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ABSTRAKT (CZ)

Uvod: Dieta vhodna u poruch metabolismu lipid&i by neméla zvysovat celkovy (TC) a LDL
cholesterol a idedln¢ by méla napomahat k jeho snizovani. Analyza literarnich zdroja

naznacuje, Ze amarant muze tyto vlastnosti spliiovat.

Cile prace: Provedeni literarniho Setfeni dané problematiky a experimentalni ovéieni

literaturou avizovaného hypolipidemického ptisobeni amarantu v laboratornich podminkach.

Metodika: 50 (Pokus 1) respektive 40 (Pokus 2) mysi bylo rozdéleno do péti (Pokus 1)
respektive Ctyt (Pokus 2) skupin krmenych kontrolni smési (C), vysokoenergetickou dietou
(HED), vysokoenergetickou dietou samarantem (HED+A) a v Pokusu 1 dale
vysokoenergetickou dietou s amarantovou moukou a simvastatinem (HED+A+S) ¢i pouze se
simvastatinem (HED+S) a v Pokusu 2 vysokoenergetickou dietou se skvalenem (HED-+S).

Mys$im byly méfeny hmotnostni pfirstky a stanoven TC, LDL a HDL cholesterol.

Vysledky: Zkrmovani HED diety vedlo ke statisticky vyznamnému zvySeni TC cholesterolu
o 81 % (Pokus 1) respektive o 125 % (Pokus 2), LDL cholesterolu o 612 % (Pokus 1)
respektive 304 % (Pokus 2) a poklesu HDL cholesterolu o 8,4 % (Pokus 1) respektive 58 %
(Pokus 2). Zkrmovani diety HED+A vedlo ke statisticky vyznamnému sniZzeni TC
cholesterolu o 37 % (Pokus 1) respektive 33 %, (Pokus 2), LDL cholesterolu o 46 % (Pokus
1) respektive 37 % (Pokus 2) a poklesu HDL cholesterolu o 27 % (Pokus 1) respektive k
narustu o 47 % (Pokus 2). Dieta HED+A+S v Pokusu 1 vedla ke statisticky vyznamnému
snizeni TC cholesterolu o 46 %, LDL cholesterolu o 53 % a HDL cholesterolu o 27 %. Dieta
HED+S v Pokusu 1 nezaznamenala pozitivni efekt na hladinu TC a LDL ale ani negativni na
HDL cholesterol. Dieta HED+S v Pokusu 2 ovlivnila pozitivné pouze HDL cholesterolu o 60
%.

Zavér: Vysledky potvrzuji schopnost amarantové mouky snizit TC a LDL cholesterol. Efekt
na HDL cholesterol je nejasny. TaktéZ se zdd, Ze je v amarantové mouce pfitomno vice latek,

které se podili spolecné na jeho vysledném hypolipidemickém efektu.



ABSTRACT (EN)

Introduction: Diet suitable for lipid metabolism disorders should not increase the total and
LDL cholesterol, and ideally should assist in its lowering. Analysis of literary sources suggest

that amaranth can meet these properties.

Aim: The execution of literary investigation of the issue and experimental verification of

lipid-lowering effect of amaranth flour in laboratory conditions.

Methods: 50 (Experiment 1) or 40 (Experiment 2) The mice were divided into five
(Experiment 1) or four (Experiment 2) groups fed by control mixture (C), high-energy diet
(HED), high-energy diet with amaranth (HED+A) and in Experiment 1, by high-energy diet
with amaranth flour and simvastatin (HED+A+S) or only with simvastatin (HED+S), and in
Experiment 2 a by high-energy diet with squalene (HED+S). Weight gains were measured
and TC, LDL and HDL cholesterol determined.

Results: Feeding of HED diets resulted in a statistically significant increase in the TC
cholesterol by 81% (Experiment 1) or 125% (Experiment 2), LDL cholesterol of 612%
(Experiment 1) or 304% (Experiment 2) and a decrease in HDL cholesterol by 8.4%
(Experiment 1) or 58% (Experiment 2). Feeding of HED+A diet resulted in a statistically
significant reduction in the TC cholesterol by 37% (Experiment 1) or 33% (Experiment 2),
LDL cholesterol by 46% (Experiment 1) or 37% (Experiment 2) and a decrease in HDL
cholesterol by 27% (Experiment 1) or an increase of 47% (Experiment 2). Diet HED+A+S in
Experiment 1 resulted in a statistically significant reduction in the TC cholesterol by 46%,
LDL cholesterol by 53% and HDL cholesterol by 27%. HED+S diet in Experiment 1 showed
neither a positive effect on the level of the TC and LDL nor negative on HDL cholesterol.
Diet HED+S in Experiment 2 positively influenced only HDL cholesterol by 60%.

Conclusion: The results confirm the ability of amaranth flour to reduce TC and LDL
cholesterol. The effect on HDL cholesterol is unclear. Also, it seems that the amaranth flour

presents numerous substances which participate jointly in its final hypolipidemic effect.



1. Uvop

Vztah mezi koncentraci LDL cholesterolu a vyskytem kardiovaskularnich onemocnéni v
populaci byl potvrzen v fad¢ intervencnich i epidemiologickych studii, napt. AMORIS ¢i
INTERHEART (Walldius, et al., 2001) (Yusuf, et al., 2004), coz z hladiny LDL cholesterolu
ucinilo nejzéasadné€jsi ovlivnitelny rizikovy faktor a cil terapie. Snahou 1é¢ebné preventivnich
opatfeni je tedy dosdhnout hodnot LDL cholesterolu odpovidajici urovni rizika stanoveného
pro daného jedince napf. pomoci algoritmu SCORE. K tomu slouzi néstroje jak
farmakologické, tak nefarmakologické. V oblasti nefarmakologické 1écby pak zaujimaji
vyznamnou roli vhodna dietni opatfeni. Jejich hlavni vyhodou je, Ze jsou levna, univerzalné
pouzitelna a zaroven nemaji zadné vedlejsi Ucinky ve smyslu klasickych nezadoucich
polékovych reakci. Zaroven jsou i synonymem zdravého Zzivotniho stylu, ktery napomaha

pozitivné ovlivnit pribéh a rozvoj nejen dyslipidemie ale 1 dalSich chorob

V soucasné¢ dobé jsou proto odborniky na vyzivu studovany produkty, které by jak
z dietetického hlediska, tak i z hlediska aktivniho pozitivniho ovlivnéni hladin jednotlivych
lipidovych frakci, mohly byt napomocny ve vySe zminované nefarmakologické 1écbé
dyslipidemie. Jednim z potencidlné velmi nadéjnych se zd4 byt amarant, starovékd obilnina
hojné péstovana predevsim v kulturach Inkli a Mayt (Kala¢ & Moudry, 2000). Amarant se
ptvodné dostal do poptedi zajmu védch pii patrani po vhodné dietetické ndhradé za
masokostni moucku. V pribéhu tohoto zkoumani byl vySetfovan i potencidl produktd
z amarantu (olej, zrno, proteinova frakce atd.) pozitivné ovliviiovat patologicky zménéné
hladiny nékterych lipidovych frakci, pfedevs§im pak celkovy (TC) a LDL cholesterol (Grajeta,
1999) (Plate & Areas, 2002). Amarantova mouka patii mezi klasické produkty z amarantu. Je
snadno zataditelnd do diety lidi 1 zvifat. Z hlediska potencidlniho hypolipidemického

pusobeni nebyla doposud vyznamnéji testovana.

2. PREHLED AKTUALNIHO STAVU RESENE PROBLEMATIKY

Vyznamnym biologickym ucinkem produktii z amarantu potencialné vyuzitelnym v rdmci
nefarmakologické 1écby nekterych metabolickych onemocnéni je schopnost jejich
obsahovych latek ovliviiovat patologicky zménéné hladiny jednotlivych lipoproteinovych
frakci. Toto plisobeni se tyka jak celkového, tak i LDL a HDL cholesterolu. V sou¢asné dobé

vSak panuji v dostupné literatufe diskrepance ohledné tohoto efektu. Pozitivni vysledky byly
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pozorovany pievazné v experimentech na zvifecich modelech, zatimco studie na lidech byly
presvédcivé méné. Taktéz nebylo dosazeno konsenzu v otdzce efektu amarantu na HDL
cholesterol. Na druhou stranu autofi n€kolika experimentti shodné poukézali na antidiabetické
a antioxida¢ni puisobeni amarantu, pficemz v obou pfidech jde o biologické ucinky, které dale

mohou piispivat k redukci celkového kardiovaskularniho rizika.

2.1. Vlivna TC, LDL a HDL cholesterol

=  Shrnuti praci na zviiatech

Pozitivni efekt extraktu z amarantu na celkového, LDL, a také na VLDL cholesterol a
triglyceridy potvrdil ve své praci na hypercholesterolemickych kralicich Andrea (Andrea, et
al., 2002). V pokusu na stejné zivoCisné species dosahl i dal$i autofi velmi zajimavych
vysledka (Kabiri, et al., 2010). U kraliki krmenych vysoce cholesterolovou dietou a lihovym
extraktem zamarantu doSlo k poklesu celkového, LDL cholesterolu, triglyceridi,
oxidovaného LDL, apo-B, C-reaktivniho proteinu (CRP), aterogenniho indexu a vzestupu
HDL cholesterolu a apo-A ve srovnani se skupinou krmenou jen vysoce cholesterolovou
dietou. Tento efekt byl zaroven lepsi nez u skupiny krmené vysoce cholesterolovou dietou a

lovastatinem.

Ve studii provedené na kieccich krmenych na cholesterol bohatou dietou vedlo zatazeni
amarantového zrna a oleje k poklesu celkového a non-HDL cholesterolu a vzestupu HDL
cholesterolu. Amarantové zrno a olej taktéz snizovaly VLDL cholesterol. Piekvapivé
amarantovy olej zvySoval syntézu cholesterolu pravdépodobné z diivodu kompenzatornich
mechanismu (Berger, et al., 2003). Redukce plasmatického cholesterolu (ptevazné non-HDL)
byla pozorovana u stejné zivoci$né species 1 po introdukci proteinového izolatu z amarantu.
Autofti pfedpokladaji, Ze by proteinova slozka mohla mit efekt na endogenni metabolismus
cholesterolu (Mendonca, et al., 2009). V tomto ohledu zajimavym nalezem byl pokles aktivity
3-HMG-CoA reduktazy zaznamenany v experimentu na kufatech krmenych semeny nebo
olejem z amarantu. Pokles celkového a LDL cholesterolu dosahoval 10-30 %, respektive 7-70

% (p<0,01). HDL cholesterol nebyl ovlivnén (Quereshi, et al., 1996).

Rada studii provedenych na laboratornich potkanech (Chatuverdi, et al., 1993), (Grajeta,
1999), (Czerwinski, et al., 2004), (Shinn, et al., 2004), (Kim, et al., 2006), (Montero-Quintero,
et al., 2014), (Lado, et al., 2015) byla stran hypocholestrolemického piisobeni rtznych
produktil z amarantu konzistentni. Ve studii se skvalenem z amarantu byl obdobné¢ jako ve
studii na kutatech krmenych semeny nebo olejem z amarantu pozorovan inhibi¢ni efekt na 3-
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HMG-CoA reduktézu (Shinn, et al., 2004). Suplementace amarantového zrna a oleje krysam
se streptozocinem indukovanym diabetem vedlo spole¢né s poklesem sérovych lipida (TC
cholesterol, triglyceridy a VLDL cholesterol) i ke zlepSeni glukozového metabolismu (Kim, et

al., 2006).
= Shrnuti praci s humanimi subjekty

180 hypercholesterolemickych subjektii participujicich v ,,National Cholesterol Education
Program Step One Diet” bylo rozdéleno do Sesti skupin. Po 28. dnech byl ve skupiné
konzumujici 50 g/den amarantové vldkniny zaznamenan signifikantni pokles v hladinach
celkového cholesterolu o 4,5 % (Maier, et al., 2000). V placebem kontrolované studii
provedené na 125 pacientech s kardiovaskuldrnim onemocnénim, doslo po tfech tydnech
aplikace amaranového oleje k poklesu celkového, LDL VLDL a triglycerida, pfi¢emz tento
efekt byl zavisly na koncentraci skvalenu. Hladina HDL cholesterolu ovlivnéna nebyla

(Martirosyan, et al., 2007).
=  Negativni vysledky (obé skupiny)

Na druhou stranu je vsak tfeba zminit malou pilotni studii provedenou na lidech (Berger,
et al., 2000b), ve které nebyl pozitivni efekt amarantu zaznamenan. Ve studii sledujici efekt
odtu¢néného amarantu u pacientil se stfedné zdvaznou hypercholesterolémii byla dokonce
zaznamenana signifikantni redukce v hladiné HDL cholesterolu za soucasn¢ho nulového

efektu na hladinu LDL cholesterolu (Chéavez-Jaregui, et al., 2010).

Taktéz v pokusu provedeném na kieccich nebylo hypolipidemické plisobeni evidentni (de
Castro, et al., 2013). Dle ziskanych 0idajli, amarantovy olej a jeho komponenta skvalen zvysila
na jedné strané exkreci Zlu€ovych kyselin, na druhé ale nevykazala u kiecki krmenych dietou

bohatou na tuky a cholesterol hypocholesterolemicky efekt.
2.2. Uéinné latky

Odlisnosti ohledn¢ hypolipidemického pilisobeni produkti z amarantu nalézame
v literatufe 1 v souvislosti s diskuzemi tykajicimi se uc¢innych latek zodpovédnych za tento

efekt.

V préci provedené na Sesti tydennich kutatech (Quereshi, et al., 1996) naznacili autofi, Ze
olejova frakce amarantu, sohledem na pfiznivé sloZzeni mastnych kyselin spole¢né
s pritomnosti dalSich latek (fytosteroly, tokoferol, tokotrienoly), sehrava pii tomto plisobeni

nejvyznamné;jsi roli.



V préci autort Danze a Luptona feSitelé pozorovali, Ze potkani krmeni amaranthem
vykazovali obdobny hypocholesterolemicky efekt jako po aplikaci rozpustné vlakniny, coz

naznacuje mozny shodny mechanismus tohoto efektu (Danz & Lupton, 1992).

Dle dalSich experimentii provedenych s amarantem zbavenym tukového podilu vSak doslo
ke stanoveni hypotézy, Zze 1 jiné slozky, napiiklad proteinovd, jsou schopny vykazat
hypocholesterolemicky efekt (Mendonca, et al., 2009) (Berger, et al., 2003) (Andrea, et al.,
2002).

Diskutovana je téz schopnost skvalenu, jez je ve vyssi mife v amarantu obsazen (Becker,
et al., 1981), sniZovat patologicky zvySené hladiny pfedevsim celkového a LDL cholesterolu.
Tato moznost je v souladu s vysledky ziskanymi v experimentu provedeném na potkanech
(Shinn, et al., 2004), ve kterém bylo pozorované hypolipidemcké plsobeni pfisouzeno prave
skvalenu, pficemz efekt byl evidentni v séru i jatrech. Skvalen z amarantu zvysil fekalni
exkreci Zlu€ovych kyselin a cholesterolu. Zajimavym ndlezem studie byla mirnad inhibice
enzymu 3-HMG-CoA reduktazy. Autoii prace naznalili, ze skvalen snizoval cholesterol
zejména zvySenim fekdlni eliminace steroid diky interferenci s absorpci cholesterolu. Dle
autoru je téZ mozné, ze skvalen z riznych zdroji miiZze ovliviiovat metabolismus cholesterolu
odlisné. V placebem kontrolované studii provedené na pacientech s kardiovaskularnim
onemocnénim (Martirosyan, et al., 2007), kterd zaznamenala pozitivni vysledky po aplikaci
amarantového oleje obsahujiciho rtizné davky skvalenu bylo zjiSténo, Ze amarantovy olej
obsahujici 100 mg, 200 mg, 400 mg a 600 mg skvalenu snizoval TC cholesterol o 14 %, 17
%, 20 % a 12 % a LDL cholesterol o 19 %, 23 %, 25 %, a 12 %. Autofi upozoriiuji, Ze role
skvalenu v procesu snizovani cholesterolu neni jesté zcela objasnéna a ze v davce 1 g denné
po dobu 9tydna byl dokonce reportovan nartst hladin VLDL a LDL cholesterolu (Miettinen
& Vanhanen, 1994).

Podle nékterych autori muze byt potencidlni mechanismus u¢inku amarantu spojen s
inhibici biosyntézy skvalenu, prostiednictvim inhibice enzymu skvalen oxygenazy, ktery byl
identifikovan jako potencialni cil pro hypocholesterolemickou terapii. V amarantu muize byt

jedna nebo vice u¢innych latek s timto i¢inkem (Belter, et al., 2011).

Diskrepance nalezené v literatufe naznacuji komplexnost celé problematiky, kdy nejen
obsahové latky, ale i samotny patologicky stav a vybér produktu z amarantu (olej, semeno,
mouka) mohou sehravat vyznamnou roli v konecném hypolipidemickém ptlisobeni amarantu,

a ukazuji na pottebu provedeni dalSich studii za ucelem jak identifikace hypolipidemicky



aktivnich latek amarantu, tak 1 podminek, za kterych budou produkty z amarantu schopny

doséhnout nejlepsiho G¢inku - ureni vhodné formy a identifikace cilové populace.

2.3. Antidiabeticky a antioxida¢ni efekt

Diabetes v kombinaci s poruchou lipidového metabolismu vyznamné zvysSuje celkové
kardiovaskularni riziko u pacienti. Hyperglykémie hraje vyznamnou roli v procesu glykace a

oxidace LDL ¢gastic.

Oxidace LDL castic je povazovana za dilezity faktor pro rozvoj predéasnych
aterosklerotickych zmén. U diabetika lze nalézt vysSi podil malych denznich LDL ¢astic,
které jsou vice citlivé na oxidaci. Oxidované LDL c¢astice nasledn€ snadnéji pronikaji do

intimy cév a tim akceleruji rozvoj predéasnych aterosklerotickych zmén (Ceska, et al., 2012).

Antidiabeticka a antioxida¢ni aktivita amarantu (semena ze dvou variet Amaranthus
caudatus-var. Oscar Blanco a var. Victor ¢ervend obsahujici 2,2 respektive 7,5 % skvalenu)
byla testovdna na modelu inhibice alfa-amylazy, respektive na modelu peroxidace lipidi.
Inhibice a-amylazy blokuje hydrolyzu glykosidickych vazeb cukri, ¢imz vede ke snizeni
absorpce glukézy z traviciho traktu a reguluje vysi postprandidlni hladiny glukézy v krvi
(Conforti, et al., 2005). Autofi studie zjistili, Ze methanolovy a ethylacetatovy extrakt ze
semen amarantu vykazovaly znatelnou hypoglykemizujici aktivitu. Vzhledem k tomu, skvalen
samotny byl méné ucinny, dosli autofi k zavéru, Ze se na celkovém efekt podili vice slozek.
Kasozi ve své praci pfisoudil antidiabetické vlastnosti amarantu zlepSeni kalciové homeostazy
v krvi ledvinach a jatrech (Kasozi, et al., 2012), zatimco Velarde-Salcedo inhibi¢ni aktivité na
dipeptidyl peptidasu IV (Velarde-Salcedo, et al., 2017). Ethylacetatovy extrakt spolu se
skvalenem vykazoval dobrou antioxida¢ni aktivitu v modelu peroxidace lipidi. Snizeni
peroxidace lipidl a zvySeni antioxidacni aktivity bylo pozorovano i v praci Paska (Pasko, et
al., 2009). Stejny autor popsal ve své dalsi praci, ze jak amarantové zrno, tak i klicky
vykazovaly relativné vysokou antioxidacni aktivitu (Pasko, et al., 2011). Obdobné byla
zaznamenana uspokojiva antioxida¢ni aktivita amarantového semena v praci vyuZzivajici beta-
karotenovy a linoledtovy model (Klimczak, et al., 2002). Inhibice peroxidace lipidii pomoci
hydrolyzovaného proteinu z amaranthus caudatus byla pozorovana v experimntu provedeném
na larvach a embryich Dania (Danio rerio) (Zebrafish) (Vilacundo, et al., 2018). Zajimavé
vysledky ziskal Lee ve studii, ve které byla zaznamenan antioxidacni efekt a suprese bunck
CT 26 (rakovina rekta) prostiednictvim listh z kvéth amarantu (Amaranthus cruentus L) (Lee

& Joo, 2018).
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2.4. Antihypertenzni efekt

Vyznamnou roli v regulaci krevniho tlaku hraje osa renin-angiotensin-aldosteron. Podle
nékterych autorti mohou byt proteiny obsazené v amarantu schopny vyvolat antihypertenzni
ucinek prostiednictvim inhibice funkce angiotensin konvertujiciho enzymu. V praci Silva-
Sanchez et al. autofi uvedli, Ze amarantové semeno muze obsahovat proteiny s takovym
ucinkem (Silva-Sanchez, et al., 2008). Tiengo et al testovali in vitro inhibi¢ni aktivitu
odtucnéné amarantové mouky a jejich produktl. Proteiny hydrolyzované alkalazou
vykazovaly antihypertenzivni efekt pied 1 po in vitro digesci, coz naznacuje, zZe tyto peptidy
nejsou dale ovlivnény gastrointestinalnimi enzymy (Tiengo, et al., 2009). Tovar-Perez et al.
studoval proteinovou frakci ziskanou z amarantového zrna znovu s pozitivnimi vysledky
(Tovar-Perez, et al., 2009). Pfitomnost proteinti s antihypertenznim byla také nalezena v praci

Vecchiho a Anona (Vecchi & Anon, 2009).
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3. CILE DISERTACNI PRACE

Pracovni hypotéza predpokladala, Ze amarantova mouka by méla byt schopna v metodice
popsaném usporadani pokusu snizit hladinu ptedev§im LDL a celkového cholesterolu, idealné

bez negativniho ptisobeni na hladinu HDL cholesterolu.

Cilem prace bylo ovérit ve dvou na sebe navazujicich pilotnich studiich vyuZzivajicich
obdobnou metodiku schopnost amarantové mouky snizit dietetickou manipulaci navezenou
patologicky zvySenou hladinu LDL a celkového cholesterolu a sledovat jeji vliv na hladinu
HDL cholesterolu. Zarazeni diet s obsahem simvastatinu, samostatné i1 v kombinaci
s amarantovou moukou, m¢lo za cil studovat vzajemnou interakci mezi amarantovou moukou
a statinem. Zarazeni skvalenu mélo za ukol porovnat efekt latky povazované za mozného
puvodce hypocholestrolemického efektu amarantové mouky s efektem amarantové mouky
jako celku a zkusit tak blize charakterizovat slozky odpovédné za schopnost amarantové

mouky sniZovat hladinu cholesterolu.

DalSim cilem prace bylo poznatky ziskané v provedenych experimentech a reSersi
literarnich podkladti publikovat do souhrnného piehledu shrnujiciho aktudlni poznatky o
amaranthu nejen u hlediska jeho vlivli na metabolismus plazmatickych lipidd, ale i v Sir§im

kontextu prevence obeéhovych onemocnéni.
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4. MATERIAL A METODY

V experimentalni Casti dizertaéni prace byly realizovany dva na sebe navazujici
experimenty vyuzivajici stejné metodiky. Oba pokusy hodnotily schopnost vysokoenergetické
diety navodit patologicky stav v lipidovém spektru pokusnych zvifat a taktéz schopnost
amarantové mouky tento vyvoj korigovat. V ramci prvniho pokusu byly navic zafazeny
skupiny, jejichz dieta obsahovala simvastatin a to jak samostatné¢ tak v kombinaci
s amarantovou moukou (Pokus 1), zatimco v ramci druhého pokusu byla navic sledovéana

skupina, jejiz dieta obsahovala squalen (Pokus 2).

4.1. Zvirata

Do experimentu bylo zarazeno 50 (Pokus 1) respektive 40 (Pokus 2) laboratornich
inbrednich mys$i C57B1/6J SPF (Anlab s.r.o. Praha, Czech Republic) samciho pohlavi,
stejného stafi 5 tydnl a podobné hmotnosti 19 + 1 g. Po tydenni aklimatizaci byla zvifata
rozdélena ndhodnym vybérem do péti (Pokus 1) respektive ¢tyf (Pokus 2) skupin po deseti
jedincich a ustijena po péti jedincich. Primérna hmotnost pii zahéjeni experimentu byla

20,12 £ 0,42 (Pokus 1) respektive 21.64 = 0.72g (Pokus 2).

4.2. Prostredi

Oba experimenty probéhly v akreditované laboratofi Ustavu huménni farmakologie a
toxikologie Veterinarni a farmaceutické univerzity Brno. Zvitata byla umisténa ve specidlnich
chovnych nadobach K/3 (AnLab s.r.o. Praha, Czech Republic) o rozmérech 360 x 205 x 155
mm s moznosti pfijmu krmiva 1 pitné vody ad libitum, za standardnich podminek, v prostiedi
s kontrolovanym svételnym a tepelnym rezimem (12:12 svétlo/tma, teplota 20 - 24 °C,
vlhkost 75 - 86 %). Byla pouzita podestylka SAWI Typ HW 300/500 (dodavatel AnLab s.r.o.
Praha, Czech Republic).

4.3. Krmivo

Pokus 1:

V prubéhu adaptacni periody (7 dni) byly mysi krmeny standardni krmnou smési Biostan
MYPO (Biokron, Bluc¢ina, Czech Republic). V pribéhu experimentu (49 dni) byly mysi
krmeny ad libitum nasledujicimi smésmi: kontrolni krmnou smési (C) Biostan MYPO

(Biokron, Bluc¢ina, Czech Republic), vysokoenergetickou dietou (HED), vysokoenergetickou
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dietou s amarantovou moukou (HED+A), vysokoenergetickou dietou s amarantovou moukou

a simvastatinem (HED+A+S) and vysokoenergetickou dietou se simvastatinem (HED+S).

Pokus 2:

V pribehu adaptacni periody (7 dni) byly mysi krmeny standardni krmnou smési Biostan
MYPO (Biokron, Blu¢ina, Czech Republic). V priabéhu experimentu (49 dni) byly mysi
krmeny ad libitum nasledujicimi smésmi: kontrolni krmnou smési (C) Biostan MYPO
(Biokron, Blu¢ina, Czech Republic), vysokoenergetickou dietou (HED), vysokoenergetickou

dietou s amarantovou moukou (HED-+A), vysokoenergetickou dietou se skvalenem

(HED+S).
Pokus 1 Pokus 2

SloZeni diet pouZzitych v experimentech

SloZeni diet sk SloZeni diet
‘ upina Skupina
/100g /1008
c HED HED+A HED+A+S HED+S c HED HED+A HED+S
Biostan N .
MYPO*) 100 68.5 48.5 48.49 68.49 Biostan MYPO®)  |109 68.5 485 67.3
Chalesterol 0 15 15 15 15 Cholesterol [ 15 15 15
Cukr (glukéza) 0 30 30 0 30 Cukr 0 30 30 30
Amarantovi Amarantova mouka
mouka 0 0 20 20 ] 0 0 w0 0
Simvastatin 0 0 0 0.01 0.01 Skalen o 0 ° 12

*) Slozeni: obiloviny, vedlejsi produkty rostinného pivodu, migko a mlgené virobky, minerdlni latky, L-lysine,
ide, D, L- i a premix dopl fch latek.

*) SloZeni: obiloviny, vedlej3! produkty rostlinného piivodu, miéko a mlé&né virobky, minerdlnf litky, L-lysine,
ide, D, L-methi a premix dop litek.

4.4. Pouzité latky

Simvastatin byl zakoupen u vyrobce Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).
Skvalen byl zakoupen u vyrobce Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Amaranth byl zakoupen u vyrobce AMR Amarant a.s., (Hradec Kralové, Czech
Republic). Vyrobce deklaruje nasledujici slozeni na 100 g smési: sacharidy 58,2 g, tuky 6 g,
z toho nasycené mastné kyseliny 0,3 g, nenasycené mastné kyseliny 1,2 g, cholesterol 0 g,
obsah gliadinu maximaln¢ 100 mg na 100 g suSiny, vldknina 15,2 g, sodik minimalné 21 mg,
vapnik minimalné¢ 190 mg, hof¢ik minimalné¢ 240 mg, fosfor minimalné 420 mg, Zelezo
minimalné 7,6 mg, méd minimaln¢ 0,7 mg, zinek minimaln¢ 2,8 mg, vitamin B6 minimalné

0,2 mg, vitamin C minimalné 3,7 mg, vitamin E 0,7-1 mg, squalen 300 mg.
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4.5. Laboratorni metody

Hmotnost laboratornich mysi byla u obou pokust odecitana v den 0, 7, 14, 21, 28, 35, 42
a 49 trvani pokusu. Zdravotni stav zvifat byl v pribéhu obou experimentli monitorovan
aspekci. 49. den pokusu byla zvitata po 12 hodinéch lacnéni a v celkové anestézii usmrcena
exsanguinaci krve ze srdce. Anestézie byla provedena aplikaci 0,2 ml na 10 g télesné
hmotnosti smési 1% roztoku ketaminu (Narkamon® inj., Zentiva, Prague, Czech Republic) a
2% roztoku xylazinu (Rometar® inj., Zentiva Prague, Czech Republic) v poméru 1:20.
Odebrana krev byla centrifugovéana pii 1500 g po dobu 15 minut. Vzorky byly zamrazeny.
Sérovy TC, LDL a HDL cholesterol byl stanoven za pouZiti enzymatickych kolorimetrickych
kitd (BioVendor, Brno, Czech Republic) za pouziti automatizovaného fotometru StarDust-

MC 15 (BioVendor, Brno, Czech Republic). VSechny vzorky byly ,,run in duplicate®.

4.6. Statisticka analyza

Pokus 1:

Statistickd analyza byla provedena za pouziti R softwaru, verze 2.10.1 (R Development
Core Team, Vienna, Austria, 2009). Vylouceni extrémnich hodnot bylo provedeno pomoci
Grubbsova testu. Stanoveni statistické vyznamnosti bylo provedeno dvou vybérovym

Welchovym testem. Statistickd vyznamnost byla stanovena pro P <0.05 a P <0.01.
Pokus 2:

Statistickd analyza byla provedena za pouziti R softwaru, verze 2.10.1 (R Development
Core Team, Vienna, Austria, 2009). Design experimentu byl ve prospéch normalniho
rozloZeni hodnot, proto bylo mozno pouzit Grubbsiv test pro vylouceni extrémnich hodnot
(0=0.05). Normalita zbylych dat byla potvrzena pomoci testu Shapiro-Wilk (0=0.05).
Statistickd vyznamnost byla vypoctena za pouziti jedno vybérového Studentova t testu
s korekei dle Welche, statistickd vyznamnost byla stanovena pro P<0.05. P-hodnoty t-testu
byly kategorizovany pro lepSi pifehlednost do tfi intervald (* - 0.05>P>=0.01, ** -
0.01>P>=0.001 and *** - P<0.001).
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5. VYSLEDKY

5.1. Efektjednotlivych diet na hmotnost experimentalnich zvirat

Primérnd hmotnost testovanych zvifat na zaCatku pokusu byla 20,12g (Pokus 1)
respektive 21,63g (Pokus 2), na konci experimentu pak 23,66g (Pokus 1) respektive 25,56g
(Pokus 2). Zvitata ptibirala rovnomérné v pribéhu obou experiment. Primérné hmotnosti
zvifat testovanych skupin byly srovnatelné. V pokusu 1 jsme u skupiny krmené dietou
obohacenou o amarantovou mouku zaznamenaly statisticky vyznamny nartist hmotnosti mezi
dny 42 a 49 v porovnani se skupinami krmenymi HED dietou a HED+S dietou. Primérny
ptijem potravy byl u vSech skupin stejny 4,5 £ 0,2 g/mys.

Pokus 1 Pokus 2

25,0 27,0 ¢
B* 6*

24,0 —

N
w
(=}

el C

Hmotnost (g)

—B—HED

22,0
HED+A fxﬁ-‘

e HED +A+S 21,0

) e HED 4§
20,0
o 7 14 21 28 35 a2 a9
20,0

Dny
¥

+=control, m = HED, A=HED+A, x = HED+§

Homtnost (g)
~
N
o

N

s
o
|

19,0

0 7 14 21 28 35 42 49
Dny

* - 0.05>P>=0.01, ** - 0.01>P>=0.001, *** - P<0.001
C=Control

HED=High Energy Diet

HED+A=High Energy Diet+Amaranth flour

HED+A+S= High Energy Diet+Amaranth flour+Simvastatin
HED+S= High Energy Diet+Simvastatin

«=HED+A significantly different from C

B=HED+A significantly different from HED

y=HED+A significantly different from HED+A+S
&=HED+A significantly different from HED+S
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5.2. Efekt vysokoenergetické diety na hladinu cholesterolu

Dieta obsahujici cukr a cholesterol (HED) byla zafazena za ucelem navozeni
patologického stavu. Sedmi tydenni zkrmovani HED diety vedlo ke statisticky vyznamnému
zvyseni TC cholesterolu o 81 % (Pokus 1) respektive 125 %. (Pokus 2), LDL cholesterolu o
612 % (Pokus 1) respektive 304 % (Pokus 2) a poklesu HDL cholesterolu o 8,4 % (Pokus 1),

respektive 58 % (Pokus 2) ve srovnani s kontrolni skupinou C.

Pokus 1 Pokus 2

mmaol;l
e -

BC

BHED

*=p<D) 05
**=p<0 0]
#**=p<l) 001

5.3. Efekt amarantové mouky na experimentialné indukovanou

dyslipidemii

Amarantovd mouka byla zafazena s cilem pozorovat jeji efekt na dieteticky navozenou
dyslipidémii u pokusnych zvitat. Sedmi tydenni zkrmovani diety obohacené o amarantovou
mouku diety vedlo ke statisticky vyznamnému snizeni TC cholesterolu o 37 % (Pokus 1),
respektive 33 %, (Pokus 2), LDL cholesterolu o 46 % (Pokus 1) respektive 37 % (Pokus 2) a

poklesu HDL cholesterolu o 27 % (Pokus 1), respektive k nartistu 47 % (Pokus 2) ve srovnani
s kontrolni skupinou HED.
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Pokus 1 Pokus 2

TC cholesterol

mmolfl
-
7
N r 1
6 —
5
a
3 {
2 4
1
0 -
C HED HED+5
LDL cholesterol
mmall
1
mmol/l
2,00
2 1,00
1
0,00
o C HED HED+A HED+S
c HED HED+A HED+A+S HED+S
HDL cholesterol
mmoll
b
I 1
. * mmol/l - [
3 T 1
25 4
1.5 2
1.5
1
1 4
05 05
0 4
0 C HED HED+5
c HED HED+A HED+A+S HED+S
C=control

HED=high energy diet

HED+A= high energy diet + amaranth flour
HED+A+5= high energy diet + amaranth flour + statin
HED+3 (poie. 1 = high energy diet + simvastatin
HED+3 (pui.. » = high energy diet + squalene
*=p<0,05

#2=p=0,01

#=t=p<0,001
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5.4. Efekt simvastatinu a skvalenu na experimentalné indukovanou

dylipidemii

Sedmi tydenni zkrmovani diety obohacené o amarantovou mouku a simvastatin
(HED+A+S) v Pokusu 1 vedlo ke statisticky vyznamnému snizeni TC cholesterolu o 46 %,
LDL cholesterolu o 53 % a HDL cholesterolu o 27 % ve srovnani s HED skupinou. U skupiny
krmené dietou obohacenou pouze o simvastatin nebyl zaznamenan pozitivni efekt na hladinu
TC a LDL cholesterolu, na druhou stranu vSak nedoslo ani k negativnimu ovlivnéni HDL
cholesterolu. Sedmi tydenni zkrmovani diety obohacené o skvalen (HED+S) v Pokusu 2
nevedlo k pozitivnimu ovlivnéni TC a LDL cholesterolu, na druhou stranu vSak byl
zaznamenano statisticky vyznamné zvySeni HDL cholesterolu o 60 % ve srovnani se

skupinou HED.

6. DISKUZE

6.1. Efekt amarantové mouky na hmotnost

Vysledky ziskané statistickou analyzou dietnich pfirdstkli nenaznacily v obou
experimentech Zadny problém s nutriéni hodnotou amarantové mouky, coZz je v souladu
s pracemi, které ukéazaly, Ze produkty z amarantu mohou byt pouzity jako vhodna komponenta

krmnych smési (Acar, et al., 1988).

6.2. Efektvysokoenergetické diety na TC LDL a HDL cholesterol

Dle ocekavani vedlo zkrmovani HED diety v obou pokusech k negativnimu ovlivnéni
vSech sledovanych parametrti (TC, LDL i HDL cholesterol). Obdobnd pozorovani souvisejici
s dieteticky navozenou dyslipidémii ucinili 1 dalsi autofi provadéjici experimenty na zvifecich

modelech (Plate & Areas, 2002), (Kishida, et al., 2002).

6.3. Efektamarantové mouky na TC, LDL a HDL cholesterol

Pfidani amarantové mouky do krmné smési vedlo v obou experimentech k pozitivnimu
ovlivnéni TC a LDL cholesterolu, coz je v souladu s pozorovanim, které ucinili i dal$i autofi
studujici vliv produktli amarantu na hladiny lipida (Berger, et al., 2003b), (Andrea, et al.,
2002), (Quereshi, et al., 1996). Z hlediska plisobeni amarantové mouky na HDL cholesterol
nebylo mezi obéma pokusy dosazeno konsenzualnich vysledki. Obdobnou nejednotnost je

mozno dohledat i v literatufe, kde lze nalézt jak data, ktera jsou v souladu s pozorovanim
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v Pokusu 2 (nartst) (Berger, et al., 2003b), tak i1 data, ktera jsou v souladu s pozorovanim

v Pokusu 1 (pokles) (Chavez-Jaregui, et al., 2010).

6.4. Efektsimvastatinu a skvalenu na TC, LDL a HDL cholesterol

Ptidani simvastatinu k HED diet¢ v Pokusu 1 nevedlo k poklesu celkového a LDL
cholesterolu. Obdobé po pfiddni simvastatinu k diet¢ HED+A nebyl pozorovan zadny
pozitivni aditivni efekt na TC a LDL cholesterol. Toto pozorovani je v souladu s faktem, ze
simvastatin, jako inhibitor 3-HMG-CoA reduktazy, inhibuje tvorbu pfevazné endogenniho
cholesterolu, ale ne jeho exogenni piijem (Daskalopoulou & Mikhailidis, 2006). Tyto
vysledky spolu s vysledky pokusu, proveden¢ho na krysach (Takeda & Kiriyama, 1991)
podporuji hypotézu, ktera popisuje, Ze misto amarantové mouky ucinku by mohlo byt stievo.
Hypotéza o schopnosti amarantové mouky blokovat vstiebavani cholesterolu ve stfeve, je
podpoiena vysledky studie provedené na krysdch se streptozotocinem indukovanych
diabetem, kde bylo zjisténo statisticky vyznamné zvySené vyluCovani cholesterolu a
zlucovych kyselin stolici (Kim, et al., 2006). Schopnost oraln¢ podavanych amarantu semen a
oleje interferovat s enterohepatalnim cyklem zlucovych kyselin byla popséna i Shinnem ve
studii provedené na stejném zvifecim species (Shinn, et al., 2004). Na druhou stranu
schopnost simvastatinu korigovat pokles HDL cholesterolu je pozitivni zjisténi, které je v
souladu s nékterymi literarnimi daji popisujicimi schopnost statinli mirn¢ zvysit hladinu
HDL cholesterolu (Ceska, et al., 2012). Toto zjiiténi poukazuje na vyznam kombinace obou

piistupt k 1écbé dyslipidemit, jak farmakologické, tak nefarmakologické.

Pfidani skvalenu k HED diet¢ v Pokusu 2 nevedlo ke statisticky signifikantnimu poklesu
TC a LDL cholesterolu a k statisticky signifikantnimu nartstu hladiny HDL cholesterolu. Dle
nekterych literarnich zdrojii mize byt skvalen zodpovédny za schopnost amarantu snizovat
hladinu cholesterolu v krevnim séru (Andrea, et al., 2002), (Shinn, et al., 2004), (Martirosyan,
et al.,, 2007). Na druhou stranu existuje fada praci, ve kterych je schopnost produktii z
amarantu sniZovat hladinu celkového a LDL cholesterolu atributovand jinym slozkam,
naptiklad proteinové (Mendonca, et al., 2009) (Berger, et al., 2003) (Andrea, et al., 2002).
Vyslekdy ziskané v Pokusu 2 podporuji hypotézu, ze amarntovd mouka obsahuje vice

ucinnych latek, které se spolecné podili na jejim findlnim hypocholesterolemickém efektu.
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7. ZAVERY

Ob¢ prezentované pilotni studie potvrdily potencial amarantové mouky pozitivng ovlivnit
patologicky zvysené hladiny lipidi v séru u mysi. Po porovnani vysledkt s daty z dostupné
literatury je mozno postulovat, ze primarnim mistem plisobeni amarantové mouky je
pravdépodobné stievo, kde miize dochazet k inhibici absorpce exogenné dodavaného
cholesterolu. Data dale naznacuji, Ze amarntova mouka obsahuje vice u€innych latek, které se

spole¢né podli na jejim finadlnim hypocholesterolemickém efektu.

Na zdkladé téchto vysledkt, 1ze doporucit amarantovou mouku pro dalsi testovani jako
komponenty vhodné pro dietni rezimy u pacientd s dyslipidemii, v¢etné téch alergickych na
obiloviny, ¢imz by mohla pfispét k prevenci i nefarmakologické 1é¢b¢ tohoto typu poruch.
Nicméné s ohledem na nejednotnost vysledkii tykajicich se HDL cholesterolu, a skute¢nost,
7e metabolismus lipidi u mysi se li§i od metabolismu lipidi u ¢lovéka, jsou dalsi pokusy u

zvitat a ptedevsim lidi nezbytné.

Vlastni provedené experimentalni prace a reserSe literarnich podklada vyustily v publikaci
souhrnného prehledu shrnujiciho aktualni poznatky o amaranthu nejen u hlediska jeho vlivi
na metabolismus plazmatickych lipidd, ale 1 v SirSim kontextu prevence ob&hovych

onemocnéni.
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