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Protizanétliva aktivita mastnych Kyselin ze sardinek
a Sprotu

Souhrn

Rada potravin ma pozitivni efekt na lidské zdravi. Mezi takové potraviny patii i mnozi
vodni zivo€ichové. Mezi ty se fadi také sardinky a Sproty, které obsahuji vysoké mnozstvi
polynenasycenych mastnych kyselin, které maji vliv na lidské zdravi. Tyto mastné kyseliny
maji schopnost zabrafiovat vstupu virti do bunck a déle se replikovat. Souc¢asné maji vliv pii
fad¢ zanétlivych onemocnéni, kdy jsou schopné inhibovat produkci zédnétlivych markera jako
jsou oxid dusnaty (NO) a tumor nekrdzni faktor (TNF).

Cilem této prace bylo stanovit vliv sardinek a Sproti v rozdilné kulindrni Gpravé na
produkci NO a TNF na bunécné linii mySich makrofagh RAW264.7.

Testovany byly sardinky a Sproty bez tepelné Upravy, smazené, varené, varené v pare a
pecené. Vzorky byly tradveny pomoci harmonizovaného statického modelu tradveni INFOGEST
2.0, kdy postupné doslo k simulaci oréalni, gastrické a intestinalni faze trdveni. Nasledné byly
vzorky filtrovany ptes PEF filtr o priméru 0,22 um. Takto pfipravené vzorky byly pipetovany
v koncentraci 20-0,009 % traveniny do mikrotitra¢ni desticky, kde byly jiz 1 h inkubovény
buniky bunécné linie RAW 264.7. Soucasné byl do desticky ptidan lipopolysacharid (LPS)
v koncentraci 1 pg/ml s 24 h inkubaci. Nésledné doslo k odebrani 50 pul supernatantu, ktery byl
smichan s 50 pl Griesova ¢inidla s ndslednym métenim pti 540 nm. Byla stanovena produkce
NO. Nasledné byla desticka centrifugovana, zbytek supernatantu odstranén a zamrazen pro
dalsi testy a nahrazen tetrazol bromidem a destic¢ka byla kultivovana 2 h. Nésledné byl tetrazol
bromid odstranén a nahrazen dimethylsufoxidem a desti¢ka méfena pii 495 nm. Byla stanovena
koncentrace, kdy dochdzi maximalné k 5% tmrti bunék. Zamrazeny supernatant byl vyuzit pro
stanoveni TNF-o pomoci komer¢niho testu.

Bylo zjisténo, ze kromé smazenych sardinek a Sprotit maji testované vzorky toxicky vliv
na buiikky az do koncentrace traveniny 0,04 %. SmaZené sardinky a Sproty pii vySSich
koncentracich zvySovaly produkci NO a jeho produkce byla vyssi i o 100 %. Pii koncentraci
traveniny 0,04 % nebyl zaznamenam statisticky vyznamny rozdil v produkci NO v porovnani
s kontrolou. U produkce TNF-a bylo pouze u syrové sardinky zaznamenano 8% snizeni
produkce TNF. VétSina tepelnych tprav naopak vedla k vyraznému zvysSeni produkce TNF
v porovnani s kontrolou. Tepelna Giprava u vzorkli byla smaZzeni, vateni, vafeni v pafe a peceni.

Muzeme fici, ze hypotéza byla vyvracena a mastné kyseliny z trdvenin ryb maji negativni
ucinek na protizadnétlivou aktivitu.

Kli¢ova slova: Cyklooxygenasa; interleukin; faktor nadorové nekrdzy; lipopolysacharid;
bunécné linie



Anti-inflammatory activity of fatty acids of sardines and
sprats

Summary

Many of foods have a positive effect on human health, including many aquatic animals.
These also include sardines and sprats, which contain high amounts polyunsaturated fatty acids
that affect human health. These fatty acids have the ability to prevent cells from entering of
viruses and their replication further. They also have an effect on number of inflammatory
diseases with ablility to inhibit production of inflammatory markers such as nitric oxide (NO)
and tumour necrosis factor (TNF).

The aim of this thesis was to determine the effect of sardines and sprat in different culinary
treatment on the production of NO and TNF on the mouse macrophage cell line RAW264.7.

Sardines and sprat were tested without heat treatment, fried, boiled, steamed and baked.
These samples were digested using harmonized static digestion model INFOGEST 2.0, which
gradually simulated the oral, gastric and intestinal phases of digestion. The samples were then
filtered through a PEF filter with a diameter of 0.22 um. Samples prepared this way were
pipetted at a concentration of 20-0.009% chyme into a microtitre plate, where cells of RAW
264.7 cell line were incubated for 1 hour. At the same time, a 1 pg/ml lipopolisaccharide (LPS)
was added to the plate with 24 h incubation. Subsequently, 50 ul of supernatant was collected
and mixed with 50 pl of Gries' reagent followed by measurements at 540 nm. Subsequently, the
plate was centrifuged, the rest of the supernatant was removed and frozen for further tests and
replaced with tetrazol bromide and the plate was cultivated for 2 h. Subsequently, tetrazole
bromide was removed and replaced with dimethylsufoxide and the plate measured at 495 nm.
Concentration has been determined where maximally 5% of cell deaths occured. The frozen
supernatant was used to determine TNF-a by a commercial test.

Except for fried sardines and sprats, the tested samples were found to have a toxic effect
on cells up to a concentration of chyme 0.04%. Fried samples of sardines and sprats increased
NO production and its production was higher by 100%. At a concentration of 0.04%, there was
no statistically significant difference in the production of NO in control treatment. TNF-a
production showed an 8% reduction of TNF production in raw sardines. Conversely, most heat
treatments have resulted in a significant increase in TNF production compared to controls. Heat
treatment for the samples was frying, boiling, steaming and baking.

We can say that the hypothesis has been refuted, and fattys acids of fish chyme have a
negative effect on anti-inflammatory activity.

Keywords: cyklooxygenase, interleukins, tumor necrosis factor, lipopolysacharide, cell lines
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1 Uvod

V souvislosti s vypuknutim pandemie onemocnéni SARS-CoV-2 v roce 2019 stoupl
zdjem o moznd preventivni opatieni proti virovym a dal$im onemocnénim, prostfednictvim
potravin. Mezi potraviny, které mohou mit pozitivni vliv na lidské zdravi se fadi ryby bohaté
na polynenasycené mastné kyseliny. K témto zastupcim patii 1 sardinky a Sproty, které
predstavuji bohaty zdroj polynenasycenych mastnych kyselin omega 3.

Tyto mastné kyseliny piedstavuji hlavni zdroj a-linolenové, eikosapentaenové
a dokosahexaenové kyseliny. Ty maji schopnost chranit buiiky pfed vstupem viru a jeho
naslednou replikaci uvniti bunky. Je zndmo, Ze mohou hrat roli i pfi zanétlivych reakcich
v organismu, kdy jejich dlouhodobé podéavani vede ke snizeni hladin celé fady cytokint jako
jsou interleukiny, tumor nekrézni faktor a dalsi.

Vétsina soucasnych studii potvrzujicich pozitivni vliv omega 3 na lidské zdravi pracuje
vyhradné s ¢istymi mastnymi kyselinami a nebere v potaz zdroje z potravy, a to zejména z ryb.
Tyto zdroje jsou cCasto tepelné zpracovany a procesy béhem tepelné Upravy mohou vést ke
zméné vlastnosti polynenasycenych mastnych kyselin a jejich schopnosti inhibovat produkci
zanétlivych markert, véetné raznych cytokint.



2 Védecka hypotéza a cile prace

Hypotéza: Mastné kyseliny maji protizanétlivou aktivitu ajsou schopné inhibovat
produkci prozénétlivych markert.

Cilem prace je pomoci lidskych bunéénych linii stimulovanych lipopolysacharidem
stanovit inhibici produkce interleukinti, faktor nadorové nekrozy nebo oxidu dusnatého.



3 Literarni resSerse

3.1 Lidska vyziva

Vhodna vyziva je hlavnim zdrojem energie pro metabolické procesy v lidském téle a lze
ji predchdzet mnohym onemocnénim. Obtize zpisobené nevhodnou strvou mohou mit mnoho
podob a rozdilné piivody a mohou ovlivnit jedince 1 vyvoj nasledujici generace. Mezi hlavni
globdlni problémy zpisobené neadekvatni vyzivou se ftadi podvyziva, deficience
mikronutrient a obezita. S témito problémy se 1ze setkat ve vSech zemich i socioekonomickych
podminkach. Piestoze vyskyt nadvahy a obezity v lidské populaci stale roste, opacny problém
— podvyziva a deficit mikronutrientt stale pretrvava (FAO, 2022).

Nejcastéjsi pti¢inou predcasného umrti ve vyspélych zemich jsou ischemické choroby
srdeCni, mrtvice a nadorova onemocnéni. Nekterd tato onemocnéni jsou doprovazena obezitou
¢1 zvySenou hladinou cholesterolu, coz opét odkazuje na nevhodnou stravu. Naptiklad nizky
pfijem ovoce a zeleniny byl zaznamenam v 31 % piipadi ICHS, 11 % mrtvic a 19 % piipada
gastrointestindlnich nddorovych onemocnenich. V rozvijejicich se zemich predstavuje hlavni
problém podvyziva, nedostatek mikronutrentd, bilkovin a celkovy nedostate¢ny piijem energie
(Eggersdorfer & Wyss 2018).

Povédomi o potravinové bezpecnosti a vyzve stale rostouci svétové populace podporuji
hledani udrzitelnych a ekologicky proveditelnych vysoce vyzivnych potravin, véetné zkoumani
alternativnich zdroja bilkovin. To by mohlo vést k nahrazeni tradi¢nich Zivocisnych bilkovin
alternativnimi (Sa et al. 2020). Lidsky mozek ke spravnému fungovani potfebuje dostate¢né
mnozstvi energie a zivin. Makroziviny — sachridy, bilkoviny a tuky dodavji télu glukozu,
mastné kyseliny a aminokyseliny. Jejich pfijem musi byt vyvazeny a optialni vzhledem ke
zdravotnimu stavu a potfebam daného jedince. Podle WHO je doporuceny piijem sacharidi
55-75 % z celkového energetického ptijmu (CEP), bilkovin 10-15 % CEP a tukt 15-30 % CEP
(Jakobsen & Overvad 2011). Stravovaci navyky lidi se aktualng ptiklani ke stravé, ve které jsou
bézné rafinované obiloviny, maso, pfidané tuky a cukr a piijem rostlinnych bilkovin a vlakniny
je nizky (Kendall et al. 2010).

3.1.1 Bilkoviny

Bilkoviny hraji v lidském téle vyznamnou roli diky svym funkcim — stavebni, transportni
a skladovaci, enzymatickd a imunitni. Jsou heterogenni ve funcich i struktufe. Molekula
bilkoviny muze obsahovat hydrofobni i hydrofilni oblasti a odliSné vazby urcujici odliSnou
strukturu a tim 1 funkci. Postranni fetézce se mohou lisit velikosti i ndbojem.

Ve stravé se bilkoviny nachazi v zivociSnych i rostlinnych zdrojich, nicméné kvalita
bilkovin v jednotlivych potravindch je rozdilna. Kvalita bilkovin v potravin¢ zavisi nejen na
celkovém mnozstvi samotné bilkoviny, ale i na zastoupeni aminokyselin a jejich stravitelnosti.
Lidsky metabolismus je schopen vyuzit 20 aminokyselin, z ¢ehoz 9 jich je esencialnich — lidské
télo je nedokaze syntetizovat, a tak je nutné zajistit jejich pfijem stravou. Jedna se o leucin,
izoleoucin, valin, methionin, lysin, fenylalanin, threonin, tryptofan a histidin, ktery se diive
povazoval za esencidlni pouze u déti. Pro stanoveni kvality bilkovinného zdroje Ize pouzit
rovnici urcujici skore stravitelnych esencidlnich aminokyselin (DIAAS). Tato rovnice
porovnava stravitelné esencidlni aminokyseliny v daném vzorku vii¢i idealni referencni
potraving. Cim vy3§i je hodnota vysledného skore, tim je bilkovina hodnotngjsi. Méné kvalitni
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zdroje bilkovin je vhodné doplnit kvalitn€jsimi pravé tak, aby Zadna aminokyselina nabyla
v nedostatku (Loveday 2019).

mg EAA v 1g testovaného vzorku
DIAAS =100 x

mg EAA v 1g referencni potraviné

Doporuceny piijem bilkovin pro zdravého dosp€lého cloveéka s minimalni fyzickou
aktivitou je v soucasné dob¢ 0,8 g bilkovin na kg télesné hmotnosti za den. Pro splnéni
funk¢nich potieb, jako je podpora a ochrana bilkovin kosterniho svalstva a fyzické sily, se
doporucuje ptijem 1,0 g, 1,3 g a 1,6 g bilkovin na kg t€lesné hmotnosti denné pro osoby s
minimalni, stfedni a intenzivni fyzickou aktivitou. Dlouhodobé konzumace bilkovin v davce
2 g na kg télesné hmotnosti denné je bezpecna pro zdravé dospélé osoby a tolerovatelna horni
hranice je 3,5 g na kg télesné hmotnosti za den pro dobie piizpiisobené subjekty. Chronicky
vysoky ptijem bilkovin (>2 g na kg télesné hmotnosti za den u dospélych) miize vést k
abnormalitdm traveni, onemocnéni ledvin a cév a je tfeba se mu vyhnout. Mnozstvi a kvalita
bilkovin jsou urcujicimi faktory jejich nutricnich hodnot. Proto je adekvatni konzumace vysoce
kvalitnich bilkovin z ZivocisSnych produkti (naptf. libového masa a mléka) nezbytna pro
optimalni rist, vyvoj a lidské zdravi. Rozlozeni denniho piijmu bilkovin v pribéhu dne také
hraje roli. Rychlost syntézy bilkovin kosterniho svalstva u zdravych dospélych je o 25% vyssi,
kdyz je ptijem bilkovin rovnomérné rozlozen mezi snidani, obéd a vecefi, ve srovnani s piipady,
kdy je vétSina bilkovin konzumovana pfi veceti navzdory stejnému dennimu piijmu bilkovin.
Idealni lidska strava by se skladala z zivocisnych i rostlinnych potravin ve vhodném mnozstvi
a pom¢éru, aby byl zajistén piijem dostateného mnozstvi a kvality bilkovin. Deficit bilkovin
doprovazi napiiklad snizeni syntézy bilkovin a zvySeni proteolyzy kosterniho svalstva, nizky
sérovy albumin, sniZené koncentrace aminokyselin v plazmé, endokrinni nerovnovaha, snizené
hladiny inzulinu, zhorSené antioxida¢ni reakce, zvySeny oxidacni stres, zpomaleny vyvoj déti
a mladistvych, omezeni nitrodélozniho ristu a mnoho dalSich obtizi (Wu 2016). Za
a mléko. Nejvice vhodnym rostlinnym zdrojem bilkovin jsou obecné lusténiny, v Cele naptiklad
s cizrnou, ¢oCkou ¢i hrachem, ptipadné sojovym vyrobkem — tofu. Z obilnin a vyrobka z nich
jsou nejvice zastoupené v lidské dieté ovesné vlocky, ryze a celozrny chléb, nicméné z hlediska
obsahu bilkovin nejsou tyto potraviny atraktivni (Marinangeli & House 2017).

Tabulka 1: ptehled DIASS v jednotlivych potravinach

Potravina DIASS

Kuteci maso 108

Mléko 114

Vejce 113
Cizrna 83
Cocka 65
Hrach 68
Tofu 52
Ovesné vlocky 84
Ryze 57

Chléb 29




3.1.2 Sacharidy

Sacharidy jsou skupinou chemicky definovanych latek s ftadou fyzikélnich
a fyziologickych vlastnosti a pfinosti pro zdravi. Stejn€ jako u ostatnich makronutrientti je
primarni klasifikace dietnich sacharidi zalozena na chemické struktuie — charakteru
jednotlivych monomert, stupni polymerace a typu vazby (a nebo ). Sacharidy se d€li na tfi
hlavni skupiny — monosacharidy, oligosacharidy a polysacharidy. Ug¢inky sacharidii jsou
spojeny s jejich primarni chemickou strukturou a jasou modifikovany jejich fyzikalnimi
vlastnostmi. Patii mezi né rozpustnost ve vodé, hydratace, tvorba gelu, krystalicky stav, reakce
s jinymi molekulami jako jsou bilkoviny, lipidy, agregace do slozitych struktur v bunécnych
sténach a jinych specializovanych bunécénych tkanich. Klasifikace zalozend na chemické
struktufe je nezbytna pro predikci vlastnosti a odhadu pfijmu, ale neumoziuje definovat
nutriéni ucinky, protoze kazda tfida sacharidii ma prekryvajici se fyziologické vlastnosti
a ucinky na zdravi (Cummings & Stephen 2007).

Sacharidy s rtiznymi fyzikalnimi formami, chemickymi strukturami, velikosti Castic
a obsahem vlakniny vyvolavaji odlisné plazmatické, glukézové a inzulinové odpovédi, tedy
glykemicky index (GI), ktery udava rychlost vyuziti glukozy. Glykemicka naloz (GL) vypovida
o absolutnich hodnotach vzristu glykémie po konzumaci potravy a o ofekdvané stimulaci
B bun€k Lagerhansovych ostrivkil slinivky biiSni. Vypocitd se vyndsobenim GI potraviny
a jejiho obsahu sacharidl v porci déleno stem (Ma et al. 2012).

GL = (GI X sacharidy v potraviné [g])/100

Dietni doporuceni obvykle navadéji k pravidelné konzumaci zeleniny, obilovin, lusténin
a ovoce, které jsou bohatym zdrojem vlakniny a komplexnich polysacharidii a dalSich zivin
podporujicich zdravi (Reynolds et al. 2019). Sacharidy pfi prijmu méné nez 40 % nebo vice nez
70 % z celkového energetického pifjmu zvySuji riziko Gmrti. Optimdlni piijem sacharidi
et al. 2018).

Traveni sacharidi za¢ina v ustech sekreci slinné alfa-amylazy, ktera hydrolyzuje o-1,4
vazbu Skrobu a pfeméiuje ji na maltézu. DalSim enzymem ucastnicim se traveni sacharidu je
pankreatickd amylaza v tenkém stievé, kterd travi 60 % Skrobl. Enzymy stfevnich epitelidlnich
bunék degraduji 6-uhlikové sacharidy (Hauri et al. 1994). Témito enzymy jsou laktaza pro
degradaci laktozy na glukézu a galaktdzu, sachardza pro degradaci sachardzy na jeji slozky
glukoézu a fruktézu a maltaza pro degradaci maltdzy na dvé molekuly glukézy. Sacharidy s péti
uhliky, jako je xylul6za, arabinoza, rib6za a ribul6za, snadno difunduji do stfevnich absorpcnich
bun¢k a nepotiebuji degradaci (Mac Donal et al. 2008). Absorpce Sestiuhlikatych sacharida ze
sttevniho epitelu probiha dvéma zplsoby: pasivnimi a aktivnimi transportnimi systémy.
V pasivni difizni formé vede fosforylace sacharidii (napt. glukozy nebo galaktdzy) ve sttevnich
bunkach k jejich usnadnénému pienosu do obehu. Glukdza-6-fosfat (G6P) a galaktoza-6-fosfat
(Gal6P) jsou pak defosforylovany a vstupuji do jater. V aktivni difuzni forme vstupuji sacharidy
vyuzivajici mobilni nosny protein spolu s pumpou sodik/draslik (Na+/K+) a proti gradientu
spolu s iontem Na+ do enterocytli. Proto Na+/K+ pumpa vyuzivajici ATP jako zdroj energie
vyménuje 3 Na+ ionty s 3 K+ ionty (Stevens et al. 1984). Galaktoza a fruktdza se v jatrech
pfeménuji na glukézu. Glukoéza se vyuziva v riznych metabolickych drahach pro stabilitu
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krevniho cukru v hypoglykemickém stavu, dodavani energie pro periferni tkané, ukladani
energie v jatrech a kosternim svalstvu ve form¢ glykogenu, ktery mtze byt vyuzit pii fyzické
aktivité (Fairchild et al. 2003), ukladani energie v tukové tkani po pfeméené na triglyceridy (TG,
TAG, triacylglycerol nebo triacylglycerid) v piipadé piebytku gluk6zy a stabilita télesné teploty
(Dashty 2013).

3.1.3 Tuky

Lipidy jsou definovany jako slouCeniny, které jsou rozpustné v organickych
rozpoustédlech. Potravinové lipidy se sklddaji z mnoha sloucenin, vcetné¢ volnych
a esterifikovanych mastnych kyselin (MK), sterolii (napft. cholesterolu), karotenoidi a vitamini
rozpustnych v tucich. Velka cast lipidi v potravinach se vyskytuje ve formé triacylglycerola
(TAG) (Michalski et al. 2013). TAG se skladaji z esterifikovaného glycerolu se tfemi mastnymi
kyselinami, které obsahuji karboxylovou kyselinu s alifatickym fetézcem. Délka fetézce je
nejcastéji <22 uhlikl a vétsina MK ma sudy pocet atomu uhliku. MK mohou byt nasycen¢, coz
znamena, ze jsou pln¢ hydrogenované, nebo nenasycené, coZz znamena, Ze obsahuji dvojné
vazby. Dvojné vazby na pfirozenych nenasycenych MK jsou typicky v konfiguraci cis.
Polynenasycené mastné kyseliny obsahuji vice nez jednu dvojnou vazbu, pticemz dvojné vazby
jsou od sebe vzdaleny tfi uhliky (Vieira et al. 2015).

Mastné kyseliny jsou zdrojem energie a zaroven i soucdstmi membran. Vykazuji
biologické aktivity, které ovliviiuji metabolismus, funkci bunék a reakci bunék a tkéni na
hormonalni a jiné signaly. Biologické aktivity mohou byt seskupeny jako regulace struktury
a funkce membrany, regulace intracelularnich signalnich drah, aktivity transkripcniho faktoru
a genové exprese aregulace produkce bioaktivnich lipidovych mediator. Prostfednictvim
téchto uc¢inkl ovliviuji mastné kyseliny lidské zdravi a riziko rozvoje onemocnéni (Paes et al.
2019). Jsou diskutovany ucinky nasycenych, cis mononenasycenych, omega-6 a omega-3
polynenasycenych (PUFA) a trans mastnych kyselin (TFA). Ackoli je nejvice diskutovan
zdravotni dopad mastnych kyselin souvisejicich s kardiovaskularnimi chorobami, je v sou¢asné
dob¢ jasné, ze mastné kyseliny ovliviiuji fadu dalSich onemocnéni, véetné metabolickych
onemocnéni, jako je diabetes druhého typu, zanétlivda onemocnéni a naddorovd onemocnéni.
Nyni je vSak zfejmé, Ze v rdmci kazdé tfidy mastnych kyselin maji rizni zéstupci rizné reakce
a ucinky (Calder 2015).

Potravinové lipidy mohou byt rozdé€leny na tuky a oleje, pficemz tuky jsou pevné pii
pokojové teploté, oleje tekuté. Tuky maji obvykle vys$Si mnozstvi nasycenych mastnych
kyselin, které maji vySsi body tani nez nenasycené MK. Pro ¢lovéka znamenaji vysoky
energeticky pfijem v podob¢ 4 kcal nebo 9 kJ na 1 g. Proto potraviny s vysokym obsahem tuk
maji obvykle vysoky obsah kalorii, a mohou byt spojeny s vyskytem obezity (Vieira et al.
2015). Kromé jiz zminénych funci jsou tuky v lidské stravé vyznamné pro piijem vitamint
rozpustnych v tucich. Vitaminy A, D, E a K jsou lipofilni slouceniny, a proto se nazyvaji
vitaminy rozpustné v tucich. Vzhledem k jejich lipofilit€¢ jsou rozpustény a transportovany
intracelularnimi nosnymi proteiny, aby splnily svou funkci a byly spravné metabolizovany.
Vitaminy rozpustné v tucich se dale déli do Cctyf skupin: vitaminy A (retinoly),
D (cholekalciferoly), E (tokoferoly a tokotrienoly) a K (fylochinony a menachinony) (Kono &
Arai 2015).



Rozdéleni mastnych Kkyselin

Mastné kyseliny je mozno tfidit podle nékolika kritérii. Kromé rozdéleni podle
fyzikélnich vlastnosti popsanych vySe mohu byt mastné kyseliny rozdéleny na zaklad¢ poctu
dvojnych vazeb v uhlikatém fetézci do tii kategorii; nasycené mastné kyseliny (SFA), které
neobsahuji Zadnou dvojnou vazbu, mononenasycené¢ mastné kyseliny (dale MUFA
z anglického monounsaturated fatty acid) s obsahem jedné dvojné vazby a polyneneasycené
mastné kyseliny s obsahem dvou a vice dvojnych vzeb. Dale 1ze mastné kyseliny rozdélit podle
délky fetézce a nasledné i podle polohy dvojné vazby od koncového metylu na omega-3
(posledni dvojna vazba mezi tietim a ctvrtym uhlikem) a omega-6 (posledni dvojna vazba mezi
Sestym a sedmym uhlikem) mastné kyseliny (Saini & Keum 2018). Mezi omega-3 mastné
kyseliny se fadi eikosapentaenova (EPA), dokosahexaenova (DHA), dokosapentaenovéa (DPA),
a-linolenova (ALA) a stearidonova kyselina (SDA). (Shahidi & Ambigaipalan 2018) K omega-
6 mastnym kyselinam se fadi linoleova (LA), y-linolenovd (GLA), dihomo-y-linolenova
(DGLA) a arachidonova kyselina (ARA) (Innes & Calder 2018).

Obrazek 1: Déleni mastnych kyselin (Innes & Calder 2018; Saini & Keum 2018)

Zdroje omega-3 a omega-6 mastnych Kyselin

V lidské stravé se mastné kyseliny vyskytuji bézné. ALA se nachdzi prevazné ve Inéném
seminku (Linum usitatissimum, Carl Linné, 1753), vlasskych ofesich (Juglans regia L., Carl
Linné, 1753), tepce (Brassica napus, Carl Linné, 1753) a listové zeleningé. (Sharma & Mandal
2020) Dalsim zdrojem jsou chia seminka (Salvia hispanica, Carl Linné, 1753) nebo semena
hadince obecného (Echium vulgare, Carl Linné, 1753). EPA, DHA a DPA se nachazi
ptedevsim v rybich olejich. NejbohatSim zdrojem je losos (Sa/mo salar, Carl Linné, 1758), sled’
(Clupea herengus, Carl Linné, 1758) a makrela (Scomber scombrus, Carl Linné, 1758).
(Shahidi & Ambigaipalan 2018) LA, ze které vychazi dal§i omega-6 mastné kyseliny, se
vyskytuje v semenech slunecnice (Helianthus annuus, Carl Linné, 1753), kukutice (Zea mays,
Carl Linné, 1753), v soje (Glycine max, Carl Linn¢é, 1753), sezamu (Sasamum indicum, Carl
Linné, 1753), mandlich (Prunus dulcis, D.A. Webb, 1967) a v mensim mnozstvi také v fepce
¢1 v olivovém a kokosovém oleji (Silva et al. 2018).

Zastoupeni mastnych Kyselin v tucich a olejich a jejich vhodné vyuziti

Tuky a oleje vyuzivané v potravinafstvi maji rtizné procentualni zastoupeni omega-3
a omega-6 mastnych kyselin. Zastoupeni SFA, MUFA a omega-3 a omega-6 mastnych kyselin
v nejcastéji pouzivanych olejich je nésledujici: olivovy olej 13 % SFA, 76 % MUFA, 10 %
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omega-6 a <0,5 % omega-3, slunecnicovy olej 13 % SFA, 27 % MUFA, 60 % omega-6 a <0,5
% omega-3, fepkovy olej 4 % SFA, 62 % MUFA, 22 % omega-6 a 10 % omega-3, palmovy
olej 45 % SFA, 44 % MUFA, 10 % omega-6, <0,5 % omega-3. (Mishra & S.C.Manchanda
2012). Profil mastnych kyselin ovliviiuje technologické vlastnosti dané¢ho tuku ¢i oleje a tim
urcuje i vhodnost jeho vyuziti.

Ditlezitym parametrem pro urceni vhodného pouziti oleje ¢i tuku je koufovy bod —
teplota, pii které dochazi k rozkladu mastnych kyselin na glycerol a volné mastné kyseliny
a soucasné vzniku nezadoucich latek (aldehydy, ketony, dieny (Fullana et al. 2004)). Cim vy3si
je koutovy bod, tim vyssi teplota mize byt zvolena pii tepelné upraveé bez vzniku nezadoucich
sloucenin (Rastogi et al. 2004). Koufové body olejii jsou nasledujici: panensky olivovy olej
175 °C, tepkovy olej 191 °C, slunecnicovy olej 254 ° (Alzaa et al. 2018). Nejstabilnéjsi olej pti
vysSich teplotach je fepkovy (Katragadda et al. 2010; Alvarenga et al. 2018) a slune¢nicovy
(Alvarenga et al. 2018).

Tabulka 2: Zastoupeni MK v olejich (Mishra & S.C.Manchanda 2012)

Olej Hlavni MK

Palmojadrovy tuk 80-90 % SFA

Palmovy tuk, kakaové maslo SFA, olejova kys.

Olivovy olej Olejova kys.

Slunec¢nicovy olej Olejova, linolova kys.

So6jovy, fepkovy olej Olejova, linolova, linolenova kys.

3.1.4 Traveni tukid

Traveni tukli je proces zavisly na adsorpci lypolytickych enzymi na povrch
emulgovanych kapicek tuku. Emulgace probihd jiz v zaludku pomoci Zalude¢nich kyselin
anasledné¢ vtenkém stfevé ZluCovymi kyselinami a solemi (Porter et al. 2007).
Charakteristickym rysem téchto enzymt (lipdz) je jejich specificnost pro plisobeni na
nerozpustné emulgované substraty.

Prvni fazi traveni lipidi probihd tvorba emulznich kapicek, které poskytuji vhodnych
povrch pro adsorpci lipdzy. Mnoho tuki, které konzumujeme, pochézi ze zpracovanych
potravin, kde jsou jiz v emulgované form¢. Vyznamné mnozstvi tuku se vSak také ziskava v
relativné neemulgované forme z kuchynského oleje a visceralniho tuku z masa. Télo mé vysoce
vyvinuté mechanismy, které usnadnuji emulgaci takového tuku prostiednictvim mechanickych
procest Ust a zaludku. U dospélého ¢loveéka dochazi k traveni tukli predevSim v tenkém stieve,
ale také ve znacné mife v zaludku (Armand 2007). Traveni lipidi v zaludku je usnadnéno
zaludecni lipazou, coz je lipdza stabilni v kyselém prostiedi s aktivitou v Sirokém rozsahu pH.
Lidska zalude¢ni lipdza (HGL) specificky hydrolyzuje volné mastné kyseliny a muze
pfedstavovat 5 az 30 % traveni lipidd. Produkty jsou volné mastné kyseliny a diglyceridy
(Armand et al. 1999). Zaludeéni lipiza ma optimalni aktivitu pfi pH ~ 5.4, coz miZe
vysvétlovat, pro€ se vétSina jejiho ptisobeni vyskytuje béhem prvni hodiny zaludeéniho traveni,
kdy je pH zaludku Casto stale zvySené. Relativni vyznam lipolyzy Zaludku hraje zasadni roli
v uplném traveni lipida v potraveé, zejména pokud je bud’ vyvojové (kojenci) nebo patologicka
pankreatickd nedostateCnost (pankreatitida a cystickd fibroza). Mastné kyseliny uvolnéné
béhem traveni v zaludku podporuji lipolyzu pankreatu zmeénou mezifazového slozeni



emulgovanych lipidovych kapicek a podporou emulgace tuku v Zaludku. Mastné kyseliny spolu
s dal$imi povrchové aktivnimi digesty stabilizuji kapicky vznikajici pfi homogenizaci potravin
pii prichodu pylorem do dvanéctniku (Fave et al. 2004). Vzhledem k tomu, Ze travenina piesla
ze zaludku do tenkého stieva, traveni tuki pokracuje dvojim ucinkem zaludecni lipazy
a pankreatické lipazy. Pankreatickd lipaza hydrolyzuje triacylglyceroly ve strave, produkuje
volné mastné kyseliny a 2-monoglyceridy. Pankreaticka lipdza ma Siroky rozsah aktivity pH
(4,5-7,5) s optimalni aktivitou kolem pH 6,5. B€hem traveni miize dojit ke strukturalnimu
pteskupeni 2-monoglyeridi, coz vede k uplné degradaci na glycerol a volné mastné kyseliny
(Akesson et al. 1976).

Intestindlni absorpce mastnych kyselin je nejpfesnéji definovana jako pfenos
intraluminalnich mastnych kyselin do lymfy. Naproti tomu intestinalni pfijem mastnych kyselin
se tykda jejich vstupu z lumenu do stfevnich absorpcnich bunék. Jak lze odvodit z tohoto
rozliSeni, absorpce stfevnich mastnych kyselin je vicestupfiovy proces, ktery je regulovan vice
geny. SmiSené micely v lumenu tenkého stfeva podporuji absorpci mastnych kyselin
a cholesterolu tim, ze usnadiiuji transport téchto lipidii pies nerozvifenou vodni vrstvu
priléhajici k povrchu apikalni membrany enterocytti. Samotnd micelarni ¢éstice nepronika
bunécnou membranou. SpiSe usnadituje prichod ptes diftizni bariéru, ktera se nachazi na
rozhrani sttevniho lumenu a membrany pro pfijem enterocyty. Slizni¢ni povlak stfevni sliznice
je také bariérou omezujici difizi, zejména proto, ze molekuly cholesterolu mohou byt pied
pfenosem do enterocytil znacné vazany na povrchové muciny (Wang et al. 2013).

3.1.5 Tepelna stabilita omega-3 PUFA

Tuky jsou nachylné na oxidaci, pii které vznikaji Skodlivé Slouceniny a nezadouci chuté
(Ganesan et al. 2014). K oxidaci mize dojit béhem nevhodného skladovani nebo béhem tepelné
piipravy potravin. PUFA jsou kvili dvojné vazbé nachylnéjsi k chemické modifikaci.
V potravinach Ize obecné zabranit oxidaci pfidanim antioxidantti, cehoz se vyuziva napiiklad
pii vyrobé potravinovych dopliikli omega-3 (Wang et al. 2018), aby nedochézelo k nezadoucim
procesim v tomto suplementu. V potravindch jsou omega-3 zaclenény v podobé€ lipidovych
disperzi, tedy emulze oleje ve vodé€. Prave fyzikalni struktura této emulze je divodem odlisSného
prubéhu oxidace tukti a olejti.

Oxidace tukt zptusobuje zvyseni peroxidového ¢isla. Naptiklad u Sproth se peroxidové
¢islo zvySuje imérné s teplotou. Po hodinovém zahtati na 100 °C se mnozstvi DHA ve $protech
sniZilo 0 20 %, pti 160 °C byl pokles DHA 45 % po 15 minutach a po hodiné pfi stejné teploté
bylo snizeni o 70 %. Ztraty EPA byly pfi stejnych podminkach nizsi nez 20 %. Pfi smaZeni
lososa, makrely a sardinek vykézal nejvyssi stabilitu losos (Candela et al. 1998). Pti ptiprave
lososa rozdilnymi zpiisoby nebyl ovSem pozorovan rozdil ve zménach omega-3 (Al-Saghir et
al. 2004) z ¢ehoz plyne, zZe rozdilné kulinatské pravy mohou mit stejny efekt.

Ryby jsou casto konzumovany az poté, co byly zamrazeny a dovezeny spotiebiteli. Pii
zamrazeni také mize dochdzet ke zménam slozeni tuku (Sharma & Mandal 2020). Zmény se
tykaji narastu mnozstvi volnych mastnych kyselin a vzrastem peroxidového ¢isla (Aubourg
1999).
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3.2 Sardinky a Sproty

Jednim z mala zdroji polynenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem je rybi
tuk (Gamez-Meza et al. 1999). Skupina malych pelagickych ryb je nejvetsi skupinou druht
chovanych na celosvétové trovni. Vyznamna ¢ast rych se zpracovava pro vyrobu potravin
a krmiva pro hospodarska zvitata, krmivo pro ryby a k vyrob¢ rybiho tuku a vyzivovych
doplikil bohatych na omega-3. Nutricni vyznam malych pelagickych druhti ryb jako snadno
stravitelnych zdroji bilkovin, bohatych na esencidlni lipidy s mastnymi Kkyselinami
(EPA/DHA), esencidlnimi aminokyselinami, mineraly a vitaminy, je dobfe znam
a zdokumentovan. Z toho ditvodu jsou malé pelagické druhy rych nutri¢né optiméalnim zdrojem
lidské potravy (Isaacs, 2016).

Sardinka obecnd je maly (10-25 cm), tucny, pelagicky druh ryby z ¢eledi Clupeidae, ktery
ma velky komeréni vyznam ve diky své vyzivové hodnoté a primyslovému vyuziti.
V Jaderském moii mé rybolov sardinek mimofadny vyznam. Divodem jsou piedevSim
chorvatska plavidla lovici koSelkovymi nevody, jejichz tlovky v soucasné dobé¢ tvoii témét
80 % celkového ulovku s ro¢ni vykladkou ptes 50 tisic tun (Carpi et al. 2017). S vyjimkou
zanedbatelného mnozstvi prodavaného v maloobchod¢ se sardinky obvykle déle zpracovavaji.
Jeden zpracovatelsky zavod spotiebuje az 12 tun suroviny pro denni produkci 65-68 tisic
konzervovanych sardinek, vyfadi az 30 % suroviny jako pevného odpadu. Pfedevs§im jde
o hlavy, vnitinosti a ocasy (Soldo et al. 2019). NejcennéjSimi produkty ziskanymi z vedlejsich
motskych produkt jsou rybi moucka a rybi tuk, které se ziidka pouzivaji k pfimé lidské
spotiebé. Jelikoz se vSak tyto slozky pouzivaji jako krmivo v zeméd¢lstvi akvakultury, nepiimo
prispivaji k produkci potravin pro lidi. Vzhledem k riistu akvakultury by kromé¢ stalé poptavky
po vysoce kvalitnich rybich olejich pro pouziti ve vyse uvedenych odvétvich mohlo pouzivani
vedlejSich produkt rybolovu jako alternativniho zdroje rybiho tuku pfispét k udrzitelnosti
rybolovu a produkci akvakultury (Ivanovs & Blumberga 2017).

Sproty jsou malé ryby z &eledi Clupeidae velikosti asi 10-20 cm. Ziji v hejnech a Zivi se
zooplanktonem. Tteci sezdna se 1isi podle zeméEpisné polohy, ale naptiklad v Baltském mofi je
to obdobi od bfezna do cervna. Mnozstvi ulovenych Sproti se aktudlné pohybuje kolem
30 tisich tun s tim, Ze postupné toto mnozstvi klesa. Je velmi dualezité, aby ryby a rybi produkty
byly v co nejvyssi kvalité a ptipadné s piidanou hodnotou. V baltskych zemich jsou to suseni
Sproti nakladané v koteni. Takto zpracované Sproty jsou vyrobeny z celych ryb, které byly
vrstveny do sklenic s kofenim a pokryty solankou. Sproty susené kofenim ziskaji své
charakteristické senzorické vlastnosti béhem zrani a jsou uvadéni na trh po dvou tydnech zrani.
Doba pouzitelnosti je od 2 do 3 mésicii podle ureni vyrobce (Timberg et al. 2014).

Ryby jsou obecné povazovany za vhodny zdroj vysoce kvalitnich bilkovin, zejména
esencidlnich aminokyselin (EAA), pfedevsim lysinu a methioninu. Mnozstvi bilkovin v rybach
se obvykle pohybuje mezi 16 a21 %, nicmén¢ existuji i druhy, které obsahuji pod 16 % bilkovin
nebo naopak az 28 % bilkovin (Pilon et al. 2011). Obsah tukl v rybach se v jednotlivych
druzich ryb znaéné 1i8i. Obecné se pohybuje od 0,2 do 25 %, u sardinek i Sprott se obsah tuku
pohybuje kolem 10 %. Zastoupeni minerald v rybach je primérné od 0,4 do 1,5 %. Nejvice
zastoupené jsou zelezo, vapnik, zinek, fosfor a selen. Selen a jod v motskych rybach maji
zvlastni vyznam z hlediska vyzivy. Selen je nezbytny antioxidacni stopovy prvek. Jod je
dilezity pro hormony tyroxin, ktery reguluje metabolismus téla a u déti je potfebné pro rist



a dusevni vyvoj. Zelezo je dilezité pii syntéze hemoglobinu v &ervenych krvinkach pro
transport kysliku do vSech ¢asti t€la (Chandravanshi et al, 2019). Kvalitu rybiho masa ovliviiuje
mnoho faktori od krmiva az po zpiisob prfepravy a zpracovani. Obsah tukl je napiiklad
pomérné snadno ovlivnitelny krmivem, jeho slozenim a systémem chovu (Sorensen 2012).

Rybi tuk mize byt extrahovan z celych ryb nebo rybich vedlejsich produktt chemickymi
nebo enzymatickymi procesy, pouzitim nékterych novych, ekologickych ekologickych metod
extrakce nebo tradicné v primyslovych odvétvich vatenim, lisovanim a odstiedivou separaci.
Surové oleje obsahuji n¢které nezadouci slouceniny, jako je vlhkost, pigmenty, volné mastné
kyseliny, fosfolipidy, mineraly atd., které ovliviiuji stabilitu, celkovou kvalitu a pfijatelnost
oleje spotiebiteli (Ivanovs & Blumberga 2017). Z tohoto diivodu je nutné rafinacni tprava,
obvykle zahrnujici ¢tyfi hlavni faze: Degumming (odd€leni fosfolipidi), neutralizace (snizeni
kyselosti), béleni (odstranéni barevnych materialii) a deodorizace (odstranéni nezddoucich
pachovych sloudenin). Usp&sna rafinace surového rybiho tuku bez ztraty polynenasycenych
mastnych kyselin (PUFA) umoziuje jeho dalsi uplatnéni naptiklad jako doplnék stravy pro ty,
ktefi nekonzumuji dostatecné mnozstvi ryb (Chakraborty & Joseph 2015).

3.3 Vliv polynenasycenych mastnych kyselin na lidské zdravi

Esencialni mastné kyseliny jsou ty, které si lidské télo nedokaze vytvofit samo a jejich
pfijem je nutné zajistit prostiednictvim potravy. Z omega-3 mastnych kyselin je esencialni
ALA, ktera je prekursorem pro DHA a EPA. Ve skupiné omega-6 mastnych kyselin je
esencidlni LA a ARA (Sokola-Wysoczanska et al. 2014). Polynenasycené mastné kyseliny maji
vliv na spravné fungovani mozku, srdce a dalsi organy (Arnoldussen & Kiliaan 2014). Jejich
nedostatecny piijem ¢i nevhodny pomér v dieté mitize vést k rozvoji civiliza¢nich onemocnéni
a dalSich zdravotnich obtizi (Haast & Kiliaan 2015). Tradi¢ni dieta obsauje pomér PUFA
omega-6: omega-3 piiblizné¢ 1:1, zatimco zapadni dieta postupné zvySuje pomér na 15:1
(Berger et al. 2017) ptipadné¢ az 20:1. Divodem je stdle stoupajici konzumace vysoce
zpracovanych potravin a nevyvazend strava (Simopoulos 2016). Idedlni pomér omega-6:
omega-3 by mél byt nanejvys 5:1 (Ruprich 2019).

Obrazek 2: zastoupeni tuku a mastnych kyselin v celkovém energetickém piijmu (FAO 2010)
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3.3.1 Vlivomega-3 PUFA na obezitu

Obezita je fazena mezi onemocnéni se zna¢nou morbiditou a se zvySenou mortalitou.
Je spjata s dalsimi nemocemi jako je diabetes mellitus druhého typu, kardiovaskularni
onemocnéni, osteoartroza, porucha spanku ¢i hypertenze (Lingvay et al. 2022). Metabolické
zmény spojené s t€émito nemocemi predstavuji metabolicky syndrom, ktery je diagnostikovan
v ptipad¢, ze se u daného jedince vyskytuje nasledujicich pét symptomii: abdominalni obezita,
zvysena hladina triglyceridii v krvi, snizena hladina HDL cholesterolu v krvi, vysoky krevni
tlak a zvySend hodnota krevni glykémie nalacno (Ford et al. 2002). Omega-3 mastné kyseliny,
jakozto biologicky aktivni latky, mohou napomdhat v 1é¢bé a prevenci jednotlivych faktort
metabolického syndromu a tim i feSit obezitu. Primarné¢ 1écba obezity spocivd ve zméné
stravovani a zivotniho stylu, nicméné lze vyuzit i farmaceutika, chirurgickd feSeni
a suplementaci potravinovych doplika (Albracht-Schulte et al. 2018).

Primérny piijem omega-3 mastnych kyselin u Eskymékt je 3 az 4 g/den, u Japonct 5 az
6 g/den zatimco Australané konzumuji pouze 0,189 g/den, Evropné a Jihoameri¢ané 0,25 g/den.
Soucasné s vyssi hladinou omega-3 u Eskymakti a Japoncl byl prokdzdm nizs§i vyskyt
metabolického syndromu a obezity (Meyer 2011).

Prevalence obezity se od roku 1970 dramaticky zvysila. Podle National Health and
Nutrition Examination Survey (NHANES) byla prevalence obezity v letech 2007-2008
33,8 %, coz predstavuje nartist o >100 % v letech 19761980 a 50% nartst v letech 1988—1994.
Od roku 2003-2004 se prevalence obezity u n¢kterych dospélych subpopulaci stabilizuje.
Morbidni obezita byla pfed rokem 1970 extrémné vzéacna, ale od t¢ doby zacaly ptipady rychle
stoupat bez znamek zpomaleni. Pfedpovédi trendl naznacuji, Ze do roku 2030 bude 51 %
populace obéznich. Model odhaduje prevalenci obezity 42 % a prevalenci morbidni obezity
11 % (Finkelstein et al. 2012).

U lidi nemiiZe syntéza omega-3 PUFA probihat endogenné, a proto jsou omega-3 PUFA,
véetné ALA, EPA, DPA a DHA, dilezitou slozkou lidské stravy (Jeromson et al. 2015).
Omega-3 PUFA hraji klicovou roli v rstu a rozvoji a také pii udrzovani optimalniho
zdravotniho stavu ve vSech vékovych skupinach. Bylo prokazano, ze sloZeni pfijmu mastnych
kyselin ovliviiuje sloZeni fosfolipidii v bunééné membrané. Tato akumulace omega-3 PUFA
chrani pred metabolickymi chorobami, miize zménit funkci a metabolismus bunééné membrany
a snizuje obéhové zanétlivé markery. Pfedchozi vyzkum také ukazal, ze vyssi pfijem omega-3
PUFA muze byt prospésny pii 1é€be obezity, kterd je povazovana za chronicky stav zanétu
(Martinez-Fernandez et al. 2015). Naproti tomu omega-6 PUFA jsou prozanétlivé, pricemz
vys§i pfijem je spojen se zvySenym vyskytem obezity a metabolickych onemocnéni
(Simopoulos 2016).

3.3.2 Zdravi kosti v souvislosti s omega-3 PUFA

V pribéhu détstvi a dospivani se mnozstvi kostni hmoty rapidné zvySuje. Néasleduje
obdobi dospélosti, kdy je mnozstvi kostni hmoty reltivné stalé az do zac¢atku pozdniho stiedniho
veku, kdy kostni hmota zacne ubyvat. Déje se tomu u muzl i Zen, nicméné muzi maji obvykle
vys$i zastoupeni minerali v kostech nez Zeny, které se také setkdvaji s ubytkem minerala
v kostech kvtli menopauze. Tyto Ubytky kostni hmoty zplisobené vékem nemivaji vazné
zdravotni nasledky, pokud v détstvi a dospivani probihal rist kosti bez problémii.



Osteoporoza je onemocnéni kosti, které se charakterizuje snizovanim kostni hmoty neboli
fidnuti kosti s hladinou T-skére pod -2,5. To ma za nasledek vyssi kiehkost kosti a tim 1 vétsi
nachylnost k frakturam. Pedstupen osteoporozy je osteopenie s T-skore -1 az-2,5. V Evropské
unii je 22 milionti zen a 5,5 miniond muzl, kterym byla diagnostikovana osteoporoza. Ptiznaky
jsou obvykle nespecifické a k odhaleni onemocni miize dochazet ndhodné z rentgenu (Dolan &
Sale 2019). V poslednich letech doSlo k vyznamnému terapeutickému pokroku v 1écbé
osteoporozy, protoze védci ziskali vétsi pochopeni morfologie kosti a zakladnich mechanismu
zpusobujicich osteopordzu. Na zaklad¢€ rozdilnosti ptivodu vzniku lze osteopordzu rozdélit na
primarni a sekundarni. Primarni osteopordza je Casto spojena s nedostatkem pohlavnich
hormont v dislednu veéku. Osteopordza souvisejici s vékem je disledkem neustalého
zhorSovani trabekul v kostech. Kromé toho sniZeni produkce estrogenu u Zen po menopauze
vyznamné zpisobuje zvyseni uUbytku kostni hmoty. U muzi globulin vazajici pohlavni
hormony inaktivuje testosteron a estrogen pii starnuti, coz mize ¢asem prispét ke snizeni kostni
denzity. Sekundarni osteoporoza je zpusobena né€kolika chorobami dohromady anebo 1éky.
Nemoci podilejici se na osteoporoze ¢asto zahrnuji mechanismy souvisejici s nerovnovahou
vapniku, vitaminu D a pohlavnich hormonii. Bylo naptiklad zjisténo, ze Cushingliv syndrom
urychluje ubytek kostni hmoty nadmérnou produkei glukokortikoidt. Navic mnoho zanétlivych
onemocnéni, jako je revmatoidni artritida, mize vyzadovat, aby pacient byl na dlouhodobé
1écbé glukokortikoidy ovliviujici sekundarni osteopordzu. Zejména glukokortikoidy jsou
povazovany za léky nejcastéji spojené s osteopordzou vyvolanou 1éky. Bylo zjisténo, ze hustota
kosti rychle klesd béhem tfi az Sesti mésicii od zahajeni 1écby glukokortikoidy. PticCiny
sekundarni osteopordzy se mohou liSit mezi pohlavimi. U muzi je Castéji spojovano s
osteoporozou nadmérné uzivani alkoholu, uZzivani glukokortikoidi a hypogonadismus.
Naptiklad muzi uZzivajici androgen-deprivacni terapii na rakovinu prostaty jsou vystaveni
zvySenému riziku osteopordzy. Bylo zjiSténo, Ze osteopordza u 32,4 % zen byla zplGsobena
sekundarnim pfi¢inami, nej¢astéji hyperkalciurii, malabsorpci vapniku, hyperparatyre6zou,
nedostatkem vitaminu D, hypertyredzou, Cushingovo chorobou. Za zminku stoji, Zze poruchy
metabolismu vapniku a hyperparatyredzy ptispély k 78 % sekundarnich pti¢in (Tu et al. 2018).

Bylo prokazano, Zze omega-3 mastné kyseliny zlepSuji zdravi kosti tim, ze snizuji
osteoporozu tim, ze inhibuji aktivitu osteoklastii (Sun et al. 2003b). ZvySena konzumace ryb
nebo rybiho oleje je spojovana s ochranou kosti a zachovavani mineralni hustoty kosti (Chen
et al. 2010) a snizenym rizikem osteopordzy (Moon et al. 2012), ziejmé diky zvySené absorpci
vapniku a aktivaci osteoblastické aktivity zvySenim prokolagenu a osteokalcinu, coz jsou
markery mineralizace (Vanpapendorp et al. 1995).

3.3.3 Vliv PUFA na nadorova onemocnéni

Nadorova onemocnéni jsou zavaznym onemocnénim rozSifenym po celém svéEte.
Navzdory pokroku v 1é¢bé nadorovych onemocnéni vede konvencéni cytotoxicka 1écba k
neuspokojivému dlouhodobému preziti, které souvisi pfedevsim s rozvojem Ié¢ivoveé rezistence
nadorovych bunék a toxicitou vici normalnim bunkam. Omega-3 PUFA, EPA a DHA mohou
vyvijet antineoplastickou aktivitu indukci smrti bun€k v lidskych nadorovych buitkach bud’
samostatné, nebo v kombinaci s konven¢nimi terapiemi. Omega-3 PUFA potencialné¢ zvysuji
citlivost nadorovych bunék na konven¢ni terapii, coz miZe zlepsit jejich uc¢innost, zejména proti
nadorovym onemocnénim rezistentnim na lécbu. Navic, na rozdil od tradi¢nich terapii, omega-
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3 PUFA ziejm¢ zplsobuji selektivni cytotoxicitu vic¢i nadorovym bunikdm s malou nebo
z&dnou toxicitou na normdalnich bunikéach (D'Eliseo & Velotti 2016).

V roce 2022 se ve Spojenych statech vyskytlo ptes 1 910 000 novych piipadi nddorovych
onemocneni a 609 000 umrti, v¢etné¢ piiblizn¢ 350 umrti denné na rakovinu plic, coz je
nadorové onemocnéni snejvyssi mortalitou. Pravdépodobnost diagnozy invazivniho
karcinomu je o néco vys$$i u muzi (40,2 %) nez u Zen (38,5 %), coZ odrazi ocekavanou délku
zivota 1 riziko nadorovych onemocnéni. Divody vysSiho rizika nadorového onemocnéni
u muzi nejsou plné pochopeny, ale pravdépodobné do znacné miry odrazeji vétsi expozici
rakovinotvornym environmentdlnim a biologickym faktoriim, jako je koufeni. Rozdily
v endogennich hormonech a imunitni funkce a odpovédi mohou také hrat roli. Karcinomy
prostaty, plic a pradusek a kolorektalni karcinomy predstavuji t¢éméf polovinu (48 %) vSech
pfipadii vyskytu nadorovych onemocnéni u muzl, pfiCemz samotnd rakovina prostaty
pfedstavuje 27 % diagnéz. U Zen predstavuje rakovina prsu, rakovina plic a kolorektalni
karcinom 51% vSech novych diagn6z, pfi€emz samotna rakovina prsu piedstavuje téméf jednu
tretinu (Siegel et al. 2022).

Odhaduje se, ze v roce 2018 bylo v Evropé zaznamenano 3,9 milionu novych ptipada
nadorovych onemocnéni a 1,9 milionu umrti. Rakoviny zenského prsu (523 000 novych
ptipadi, 13 % vSech piipadi nadorovych onemocnéni), kolorektu (500 000, 13 %), plic (470
000, 12 %) a prostaty (450 000, 12 %) byly nejcastéjSimi nadorovymi onemocnénimi na
kontinentu a dohromady pfedstavovaly téméf polovinu celkové zatéZze nadorovymi
onemocnénimi. U muzi byla rakovina prostaty nejcastéji diagnostikovanym nadorovym
onemocnénim témeéi ve vSech zemich severni a zapadni Evropy a rakovina plic byla nejcastéji
diagnostikovana ve vétSiné vychodoevropskych zemi. U Zen je nejCastéji diagnostikovanym
nadorovym onemocnénim ve vSech evropskych zemich rakovina prsu (The Cancer Atlas,
2022).

Tabulka 3: Piehled novych ptipadi nddorovych onemocnéni a mnozstvi umrti na nddorova
onemocnéni (Siegel et al. 2022).

Nové piipady Umrti
USA (2022) 1,9 mil 0,61 mil
Evropa (2018) 3,9 mil 1,9 mil

3.3.4 Kardiovaskularni onemocnéni

Kardiovaskularni onemocnéni (KVO) zahrnuji ischemickou chorobu srde¢ni, cévni
mozkovou piihodu, srde¢ni selhani, onemocnéni perifernich tepen a fadu dalSich srde¢nich
a cévnich onemocnéni a predstavuji hlavni pfiinu celosvétoveé timrtnosti a vyznamné piispivaji
ke snizeni kvality zivota (Yasin et al. 2019). Nejcastéjsimi pfi¢inami vzniku kardiovaskularnich
onemocnéni jsou zvySeny krevni tlak, zvySeny cholesterol, diabetes, obezita, koufeni,
konzumace alkoholu a nevhodna Zivotosprava zahrujici nedostateCnou konzumaci ovoce
a zeleniny a celkové nevyvazenou stravu a dale nedostateCnou fyzickou aktivitu. Vhodna
vyvazena vyziva piipadné suplementace omega-3 muze snizit riziko vzniku KVO (Cortesi et
al. 2021).

Ptiznivé ucinky polynenasycenych omega-3 mastnych kyselin s dlouhym fetézcem jsou
vyzdvihovéany na zaklad¢ dikazli, Ze suplementace omega-3 PUFA zvySuje kardioprotekci



u pacientll s kardiovaskuldrnim rizikem nebo s kardiovaskularnim onemocnénim (Innes &
Calder 2020). Je znamo, ze KVO jsou mimo jiné disledkem hyperreaktivity krevnich desticek,
jejich zvysené agregace a dysfunkce endotelu (Incalza et al. 2018). Mechanismy uc¢inku omega-
3 PUFA na hemostazu jsou slozité a jejich procesy nebyly plné objasnény (Manson et al. 2020).
Hemostdza je v tomto kontextu definovana jako vyvazeny soubor obrannych mechanismu
organismu umoziujicich mu udrzovat krevni ob¢h a predchazet ztratam krve v piipadé€ naruseni
integrity cév. Hlavnimi slozkami hemostatického systému jsou cévni sténa (véetné endotelu),
krevni desti¢ky, koagulacni a fibrinolyticky systém. K prevenci KVO a udrzovani homeostazy
napomahaji PUFA. Zvlastni kardioprotektivni vlastnosti jsou pfipisovany PUFA ze skupiny
2020). Soucasné studie (Gao et al. 2013),(Abu Mweis et al. 2018), (Miller et al. 2014)) tykajici
se ucinki omega-3 PUFA na hemostdzu se zamétuji pfevazné na krevni desticky a endotelialni
buniky. To je pochopitelné, protoze podle bunécné teorie regulace hemostazy jsou jak krevni
desticky, tak endotelidlni buniky z velké ¢asti zodpovédné za patofyziologii kardiovaskularnich
onemocnéni. Proto je inhibice prokoagulacni aktivity obou typii bunék povazovéna za jeden z
se doporucuje zvysit piijem EPA a DHA za G¢elem zlepSeni klasické farmakologické 1écby.
K dosaZeni pozitivnich G€inki je nutné, aby piijem EPA a DHA dosahl dostatecného mnoZzstvi
but’ potravou, nebo i suplementaci (Osadnik & Jaworska 2016).

Omega-3 a omega-6 PUFA jsou slozky fosfolipidii, které jsou slozkami bunéénych
membran. V disledku katalytického plisobeni fosfolipazy se tyto mastné kyseliny uvoliuji z
membrany a stavaji se prekurzory eikosanoidl, jako jsou prostaglandiny, tromboxany,
leukotrieny nebo lipoxiny, s mnozstvim biologickych ucinkil (Piper & Garelnabi 2020).
Ditlezitym zéastupcem omega-6 PUFA je LA, kterd je prekurzorem ARA a vyznacuje se
prozanétlivymi vlastnostmi. Naproti tomu ALA je hlavni mastna kyselina ze skupiny omega-3
jelikoZ je prekurzorem EPA, ktery je substratem pro DHA. Tyto mastné kyseliny se vyznacuji
(COX) vede k produkei eikosanoidti. Syntéza proagregacniho tromboxanu A2 (TXA2) probiha
v krevnich destickach, zatimco prostacyklin 12 (PGI2) se produkuje v endotelu s
antagonistickym uc¢inkem. Tromboxan A3 (TXA3) syntetizovany v krevnich destickach
vykazuje pouze mirnou proagregacni aktivitu. Prostaglandin I3 (PGI3) produkovany v endotelu
ma antiagregacni vlastnosti. TXA3 a PGI 3 jsou produkty metabolismu EPA (Endo & Arita
2016). Antiagregacni uc¢inky prostaglandind, zejména PGI2, které pochéazeji z ARA, jsou
vysledkem vazby na receptor sprazeny s G proteinem, coz vede ke zvySeni intracelularni
koncentrace cyklického adenosinmonofosfatu (cAMP) a snizeni syntézy TXA2 (Paes et al.
2019).

EPA a DHA maji inhibi¢ni u¢inky na agregaci krevnich desticek. LA a ALA soutézi
o enzymy nezbytné pro dal§i metabolické procesy. Vyssi pfijem ALA v potravé ve srovnani s
LA vede ke zvySené syntéze metaboliti EPA a DHA, coz vede k vyssi produkci TXA3 nez
proagregacni TXA2. Moznym ucinkem je také inhibice cyklooxygendz a pfimy antagonisticky
vliv na receptor pro prostaglandin H2-TXA2. Prostaglandin H2 je prekurzorem jinych
prostaglandintl a tromboxant. Krevni desticky hraji dileZitou roli v hemostaze nejen kviili
aktivaci a agregaci, ale také proto, Ze se podileji na tvorbé trombinu. Trombin je silny agonista
krevnich desticek, ale také se piimo podili na tvorbé trombt. Nadmérna aktivace a agregace
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krevnich desticek muze vést k nezddoucim kardiovaskuldrnim wGc¢inklim, jako je infarkt
myokardu nebo ischemickd cévni mozkova piihoda. Omega-3 PUFA by mohly zlepsit
konvenéni terapii prostfednictvim regulace funkce krevnich desticek (Adili et al. 2018).
Ptiznivé ucinky metabolitit ARA, EPA a DHA byly také pozorovany na endotelidlni bunky. To
je zptusobeno predevsim stimulaci produkce oxidu dusnatého (NO). Omega-3 PUFA vykazuji
ochranny uc¢inek na endotel jak syntézou NO, tak antioxida¢nimi vlastnostmi. Celkové je to
dulezité pro prevenci a omezeni rozvoje aterosklerdzy a v dusledku toho pro prevenci infarktu
myokardu a ischemické cévni mozkové ptihody (Yamagata 2020).

L el e R L s

Ateroskleroza Ateroskleroza Aterosklerdza Ateroskleroza Ateroskleréza Aterosklerdza
(normalni) (tukovy pruh) (pfechadnd 1éze) (aterom) (vlaknity plak) (ruptlira a
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Obrazek 3: Ukladani tuku v cévnich sténach vedouci k rozvoji aterosklerdzy

3.3.5 Vlivomega-3 PUFA na zanéty

Zanét je soucasti bézného obranného mechanismu hostitele, ktery poskytuje ochranu pred
se ne procesech vedoucich k opravé tkani, coZ napoméha k obnové a udrZzeni homeostazy na
infikovanych nebo poskozenych mistech. Zanétliva odpoveéd’ zahrnuje interakce mezi mnoha
typy buné¢k a produkci a odpovedi na fadu chemickych mediatorii. Tyto mediatory jsou Skodlivé
pro patogeny, ale mohou také zptisobit poskozeni hostitelskych tkani (Calder 2013). Mezi bézné
ptiznaky zanétu se fadi zarudnuti, otok, zvySend teplota nebo teplo v daném misté, bolest
a ztrata funkce daného mista. Tyto piiznaky zplisobuje nahly pfiliv bun¢k do mista zanétu.
Zanétlivost 1ze rozdélit do dvou typt: akutni a chronicky zanét. Akutni zanét je rychlé reakce
v Casném stadiu zédnétu a obvykle trva nékolik minut az nékolik dni. V takovém pfipad¢ je na
misté, aby hostitel zahajil proces hojeni a podpofil obnovu tkéani. V piipadé, Ze nedojde
k vyteSeni poSkozeni tkani béhem nékolika dni, tedy v ramci hojeni akutniho zanétu, postupuje
zanét do chronické faze. Ta muze trvat tydny, mésice, nebo 1 roky a v organismu tim dochazi
k poskozeni tkdni a omezeni jejich funkci (Furman et al. 2019). Zanéty pfispivaji k rozvoji
mnohych onemocnéni. Na zéklad¢ tohoto zjiSténi jsou vyvyjeny léky i pfirodni produkty
rostlinného, zivoc¢isného i mikrobidlniho ptivodu. Ptirodni produkty vykazuji jedinecnou
chemickou i biologickou rozmanitost a jsou mén¢ toxické nez synteticky vyrdbéné preparaty
(Wang et al. 2021).

Jednim z ptirodnich zdroju latek ovliviiujici zanétlivost jsou mastné kyseliny obsazené
v rybach, konkrétné¢ polynenasycené mastné kyseliny: EPA a DHA. Polynenasycené mastné
kyseliny mohou ovlivnit zanétlivy proces rtiznymi zptisoby. PUFA mohou na zanétlivé buiky



pusobit ptimo prostiednictvim povrchovych nebo intracelularnich receptorti mastnych kyselin,
mohou byt oxidovany (enzymaticky nebo neenzymaticky) na slozit&jsi lipidy véetné fosfolipidi
bunééné membraby nebo LDL. Déle mohou byt PUFA zaclenény do fosfolipidii zdnétlivych
bunéénych membran, kde hraji roli pii zajisStovani vhodného prostiedi pro funkci
membranovych proteinli a udrzovani uspofddani membran (Yaqoob 2009). Membréanové
fosfolipidy jsou substraty pro vznik druhych posli jako je diacylglycerol, pfi¢emz slozeni
mastnych kyselin této molekuly miize ovlivnit jejich aktivitu (Kumar et al. 2019). Kromé¢ toho
jsou membranové fosfolipidy substraty pro intracelularni uvoliiovani neesterifikovanych PUFA
a uvolnéné PUFA mohou pusobit jako signalni molekuly, ligandy nebo prekurzory liganda pro
transkrip¢ni faktory nebo prekurzory pro biosyntézu lipidovych medidtort, které se podileji na
regulaci mnoha bunéénych a tkanovych odpovédi, véetné€ zanétu a imunitnich odpovédi. Zmény
ve sloZzeni membranovych mastnych kyselin mohou ovlivnit funkci bun¢k ucastnicich se zanétu
prostiednictvim zmény fyzikéalnich vlastnosti membrany, G¢inky na bunécné signalni drahy
modifikaci exprese nebo aktivity membranovych receptori, coz vede ke zméné aktivity
transkripéniho faktoru a zménam v expresi genu. Zmény mohou nastat i ve struktuie
produkovanych lipidovych mediatorti (Al-Khalaifah 2020).

Po zvyseném piijmu omega-3 PUFA z motiskych ryb v potravé se zvySuje jejich
koncentrace v komplexnich lipidech v krevnim fecisti a stejné¢ tak 1 v membranovych
fosfolipidech buné¢k a tkdni. Zaroven dochazi k malému zvySeni koncentrace omega-3 v polu
neesterifikovanych mastnych kyselin. Kromé ucinkd na zanét zprostiedkovanych zménami ve
struktuie lipidt a dalSich produkovanych lipidovych mediatori bylo také prokazano, Ze motské
omega-3 PUFA méni produkci zanétlivych proteinti véetné chemokinti, cytokint, ristovych
faktorti a matricovych proteaz. Tento u¢inek muize byt zprosttedkovan zménénou aktivaci
klic¢ovych transkripénich faktort, které se podileji na regulaci exprese zanétlivych geni. Rybi
olej, respektive EPA a DHA inhibuji produkci IL-6 lidskymi endotelidlnimi bunikami
a produkci TNF-a indukované endotoxiny kultivovanymi monocyty (Lo et al. 1999). Omega-3
PUFA tedy v 1écbé zanétu pfispivaji nasledujicimi zptsoby: snizeni produkce eikosanoidnich
eikosanoidli z EPA a DHA, sniZzeni chemotaktické¢ odpovédi leukocytl,, snizovani exprese
adherznich molekul na leukocytech a endotelialnich buiikach i1 snizovani mezibunécnych
adherznich interakci, snizovani produkce prozanétlivych cytokinti a dalSich prozanétlivych
bilkovin. Role moiskych omega-3 PUFA pii formovani a regulaci zanétlivych procest a reakci
naznacuje, ze uroven expozice témto mastnym kyselindm mtize byt diilezita pti ur€ovani vyvoje
a zéavaznosti zanétlivych onemocnéni. Ztoho divodu se pacientim se zanétlivymi
onemocnénimi doporucuje suplementace omega-3 PUFA (Moeinzadeh et al. 2016).

3.3.6 Vlivomega-3 PUFA na nervovou soustavu

Lipidy predstavuji pfiblizn€ 50 % az 70 % suché hmotnosti mozku (Wheeler et al. 2008).
PUFA, z nichZ nejhojnéj$i jsou DHA a AA, pfedstavuji ptiblizné 20% hmotnosti mozku. PUFA
je soucasti z 80 % celkovych membranovych fosfolipidi (Salem et al. 2001). Ovliviuji
mozkoveé funkce tim, ze méni biofyzikalni vlastnosti bunéénych membran. Zmény v lipidovém
prostiedi fosfolipidové dvojvrstvy vedou k funkénim zménadm aktivity receptori a dalSich
membranovych proteinli. PUFA se podileji na udrzovani normalni struktury a funkce
membrany a hraji kli¢ovou roli ve vyvoji mozku (Delgado-Noguera et al. 2015). Dale AA,
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DHA a jejich metabolity ptsobi jako intracelularni druzi poslové a moduluji riizné mozkové
procesy, jako je transkripce genti, neurotransmise a neurozanét. U hlodavct miize DHA ovlivnit
plasticitu a poznavani mozku zvySenim hipokampalnich hladin neurotrofického faktoru
odvozeného z mozku a metabolickymi ucinky, jako je stimulace wvyuziti glukozy
a mitochondridlni funkce, stejné jako snizeni oxidacniho stresu (Flachs et al. 2005). Kromé toho
mohou diety, které jsou bohaté na omega-3 PUFA pomoci upregulovat geny, které se podileji
na udrzovani synaptické funkce a plasticity u hlodavcu a zlepsit kognitivni funkce u lidi (Wu
et al. 2007).

Omega-3 PUFA jsou nezbytné pro riist a vyvoj centralniho nervového systému béhem
téhotenstvi 1 détstvi a nasledné pro optimalni fungovani mozku dospélych jedinci. Proto je
dostate¢ny dietni pfisun téchto sloucenin nezbytny (Kris-Etherton et al. 2009). Konzumace ryb,
respektive zvySeny piijem omega-3 ma pozidivni vliv pii 1écbé depresivnich poruch a poruch
bipolarniho spektra a jejich nedostatek miize naopak tato onemocnéni rozvijet (McNamara &
Almeida 2019). Dal§imi pfiznaky deficitu omega-3 mutze byt i rozvoj ADHD (Lange et al.
2014), schizofrenie, demence (Glen et al. 1994) ¢i autismu (Baio et al. 2018). Deficit omega-3
PUFA se projevuje nejcastéji depresemi (Malhi & Mann 2018).

3.4 Protizanétliva aktivita omega-3 PUFA

Cévni systém zajistuje ptivod krve do zivotné dilezitych organti clovéka a sklada se
hlavné ze tii vrstev. Lumindlni strana krevnich cév je endotelidlni vrstva, kterd ma vice roli pfi
udrzovani lidského téla v homeostazi udrzovanim stabilniho protizanétlivého, antikoagulaéniho
a antiadhezivniho stavu a fizenim vymény mezi cirkulujicimi krevnimi slozkami a buitkami
(Rubanyi 1993). Endotelidlni buniky také spolupracuji s imunitnimi buiitkami pii regulaci
lokalniho a systémového zanétu. Endotelidlni i imunitni buiiky mohou byt aktivovany
lipopolysacharidem (LPS) a tumor nekrotizujicim faktorem alfa (TNFa) a vést k dysfunkci
endotelidlnich a imunitnich bun¢k. Endotelidlni dysfunkce vyvolan4 endogennimi a vnéjSimi
podnéty t¢inn€ vyvola systémovy stav zanctu a dal§ich imunitnich odpovédi zvySenim exprese
a produkce prozanétlivych medidtorti, adheznich molekul a nadmérmou adhezi a migraci
imunitnich bun¢k (Iantorno et al. 2014). Adheze imunitnich bun¢k k endotelidlnim bunkdm je
zprostitedkovana adheznimi  molekulami  exprimovanymi na imunitnich bunkach
a endotelidlnich bunikach, napt. P-, E- a L-seguiny, B1- a f2-intergriny, mezibunécnéd adhezni
molekula-1 (ICAM-1), adhezni molekula cévnich bun¢k-1 (VCAM-1) a chemokiny, napf.
monocytarni chemo-atraktancni protein-1 (MCP-1) (Mestas & Ley 2008). Odvadéni monocyti
do endotelidlni vrstvy usnadiiuje transmigraci do mist 1éze, kde se monocyty diferencuji na
makrofagy, které se po vychytavani lipidi stavaji pénitymi bunikami, coz vede k rozvoji
aterosklerdzy (Hilgendorf et al. 2015). Navic pfeménéné imunitni buiiky zhorSuji zanétlivé
odpovédi tim, Ze produkuji vice cytokinil, ¢imz vytvareji neptetrzity cyklus mezi endotelidlnimi
a imunitnimi buikami. Nadmérna produkce cytokinti a adheze imunitnich bun¢k k mistiim 1éze
jsou dva dulezité ptispévatele k rozvoji zanétlivych onemocnéni, véetné aterosklerdzy a sepse.
Endogenni cytokiny produkované endotelialnimi a/mebo imunitnimi bunkami zvySuji
zanétlivou odpovéd’ a iniciuji poSkozeni tkani. Hladiny TNFa, interleukinu-6 (IL-6) a zvySena
koncentrace NO jsou povazovany za diagnostické markery u zanétlivych onemocnéni (Czepiel
et al. 2014).
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Markery ovliviiujici zanétlivost

Prozanétlivé markery IL-6, IL-8, IL-17, IL-20, IFN-y,
TNF-a
Protizénétlivé markery IL-10, NKG2D, Tregs, TGF-p

Imunitni systém chrani hostitele pfed patogeny vylucovanim zanétlivych cytokina
a zprosttedkovanim zneSkodnéni patogenid. Nadmérnd produkce cytokini vSak povede k
systétmovému zanétu a patologickym onemocnénim. Mastné kyseliny s kratkym fetézcem
(SCFA) tak moduluji zanét regulaci produkce cytokinli imunitnich bunék. Napiiklad butyrat
a propionat snizuji expresi TNFa indukované LPS a syntdzy oxidu dusnatého (NOS)
v monocytech. Tyto G€inky jsou zprostfedkovany aktivaci receptorti volnych mastnych kyselin
typu 2 (FFA2) a typu 3 (FFA3) a receptor spfazeny s G proteinem 109A (GPR109A) a inhibici
histonovych deacetyldz (HDAC) (Campos-Perez & Martinez-Lopez 2021). Prostfednictvim
tohoto mechanismu by mohly omega-3 matné kyseliny z motskych ryb snizit expresi
adherznich molekul a snizit adherzni interakci mezi leukocyty a endotelem. Aktivovany NF«xB
indukuje expresi zanétlivého genu cytokinti. V souladu se snizenou aktivaci NF«xB po expozici
EPA a DHA je pozorovano, Ze tyto mastné kyseliny snizuji LPS stimulovaného produkci IL-6
a IL-8 kultivovanymi lidskymi endotelidlnimi buiikami a EPA sniZzenou produkci LPS-
indukovaného faktoru nddorové nekrozy (TNF)-a kultivovanymi monocyty (Yates et al. 2011).
ucinkiim moiskych omega-3 PUFA, protoZe zahajeni a progrese tohoto aterosklerotického
plaku zahrnuje chemotaxi leukocytii, mezibunécné adhezivni interakce a produkci zanétlivych
mediatori véetné cytokinti (Rees et al. 2006). Bylo prokazano, ze moiské omega-3 PUFA
snizuji riziko kardiovaskularnich ptihod (Yokoyama et al. 2007), v¢etné nahlé srde¢ni smrti
(Friedman et al. 2013). Protizanétlivé ucinky motskych omega-3 PUFA mohou hrat kli¢ovou
roli v téchto ti¢incich. Mnohé z mechanismu ovlivilujici zanétlivy proces jsou zprosttedkovany
nebo alesponi spojeny se zménami ve slozeni mastnych kyselin v bunéénych membranach.
Zmény v téchto sloZzenich mohou modifikovat tekutost membrany, bunécnou signalizaci
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vedouci ke zméné genové exprese a vzorec produkce lipidového medidtoru. Lidské zanétlivé
buiiky jsou typicky bohaté na omega-6 mastné kyseliny, ale obsah ARA a omega-3 mastnych
kyselin EPA a DHA muze byt zménén peroralnim podanim EPA a DHA (Thies et al. 2003).
Eikosanoidy produkované pomoci ARA hraji roli v prib¢hu zdnétu. EPA také vede ke vzniku
eikosanoidll a ty jsou obvykle biologicky slabsi nez eikosanoidy odvozené od ARA. EPA
obsah membran EPA a DHA ma za nésledek zménu struktury produkce eikosanoidi
a pravdépodobné také resolvind, i kdyZ ty nejsou v lidském kontextu dobfe zkoumany. Zména
sloZzeni mastnych kyselin zanétlivych bunék také ovlivituje produkci peptidovych mediatorti
zanétu. SloZzeni mastnych kyselin lidskych zanétlivych bunék tedy ovlivituje jejich funkci;
obsah ARA, EPA a DHA se zda byt obzvlast¢ dilezity (Calder 2012).



4 Metodika

4.1 Material
a Sprotit (Sprattus sprattus) byla pouzita bunéfna linie mySich makrofagh RAW264.7
Kultivacni medium RPMI 1640 (SigmaAldrich), fetalni serum (Fetal bovine serum — FBS)
(Biowest), neesencialni aminokyseliny (VWR) glukéza, Griesovo Cinidlo (SigmaAldrich).
NaNO; (Lachner).

Slozeni kultivaéniho media: RPMI 1640 mediu obsahujicim 10 % FBS, 5 %
neesencialnich aminokyselin, 10 % roztoku glukoézy, 5 % ZELL Shield (BioConsult).

4.2 Metodika

4.2.1 Priprava vzorki

Sardinky a Sproty byly zakoupeny v Polské trzni siti a pfipraveny na fakulté
potravinaiskych technologii Zemédélské univerzity v Krakove. Vzorky byly nejprve kulindrné
upraveny vafenim, spaifenim, pecenim a smazenim, pficemz 1 vzorek od kazdého druhu ryby
zustal tepelné neopracovan. Vzorky byly nasledné lyofilizovany a dopraveny na CZU pro dalsi
analyzu.

4.2.2 Traveni vzorki

Rozemleté¢ vzorky byly trdveny podle statického modelu traveni INFOGEST 2.0
Brodkorb et al. (2019). Bylo navazeno 5 g vzorki, které postupné byly podrobeny orélni,
gastricé a intestindlni fazi traveni.

V oralni fazi doslo ke smichéani vzorku se slinnymi §t’avami s kone¢nou aktivitou amylazy
75 U/ml a v poméru 1:1 se vzorkem a pii 37 °C za stdlého michani 2 minuty byly vzorky
inkubovany. Ve zaludecni fazi byly smichdny se zasobnim roztokem CaCl(H20),, pepsinem
(2000 U/ml v travici smési), zalude¢ni lipazou (60 U/ml v travici smési) a destilovanou vodou
v poméru 1:1. Pomoci HCL bylo pH upraveno na hodnotu 3 a vzorek byl inkubovan pti 37 °C
po dobu 2 h za stalého michéani. V intestinalni fazi doslo ke smichani traveniny v poméru 1:1
se zasobnim roztokem zlucovych soli (10 mmol ve vysledné smési) za 30 minutového
inkubovani pfi 37 °C. Néasledné bylo ke smési pfiddno CaCl2(H20)2, pankreatin (pro dosazeni
aktivity trypsinu 100 U/ml) a pankreatickd lipaza (2000 U/ml ve vysledné smési). Takto
pripravené vzorky byly opétovné doplnény do poméru 1:1, upraveny roztokem NaOH na pH 7
a inkubovany za stalého michani pfti teploté 37 °C po dobu 2 hodin.

Po traveni byly vzorky centrifugovany a byl odebran supernatant, ktery byl nésledné
filtrovan ptes stiikackové mikrofiltry o priméru 0,2 pm do sterilnich vialek. Nasledné byly
vzorky zamraZeny na — 80 °C az do doby dal$iho testovani.
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Obrazek 5: Schéma traveni vzorku

4.2.3 Bunécéna linie RAW264.7

Po rozmrazeni byly buné¢éné linie RAW?264.7 kultivovany v kompletnim mediu RPMI se
suplementy. Po 2 dnech a pifi 80% konfluenci byly makrofagy mechanicky sklizeny,
centrifugovany po dobu 10 minut pfi 170 x g. Nasledné€ byl odstranén supernatant a buniky byly
rozfedény v Cerstvém kompletnim mediu. Objem 1x10° byl naockovan do lahve spole¢né
s 10 ml kompletniho media a ponechan ve vlh¢eném CO; inkubdtoru a pfii teploté¢ 37 °C
inkubovan 48 h do dalsiho sklizeni.

4.2.4 Priprava mikrotitrac¢ni desticky

Zbytek bun&né suspenze z predchoziho kroku byl nafedén na koncentraci 2,5x10°
a napipetovan do 96 jamkové mikrotiracni desticky v objemu 100 pl. Takto pfipravend desticka
se nechala inkubovat 2 h v CO; inkubatoru za standartnich podminek. Nésledné byly ptidany
testované traveniny jednotlivych vzorkll v koncentraci 20-0,009% traveniny a sm¢s Cistych
travicich enzymu pro kontrolu. Nasledné do desticky bylo ptidano LPS v koncentraci 1 pg/ml



a jako negativni kontrola se ponechaly butiky bez ptidavku LPS. Spole¢né se vzorky a LPS je
celkovy objem jamky 200 pl. Takto pfipravena desticka se necha inkubovat 24 h.

4.2.5 Stanoveni produkce NO Griessovou reakci

Po 24 h inkubaci byla desticka centrigufovana po dobu 5 minut pii 170 x g. Poté je
z kazdé jamky preneseno 50 pl supernatantu do nové desticky a nasledné piidano 50 pl
Griessova Cinidla. Nasledné byla desticka inkubovana 10 minut ptfi 37 °C. Nasledn¢ byla
méfena absorbance na ¢tedce mikrotitraénich desti¢ek INFINITE M200 (tecan, Svycarsko) pfi
540 nm. Kalibracni pfimka byla ziskana z roztoku NaNO> v rozsahu koncnetaci 125-8 uM/ml.
Koncentrace NO u jednotlivych vzorki byla stanovena linedrni regresi.

4.2.6 Stanoveni toxicity pomoci MTT

Po odebrani supernatantu po skonceni inkubace bylo do jamek piiddno MTT
v koncentraci 1 mg/ml rozpusténého v RPMI mediu. Desti¢ka byla inkubovana po dobu 2 h.
Nasledn¢ bylo MTT odstranéno a nahrazeno dimethylsulfoxidem. Vznikly produkt byl méfen
na Cte¢ce mikrotitranich desticek pii vinové délce 495 nm. Nasledné byla pomoci programu
Magelan stanovena hodnota ICs, kdy ptezivalo 95 % bunck. Poté byla stanovena jedna
koncentrace, ktera byla pouzita pro nasledné testovani a vyhodnocovani vysledkii.

4.2.7 Stanoveni TNF-a

Ke stanoveni TNF-a byl vyuzit komerecni ELISA kit ENZO (ADI-900-047) na stanoveni
my$i TNF-a dle ndvodu vyrobce. Vzorky byly pfipraveny v ramci stanoveni NO a odebrany po
24 h inkubaci z mikrotitra¢ni desticky. Odebrany vzorek byl nasledn¢ zamrazen pii -80 °C az
do vlastni analyzy. V den testovani byly vSechny potfebné roztoky zahiaty na pokojovou
teplotu spolecné se vzorky. Nasledné bylo do pfislusnych stript v desti¢ce piidano 50 pl
standardll nebo vzorki, nasledné¢ bylo pfidano 50 pl fediciho pufru. Desticka byla uzaviena
a inkubovana po dobu 2 h na orbitalni tfepacce s 250 otdckami za minutu, pii pokojové teploté.
Nasledné byl obsah jamek odstranén a bylo pfidano 300 ul promyvaciho roztoku, tento postup
byl opakovan 4x. Nasledn¢ do praznych jamek bylo pfidano 50 pl protilatek a opét inkubovano
na orbitdlni tfepacce 2 h. Nasledovalo promyvani jako pfedchozim kroce. Nasledné bylo
pfidano 50 pl konjugéatu a 30 minut inkubovédno na tfepacce. Po inkubaci opét nasledovalo
zopakovani promyvani desticky. A nasledn¢ ptidano 50 pl substratového roztoku s 30 min.
inkubaci. Po inkubaci bylo do jamky ptfidano 50 pl zastavovaciho roztoku. Desticka byla
meéiena na ¢tecné mikrotitraénich desticek Tecan Infinite M200 pii 450 nm, s korekei pii 570 a
590 nm. Vysledky byly vyhodnoceni pomoci MS Excel.

4.2.8 Statistické vyhodnoceni

Vysledky byly vyjadfeny primérem se smérodatnou odchylkou. Pro statistické
vyhodnoceni byl pouzit program GraphPad Prism a neparovy t-test. Statisticka vyznamnost
byla posouzena na hladiné vyznamnosti p <0,5.
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5 Vysledky

5.1 Produkce NO a toxicita

Néami testované vzorky byly s vyjimkou smazenych saridnek a Sproti toxické do
koncentrace 0,04 % traveniny v testovaném vzorku. Pouze smazené¢ vzorky nevykazovaly
cytotoxtickou aktivitu ani pfi nejvyssi koncentraci traveniny, nicméné vykazovaly zvySenou
produkci NO s rostoucim procentem traveniny ve vzorku (obr. 6). Jak je vidét na grafu pro
koncentraci 20; 10; 6; 2,5 a 1,25 % traveniny v testovaném vzorku je statisticky vyznamy rozdil
v porovnani s buitkami stimulovanymi pomoci LPS. S klesajici koncentraci traveniny klesa 1
procento produkce NO, kdy v koncetraci 20 % dochézi u sardinek k riistu produkce NO o 100 %
v porovnani s kontrolou a u $protd je tento rist dokonce jesté vyssi, a to na hladin€ vyznamnosti
p = 0,5. Pti koncetraci 1,25 % trdveniny ve vzorku je rist produkce NO vice jak 20 %.
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Obrazek 6: Graf zobrazujici jednotlivé koncentrace traveniny ve vzorcich 2 a 7 a statisticky vyznamny rozdil
v produkci NO mezi vzorkem a kontrolou u nékterych koncentraci.

Ostatni vzorky vykazovaly toxicitu az do koncentrace 0,04 % traveniny ve vzorku,
z tohoto divodu byla pro vSechny vzorky zvolena stejnd koncentrace pro mozZnost
vyhodnoceni. Z vysledki je patrné, Ze u vétSiny vzorka byla produkce NO stejna jako u bunék
oSetfenych vyhradné pouze LPS. Pouze u syrové sardinky a smazené sardinky byla produkce
NO nizsi. Nicméné tyto vysledky nejsou statistikcy vyzmané. Statisticky vyzmany rozdil byl
pouze u syrové a varené sardinky, kde byla produkce NO témét dvojnésobna (obr. 7).
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Obrazek 7: Graf zobrazujici produkci NO vsech vzorkt, ** stastickd vyznamnost na hlading 0,01



5.2 Produkce TNF-a

Ke stanoveni produkce TNF-a byly pouzity bunééné linie RAW264.7. Produkce TNF-a
ve vzorcich s obsahem traveniny 0,04 % vedla ke zvySeni produkce TNF-a (tab. 6). U sardinek
vafenych v pafe, pecenych a syrovych Sproti byla zaznamenana témét dvojnasobna produkce
TNF-a ve srovnani s bunikami oSetfenymi LPS. U syrovych sardinek byl zaznamenan 8 %
pokles produkce TNF-a, stejné tak u smaZenych a vatenych, kdy doslo k 2% respektive 1%
poklesu produkce (obr. 8).

Tabulka 5: Prehled produkce TNF-a se smérodatnymi odchylkami
TNF-a (ng/ml)

Vzorek (pramér + SD)
Sardinka syrova 246,8 £ 9,6
Sardinka smazena 260,8 £20,0
Sardinka vafena 2633 +12,7
Sardinka vatena v pate 400,4 + 11,0%**
Sardinka pecena 465,9 + 84,9%***
Sprot syrovy 411,9 £ 33 ,4%**
Sprot smazeny 277,6 + 34,0
Sprot vafeny 311,5+12,0
Sprot vafeny v pate 302,3+10,3
Sprot peceny 317,7+ 14,8
LPS 266,3 £ 29,6
kontrola 31,4+ 14,6

Produkce mys$i TNF-a na bunééné lini RAW?264.7 s ptidavkem 0,04 % traveniny sardinek
a Sprotd, stimulovanych pomoci LPS. hvézdi¢ky ukazuji vyznamnost sttednich hodnot pro tfi
vzajemna méteni ve srovnani s buitkami oSetfenymi pouze s LPS *** (p < 0,001) a **** (p <
0,0001)
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Obrazek 8: Prehled koncentrace produkce mysi TNF-a ve vzorcich 0,04 % traveniny oSetfenych pomoci LPS po
24 h inkubaci



6 Diskuze

Sardinky a Sproty jsou druhy pelargonickych ryb vyznamnych pfedevsim kvili jejich
vyuziti ve vyzivé lidi 1 pouziti zbytkli ze zpracovani k vyrob& soucasti krmiv. Obsah tuku
v téchto druzich ryb se pohybuje kolem 10 %, coZ je u ryb primérnd hodnota. Rybi tuk je
nutricné hodnotny diky dobrému zastoupeni omega-3 PUFA, kterych ve stravé obvykle byva
nedostatek. EPA a DHA spolu s jejich prekurzorem ALA jsou esencidlni MK, a tak je jejich
doplnéni prostfednictvim stravy nezbytné nutné. Pokud nedochazi k dostatecnému doplnéni
omega-3 stravou, je doporucovana suplementace. Je ovSem dilezité zabezpecit, aby
a antioxidac¢ni U¢inky daného tuku po pfipravé pokrmi. Ve studii Flakemore et al. (2017)
zminuji odolnost mastnych kyselin v jehné¢im mase az do 70 °C. U ryb dochézi k ubytku PUFA
pii 100 °C o 20 %, pii 160 °C v zavislosti na €ase az o 70 % (Candela et al. 1998). Dle Larsen
and Quek (2010) nejsou rozdily ve zptisobu Upravy promitnuty do ubytku PUFA.

Pted tepelnou tpravou jsou Casto ryby mrazeny, pficemz také dochazi ke zménam tukd.
Obecné dochazi k vzristu peroxidového Cisla a zvySeni volnych mastnych kyselin, nicméné
nnartsty téchto hodnot nejsou nijak dramatické (Aubourg 1999). Dle de Castro et al. (2007)
mrazeni ovSem nema prokazatelny vliv na ryby zamrazené s klzi, ale ma vliv na ryby
zamrazené bez kiize. Absence klize ztejmé zplsobuje tibytek PUFA a nartst SFA. Pti tepelné
upravé naopak kiize FA chrani, jelikoz autofi studie dosli k zavéru, ze pfi smazeni ryby bez
ktze dochdzi k vyssimu poklesu PUFA neZ pii smaZeni s kizi. Pokles byl dokonce vyss§i nez
pii ptipraveé v pare. Toto zjiSténi méni vysSe zminény nazor Larsen and Quek (2010), Ze zptisob
pripravy neovlivituje pokles PUFA, jelikoz nezahrnuje pfitomnost ¢i nepfitomnost ktize.

Omega-3 PUFA maji vliv na mnoho aspektii tykajicich se lidského zdravi. Maji vliv na
sloZeni a tim 1 fungovani bunécnych membran, coz vede k ovlivnéni vzniku obezity. Mnoho
studii hovoii pfi suplementaci omega-3 o ubytku télesné hmotnosti (Sato et al. 2010; Hensler
et al. 2011), nebo tukovych zésob, ale zaroven je i mnoho takovych, kde k zddnému ubytku
télesné hmotnosti nebo tuku nedochazi (Todoric et al. 2006; Figueras et al. 2011; Flachs et al.
2011). Diivodem mohou byt rozdily mezi genetickymi ptedpoklady nebo mira pohybu. Inhibici
osteoklastii napomahaji omega-3 proti vzniku osteopordzy a podporuji tim zdravi kosti (Sun et
al. 2003a). Pfesny mechanismus neni zndm, nicméné pravdépodobné je tento jev zplisoben
zvySenim ukladani vapniku (Vanpapendorp et al. 1995). Dale mohou omega-3 zvySovat odezvu
na konvencni 1écbu béhem nadorovych onemocnéni a podpofit tak uzdraveni. Pfesny
mechanismus plisobeni omega-3 neni ani zde pln€ zndm, nicméné hlavnim principem feSeni
zangtlivych problémt v téle je inhibice prozanétlivych markert jako jsou IL, TNF nebo NO.
Diky schopnosti inhibice prokoaguaéni aktivity mohou omega-3 piinaSet i kardioprotekéni
schopnosti (Innes & Calder 2020).

Lidsky mozek je z vétsi €asti tvoten lipidy a z velké konkréttn€ PUFA, které se podili na
struktufe membran a vyvoje a funkci mozku (Delgado-Noguera et al. 2015).

Lipopolysacharid pfidany k testované trdveniné sardinek a Sproti muZe inhibovat
produkci markerti interleukinii buitkami RAW264.7, na které piisobi. Diky této reakci lze
zastoupeni vyznamného mnozstvi zdravi prospésnych mastnych kyselin.

Vzorky tuku sardinek a Sproti byly podrobeny rozdilné kulinaiské tpravé k lepSimu
znazornéni dilezitosti vhodné upravy potravin a vlivu upravy na zdravi. Jednalo se o smaZzeni,
vafeni, peceni a vafeni v pafe a k tomu jeden neupraveny vzorek. Doba a teploty piipravy
nejsou znamy, coz mize mit vliv na vyhodnoceni, podobné jako znifiuje (Candela et al. 1998).
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Dalsim z faktort, ktery mtze vysledky zkreslovat a ovliviiovat je fakt, ze neni zcela jasné, jaké
mnozstvi mastnych kyselin proslo ptes travici model do vysledného vzorku.

I ptes opakovani pokust byly nakonec tspesné jen pokusy testujici produkci NO a TNF-
a. Prvni sada vysledka se zabyva produkci NO a toxicitou. Misto inhibice prozanétlivych
markerti dochazelo k jejich produkci. Tento vysledek vykazany butkami RAW264.7. Toxicita
byla u vzorki projevena az do koncentrace traveniny 0,04 %. Jediné vzorky, které
nevykazovaly cytotoxicitu ani pfi nejvyssi koncentraci byly smazené vzorky. Vykazovaly
ovSem zvysenou produkci NO, kterd se s mnozstvim traveniny zvySovala. Statisticky vyznam
a nejvyssi u vafené. Zde se naskytuje otazka, zda je mozné, Ze u smazenych vzorka byly PUFA
ochranény pfi smazeni klizi, podobné jako tomu bylo u (de Castro et al. 2007). Tato informace
bohuZzel neni dostupna.

Druhé sada vysledkli se zabyva produkci TNF-a a byly opét pouzity bunécné linie
RAW264.7. T u téchto vzorki doSlo k produkci zénétlivého markeru misto jeho inhibice.
Nejvyssi produkce TNF-a byla pozorovana u vzorku pecené sardinky v obsahu traveniny ve
vzorku 0,04 %, kde obsah vyprodukovaného TNF-a €inil 465,94+84,9 ng/ml. Nejniz§i obsah
naopak sardinka syrova s hodnotou 246,8 + 9,6 ng/ml. Sardinky vafené v pafe a pecené
a syrové Sproty produkovaly téméf dvojnasobné mnozstvi TNF-a ve srovnani s buitkami
osetfenymi LPS. U syrovych sardinek byl zaznamenéan naopak 8% pokles produkce TNF-a viici
LPS. Nizky pokles byl také u smazenych a varenych sardinek. I zde by bylo ideélni znat detaily
upravy vzorkil pro presnéjsi zavér, nicméné pokud bychom vychazeli z vyzkumu (Larsen &
Quek 2010), pak neni tfeba brat tpravu v tivahu. Na druhou stranu u téchto vzorki mnoho
vzajemych statisticky vyznamnych rozdili. Z toho by se dalo vyvodit, ze v produkci TNF-a
hraje kulinafska uprava vyssi roli, nez naptiklad pti produkei NO.



7 Zavér

Hypotéza hovoii o schopnosti omega-3 mastnych kyselin potlacovat zanétlivé markery,
nicméné na zékladé vysledkti z provedenych pokust nebyla tato hypotéza prokazana. Vzorky
vykazovaly naopak zanétlivou aktivitu. Jednim z diivodii tohoto vysledku mtze byt neSetrna
Lze ftici, ze tepelnd Gprava ryb mé negativni efekt na protizanétlivou aktivitu omega-3 a dle
ziskanych vysledkli neni potvrzen pozitivni efekt na protizanétlivou aktivitu ani u
nezpracovanych vzorki.
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