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Vliv huminovych latek na absorpci cholesterolu
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SOUHRN

Uvod a cil studie: Huminové latky jsou vyvojové velmi staré organické slozky puidy, které vznikaji chemickym a biologic-
kym rozkladem hmoty rostlinného pdvodu a syntetickou ¢innosti mikroorganismi. Pfirozené se vyskytuji v sedimentech,
zeminach, raseline, hnédém uhli a lignitu. Cilem studie bylo optimalizovat metodu absorpce exogenniho cholesterolu ve
stfevé in vivo a zhodnotit sniZzeni této absorpce pomoci huminovych kyselin a fytosterold.

Typ studie: Experiment na zvifatech.

Nazev a sidlo pracovisteé: Klinika gerontologicka a metabolicka, LF UK a Fakultni nemocnice Hradec Kralové; Radioizo-
topové laboratore a vivarium LF UK v Hradci Kralove.

Material a metody: Modelovymi zvifaty ve studii byly laboratorni mySi C57B16 (5 skupin, 6 mySi v kazdé skuping).
Absorpce cholesterolu ve stievé byla stanovena metodou kapalinové scintilaéni spektrometrie s uzitim H-cholesterolu.
V experimentu byly testovany tyto latky: ezetimib, huminové latky (SD 01, B036fk) a fytosteroly Flory Pro.Activ. Vzorky
plné krve a jaternich homogenatd byly extrahovany Abell-Kendallovou metodou. Vysledky byly porovnany pomoci soft-
ware SigmaStat (Systat Software, USA).

Vysledky: Byla stanovena zavislost aplikované a zachycené davky ®H-cholesterolu. Rozmezi aplikovanych davek
bylo 37,5-185 kBq a stanovené zachycené davky byly 1-7,75 kBq. Tato zavislost byla za danych podminek linearni
(y=0,0455x—0,7014, R?=0,9999). Byly nalezeny statistické vyznamnosti pro snizeni absorpce cholesterolu u skupin s eze-
timibem (p = 0,013) a Florou Pro.Activ (p = 0,017) a pro zvySeni absorpce u skupiny s humaty Sarze B036fk (p = 0,025).
Zavér: Byla vyhodnocena uéinnost latek ovliviiujicich absorpci cholesterolu. Estery fytosterolt u¢inné sniZily tuto absorpci.
Huminoveé latky jsou schopny ovlivnit biologickou dostupnost nutrientl, predevsSim lipofilniho charakteru.
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SUMMARY

Ticha A., HysSpler R., Kriesfalusyova L., Jezkova D., Zadak Z.: Humic substances influence on cholesterol
absorption

Objective: Humic substances are phylogenetically old components of soil and originate from the chemical and biological
decomposition of organic mass and by microorganism activity. They occur in soil, peat and lignite. The aims of study
were to optimise estimation of exogenous cholesterol absorption method in gut and to evaluate cholesterol absorption
by phytosterols and humic substances.

Design: Experiment on animal model.

Settings: Department of gerontology and metabolic care, University hospital Hradec Kralové and Radio-Isotope laboratory,
Charles University — Faculty of Medicine in Hradec Kralové.

Material and Methods: Female laboratory mouse C57BI6 was a model animal chosen for the study (5 groups, six mice
in each group). Cholesterol absorption in the gut was determined by liquid scintillation spectrometry with *H-cholesterol
used as a tracer. Ezetimibe, humic substances (SD01 a B036fk) and phytosterols in Flora Pro.Activ were tested in the
experiment. Samples of whole blood and liver tissue were extracted by Abell-Kendall method. Results were compared
by software SigmaStat (Systat, USA).

Results: The relationship of applied and captured dose of *H-cholesterol was determined. Range of applied dose was
37,5-185 kBq and captured dose was 1-7,75 kBq. This relathionship was linear (y = 0.0455x — 0.7014, R?=0.9999).
Statistically significant decrease in cholesterol absorption in ezetimibe group (p = 0,013) and Flora Pro.Activ group
(p = 0.017) and increase in cholesterol absorption in group B036fk (p = 0,025) were found.

Conclusion: The effectivity of cholesterol absorption-active substances was elucidated. Phytosterols esters reduced this
absorption effectively. Humic substances have variable influence on the biological availability of nutrients, in particular
lipophilic substances.

Key words: humic substances, cholesterol absorption, liquid scintillation spectrometry.

Uvod

Huminové latky

Huminové latky (HL) jsou pfirodni organické slou-
¢eniny vzniklé chemickym a biologickym rozkladem
zbytk({ rostlin a zivogichd a syntetickou ¢innosti mik-
roorganismu. Pfirozené se vyskytuji v sedimentech,
zeminach, raseliné, hnédém uhli a lignitu. Jsou tvofeny
procesem humifikace, coz je pfevazné soubor an-
aerobnich enzymatickych a biochemickych pochodll

a uskute€nuje se mineralizaci vychozich latek [3].
Huminové latky definujeme jako smés amorfnich,
polydisperznich slou¢enin zluté az hnédocerné bar-
vy. Jsou strukturné velmi slozité a doposud ne zcela
pfesné popsané (obr. 1). Hlavnimi slozkami HL jsou
huminové kyseliny, fulvokyseliny a humin. Tyto latky
jsou od pocatku 19. stoleti pfedmétem intenzivniho
védeckého zajmu, ktery vychazi z jejich vyuzitelnych
vlastnosti [1, 2, 4]. V dusledku svého chemického
slozeni (aromatické jadro a funkéni skupiny) jsou HL



schopné vazat polarni a nepolarni latky, a tak mohou
mit vliv na biologickou dostupnost urcitych nutrientd
(stopové prvky, aminokyseliny, lipidy apod.). Jejich
chemické a fyzikalni vlastnosti zavisi dale na stupni
humifikace, polymerizace a oxidace [4]. Spolehlivych
informaci o biomedicinskych ucincich téchto latek
je stéle velmi malo. V soucasnosti maji HL rozséhlé
vyuziti v zemédélstvi, ochrané zivotniho prostfedi,
primyslu a farmakologii [1, 2].
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Fig. 1. Structure of humic acid molecule (Stein et al., 1997), re-
printed from [4]

Ovlivnéni absorpce cholesterolu

V soucasné dobe je snizeni absorpce cholesterolu
ze stfeva jednim z terapeutickych pfistupul pfi [é¢bé
hypercholesterolémie. Uzivanymi pFistupy ke snizeni
absorpce cholesterolu jsou aplikace rostlinnych sterol(i
rozpusténych v tuku (Flora Pro.Activ), Ci pfipravku
ezetimib (Ezetrol 10 mg), popf. nékteré dalsi latky
(napf. viaknina).

Fytosteroly maji schopnost snizovat koncen-
traci plazmatického cholesterolu tim, Zze redukuji
absorpci cholesterolu ze stfeva kompetici s chole-
sterolem o vazbu v micelach [5, 6]. Resorbované
fytosteroly se podobné jako cholesterol metabolicky
transformuji ve zluCové kyseliny, které se v8ak
svym detergentnim ucinkem i rozpustnosti lisi od
ZluCovych kyselin, vznikajicich z zivo€iSnych sterolil
a cholesterolu [7, 8].

Hypolipidemikum ezetimib patfi do skupiny tzv.
selektivnich inhibitor( absorpce cholesterolu. Ezetimib
redukuje obsah esterifikovaného cholesterolu v chy-
lomikronech a jejich remnantech, blokuje transportni
protein Niemann-Pick C1 Like 1 protein, ktery je Kli-
¢ovym proteinem absorpce cholesterolu, lokalizovany
v kartaCovém lemu tenkého streva [9].

Rozpustna dietni vldknina uc€inkuje vlivem bak-
terii v tlustém stfevé. Pfesny mechanismus neni
zatim znamy, ale pfedpoklada se, ze vldknina
snizuje absorpci Zlu¢ovych kyselin, které vznikaji
z cholesterolu [10].

Vzajemné porovnani uc€inku latek ovliviiujicich
absorpci cholesterolu je vSak obtizné, protoze
absorpce cholesterolu in vivo je komplexnim proce-
sem. Tento proces vyzaduje emulzifikaci v Zaludku a
tenkém stfeveé, dostateénou koncentraci Zlu€ovych
kyselin a soudinnost nékolika pfenasecovych sy-
stéml. Omezeni absorpce cholesterolu z diety by
mohlo byt jednim z pfFiznivych ucinkd HL na lidské
zdravi. Huminové latky maji efekt chelataéni a jsou

jiz vyuzivany v nutricnich doplficich jako nosice
stopovych prvk{. HL jsou také velmi aktivni v fadé
tkani, zejména na povrchu bunéénych membran,
a jsou rovnéz schopny intermolekulové interakce
s fadou lipofilnich latek a za urcitych okolnosti tvofi
micely [11, 12]. Z tohoto dlvodu byla provedena
studie s cilem vyhodnoceni vlivu huminovych latek
na absorpci cholesterolu ve stfevé u my$i. Jednim
z moznych postup(, jak ovéfit absorpci cholesterolu,
je vyuziti izotopové znaceného cholesterolu v poku-
su na modelovém zvifeti.

Cil studie

Cilem studie bylo zavést a optimalizovat metodu
absorpce cholesterolu a ovéfit snizeni absorpce
cholesterolu in vivo pomoci fytosterolt a huminovych
kyselin. K tomuto Ucelu byla optimalizovana metoda
s izotopové zna¢enym cholesterolem na modelovém
experimentu ve stfevé mysi.

Material a metoda

Pro stanoveni absorpce cholesterolu a zhod-
noceni vlivu huminovych latek na jeho absorpci
byla modifikovana metoda, kterou publikoval L. A.
Morehouse v roce 1999. Tato metoda byla publiko-
vana pro stanoveni saponind, modelovym zvifetem
byl kralik [13].

Modelovymi zvifaty ve studii byly samice laborator-
nich mysi C57B16 (Velaz, s.r. 0., Praha).V experimentu
byly testovany tyto latky: ezetimib (Ezetrol — Schering-
-Pough (Brinny) CO., Heist-op-den-Berg, Belgie), humi-
nové kyselina SD 01 (VUANCh, Usti n. L.), nevysugeny
filtraéni kola¢ arze BO3A6fk (VUANCh, Usti n. L.),
Flora Pro.Activ (Unilever, CR). Sondovanym tracerem
byl 7-*H cholesterol (M.G.P. Zlin) rozpustény v etanolu
ve smési se smetanou (Kapucin, 10 %, BohuSovice
nad Ohfi). Pro extrakci byly pouzity tyto chemikalie:
aceton (Merck, Darmstadt, Némecko), etanol (Merck,
Darmstadt, Némecko), dale hydroxid draselny, redesti-
lovana voda (Goro, Praha), toluen (Merck, Darmstadt,
Némecko), scintilani roztok SLD-41 (Chemopetrol,
Spolana Neratovice). Jako interni standard byl pouzit
“C-cholesterol (M.G.P. Zlin). Extrakce byla provadéna
ve sklenénych lahvi¢kach o objemu 5 ml s teflonovym
uzavérem. Pfistrojovym vybavenim pro studii byly:
analytické vahy A + D company 202 M (Hradec Kra-
lové, Ceska republika), homogenizator IKA T10 Ultra
— Turrax (lka — Werke, Némecko), laboratorni rotator
Stuart SB3 (Biolote, Velka Britanie), centrifuga Heraeus
400 R (Hanau, Némecko), termoblok (QBT 2, Tectra,
a.s., Praha), kapalinovy scintilaéni spektrometr (Beck-
man LS 6000 LL).

Laboratorni mysi byly rozdéleny do 5 skupin (A-E)
po Sesti jedincich (A — negativni kontrolni, B — ezetimib
— jako pozitivni kontrola, C — huminova kyselina Sarze
SD 01, D — nevysusSeny filtraéni kola¢ Sarze BO3A6fk,
E — Flora Pro.Activ. Negativni kontrolni skupiné (A)
byla podavana napajeci voda bez humatu a dalSich
inhibitor absorpce, pozitivni kontrolni skupiné (B) byl
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aplikovan ezetimib s krmivem v davce 0,1 mg/mys a
den po dobu péti dnli. Skupinam C a D byla podana
huminova kyselina v davce 1,5 mg/mys s pfidavkem
hydrogenuhli¢itanu sodného (1,5 mg/mys, kvuli roz-
pustnosti HL) spole¢né s tracerem. Skupina E dostala
s tracerem Floru Pro.Activ v davce 30 mg fytostero-
[G/myS. VSem skupinam bylo intragastricky sondou
aplikovano 0,3 ml traceru — °H cholesterolu ve smési
se smetanou. Davka traceru byla 5 pCi (tj. 185 MBQ)
rozpus$téného ve smetané/mys. Po 48 hodinach byla
zvifata utracena a stanovena extrahovatelna aktivita
pIné krve a homogenatu jaterni tkané metodou kapali-
nové scintilatni spektrometrie. Krev experimentélnich
zvifat byla odebrana v narkdze, z horni duté zily do
heparinu. Do 2 ml etanol-acetonové smési (1 : 1)
bylo pipetovano 500 ul krve. Jatra byla zvazena a
cela zhomogenizovana ve dvojnasobné hmotnosti
fyziologického roztoku. Z homogenatu bylo odebrano
500 ul a pipetovano do 2 ml etanol-acetonové smési
také v poméru 1 : 1. Do vSech roztokd bylo pfidano
0,1 ml interniho standardu — '*C-cholesterolu v dav-
ce 50 nCi. Vzorky krve a jaternich homogenatl byly
extrahovany na rotatoru po dobu 10 minut a nésle-
dovala centrifugace (1900 rpm, teplota 4 °C po dobu
10 minut). Aceton-etanolovy extrakt byl stahnut, bylo
pfidano 150 ul nasyceného vodného roztoku hydro-
xidu sodného. Po dobu 60 minut probihala alkalicka
hydrolyza v termobloku pfi teploté 50 °C. Po ochla-
zeni vzork{l bylo pfidano 1,5 ml redestilované vody
a 1 ml toluenu. Vzorky byly extrahovany na rotatoru
po dobu 10 minut a poté opét centrifugovany (1900
rpm, teplota 4 °C po dobu 10 minut). Byl odebran
1 ml horni organické vrstvy a smisen se scintilacnim
roztokem SLD-41.

Kapalinovym scintilaénim spektrometrem byly
stanoveny vysledné hodnoty dpm (decomposition
per minute), které po pfepocétu odpovidaji u¢innosti

Captured
dose (kBq)

absorpce znaceného cholesterolu v gastrointestinal-
nim traktu. Stanovené hodnoty dpm byly pfepocteny
na Bq (dpm/60) a po kompenzaci internim standar-
dem a pfepoctu na celkové mnozstvi krve mysi a
hmotnost jater byl vypocten zlomek zachycené davky
traceru.

Vysledky jsou uvedeny jako suma zachycené
davky podaného °H-cholesterolu v jatrech a plné
krvi. Ziskan& data byla porovnana pomoci software
SigmaStat (Systat Software, Inc. Point Richmond,
CA, USA).

Ovéreni zavislosti aplikované a zachycené davky
traceru bylo provedeno stanovenim hodnot 3 riiz-
nych aplikovanych davek (37 kBqg, 92,5 kBq a 185
kBq). Kazda z téchto davek byla aplikovana 3 mysSim.
Nasledoval experiment za vySe popsanych podminek
a byla stanovena zavislost podanych a zachycenych
davek traceru.

Vypocet
77D  (M-.0,585 . krev Bq . 2) + (6. m,

er - Jatra Bq)
podana davka Bq

(ZZD — zlomek zachycené davky traceru, m —hmotnost
mysSi, 0,585 — pfepocet na hmotnost krve mysi, krev
Bq — stanovena hodnota z extraktu pIné krve, jatra Bq
— stanovena hodnota z extraktu jater, m_,  —hmotnost
jater, koeficient 2 — pfepocet mnozstvi brané do extrak-
ce krve, 6 — pfepoCet mnozstvi brané do homogenizace

a extrakce jater).

Vysledky

Byla stanovena zavislost aplikované a zachycené
davky ®H-cholesterolu. Tato zavislost byla za danych
podminek linearni (obr. 2).

y = 0.0455x — 0.7014
R? = 0.9999
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100

150 200
Applied dose (kBq)

Fig. 2. The relationship of applied and captured dose of 3H-cholesterol — linear regression — SigmaStat software
(applied dose 37.5 kBq, 92.5 kBq and 185 kBq, three mice in each dose)
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Vysledky jsou prezentovany jako median + inter-
kvartilovy interval zlomku zachycené davky traceru
(tab. 1).

Table 1. Fraction captured from applied dose — descriptive statistics
— SigmaStat software*

Group Median 25% 75%
0.282 0.271 0.297

B 0.0403 0.0260 0.0611

C 0.278 0.256 0.316

D 0.340 0.333 0.368
E 0.174 0.159 0.198

*Experimental data are presented as the median and interquartile
range — 25% and 75%.
Group A —controls, group B — ezetimibe, group C — humic substance
SDO01, group D — humic substance B036fk, group E — Flora Pro.Activ.
Six mice in each group.

Byla nalezena snizena pfitomnost zna¢eného
cholesterolu v jaterni tkéni a krvi u skupiny B a E a
zvySené hodnoty cholesterolu u skupiny D ve srovnani
s kontrolni skupinou A. Statistické vyznamnosti jsou
uvedeny na obrazku 3.

Fraction
captured
from
applied
dose

0.4 -

0.2 -

0.1

t

I 1 I 1 I
Group A GroupB Group C GroupD Group E

| P
Tp-0.013 |
) p=0.025

0.0

p=0.017

Fig. 3. Fraction captured from applied dose — groups comparison
— One Way Anova — SigmaStat software*

*Experimental data are presented as the median and interquartile
range — 25% and 75%.

Group A —controls, group B — ezetimibe, group C —humic substance
SDO01, group D —humic substance B036fk, group E — Flora Pro.Activ.
Six mice in each group.

Diskuse
V nasi praci jsme uvedenou metodu optimalizovali

z hlediska podavané davky traceru pro mySi inbredni
model. Rovnéz zplsob aplikace znacéeného chole-

sterolu ma zasadni vyznam a jako optimalni byla
zjisténa aplikace po rozpusténi traceru ve smetané.
Pro celkové zhodnoceni absorpce podavaného znace-
ného cholesterolu se ukazala vhodna kalkulace sumy
aktivity zachycené v krvi a jatrech a da se opravnéné
predpokladat, Ze je pfimo umérna celkovému mnozstvi
vstfebaného cholesterolu z lumen stfeva. Tato hodnota
vykazovala nejmensi biologicky rozptyl. Oblast aplikace
znacenych traceru je touto metodou rozsifena o hod-
noceni kvality nutri¢nich doplrkd. Vyhodou popsané
metody je jeji nenaro¢nost z hlediska analytického
provedeni a vybaveni.

Ve studii byla vyhodnocena ucinnost nutri¢nich
doplnkd ovliviujicich absorpci cholesterolu. V dostup-
né literatufe nebyly nalezeny zminky o vzajemné
interakci cholesterolu a huminovych latek. Vysledky
s huminovymi latkami jsou vzhledem k jejich strukturni
rozmanitosti a fyzikalné-chemickym vlastnostem nejed-
noznacné. Nase experimenty ukézaly, Ze huminové
latky nesnizovaly absorpci cholesterolu, ale spise
naopak tuto absorpci podporovaly (skupina D — nevy-
su8eny filtracni kola€ 8arze BO3A6fk). Je rovnéz velmi
slozité predikovat plisobeni HL v gastrointestinalnim
traktu, kde dochazi k vyraznym zménam pH prostredi
(zaludek vs duodenum) a chovani téchto latek je na
pH zavislé. Byly testovany rlizné Sarze huminovych
latek a jak vyplynulo z vysledku, huminové latky mohou
ovlivnit biologickou dostupnost jednotlivych nutrientd,
pfedevsim lipofilniho charakteru (steroidnich latek
—tokoferoly, D a K vitamin).V budoucnu bude zapotfebi
objasnit perspektivu vyuziti humnovych latek v fadé
dalSich studii.

Zavér

Metoda stanoveni absorpce cholesterolu, popsana
v praci, je vhodna pro ovéreni ucinnosti latek, které
mohou potencialné tuto absorpci ovlivnit. Ve studii byla
vyhodnocena ucginnost latek ovliviujicich absorpci cho-
lesterolu v experimentu na mySim modelu po podani
znaceného cholesterolu. Lze tedy shrnout, Zze estery
fytosterolt v margarinu (Flora Pro.Activ) nejucinnéji
snhizuji tuto absorpci ve srovnani s ostatnimi testova-
nymi latkami. NaSe prace zjistila, ze huminové latky
(BO3A6fk) tuto absorpci spide podporovaly. Huminové
latky jsou tedy schopny ovlivnit biologickou dostupnost
nutrientd, pfedevsim lipofilniho charakteru.

Experiment byl schvalen komisi podle § 11 vyhlasky
€.207/2004 Sb., o ochrané, chovu a vyuziti pokusnych
zvirat.
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