseho modelu tyto zmény zaznamenany nebyly. Nutno podotknout,
ze vysledky experimentl provedené na bunécnych kulturach a Zivém zviteti se
mohou vzajemné odliSovat. Podani silymarinu ani silybinu nemélo vyznamny vliv na
expresi Srebf-2. Na druhou stranu dostupna literatura Zzadny vyznamnéjsi vliv
nepopisuje.

Po podani n-3 polynenasycenych mastnych kyselin nebyl pozorovan
vyznamny vliv na expresi Srebfl ani Srebf2. V pfipadé kombinace n-3 PUFA a
1% mikronizovaného silymarinu byl zaznamenan mirni ale statisticky vyznamny
pokles mRNA pro SREBP-1. Down-regulace Srebfl vtomto pfipadé koreluje se
zménou sérovych koncentraci cholesterolu a lipidu.

Ackoliv  fenofibrat samotny ani v kombinaci s 1% mikronizovanym
silymarinem vyznamné neovlivnil expresi mRNA pro SREBP-1, doslo k vyznamné
down-regulaci mMRNA pro SREBP-2. Pozorovany efekt se pravdépodobné muze
spolupodilet na hypolipidemickém ucinku fenofibratu. Podobny efekt byl pozorovan
u kmene potkant Wistar krmenych vysokotukovou dietou, ktefi dostavali fenofibrat
(Li and Wu, 2018).
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8 ZAVER

Hereditarné hypertriglyceridemicky (HHTg) potkan patfi mezi unikatni modely
metabolického syndromu. Vzhledem k tomu, Ze se nejedna o velmi rozSifeny zvifeci
model, existuji do jisté miry omezené informace o ucincich rdznych latek u tohoto
experimentalnihno modelu. Vramci disertatni prace byly studovany ucinky
samostatné podavaného silymarinu, silybinu a silymarinu v kombinaci s n-3
polynenasycenymi mastnymi kyselinami a fenofibratem u vySe zminéného zvifeciho
modelu metabolického syndromu. Nejprve byly porovnavany ucinky rudznych
farmaceutickych forem silymarinu a silybinu (standardni, mikronizovana a
fytosomova).

Vysledky uvodni €asti prace ukazuiji, ze ucinek silymarinového komplexu je
vySSi ve srovnani se samotnym silybinem. Toto zjisténi naznacuje, Zze samotny
silybin pravdépodobné nemuze byt odpovédny za veSkeré pozitivni UCinky
silymarinu. Silymarinovy komplex pusobil ucinnéji hypolipidemicky nez samotny
silybin. Na druhou stranu samotny silybin vyznamnéji snizoval glykémii a insulinémii,
dokonce vice nez v pfipadé podavaného silymarinu. Na molekularni urovni nebyly
zaznamenany vyznamné odliSnosti mezi ucinkem silymarinu a silybinu, napf.
v ovlivnéni exprese mRNA a proteinu u CYP2E1 ¢i Srebf2.

Pro svuj komplexni ucinek byl pro dalsi studium zvolen silymarin. Konkrétné
mikronizovana forma byla vybrana z ddvodu vySSi biologické dostupnosti a
vyraznéjSiho plsobeni na lipidové spektrum u HHTg potkana nez v pfipadé
standardizovaného extraktu. | pfes to, Ze v ramci disertaCni prace se nestanovovala
biologicka dostupnost jednotlivych farmaceutickym forem silymarinu, Ize
biologickou dostupnost odvozovat dle miry u€inku a vlivu na molekularni drovni
v jatrech. Z hlediska uc€innosti se zda byt mikronizovana a fytosomovana forma
silymarinu ucinnéjSi nez konvenéni standardizovany extrakt. Byly zaznamenany
vyznamné odliSnosti jednotlivych farmaceutickych forem silymarinu ve vlivu na
lipidové parametry a také rozdilné ucinky na expresi mRNA Ci proteinu sledovanych
cili. Napf. u cytochromu P450 7A1 &i Srebf1.

V nasledujici ¢asti disertaCni prace byla vybrana forma silymarinu podavana
soucasné s jinymi hypolipidemicky pusobicimi latkami. Prvni vybranou latkou byly
n-3 polynenasycené mastné kyseliny — konkrétné smés EPA a DHA. V druhém

pfipadé bylo zvoleno lécivo fenofibrat. Jiz samotné n-3 PUFA puasobily
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hypolipidemicky, avSak v kombinaci se silymarinem byly uCinky vyznamnéjsi.
Vyraznéjsi uCinky se projevili jak na sledovanych lipidovych parametrech, tak na
ucincich na molekularni urovni, zejména na mnozstvi mMRNA a proteinu ABCG5/8,
efluxniho transportéru pro cholesterol.

V posledni Casti prace byl mikronizovany silymarin podavan soucCasné
s fenofibratem. Cilem bylo zjistit, zda silymarin potencuje i naopak snizuje ucinnost
soucasné podaného fenofibratu. Porovnani mezi zvifaty, ktera dostavala fenofibrat
samotny a fenofibrat v kombinaci se silymarinem se vysledky statisticky vyznamné
neliSily. Fenofibrat mimo pfiznivych ucinkld na lipidové spektrum vyznamné down-
reguloval mnozstvi mRNA i protein cytochromu P450 2E1, CYP7A1 ¢i P-
glykoproteinu.

Z vysledkll ziskanych béhem disertaCni prace je zfejma vySSi ucinnost
silymarinového komplexu v mikronizované farmaceutické formé. Smés silymarinu
pusobi komplexnéji nez samotny vyextrahovany silybin.

V ramci disertaCni prace soucasné podavany silymarin podpofil ucinnost n-3
polynenasycenych mastnych kyselin. V pfipadé lipidovych parametru se jednalo
vétSinou o statisticky nesignifikantni efekt, avSak vyznamny vliv kombinace byl u
ABCG5/8 transportéru. U zvirat, jimz byl podavan fenofibrat a silymarin nedoslo
k negativhimu ovlivnéni ucinnosti fenofibratu silymarinem. Silymarin je tedy
bezpectna latka, ktera negativné neovliviiuje sou€asnou farmakoterapii zamérenou
zejména na zvySené triacylglyceroly a muze tlumit nékteré nezadouci efekty
pusobené fibraty — indukce CYP4A.
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9 SOUHRN

Metabolicky syndrom patfi mezi vyznamné problémy soucasného zdravotniho stavu
populace. Jedna se multifaktorialni onemocnéni, které nema jednoduchou IéCbu.
V terapii se uplatiuji vyznamné hypolipidemika, antidiabetika a jina Iéciva
samostatné ovliviiujici komponenty metabolického syndromu. Problémem
polyfarmakoterapie je zvysené riziko nezadoucich ucinku. Z tohoto duvodu mohou
soucCasné podavana nutraceutika pozitivné ovliviiovat uc€innost i bezpecnost téchto
léCiv. Mezi potencialné vhodné pfirodni latky patfi silymarin a n-3 polynenasycené
mastné kyseliny. Tyto latky jiz v mnoha studiich prokazaly pozitivni u€inky, avSak
jejich kombinace nebyla dosud pouzita vramci zadné studie. Taktéz v ramci
zakladniho vyzkumu nebyla pouZzita kombinace silymarinu a hypolipidemika
fenofibratu.

Studie byla rozdélena do &tyf fazi. V prvni fazi byly studovany ucinky riznych
farmaceutickych forem silymarinu a silybinu  (standardni, mikronizovana a
fotosomova) na modelu metabolického syndromu — HHTg potkan. V ramci této faze
se podafilo prokazat, ze s vysSi biologickou dostupnosti jsou ucinky silymarinu i
silybin. Mikronizovany silymarin potencoval ucinky n-3 polynenasycenych mastnych
kyselin. Potenciace se tykala hypolipidemickych uc€inkd i uc€inkd na molekularni
urovni. Nejvyraznéji se tato kombinace podilela na zvySeni obsahu mRNA a
proteinu jaternich ABCG5 a ABCGS8 transportérd. Mikronizovany silymarin
nesnizoval hypolipidemické ucinky fenofibratu, nevedl ke zvySeni jeho
hypolipidemickych ucinkd, ale tlumil jeho nezadouci efekty na CYP4A.

Z vysledkl vyplyva, ze pfidani silymarinu k n-3 polynenasycenym mastnym
kyselinam mUze pUsobit pfiznivé a podpofit jejich ucinek. Jeho pfidani k fenofibratu

jiz vyznamné nezvysuje ucinnost hypolipidemika.
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10 SUMMARY

Metabolic syndrome is a complex disease with many symptoms including
hyperlipidemia, hyperglycemia, and others. Patients suffering from metabolic
syndrome are in higher cardiovascular risk and the risk of the development of
diabetes type 2. There is not a single drug that can affect all components of
metabolic syndrome. Thus patients have to use more drugs with a high risk of drug-
drug interactions and potential unwanted effects. Nutraceuticals with minimal
toxicity are a possible way how to reduce these unwanted effects. These
nutraceuticals may reduce the sufficient dose of drugs or alleviate the side effects
of conventional treatment. In the many studies, silymarin and n-3 polyunsaturated
fatty acids showed positive effects on lipoprotein profile, although their combination
was not been yet tested. Similarly, the additive effects of silymarin on fibrate
treatment was not been tested. At first, the effects of various pharmaceutical forms
of silymarin and silybin were tested. It was proofed that silymarin and silybin with
improved bioavailability provide pronounced effects on lipoprotein profile in HHTg
rat. It seems that silymarin is more effective than silybin. The pharmaceutical form
of silymarin with the most pronounced effects was chosen for the subsequent
measurements. The effects of micronized silymarin in combination with n-3
polyunsaturated fatty acids and fenofibrate were determined. According to results,
silymarin potentiates the hypolipidemic action of n-3 PUFA. The most pronounced
effects were seen on ABCG5 and ABCG8 transporters. Micronized silymarin did not
lower the hypolipidemic action of fenofibrate and alleviated its negative CYP4A
induction.

According to results, silymarin may enhance the effectiveness of n-3 PUFA

and combination of silymarin and fenofibrate was not inferior to fenofibrate alone.
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