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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo zjistit skutecnost, zda existuje vliv uc¢innych slozek rybiho tuku,
piedevsim polynenasycenych mastnych kyselin n-3 (PUFA n-3) na expresi vybranych
proteinit modulujici zanétlivou reakci u modelového organismu — prasete. U PUFA n-3
je predpoklad, ze ptes signalni drahu PPARYy - NF-kB zvysuji produkci adiponektinu,
potlacuji zanétlivou reakci v organismu. Tato hypotéza byla testovana na 32 prasatech,
kterd byla rozdélena do dvou skupin po 16 kusech vkazdé skuping. Prvni
experimentalni skupina byla krmena zakladni krmnou smési obohacenou o 2,5 % rybiho
oleje (F) a druha kontrolni skupina byla krmena zakladni krmnou smési s 2,5 %
palmového oleje (P). 70. den vykrmu bylo 8 F prasatim a 8 P prasatim aplikovan
intravenozné lipopolysacharid (LPS) pro vyvoldni zanétlivé reakce, zbytek ponechén
bez stimulace LPS, nésledovala intramuskuldrni aplikace anestetik a porazka. Pomoci
metody Western-Blott byla zméfena mira exprese proteini PPARy, NF-xB a
adiponektinu ve vybranych tkanich, metodou ELISA koncentrace adiponektinu v
plazm¢ a multiplexni analyzou plazmatické hladiny cytokinl. Vysledky ukazuji, ze
koncentrace PPARy se u F adipocyti po podani LPS méla tendenci zvysit o 21 % ve
srovnani s P kontrolou osetfenou LPS, avSak vysledek nebyl statisticky prukazny (P>
0,05; P = 0,11). Déle byla u F prasat oSetienych LPS ve srovnani s intaktnimi F
protéjSky tendence ke zvySeni plazmatické hladiny adiponektinu o 18 %, které bylo
pravdépodobné odrazem tendence k vy$§im hodnotam v adipocytech o 18 % (P> 0,05; p
=0,12), vysledek nebyl statisticky prikazny. Plazmaticky adiponektin nabyval stejnych
hodnot 21,1 ng - ml™" u experimentélni i kontrolni skupiny (P> 0,05). Zvyseni (P <0,05)
NF-kB v tukové tkani F prasat po stimulaci LPS. Dale byla u skupiny F prasat
stimulovanych LPS zvySend (P< 0,05) plazmatickd hladina protizanétlivych
interleukint IL-4 a IL-10, ale 1 prozanétlivého cytokinu TNF-a. Vysledky
v predkladaném experimentu jsou tedy nejednoznacné. Hypotézu, potvrzujici vliv
rybiho oleje, respektive PUFA n-3, na potlaceni zéanétlivé reakce nelze timto

experimentem prikazné potvrdit.

Klicova slova: PUFA n-3, adiponektin, PPARy, NF-«xB, Western- Blott



ABSTRACT

The aim of this study was to determine whether there is an influence of the active
components of the fish oil, in particular polyunsaturated fatty acids n-3 (PUFA n-3) on
expression of selected proteins which modulate the inflammatory response in model
organisms - pig. In the n-3 PUFA is to assume that over signaling pathway PPARY -
NF-«xB, increase adiponectin production, inhibit the production of pro-inflammatory
cytokines, increase anti-inflammatory cytokines production, thereby suppressing the
inflammatory response in the body. This hypothesis was tested on 32 pigs, which were
divided into two groups of 16 pieces in each group. The first experimental group was
fed the basic feed mixture enriched with 2.5% fish oil (F) and the second control group
was fed the basic feed with 2.5% palm oil (P). Last day of fattening pigs were 8 F and 8
P pigs intravenously application lipopolysaccharide (LPS) to induce an inflammatory
response, the rest of group left without LPS stimulation, followed by intramuscular
application of anesthetics and defeat. By Western blot was measured protein expression
PPARy and NF-kB in selected tissues, by ELISA concentration of adiponectin in
plasma and by multiplex analysis plasma levels of cytokines. The results indicate that
PPARY concentration in the F adipocytes after LPS stimulation tended to increase by
21% in comparison with P control stimulation with LPS, but the result was not
statistically significant (P> 0.05; P = 0.11). Further, the F pigs stimulation with LPS as
compared with intact F counterparts trend toward increased plasma levels of
adiponectin by 18%, which was likely a reflection of the tendency to higher values in
adipocytes by 18% (P> 0.05, p = 0.12), result was not statistically significant. Plasma
adiponectin took on the same values of 21.1 ng - mL-' in experimental and control
groups (P> 0.05). Elevation (P <0.05) of NF-kB in fatty tissue F pigs after LPS
stimulation. In addition, the plasma level of anti-inflammatory IL-4 and IL-10
interleukins, as well as the proinflammatory cytokine TNF-a, was increased (P <0.05)
in the F group of pigs stimulated with LPS. The results of the present experiment are
thus ambiguous. The hypothesis of the effect of fish oil or n-3 PUFA to suppress the

inflammatory  response cannot this experiment conclusively confirmed.

Keywords: n-3 PUFA, adiponectin, PPARy, NF-kB, Western- Blott
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1 0VOD

Omega 3 polynenasycené mastné kyseliny (PUFA n-3), patiti do skupiny latek
nazyvanych nutriceutika, neboli funkéni potraviny, jejichz pfijem maé pozitivni vliv na
zdravi lidského organismu. PUFA maji esencialni charakter, to znamena, Ze si je savci
organismy neumi sami syntetizovat a je dulezity jejich pifijem v potrave.
Nejvyznamnéj$imi esencidlnimi nenasycenymi mastnymi kyselinami ve vyziveé ¢loveka,
respektive savel jsou kyseliny linolova (n-6), ze kterych se naslednymi chemickymi
reakcemi tvoii kyselina arachidonova (AA), a a-linolenova (n-3), kterd je prekurzorem
pro kyseliny eikosapentanovou (EPA) a kyselinu dokosahexanovou (DHA).
Charakteristickym znakem téchto kyselin je pfitomnost n&kolika dvojnych vazeb v
jejich strukturach.

Dutlezitym faktorem v piijmu PUFA je jejich vzdjemné vyvazeny pomér. Optimalni
pomér nenasycenych mastnych kyselin z fad n-6/n-3 ve stravé, by mél byt maximalné
4/1. Realné hodnoty poméru n-6/n-3 se vSak pohybuji kolem 15-20/1. Metabolity, které
vznikaji z PUFA, ovliviiyji v organismu mnoho télesnych funkci, u€inky se podobaji
hormontim a pfi svém vzniku si pfirozené konkuruji. Kyseliny z fady n-6 funguji jako
prekurzory pro latky, které v nadbytku plsobi na organismus negativnim vlivem.
Podporuji rozvoj ptedevSim civilizacnich chorob, jako jsou obezita, inzulinova
rezistence nebo hyperglykémie. Vyssi zastoupeni kyselin n-6 je tedy nezadouci. Oproti
tomu metabolity vzniklé z kyseliny fady n-3, zeyména pak z EPA a z DHA, vykazuji
Siroké spektrum pozitivnich G€inkdl na zdravi organismu clovéka (Klusackova a
Skoumalova, 2012).

Tato diplomové prace je zamétena na studium vlivu EPA a DHA na mechanismus,
ktery je schopen regulace, omezeni ¢i potlaceni zanétu v organismu. Ptes signalni drahu
PPARY - NF-«xB v cilovych bunikach, ovliviiyji transkripci gentli spojenych s imunitnimi
pochody. EPA a DHA jsou endogennimi ligandy jadernych receptori aktivovanych
proliferatory peroxizomli (PPAR), které po svém navazani zvysuji syntézu PPAR. Ty
svym pisobenim ovlivituji produkei adiponektinu, hormonu tukové tkané€, ktery piisobi
cilovych bunkach produkci prozanétlivych cytokint a tim indukuje zanétlivou reakci.
Zvysenim syntézy PPAR dochdzi k inhibici transkripéniho faktoru NF-xB. U prasat,

podobné jako u Cloveka, funguje stejna aktivacni draha PPAR a tyto druhy oznacujeme



jako neproliferujici. Predeslé experimenty zaméfené na vyzkum pozitivnich G¢inki
EPA a DHA na potlaceni zanétu a sniZeni rizika kardiovaskularnich chorob, byly
provadeéné na laboratornich potkanech, u kterych funguje odlisna aktiva¢ni draha PPAR
a fadime je k druhiim proliferujicim.

Ocekavané vysledky pokusu provadéného na experimentdlnich prasatech, by mély
pfinést mnohem ptesnéjsi informace, nez predchozi pokusy provadéné na hlodavcich.
Ziskana data by mohla ptesnéji odrazet mechanismy, které podobné funguji i u ¢loveka

a potencionalni nové terapeutické postupy by bylo mozné snaze aplikovat v humanni

medicing.



2 CIL DIPLOMOVE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

1.

Studium dostupné literatury zaméfené na téma vliv kyselin eikosapentanové
(EPA) a dokosahexanové (DHA) na bunééné signalni drahy, které souvisi
s modulaci zanétlivé reakce

Podrobné;ji je tato prace zaméfena na bunécné receptory a transkripcni faktory,
predevsim na jaderny faktor kappa B (NF-kappa B)

Zucastnéni se spoluprace pii odbéru vzorkli vybranych tkani prasat a pfiprava
k jejich analyze

Kvantifikace miry exprese vybranych proteinii pomoci metody Western-Blott
v testovanych prasecich tkanich

Ziskané vysledky vyhodnoceny pomoci vhodnych statistickych metod a

zpracovany formou diplomové prace

10



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Lipidy a jejich Klasifikace

Lipidy neboli tuky (z feckého slova /ipos neboli tu¢ny) patii mezi organické slouceniny,
které se vyznacuji nerozpustnosti ve vodé a dobrou rozpustnosti v nepoldrnich
organickych rozpoustédlech jako jsou ether, chloroform, benzen. Lipidy Ize rozdélit na
jednoduché a slozené. Jednoduché lipidy jsou estery vyssich karboxylovych (mastnych)
kyselin a vysSich alkoholii. Jednoduché lipidy tvofi triacylglyceroly (tuky), vosky a
acylsteroly. Slozené lipidy obsahuji ve svych strukturach navic polarni slozku, ktera jim
dodéva amfifilni charakter, coz znamend, Ze ¢ast molekuly lipidu ma hydrofilni a druha
¢ast hydrofobni charakter. SloZené lipidy lze rozdé€lit na fosfolipidy a glykolipidy, které
plni v organismu vyznamné role, slouzi predevS§im jako rezervoary a zdroje energie a
jsou vyznamnou soucasti biologickych membran (Murray et al., 2001).

Tteti ponc¢kud odlisnou skupinou lipida jsou izoprenoidni lipidy, ke kterym fadime
latky nazyvané steroly. NejvyznamnéjSim zéastupcem sterold je cholesterol a Zlucové

kyseliny naptiklad kyselina cholové a kyselina acetylcholovéa (Holecek, 2006).

3.2 Mastné Kyseliny a jejich klasifikace

Mastné kyseliny (MK) se ve volné ptirodé vyskytuji ve dvou formach. Jako volné
neboli neesterifikované MK, které se nachazeji volné rozptylené v krevni plazmé, ve
vodném prostiedi snadno disociuji a ve své struktuie maji maximalné¢ 10 uhlikd. A
vazané MK, neboli esterifikované, které jsou soucasti jinych lipidt, napiiklad
acylglyceroll nebo fosfolipidi, ke kterym se estericky vazi.

VétSina MK mé ve svych strukturach sudy pocet uhlikli a tvofi linearni fetézce.
Molekuly MK maji na jednom konci svého fetézce navazanou karboxylovou skupinu

(COOH) a na druhém konci jsou tvofeny methylovou skupinou (CHj3), (Holecek, 2006).

Podle (Murray et al., 2001) lze mastné kyseliny délit do nékolika skupin podle
délky uhlikového fetézce, jeho struktury nebo stupné nasyceni:
1. Dle délky uhlikového fetézce:
kratky fetézec (short-chain fatty acid — SCFA) obsahujici mén¢ nez 6 uhlikt
sttedné dlouhy fetézec (medium-chain fatty acid — MCFA) se 6-12 uhliky
dlouhy fetézec (long-chain fatty acid — LCFA) se 14-20 uhliky
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velmi dlouhy fetézec (very long-chain fatty acid — VLCFA) s vice nez 20 uhliky
ve své struktufe
2. Dle struktury uhlikového fetézce:
- linearni
- rozvétveny
3. Dle stupné nasyceni:
a) nasycené MK - neobsahuji ve svych strukturach dvojnou vazbu
b) nenasycené MK — obsahuji ve svych molekulach jednu nebo vice dvojnych
vazeb
Podle poc¢tu dvojnych vazeb lze nenasycené MK rozdélit:
- monoenové neboli mononenasycené¢ (MUFA) — obsahuji pouze jednu
dvojnou vazbu
- polyenové neboli polynenasycené (PUFA) — obsahuji vice dvojnych

vazeb

MK ptedstavuji dilezit¢ komponenty biologickych membrén, slouzi k udrzeni jejich
struktury a funkce. Ve formé triacylglyceridi jsou MK bohatym zdrojem pro
energeticky metabolismus a na zakladé jejich Stépeni ziskavaji buiikky velké mnozstvi

ATP (Klusackova a Skoumalové, 2012).
3.2.1 Charakteristika nasycenych mastnych kyselin

Nasycené mastné kyseliny jsou obsazeny piedev§im v tucich Zivo€isného plvodu,
napiiklad hovézi 1), vepfové sadlo, maslo. Vyjimkou jsou nasycené mastné kyseliny
obsaZzen¢ v kokosovém nebo palmové oleji. Tyto tuky se v sav€im organismu §tépi a
uvolnéné mastné kyseliny slouzi jako dilezity zdroj energie. Jsou také dulezitou
soucasti biologickych membran. Nadmérny pfijem téchto nasycenych MK ma na
organismus negativni vliv, zvySuje hladinu LDL cholesterolu v krvi, ¢imZ podnécuje
rozvoj civilizanich chorob, jako jsou obezita, choroby obéhového systému nebo
aterosklerdza (Svacina et al., 2008).

Zastupci nejvyznamnéjSich nasycenych mastnych kyselin: kyselina palmitova

(C16), kyselina stearova (C18), (obr. 1).

12
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Obr. 1 Strukturni vzorec kyseliny palmitové a stearové (prevzato a upraveno z:

http://bioche.webgarden.cz/rubriky/chemie-galerie/strukturni-vzorce-vyssich)

3.2.2 Charakteristika nenasycenych mastnych kyselin

Nenasycené mastné kyseliny jsou zastoupeny pievdzné v rostlinnych tucich, nékteré se
nachdzeji 1 vtucich zivocisného ptvodu, naptiklad v rybim tuku. V pfirod¢ se
nenasycené MK  vyskytuji ve dvou geometrickych usporadanich neboli
stereoizomerech. Jedné se o uspotadani cis a trans (obr. 2).

Cis-konfigurace zabezpecuje, Ze ob& Casti fetézce jsou umistény na stejné strané
roviny prolozené dvojnou vazbou, v misté¢ ohnuti sviraji tthel 120° a ohybaji strukturu
MK do tvaru L. Tato konfigurace se v pfirod€ vyskytuje pfirozené a ma nizsi bod tani,
oproti tomu trans-konfigurace MK ma ob¢ ¢asti fetézce lokalizovany na opacnych

stranach roviny proloZené dvojnou vazbou a fetézec je linearni (Murray et al., 2001).

o
GJ/
S
oH
H H H L]
gls:forma \/\/\/\/LT/W\/\GJ""
| e
oH

trans-forma

Obr. 2 Cis a trans konfigurace MK (prevzato a wupraveno z:

http://slideplayer.cz/slide/3185919/)

Mononenasycené¢ MK patii do skupiny neesencidlnich latek, tudiz si je savci

organismus umi sdm syntetizovat. V pfirod¢ se tyto mononenasycené¢ MK nachézeji v
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tucich obsazenych v avokadu, ofechach nebo olivovém oleji. Jsou odvozeny od kyseliny

olejové a dvojnd vazba je umisténa na devatém uhliku (Simopoulos, 2005).

Podle polohy prvni dvojné vazby umisténé od methylové skupiny Ize

polynenasycené mastné kyseliny rozdélit do nékolika skupin:

e Kyseliny fady Omega-3 — u kterych se prvni dvojna vazba vyskytuje na tfetim
uhliku od konce methylové skupiny. Jejimi nejvyznamnéjSimi zastupci jsou
kyseliny a-linolenova (ALA), eikosapentanova (EPA), dokosahexanova (DHA).
Tyto Omega-3 kyseliny jsou velmi dulezité pro sav¢i organismus, ktery si je
neumi sdm syntetizovat de-novo a je nezbytny jejich piijem stravou (Klusdckova
a Skoumalov3, 2012).

e Kyseliny fady Omega-6 — maji prvni dvojnou vazbu umisténou na Sestém uhliku
od methylové skupiny. Do této skupiny patii naptiklad kyseliny y-linolenova
(GLA) a arachidonova (AA), které jsou rovnéz esencialni (obr. 3).

e Kyseliny fady Omega-9 — prvni dvojnd vazba lezi na devatém uhliku od
methylové skupiny, jejimi zastupci jsou kyseliny olejova, elaidovéa nebo erukova

(Murray et al., 2001).

12 9

AVAVARVERVAVAVAVie

18
kys. linolova (06, 18:2, A%'?)

A L VY

18 15 12 9 COOH

kys. linolenova (w3, 18:3, A%1215)
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3.2.2.1 Charakteristika polynenasycenych mastnych kyselin n-3 (PUFA n-3)

Prekurzorem pro syntézu polynenasycenych mastnych kyselin fady n-3 jako jsou
kyseliny eikosapentanova (EPA) a dokosahexanova (DHA) je kyselina a-linolenova
(ALA), ktera je syntetizovana pouze rostlinnymi organismy a jejim zdrojem ve vyziveé
savcll jsou napiiklad Inéna seminka, listova zelenina nebo fepkovy olej. Kyselina o-
linolenova se v savéim organismu béhem metabolickych procesi meéni procesem
elongace neboli prodluzovanim uhlikového fetézce a desaturaci neboli vznikem
naslednych dvojnych vazeb (obr. 4). Z ptivodni kyseliny a-linolenové (C 18:3) vznika
kyselina eikosapentanova (C 20:5) a kyselina dokosahexanova (C 22:6), jenZ jsou
prekurzory pro skupinu latek zvanou eikosanoidy, ke kterym fadime prostaglandiny,
tromboxany typu A3 a leukotrieny typu B5. Ty jsou velmi vyznamné pro své funkce v

w1

umoziuji vazodilataci cév (Komprda, 2012).

3.2.2.2 Charakteristika polynenasycenych mastnych kyselin n-6 (PUFA n-6)

Prekurzorem pro syntézu kyselin fady n-6, které jsou reprezentovany hlavné kyselinou
arachidonovou (AA), je kyselina linolova (LA). Zdrojem LA jsou vejce, obiloviny nebo
slunec¢nicovy olej, ze které elonganimi a desatura¢nimi procesy vznika kyselina y-
linolenova (GLA), kterd je nasledné elongovéna na kyselinu dihomo-y-linolenovou
(DGLA), ktera slouzi jako prekurzor pro syntézu prostaglandinti typu E2, nebo je déle
pfeménéna na AA, kterd je prekurzorem pro tromboxany A2 a leukotrieny B4. PUFA
fady n-6 maji schopnost aktivovat receptory aktivované proliferatory peroxizomu
(PPAR), jejichz vlivem dochazi k zvySené syntéze cholesterolu, ktery ma pii nadbytku

negativni vliv na zdravi organismu (Murray ef al., 2001).
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Obr. 4 Metabolismus polynenasycenych mastnych kyselin rady n-3 a n-6
(Simopoulos, 2005)

3.2.3 Eikosanoidy

Eikosanoidy jsou vnitrobunééné signaliza¢ni molekuly, odvozené od dvacetiuhlikatych
mastnych kyselin. Eikosanoidy jako oxygenované produkty vznikaji v metabolismu
polynenasycenych MK hlavné z LA, AA a ALA, diky G¢inklim enzymt cyklooxygendz
(COX), (LOX),
metabolickych cestach (obr. 5).

cytochromu P450 1 neenzymaticky v ostatnich

lipoxygenaz
K eikosanoidim fadime prostaglandiny a tromboxany spole¢né¢ oznacované jako

prostanoidy, déle leukotrieny, lipoxiny, hydroxyeikosatraenové kyseliny (HETE) a
hepoxiliny (Rovenska, 2009).
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Obr. 5 Biosyntéza eikosanoidii z LA, ALA (Rovenska, 2009)

Eikosanoidy jsou produkovany v endotelidlnich bunkach, dale v leukocytech, v
krevnich destickach nebo v ledvinovych kanalech. Hlavnim krokem vzniku eikosanoidi
je aktivace fosfolipazy A2 (PLA2), kterd svym plsobenim uvoliiuje arachidonat
z membranovych fosfolipidl, tento proces vSak muize byt blokovan protizanétlivymi
steroidy (Komprda, 2012). Nasledn€¢ dochazi k biosyntéze z arachidonatu COX nebo
LOX drahami, spfazené s dalS§imi Gpravami syntdzami nebo isomerazami v zavislosti na
bunécném typu (Rovenska, 2009).

COX draha vede ke vzniku prostacyklini a prostanoidi (prostaglandinii a
tromboxani), LOX drdha vede k syntéze leukotriend, lipoxint, hepoxilinii a enzymy
cytochromu P450 (monooxygenazy) vedou ke vzniku nékterych HETE a jsou hlavni
drahou v proximalnich tubulech ledvin (Komprda, 2012). Expresi PLA2 stimuluji
napiiklad interleukin 1, thrombin nebo adrenalin, naopak blokaci aktivace PLA2
zpusobuje napiiklad annexin 1, ktery je proteinem indukovany glukokortikoidy
(Rovenska, 2009).

Biologické ucinky eikosanoidii se lisi podle druhu eikosanoidu, receptoru i mista,
ve kterém pusobi. Uginky se velmi podobaji G¢inkim hormont, piisobi uz ve velmi
malych koncentracich a maji kratky polo¢as rozpadu. Plisobi na organismus parakrinné
1 autokrinné. V organismu zprostfedkovavaji prozanétlivou odpovéd’, hlavné v ptipade

ktze, o¢i a kloubt, ucastni se vzniku horecky a bolesti, podili se na regulaci krevniho
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tlaku nebo regulaci koagulace, ovliviiuji ¢innosti ledvin a ucastni se kontroly nékterych

déja spojenych s rozmnozovanim naptiklad pii porodu (Komprda, 2012).

3.2.3.1 U¢inky prostaglandinii v organismu

Prostaglandiny funguji v organismu jako mediatory zanétu, zpiisobuji vazodilataci,
zarudnuti, horkost (PGE,, PGE,, PGD,, PGl,), dile zvySuji permeabilitu cév a
zpusobuji vznik otoku (PGE,, PGD,, PGI,). Reguluji bolest a horecku (PGE,), stimuluji
svalstvo délohy pii porodu (PGE,, PGF;). PGE inhibuji zalude¢ni sekreci HCI, dale
snizuji systémovy arteridlni tlak (PGE, PGA, PGI,). PG, mé znaény protiagregacni
uginek, PGE, inhibuje resorpci vody a Na" ve sbémém kanalku ledvin. PGI, reguluje

glomerularni filtraci (Rovenska, 2009).

3.2.3.2 U¢inky tromboxanii v organismu

Tromboxany jsou syntetizovany krevnimi destickami, v organismu vyvolavaji
vazokonstrikci (TXA;) a agregaci desticek. Tromboxany a prostaglandiny typu PGI,
plsobi v organismu v procesu regulace koagulace antagonisticky. TXA; je produkovan
v ledvinovych kanélech a plisobi silngj§im agregacnim stimulem nez TXAj3 TXAj3a PGs

inhibuji uvolilovani arachidonatu a naslednou tvorbu TXA, (Komprda, 2012).

3.2.3.3 U¢inky leukotrienii v organismu

Leukotrieny se syntetizuji predevS§im v leukocytech, které jsou na né vybaveny
receptory. Leukotrieny (LTC4, LTDy4, LTE4) maji silny bronchokonstrikéni Gc¢inek a
oznaCuji se jako slow-reacting substance of anaphylaxis (SRS-A), déale reguluji
vazokonstrikci. ZvySuji permeabilitu cév, na monocyty a eozinofily piisobi aktivané a
chemotaktivné, podporuji diapedézu, zvySuji expresi integrinii na povrchu leukocytl a
podporuji fagocytarni schopnosti. Udastni se zanétlivych reakci v organismu pii
alergickych projevech, autoimunitnich onemocnénich a imunitni obrany proti infekcim
(Rovenska, 2009).

Nadmeérna produkce LTB4 byla prokazana u nékterych chorob, jako napiiklad u
Crohnovy choroby, psoriazy, revmatické artritidy nebo cystické fibrozy. Mohou byt
zodpovédné za nadpriimernou bronchokonstrikci u nékterych forem astmatu a mohou se

podilet na vzniku aterosklerozy.
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3.2.3.4 U¢inky lipoxinii v organismu

Lipoxiny (LXA4, LXB4) jsou syntetizovany leukocyty a krevnimi destickami diky
akutniho zanétu do chronické formy. Lipoxiny inhibuji chemotaxi neutrofild a
eozinofild, ukoncuji diapedézu neutrofild. Snizuji produkci leukocytarnich cytokint,
urcitych cytokint fibroblasti nebo bunék stiev, stimuluji nezanétlivou fagocytoézu
(apoptotické nautrofily), dale plisobi jako antagonisté receptorii pro leukotrieny nebo

inhibuji interakci leukocytt s endotelidlnimi buiikami (Rovenska, 2009).

3.3 Vliv PUFA n-3 a n-6 na organismus

Jak jiz bylo vySe zminéno, polynenasycené¢ mastné kyseliny fady n-3 a n-6 a od nich
odvozené eikosanoidy hraji v savéim organismu dutlezité role a ovliviiuji mnoho
fyziologickych pochodi. Pfitomnost PUFA v lipidové slozce membran bun¢k ovlivituje
funkci bunék jako nejzakladnéjsich jednotek zivych soustav, u nichz plisobenim na
pfenaSece, receptory i iontové kandly zasahuje do mechanismil transportu. Eikosanoidy
odvozen¢ od PUFA se ucastni mnohych biologickych pochodli spraZzenych
s membranovym G-proteinem, jako jsou imunitni a zanétlivé odpovédi organismu,
faktory pfi srdzeni krve nebo proces diferenciace bunck (Das, 2006). Také neptimo
mohou PUFA modulovat bunééné funkce, plisobenim prostfednictvi druhych posli
odvozenych od fosfolipidi (Klusackova a Skoumalova, 2012).

DHA tvofi soucast struktury fosfolipidl, je jednou z nejrozsifenéjSich slozek
strukturalnich lipidd v mozku, mozkové kife, sitnici a dalSich tkanich. EPA tvofi
vyznamnou slozku esterti cholesterolu, fosfolipidid i triacylglacerolti (Simopoulos,
2005). Kyseliny EPA a DHA jako slozky membran bun¢k nervové tkdné maji vliv na
zvySovani pfenosu mezi neurony - neurotransmisi, na plasticitu jejich membrany, ktera
ovlivituje schopnost ucit se, pamét’ a kognitivni funkce. Vyznam maji i pfi tvorbé
neurontl tzv. neurogenezi. Pfitomnost PUFA v neurdlnich membranéach vede ke zvysené
fluidité a zesilenému pienosu mezi neurony. Pisobeni PUFA n-3 pfedev§im DHA ma
protektivni vliv na rozvoj Alzeheimeovy choroby, demence a deprese. Protektivni
ucinek DHA je dan stimulaci exprese genu pro transthyretin, ktery je schopen
vychytavat toxicky amyloid B, jenz je odpovédny za rozvoj Alzeheimeovy choroby.
Dale snizuje jeho produkci a akumulaci v nervové tkani (Klusackova a Skoumalova,

2012).
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Jako prekurzory eikosanoidi ovliviiuji PUFA n-3 a n-6 zanétlivé odpovédi
organismu, imunitni reakce a potlacuji oxidativni stres, vjehoz dusledku dochazi
k neurologickym porucham (Zak et al., 2005). Pii nadbytku volnych hydroxylovych
radikala -OH jsou jako prvni napadeny PUFA, jelikoz jejich pocetné dvojné vazby
snadno podléhaji lipidové peroxidaci. Proces lipidové peroxidace ma Siroké spektrum
negativnich dasledki na membrany bunck, u kterych dochazi k poskozeni struktury i
funkce. Oxidativni stres snizuje membranovou fluiditu, a tim zvySuje propustnost pro
ionty (Das, 2006). Ma negativni vliv na oxidaci dilezitych membranovych proteind,
poskozuje iontové kandly a inaktivuje receptory na povrchu bunék. Retdzce
polynenasycenych MK jsou napadany volnymi radikély za tvorby toxickych aldehydd,
jako jsou napiiklad malondialdehyd nebo akrolein. Tyto aldehydy se vazi na proteiny
pomoci thiolovych skupin kovalentnimi vazbami a méni jejich funkce. Pokles PUFA
navozeny volnymi radikdly a oxidacnim stresem vede ke zméné aktivity iontovych
kanalu, v jehoz duasledku se zvysuje koncentrace vapniku v bunikdch a tim dochazi
k naruseni homeostdzy vapniku, jehoz kone¢nym dusledkem je degenerace a bunécna
smrt (Klusackova a Skoumalova, 2012).

PUFA mohou regulovat expresi geni na Urovni transkrip¢nich faktort, specifickymi
1 nespecifickymi vazby s ligandy, které jsou zodpovédné za aktivaci transkripcnich
faktorti. Ty se vazi k cis-oblastem genu a tim ovliviiyji transkripci daného genu (Zeman
et al., 2006). V kontrole genové exprese mastnymi kyselinami jsou zahrnuty steroidni,
thyroidni nebo retinoidni receptorovd nad-rodina. Jedna se jaderné receptory, které
funguji také jako ligandem aktivované transkripéni faktory. PUFA mohou regulovat
geny pomoci transkripénich faktor naptiklad hepatocytarniho jaderného faktoru - 4a
(HNF-40), jaderného faktoru xf (NF-xf), retinoidniho X receptoru o (RXRa), jaterniho
X receptoru (LXRa, LXRp) nebo sterol regulacniho vazebného proteinul- ¢ (SREBP-
lc), (Klusa€kova a Skoumalova, 2012).

Jak jiz bylo zminéno v uvodu této prace, dulezitym faktorem v pifijmu
polynenasycenych kyselin je jejich vzijemné vyvazeny pomér n-6/n-3, ktery by mél
odpovidat hodnotam 1-4/1, nicmén¢ ve skutecnosti se tento pomér priimérné pohybuje
okolo 10-20/1. To ma za nasledek opacny - negativni vliv na zdravi ¢loveéka 1 zvitat
(Komprda, 2012). Nadbytek eikosanoidli odvozenych od kyselin fady n-6 zptsobuje
nerovnovdhu v organismu, projevujici se zvySenou prozanétlivou odpovédi, vznikem
alergii a krevnich srazenin. ZvySovanim viskozity krve, dochézi ke vzniku trombt a k

zuzovani cév — vazokonstrikci (Schmitz a Ecker, 2008). Eikosanoidy odvozené od
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PUFA n-6 jsou prekurzory latek zvanych prostaglandiny typu E2, coz jsou hormonalni
slouCeniny, které kontroluji mnoho télesnych funkeci. ZlepSuji srazlivost krve a
podporuji zadrzovani vody, nicméné pi1 nadbytku téchto latek ve stravé, zplisobuji
zanétlivé pochody v organismu (Das, 2006). Leukotrieny typu B4 jsou latky uvoliiované
napf. bilymi krvinkami pfi zanétech, infekcich nebo alergickych reakcich. Mimo téchto
pozitivnich uc¢inkt, pfi nadbytku, vyrazné zuzuji priidusSky naptiiklad u astmatického
zachvatu (Schmitz a Ecker, 2008). Tromboxany typu A2 se tvoii v trombocytech, maji
vyse zminény vasokonstrikéni ucinek a stimuluji agregaci krevnich desticek.
Metabolity, odvozené od kyseliny linolové, nasledn¢ arachidonové ptlisobi na
organismus jiz ve velmi malém mnozstvi, zvySuji syntézu cholesterolu a zvysSuji riziko
kardiovaskularnich chorob (Simopoulos, 2005).

Oproti tomu eikosanoidy odvozené od kyseliny a-linolenové z fady n-3 maji na
organismus pozitivni vliv, udrzuji rovnovahu vnitfniho prostiedi organismu -—
homeostazu, pasobi jako prevence proti vzniku kardiovaskularnich onemocnéni,
podporuji protizanétlivé pochody, maji antiarytmické ucinky, snizuji riziko vzniku
trombdzy rozSifovanim cév — vazodilataci a zlepSovanim plasticity membran bunék
predevs§im erytrocytli, potlacuji riziko vzniku rakoviny a autoimunitnich onemocnéni
(Das, 2006). Metabolity, odvozené od EPA a DHA, jsou prekurzory prospéSnych
tromboxant typu A3 nebo leukotrientt BS. Maji pfiznivy vliv na celou fadu chronickych
onemocnéni, jako jsou psoridza, atopickd dermatitida, zanétliva artritida, astma nebo
nespecifické zanéty stfev (Zak et al., 2005).

Protektivni plsobeni DHA na vlastnosti biologickych membran je sledem
prekryvajicich se mechanismli pozménéné zanétlivé odpovédi a kontroly genové
exprese. Piimé U¢inky DHA na bunééné membrany souvisi se zmé&nou biofyzikalnich
vlastnosti membran a s modulaci syntézy fosfatidylserinu, vyvolanou piitomnosti
esterifikované DHA v aminofosfolipidech. Zmény v zanétlivé odpovédi organismu se
projevi vziajemnou soutéZi mezi kyselinami AA a EPA o enzymy ucastnici se
biosyntézy eikosanoidii (Komprda, 2012). DHA v neesterifikované formé je taktéz
prekurzorem pro syntézu protizanétlivych resolvini jako je napiiklad neuroprotektin D1
(NPD1), ktery se ucastni indukce exprese neuroprotektivnich a antiapoptotickych genti.
Dale se EPA 1 DHA ucastni regulace exprese geni pomoci retindlnich a
peroxisomalnich proliferacnich signalnich drah, ovliviiujici iontové kanaly bunck a

zvySujici endogenni antioxidaéni systémy (Klusackova a Skoumalova, 2012).

21



3.4 Zanétliva reakce organismu

Zanét (Inflammatio) je komplexni reaktivni proces u vysSich organismi ve vztahu
k eliminaci a reparaci nasledkii ptsobeni riiznych nefyziologickych vlivl (stimuld ¢i
Skodlivych faktorti), doléhajici na organismus ze zevniho eventudlné z vnitiniho
prosttedi, které presahuji fyziologické adaptaéni nebo kompenzaéni moznosti
organismu. Popisné lze zanét definovat jako komplex sukcesivné ¢i simultanné
vznikajicich alternativnich, exsudativnich, proliferativnich a imunitnich dé&ja, jakozto
reakce organismu na riznorodé Skodliviny, doléhajici z vnitiniho nebo vnéjSiho
prostiedi. Zanét jako proces vede k likvidaci a eliminaci patogenetického Cinitele a
k reparaci nasledkti poskozeni organismu (Kodousek, 2012). V ptipad¢ zanétu hraje
dialezitou roli imunita organismu. Zanétliva reakce je forma projevu imunitni odpoveédi
organismu, na zaklad¢ vzajemné interakce dil¢ich komponent imunitniho systému, jako
jsou specifické a nespecifické imunitni mechanismy. Mezi zdkladni imunitni
mechanismy uplatilujici se v patogenezi zanétu exsudativniho, patii uvolnéni mediatort
zanétu, latek, které vedou k vazodilataci cév, zvySeni permeability endotelu, vytvoreni
edému a nasledného exsudatu, k nimz fadime histamin, serotonin, eikosanoidy-
prostaglandin typu E2 a prostacyklin, které jako metabolity AA vyvolavaji zanétlivou
vazodilataci, zvySuji teplotu organismu (horecku), bolest a zvySuji Uc¢innost
chemotaktickych a permeabilnich mediatort (Baker et al., 2011). Mezi chemické
mediatory zanétu proliferativniho fadime cytooxygenazovy produkt (LTB4),
interleukiny (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10) a (TNF-a), které jsou produkovany leukocyty a
makrofagy (Kod’ousek, 2012).

Vyznamnou roli v systému vrozené i ziskané imunity organismu hraje jaderny
faktor kappa B (NF-kB), ktery je schopen aktivovat prozanétlivé geny a tim spoustét
zanétlivou reakci organismu (Alberts et al., 2008). Oproti tomu rodina jadernych
receptori PPAR, které funguji jako antagonist¢ NF-xB, eliminuji medidtory zanétu,
snizuji bolest a otok a inhibuji uvolilovani prozanétlivych molekul (Sandeep et al.,
2011).

Mikrobialni infekce nebo poSkozeni tkan€ spousti zanétlivou reakci, ktera se
vyznacuje piilivem leukocytli do mista vstupu infekce, zarudnutim, bolesti, otokem.
Makrofagové a mononukledrni fagocytarni leukocyty poskytuji prvni obrannou linii
proti invazi mikroorganismii (MO) spuSténim kaskddy zanétlivé reakce. Zanétliva

kaskada zacina pfijmem signalu z extracelularnich receptorti bunék v misté poskozeni
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nebo vstupu infekce, které vedou k uvoliiovani cytokintl, které odhali krevni cévy pro
adhezivni molekuly. Ty usnadiiuji vstup leukocytim do tkané a stimuluji povrchové
bunécné receptory, které iniciuji kaskadu k aktivaci NF-xB v misté infekce. NF-«xB fidi
expresi cilovych gena, které zprostiedkovavaji bunécnou proliferaci, uvoliuji
antimikrobidlni molekuly a cytokiny pro aktivaci dalSich makrofagi, které odstrani
odumfelé buniky (Hyden a Gosh, 2008). Pro zachovani zdravi organismu je dilezité

ukonceni zanétlivé odpoveédi.

3.5 Genova exprese, transkripc¢ni faktory, jaderné receptory

Zkoumanim vlivu slozek potravy na modulaci genetické informace ulozené v DNA a
jejimi projevy v organismu, tedy genovou expresi, se zabyva relativné mlady védni obor
zvany nutrigenomika. Vyuziva znalosti a technologie genomiky, aby odhalila, jak
ucinné slozky obsazené v potravé mohou ovliviilovat genovou expresi a metabolismus
organismdu.

Dé&dicna informace je sekvence nukleotidd uvnitt molekuly DNA, které je uloZena
v jadrech bunék, ale i v mitochondriich nebo plazmidech u prokaryot. Genova exprese
je proces, pii kterém je dédicna informace ulozené v DNA pifevedena do struktury
proteinu (obr. 6). Genova exprese je proces, pii kterém buiiky konvertuji informaci
v sekvenci DNA do sekvence medidtorové RNA (mRNA), oznacovano jako proces
transkripce a nasledné je informace dekddovana do sekvence aminokyselin, oznacovano
jako proces translace (Urban, 2014). Genovou expresi u eukaryotickych bunék lze
regulovat na n¢kolika urovnich. Na urovni transkripce neboli ptepisu z DNA do mRNA,
na urovni posttranskripénich Uprav, nebo na rovni translace, coZ je pieklad dédi¢né

informace z mRNA do struktury proteind.
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Obr. 6 Genova exprese (Urban, 2014)

Transkripce je slozity, enzymaticky katalyzovany a autoregulovany proces, ktery
probihd v bunééném jadie. Transkripce ma nékolik stupnii (iniciace, elongace,
terminace), je katalyzovana enzymy napiiklad RNA polymerazou, za ucasti mnohych
transkripénich faktort (TF). Transkripce eukaryotickych genli je regulovana
interakcemi mezi proteiny a sekvencemi DNA uvnitf nebo pobliz genu (promotorové
sekvence, TF, zesilovace transkripce neboli enhancerové sekvence), (JaneCkova a
Vasickova, 2015).

TF jsou proteiny, regulujici pfepis gent a Ucastnici se regulace genové exprese
vazbou na specifickd mista v DNA. Prostfednictvim TF je genova exprese pfizpiisobena
konkrétnim potfebam buiiky, umoziuje unikatni expresi kazdého genu v raznych typech
buiiky a béhem vyvoje. TF jsou nezbytné pro regulaci exprese gent, jsou tedy pfitomny

ve vSech zivych organismech (Alberts et al., 2008).
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Pocet TF v organismu je piimo Umérny velikosti genomu daného druhu. TF je
mozné rozdelit na obecné a specifické. Obecné TF se vyskytuji ve vSech typech bunék,
zatimco specifické TF jsou pfitomny jen v urCitych typech bunék (JaneCkova a
Vasickova, 2015). TF maji schopnost regulovat svoji vlastni tvorbu negativni zpétnou
vazbou, kdy se navdzi na DNA vlastniho genu. Jsou lokalizovany v cytoplazmé pobliz
jédra nebo v jadfe bunck. Obsahuji ¢etné jaderné lokaliza¢ni signaly, vétSina TF se vSak
pied pfemisténim do jadra musi nejprve navazat na ligand. Vazbou TF na ligand je
ovlivnéna jeho aktivace, nitrobunécna lokalizace 1 schopnost vazby na DNA nebo na
jiné kofaktory. Spojeni TF s DNA probiha vodikovymi miistky nebo interakci pomoci
Van der Waalsovych sil. Z hlediska funkéniho déleni mizeme TF rozdélit na
konstitutivni TF, které jsou pfitomné a aktivni v buiice po celou dobu naptiklad jaderny
faktor 1 (NF1) nebo CAAT box, a podminéné aktivni, kdy je nutna jejich dodate¢na
aktivace. Podminéné aktivni TF mutzeme dale délit na vyvojové neboli bunétné
specifické, které vSak po expresi jiz nepotiebuji dalsi aktivaci napiiklad hepatocytarni
nuklearni faktor (HNF). A signéal-dependentni TF, které ke své aktivaci potiebuji signal
z vnéjSiho prostfedi. Signal-dependentni TF lze dale délit dle mista vyskytu na
extracelularni ligand-dependentni TF, tvofené jadernymi receptory, intracelularni
ligand-dependentni TF, které se aktivuji malymi molekulami p53 nebo SREBP, dale TF
zavislé na receptoru bunééné membrany, aktivované kaskddou s druhym poslem,
zpusobujici fosforylaci TF (Alberts et al., 2008). Tyto TF zéavislé na receptoru bunécné
membrany Ize dale dé€lit na rezidentni jaderné faktory, které jsou pfitomny v jadru bez
ohledu na aktivaci ligandem, déle TF jaderné membrany, napiiklad rodina nuklearnich
receptort.  PPAR, oznacovéana jako nuklearni receptory typu II a latentni
cytoplazmatické faktory, které se nachézeji v cytoplazmé v neaktivni formé, po aktivaci
ligandem jsou translokovany do jadra naptiklad NF-«xB, které jsou klasifikovany jako
nuklearni receptory typu I (Alberts ef al., 2008).

3.5.1 Nuklearni receptory PPAR

PPAR jsou receptory aktivované peroxizomovymi proliferatory, objevené v roce 1990,
které patii do skupiny receptort jaderné membrany (Latruffe a Vamecq, 1997). Funguji
jako ligandem aktivované transkripéni faktory, regulaci cilovych genti se podileji na
fizeni metabolismu lipidl, bunécné diferenciaci a apoptoze. Tato rodina nukledrnich

receptord zahrnuje 3 izotopy: PPARa, PPARS (B) a PPARY, které se od sebe odliSuji

25



funkci 1 mirou exprese v riznych tkanich (Schoonjansk er al., 1996). Nazev této
skupiny latek byl odvozen od jejich schopnosti stimulovat proliferaci peroxizomu.

Peroxizomy jsou bunécné organely, které maji zasadni vyznam pfi -oxidaci delSich
a rozvétvenych mastnych kyselin, syntéze MK, metabolismu lipoproteinii, syntéze
cholesterolu, zluCovych kyselin, strukturnich lipidd a dalSich vyznamnych procest
(Smahelova, 2004). PPAR ovliviiuji expresi fady gentl souvisejicich s metabolismem
lipidi a sacharidi, s regulaci zanétu, nadorového bujeni, imunitni odpoveédi, bunécné
diferenciace, proliferace a apoptozy (Sandeep et al., 2011).

PPARa je transkripéni faktor, ktery se podili na proliferaci peroxizomt, snizovanim
hladiny triacylglyceridi reguluje lipidovy metabolismus, a tim napiiklad snizuje
dislipidémii spojenou s metabolickym syndromem. Ddle se podili na regulaci
zanétlivych reakci endotelovych bunck, ma vliv na patogenezi aterosklerozy a je
zapojen do regulace homeostaze energie (Lee et al., 2003). K expresi tohoto izotopu
dochazi nejéastéji v jatrech, ledvinach, srde¢ni svaloving, travicim traktu, v pomocnych
buiikach nervové tkdné v astrocytech nebo mikrogliich, nebo v imunitnich buiikéch -
makrofazich nebo monocytech a v ptfi¢n¢ pruhované kosterni svalovin€ (Schoonjansk et
al., 1996). V jatrech, hraje PPARa klicovou roli pfi oxidaci MK, které poskytuji energii
pro periferni tkan€, zvySuje miru mitochondridlni a perixozomalni B-oxidace v jaterni
tkani, ledvinach, sitnici nebo v hnédé tukové tkani. Ma potencionalni ulohu v oxidacni a
antioxidac¢ni draze (Lefebvre ef al., 2006).

K expresi PPARS/B dochazi v kosterni svaloving, tukovych builkach, plicich,
mozku, kiizi a makrofazich, avSak mira exprese se v rtiznych tkanich lisi. K nejvyssi
exprimaci dochazi ve slezing, nervové tkani, tenkém stievé, plicich a v makrofazich
(King, 2016). PPARS snizuje expresi zanétlivych mediatort a adheznich molekul, coz
vede k potenciondlni roli v tlumeni aterogeneze (Graham et al., 2005). Ligandy PPARS
maji potencial inhibovat naptiklad srde¢ni hypertrofii, diky jejich schopnosti inhibovat
transkripéni faktor NF-kB, ktery produkuje zanétlivé cytokiny (Balakumar et al., 2007).
Tato izoforma je schopna regulace diferenciace keratinocytl, apoptozy i proliferace
bunek, zanétu i hojeni ran (Lefebvre et al., 2006).

PPARYy je pfitomny témét ve vSech tkdnich a je nevyznamnéj$im regulatorem
metabolismu lipid,, ovliviluje diferenciaci tukové tkan€, podili se ukladani
triacylglyceridi (Schoonjansk et al., 1996). ZvySuje inzulinovou senzitivitu, reguluje
zanétlivou reakci, ma vliv na kardiovaskularni onemocnéni naptiklad srde¢ni hypertrofii

nebo selhani ¢innosti srdce, hypertenzi nebo ateroskler6zu. PPARy je receptorem pro
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ligandy PUFA a thiazolidindiony, které patii k nej¢astéji studovanym ligandiim PPARYy
(Lee et al., 2003). PPARY se dale déli na 4 izoformy:

e PPARyl — exprimovan ve vSech tkani v organismu

e PPARy2 — exprimovan pievazné v tukové tkani, strukturdlné je o 30
aminokyselin (AMK) del$i nez ostatni izoformy

e PPARy3 — exprimovan v makrofazich, tlustém stfeve a bilé tukové tkani

e PPARY4 — exprimovan v endotelovych buiikach

PPARy hraje dtlezitou roli v imunitnich odpovédich organismu, prostiednictvim své
schopnosti inhibovat expresi zanétlivych cytokini a fidit diferenciaci imunitnich bunék
na néj vazi, je schopen pusobit proti stile vice se rozSifujicim alergiim a z&nétim
(Sandeep et al., 2011). PPARy reguluje expresi fady genl, podilejicich se na
metabolismu lipidd, jako jsou AP2, PPCK, acyl-CoA syntaza. Ridi také expresi FATP
nebo CD36 a vSechny tyto molekuly maji PPAR-responzivni elementy (PPREs) v ramci
svych regulacnich oblasti (obr. 7). PPARy reguluje riist a proliferaci adipocytt, spolu
s izoformou PPARP se zapojuji do molekularni signalizace, kterd zprostfedkovava
diferenciace adipocyti. Aktivace PPARy inhibuje proliferaci malignich bunék
odvozenych od liposarkomu, adenokarcinomu prsu, karcinomu prostaty, kolorektalniho
karcinomu, karcinomu plic, slinivky, moového méchyte, zaludku a gliovych nadorii

v mozku (Chattopadhyay et al., 2000).
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PPAR vytvéii heterodimery s tolerantnimi retinoidnimi X receptory, tento komplex
muze regulovat expresi genli bud’ po navazani PPAR ligandl nebo RXR liganda (Flock
et al., 2013). PPAR/RXR se vazi k PPAR-responzivnim elementim (PPREs) v cilové
DNA, které jsou sloZeny z pfimych repetic, rozpoznavaci motiv AGG (/ TA) CA
v odstupu o 1 nebo 2 paru bazi (Sandeep et al., 2011) oznacenych (DR-1) nebo (DR-2),
(Schoonjansk et al., 1996). Struktury téchto PPAR domén jsou kanonické, podobné jako

u jinych ¢lent rodiny jadernych receptorti transkripcnich regulatorti, kazdy PPAR ma na
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DNA vazebnou doménu (DBD), ulozenou na amino-koncové Casti s transaktivaéni
funkci (AF-1) a doménu vazajici ligand (LBD) s transaktivaci ligand-dependentni
funkci (AF-2), umisténou na karboxy-koncové oblasti, které jsou velmi konzervativni
(Sandeep et al., 2011). LBD receptoru PPAR miize navazat celou fadu endogennich
lipidd, jenz zahrnuje MK, eikosanoidy naptiklad 15- deoxy-12, 14- prostaglandin J2,
ktery je ligandem PPARy2 receptoru (Latruffe a Vamecq, 1997) a dale naptiklad
derivaty kyseliny linolové (King, 2016).

Komplexy heterodimerc PPAR/RXR jsou pfitomné v jadie, vazané na PPREs
v promotorech cilovych gent, jenz vede k transaktivaci a transrepresi riznych gent
(Flock et al., 2013). V neptitomnosti ligandu jsou v komplexu s transkripénimi
korepresory naptiklad utlumujici medidtor kyseliny retinové, receptor thyroidniho
hormonu a nuklearniho receptoru co-repressor (N-CoR), které blokuji transkripci genti

(Michalic a Wahil, 2006; King, 2016).

3.5.2 Jaderny faktor kappa B

Skupina transkripcnich faktortt NF-xB byla objevena v roce 1986 vyzkumnou skupinou
doktora Davida Baltimora a popsana jako B-lymfocytarni jaderné faktory potiebné pro
transkripci k lehkych fetézcti imunoglobulini (Ig), (Sen a Baltimore, 1986). Jedna se o
rodinu proteinti, které se nachazi v cytoplazmé bunck v neaktivni formé, po aktivaci
vstupuji do jadra, kde se navazuji na sekvenci DNA. Hraji dulezitou roli v celé fad¢
bunéénych procest, jako jsou reakce na virové nebo bakteridlni antigeny, stres,
uvolnéni mediatord zanétu - cytokind, pisobeni volnych radikalt, vliv ultrafialového
zafeni nebo chemickych podnéti na organismus. Obecné, dochazi k jejich aktivaci v
systémech vrozené i ziskané imunity, zdnétlivych procesech i1 rakovinného bujeni (Chen
et al., 2003). Jsou zapojeny do procesii diferenciace a proliferace bun€k i apoptotickych
mechanismi. Jsou schopny aktivovat prozanétlivé geny a tim iniciovat zanétlivou reakci
v organismu savcu (Pahl, 1999).

K rodiné¢ TF NF-xB tadime tyto proteiny: p105/50 (NF-kB1), p100/52 (NF-xB2),
RelB, c-Rel, p65 (RelA), virovy onkoprotein v-Rel (Hayden a Gosh, 2008), které se
spojuji v homo- ¢i heterodimery, ¢imz vytvafeni regulacni transkripéni komplexy.
Transkripéni aktivita jednotlivych komplexl je dana slozenim jednotlivych proteint
v komplexu, dale =zavisi na bunécné lokalizaci, bunéném typu, na vazbé

s inhibitorovymi proteiny IkB a jejich mnozstvi, charakteru indukujiciho podnétu a
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dobé¢ jeho ptisobeni. Nejcastéjsim seskupenim TF NF-kB je heterodimer p50/p65 (Baker
etal.,2011).

Strukturalné proteiny NF-«B obsahuji konzervativni doménu RHD (Rel homology
domain), kterd umoziiuje tvorbu dimerd, vazbu inhibi¢nich protein a vazbu na DNA.
Je pfitomna na N-termindlnim konci, obsahuje jaderny lokaliza¢ni signal (NLS), ktery
je zodpovédny za translokaci komplexu do jadra a za iniciaci genové exprese (Kopp a
Gosh, 1995). K aktivaci NF-xkB je potieba, aby alespon jeden protein v komplexu
obsahoval transaktivaéni doménu (TAD), kterd je pfitomna na C-terminalnim konci.
Aktivaci dimeru piedchézi fosforylace inhibitoru specifickou IeB kinazou (IKK), ktera
se nachazi v cytoplazmé bunék a vykazuje serin-proteinkindzovou aktivitu (Mat&jikova,
2013). IKK se skladd z 3 podjednotek — heterodimeru IKKo/IKKf s katalytickou
aktivitou a regulacni podjednotky IKKy (NEMO), (Macris et al., 2002).

NF-«B je hlavnim zprostiedkovatelem imunitni odpovédi v organismu. Ke spravné
funkci tohoto faktoru je zapotiebi presna regulace na odlisné podnéty. Vazbou ligandt
na receptory bunck jako jsou napiiklad T-bunécné receptory (TCR), B-bunécné
receptory (BCR), Interleukin 1 receptor (IL-1R), Tumor necrosis factor receptor
(TNFR), B-buniky aktivujici faktor receptor (B-cell activating factor receptor, BAFF-R),
Toll-like receptor (TLR) spousti regulaci expresi cytokinli, chemokinl, rustovych
faktorii, imunoreceptor, moduldtorii angiogeneze, efektorovych enzymt, adhezivnich
molekul a dalSich naptiklad apoptotickych faktorti (Matéjikova, 2013).

Dalsi tlohou TF NF-xB je vliv na vyvoj organu a tkani béhem embryonélniho
vyvoje a embryogeneze i na rust tkdni a vyvoj organli v postnatalnim vyvoji.
Zprostfedkovavd odpovéd’ organismu na oxidativni 1 fyzicky stres, i na puisobeni
chemickych latek na organismus (Chen ef al., 2003).

Endogenni ligandy EPA a DHA inhibuji signalni drahu NF-kB (Calder, 2012).

3.5.2.1 Aktivace jaderného faktoru kappa B

Proteiny NF-kB jsou v buiikkdch asociovany s inhibi¢nimi proteiny rodiny IkB,
nejcastéji IkBa, IkBfB, IkBy, Bcl-3, IkBe a jsou v cytoplazmé v inaktivnim stavu.
Inhibitory rodiny IxB obsahuji péti aZ sedmi nasobné repetice v rozsahu tficeti az
tficeti-tfi aminokyselin, které se vazi na dimeriza¢ni podjednotku NF-kB. Interakce
inhibi¢nich proteinti IkB s proteiny NF-kB je zprostiedkovana pravé témito repeticemi.
Vazbou inhibi¢niho proteinu IkB na NF-kB  dochéazi k ptekryvu lokalizacniho

jaderného signalu (NLS) proteinu, timto mechanismem je ovlivnéna lokalizace NF-xB
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v buiice (Malek et al., 2011). Né&které inhibi¢ni proteiny jsou schopné zakryt pouze
jednu podjednotku komplexu dimeru a inhibuji NLS jen ¢astec¢né, v disledku cehoz
dochazi k pomalejs$i migraci komplexu dimeru do jadra. AvSak inhibi¢ni protein IkBf
dokaze zakryt obé podjednotky dimeru najednou, a tim udrzuje komplex stale pritomny
v bunééné cytoplazmé (Tam a Sen, 2001; Malek et al., 2001).

Inaktivni komplex NF-kB - IkB je stimulovian fadou podnétd, jakymi jsou
prozanétlivé cytokiny TNFa, IL-1, mitogeny, proliferacni faktory, lipopolysacharidy,
stresory, volné radikaly. Pasobenim rGznych faktorti na bunééné receptory vyvolava

aktivaci TF NF-kB dvéma odlisnymi cestami (Matéjikova, 2013).

3.5.2.2 Klasicka - kanonicka aktivacni draha NF-xB

Klasickou signélni cestou je inhibitorovy protein IkBa fosforylovan na serinu v
pozicich 32 a 36 podjednotkou specifické kinazy IKKp, kterda vede k polyubikvitinaci
na lyzinu v pozicich 21 a 22. Tento fosforylovany protein je rozpoznan a oznacen
ubikvitin-ligazovym komplexem SCF/B-TrCP, polyubikvitovan a degradovan
proteazomem 26S (Kanarek a Ben-Neriah, 2012). Po odstranéni inhibitoru je NF-xB
translokovan do jadra a indukuje expresi vice nez padesati rliznych genl, mimo jiné
geny pro IL-6, IL-1, IL-2, TNFa, COX-2, ICAM-1, VCAM-1, XIAP, cIAP a mnoho
dalSich molekul souvisejicich s onkogenezi (Pahl, 1999). Timto zpisobem je
aktivovany nejbeéznéjsi heterodimer proteinti p5S0/p65, nazyvany také jako specificky
NF-kB (Mat¢jikova, 2013). Po uvolnéni aktivnich dimert z komplexu s inhibi¢nimi
proteiny, dochazi k naslednym post-transkripénim tpravdm dimeri NF-kB nebo histoni
cilovych genli, mezi které patii forforylace nebo acetylace a urcuji délku trvani
transkripéni odpovédi NF-kB (Greene a Chen, 2004). Jeho aktivacni dréha je spojovana
se zvysenou transkripci genli kddujici napiiklad inhibitory apoptézy (Lee et al., 2002),
adhezivni molekuly nebo chemokiny (Wilson ef al., 2001; Yoshimura ef al., 2001). Tato
klasickd aktivacni drédha NF-kB se uplatiiuje v odpovédich na bakterialni a virové
infekce, nebo pifi vystaveni prozanétlivym cytokintiim (TNFa, IL-1). Zajistuje pieZiti
zralych imunitnich bun€k pfi bakterialni infekci, nebo béhem akutniho zanétu (obr. §;

Dejardin, 2006).
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Obr. 8 Kanonicka aktivacni draha NF-«xB (Baker et al., 2011)

3.5.2.3 Alternativni — nekanonicka aktivacni draha NF-xkB

Nekanonickd aktivacni drdha je zaloZzena na odliSném inhibitoru, kterym je
prekurzorovy protein pl100, aktivace je zahdjena fosforylaci NF-kB-inducibilni kinazy
(NIK) podjednotkou IKKa homodimeru. Aktivovana NIK déle fosforyluje protein p100
(100kDa) na C-konci, jenz vede k jeho zkraceni proteolytickym Stépenim v proteazomu
26S na protein p52 (52kDa). Vysledkem alternativni signalni dréhy je transkripéné
aktivni dimer p52/RelB, ktery je translokovan do jadra (Ramakrishnan et al., 2004).
Tuto aktivacni drahu aktivuji CD40, CD30, CD27, receptor aktivator NF-xB (RANK),
lymfotoxin B receptor (LBR). Nekanonickd signédlni drdha zabezpecuje udrZovani a

vyvoj sekundarnich lymfatickych orgént (obr. 9; Dejardin, 2006).
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Obr. 9 Kanonicka a nekanonicka aktivacni draha NF-kB (Matéjikova et al., 2013)

3.5.3 Sterol regulacni element vazajici protein (SREBP)

Sterol regulacni element vazajici proteiny (SREBP) jsou rodinou transkripénich faktord,
které reguluji homeostazu lipidu, fizenim celé fady enzymul souvisejicich se syntézou
cholesterolu, MK (Wang, 1994), triacylglycerida a fospolipida (Eberle et al., 2004).

SREBP existuje ve tfech izoformach SREBP-la, SREBP-1c, SREBP-2, kazda
z nich mé pii syntéze lipidi riznou roli (Goldstein et al., 2006). SREBP-1a aktivuje
syntézu MK a cholesterolu, SREBP-1c se tcastni syntézy MK a inzulinem indukovany
metabolismus glukézy, zejména lipogenezi (Eberle et al., 2004). SREBP-2 se podili na
syntéze cholesterolu a jeho vychytavani (Goldstein et al., 2006).

SREBP jsou syntetizovany jako neaktivni prekurzory vazané na membrany
endoplazmatického retikula (ER). Po aktivaci prochazi sekven¢nim dvou-stupiiovym
procesem Stépeni k uvolnéni NH,-termalni aktivaéni domény v jadie (nSREBPs).
Proces je kontrolovany obsahem sterolt v buiice. Pfi sniZzeni hladiny sterolil
v intracelularnim prostoru dochazi ke Stépeni prekurzoru, ktery indukuje aktivaci genti

pro syntézu cholesterolu a zodpovidd za udrzovani homeostazy cholesterolu. Tento
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proces vede k syntéze izoforem SREBP-1a a SREBP-2, nikoliv vSak k syntéze izoformy
SREBP-1c, ktera je regulovana na transkrip¢ni i transla¢ni urovni inzulinem (Eberle ef
al., 2004). Jako TF se vaze na sterol regulacni element DNA k sekvenci TCACNCCAC,
u savcl jsou SREBP kodovany dvéma geny SREBFI1 a SREBF2 (Shao a Espenshade,
2012).

3.5.4 Receptor spiazeny s G-proteinem (GPR120)

Receptor sptazeny s G-proteinem je kodovan genem GPRI20 a v savCim organismu je
receptorem pro dlouhé fetézce omega-3 MK (Hirasawa et al., 2005), ktery
zprostiedkovava potenciondlni senzitivitu k inzulinu, vykazuje anti-diabeticky efekt,
potlacenim makrofagy indukovaném zanétu ve tkani. Aktivaci GPR120 spousti Siroké
intraperitonealnich makrofazich (Oh et al., 2010).

Receptory sprazené s G-proteinem (GPCR) pfijimaji signalizacni molekuly
ovliviiujici mnohé aspekty bunééné funkce. Patii k rodin€é spolenych strukturnich
motivl, jako je sedm transmembranovych Sroubovic, které jsou schopné aktivovat
heterodimerni G-proteiny (Gai, Gas, Gaq). Ligandy se specificky vazi na GPCR a tim
iniciuji celou fadu bunécnych odpovédi, pred drahy spojené s druhym poslem, jako jsou
napiiklad modulace produkce cyklického adenosin monofostatu (cAMP), drdha
fospolipazy C, iotové kandly (Gether, 2000). Podle studie Hirasawa et al. (2005),
aktivaci GPR120 dlouhymi fetézci MK navysuje koncentraci Ca®" iontd a spousti ERK
kaskadu, coz naznacuje interakci s rodinou Gaq z G-proteint.

Podle Oh et al., dochazi k vysoké exprimaci GPRI20 v tukové tkani a ve zralych
adipocytech, dale také v prozanétlivych makrofazich nebo hepatocytech (Hirasawa et

al., 2005). Pasobeni DHA a EPA na GPR120 vykazuje silné protizdnétlivé ucinky.

3.5.5 Hormon Adiponektin

Adiponektin, hormon tukové tkdné produkovany adipocyty, byl poprvé objeven v roce
1995 u mysi jako sekre¢ni protein Acrp30 nékolika na sobé nezavislymi vyzkumnymi
skupinami. U ¢lov€ka byl adiponektin charakterizovan o rok pozdé€ji a oznaen jako
APM1 (Scherer et al., 1995).

Tukova tkan vykazuje hormonalni aktivitu. Produkce adipocytokinli uvoliiovanych

do krevni plazmy ovliviluje okolni tkan¢ (Maeda et al, 1996). Adiponektin,
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produkovany adipocyty prevazné bilé tukové tkan€, je specificky protein o hmotnosti
30kDa, ktery moduluje metabolismus mastnych kyselin a glukézy. Adiponektin
cirkuluje v krevni plazmé bud’'to ve form¢ volné molekuly nebo ve formé oligomerii ¢i
kratkych parcialnich fragment. Oligomery adiponektinu jsou tvofeny trimerickymi,
hexamerickymi nebo polymernimi formami a vykazuji rozdilné G¢inky na cilové tkané.
Adiponektin pisobi na cilové buniky pomoci specifickych receptorti, které zahrnuji 2
izoformy AdipoR1 a AdipoR2. AdipoR1 je exprimovan pievazné v kosterni svaloving,
AdipoR?2 je exprimovan v jaternich bunkach. Oba typy adiponektinovych receptorti jsou
slozeny podobné jako receptory sprazené s G-proteinem ze sedmi transmembranovych
domén. Po vazbé¢ adiponektinu na receptor dochazi k inhibici NF-kB enzymem AMP-
aktivované proteinkindzou (AMPK), produkci glukézy jaternimi buitkami nebo
negativnim u¢inkem na apoptdzu cévniho endotelu (Pajvani ef al., 2003; Kobayashi et
al., 2004). Strukturalné se adiponektin podoba struktufe cytokinu TNF-a, coz dokazuje
spole¢ny evolu¢ni pivod adiponektinu a cytokinti z rodiny TNF-a (Yamauchi et al.,
2003).

Hladinu adiponektinu v krevni plazmé ovliviiuyje mnozstvi tukové tkané
v organismu. Mezi obsahem tuku v téle a hladinou adiponektinu v krevni plazmé je
negativni korelace. U obezity, diabetu melitu 11. typu a ischemické choroby srde¢ni je
plazmaticka hladina adiponektinu nizka, u diabetu melitu 1. typu a anorexie nervosy je
koncentrace vyssi (Maeda ef al., 2001; Haluzik et al., 2003). Koncentraci adiponektinu
snizuje pisobeni glukokortikoidi, cytokind TNF-a nebo B-adrenergnich agonistli (Diez
a Iglesias, 2003). SniZeni hladiny adiponektinu vede k rezistenci bun¢k na inzulin a
vzniku diabetu melitu 11. typu, které jsou pfi¢inami aterosklerdzy. Zvyseni plazmatické
koncentrace adiponektinu zvysuje citlivost bun¢k na inzulin, stimuluje transport a
utilizaci glukozy, zvySuje beta-oxidaci volnych MK ve svalech, jaternich i tukovych
bunikach, snizuje plazmatické hladiny triacylglyceridii a inhibuje glukoneogenezi v
jatrech. Vyssi koncentrace adiponektinu pisobi anti-diabeticky, anti-aterogenné a
potlacuje expresi adheznich molekul v bunikach cévniho endotelu, podporuje rlst
novych cév, pusobi vasodilatacné, ¢imz zvySuje pritok krve (Haluzik et al., 2003;
Housova et al., 2005; Maeda et al., 2001). Hladinu adiponektinu 1ze zvysit 1 poddvanim
thiazolidindionii (TZDs), které funguji jako syntetické ligandy PPARy. TZDs maji
antagonizujici ucinek na TNF-a, stimuluji expresi a zvySuji sekreci adiponektinu

(Maeda et al., 2001; Diez a Iglesias, 2003).
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endogenni ligandy DHA a EPA, jejichz vazbou na PPARYy se jeho koncentrace zvySuje
(Siriwardhana et al., 2013).

3.6.6 ACTB gen kodujici 3-aktin

Gen ACTB koéduje B-aktin, ¢lena rodiny vysoce konzervativnich proteint - aktinti ,
které¢ patfi mezi jedny z nejrozsifenéjSich proteini eukaryotickych bunck. Aktin je
soucasti celularnich cytoskeleti a ucastni se tak vSech bunécnych procest, jako jsou
bunécna déleni, regulace genové exprese, udrzovani integrity, struktury a pohyblivosti
bunck. Aktin tvofi vldkna, ktera se rychle ptizplisobuji potfebam bunky. U obratlovci
existuje Sest izoforem aktinu, Ctyfi znich jsou exprimovany ve hladké a piicné
pruhované svaloviné, cytoplazmatické formy B-aktinu a y-aktinu jsou exprimovany ve
vSech buiikach (Rubenstein, 1990).

B-aktin je protein o molekulové hmotnosti 42 KDa a je pouzivan jako kontrola

nandseni vzorkll u molekuldrné-genetickych metod jako je PCR nebo Western-Blott.

3.6 Analyza proteinti imunochemickymi metodami

Exprese proteinii je méfena pomoci molekularné-biologickych a imunochemickych
metod. Nejcastéjsimi metodami pouzivanymi pro separaci proteind a nasledné
porovnani miry exprese proteini je elektroforéza SDS-PAGE + imunoblott neboli
Western-Blott (Labguide, 2017). Dale lze proteiny detekovat metodou ELISA,
prutokovou cytometrii nebo multiplexovou analyzou. K detekci specifickych proteint a
stanoveni sekvence aminokyselin slouZi hmotnostni spektrometrie syst¢ém MALDI nebo
ESI. Vizualizaci nebo detekci proteint 1ze uskutecnit i pomoci metod imunohistochemie
nebo dal§ich hybridizacnich metod, vyuZivajici vazbu antigen-protilatka naptiklad
proteinové mikroarray Cipy. Ty funguji jako multianalytové senzory, prabeh vlastni
imunoreakce je obdobny jako u metody ELISA, detekéni protilatky jsou znaceny
fluoroflorem nebo peroxidazou, kterd zprostiedkuje vznik chemiluminiscencni latky,

ktera je vyhodnocena pomoci CCD-kamery (K4S et al., 2006).

3.6.1 Western-Blott

Western-Blott je metoda pouzivana pro kvantitativni nebo semikvantitativni detekci

specifického proteinu ve vzorku. Je tvofena tfemi zdkladnimi kroky:
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1. Elektroforeticka separace
2. Pfenos separovanych proteinti

3. Detekce proteini

1. Elektroforeticka separace

Pro separaci proteini se pouziva gelova -elektroforéza, nejcastéji SDS-PAGE
(Dodecylsulfat sodny - polyakrylamidova gelova elektroforéza). Vlivem SDS
denatura¢niho ¢inidla jsou proteiny denaturovany, ¢imz proteiny ziskavaji homogenni
zaporny naboj a cestuji v elektrickém poli od katody k anodé. Jako dal$i denaturacni
¢inidla Ize pouzit merkaptoethanol nebo dithiotreitol a teplo. Pfi migraci v elektrickém
poli jsou primarni struktury proteinti separovany podle své molekulové hmotnosti, ktera
se udava v jednotkdch Daltonech (Da). 1 Da je roven molekulové hmotnosti atomu
vodiku. Velikost napéti pti SDS-PAGE je 8 V na cm vzdélenosti mezi elektrodami.
Malé proteiny cestuji akrylamidovym gelem rychleji, proteiny o velké molekulové
hmotnosti se v gelu pohybuji pomaleji. Pro separaci proteind v nativni formeé se pouziva
metoda nativni-PAGE, pfi které jsou proteiny separovany na zakladé své celkové
velikosti elektrického naboje molekuly proteinu. Naboj proteinu zavisi na sekvenci
aminokyselin v proteinu a post-translacnich modifikacich. VétSina proteini ma
1zoelektricky bod v oblasti kyselé¢ ¢i mirn¢ zasadité, a tak migruji k zapornému poélu
(Albert et al., 2008).

Molekulova hmotnost jednotlivych proteint je vyhodnocena na zéklad€ porovnéni
velikosti detekovanych proteinti s komerén¢ dostupnou smeési proteinli o znamé
velikosti tzv. proteinovym markerem molekulovych hmotnosti. Pro kvantifikaci
proteinu se aplikuje nanaseci kontrola, kterd je formou protilatky proti strukturdlnimu
proteinu. Nejcastéji se jako nanaSeci kontrola neboli housekeepingovy protein pouziva
aktin, tubulin nebo glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogendza (GAPDH). Exprese
strukturdlnich proteinli by méla byt u vSech testovanych vzorki vzdy stejnd neboli
vyslednd intenzita signalu po imunodetekci by méla byt u vSech testovanych vzorka

jednotna (Kas et al., 2006).

2. Pfenos separovanych proteint
Pro ptenos testovanych proteint z gelu na membranu se obvykle vyuziva elektrického
proudu, pomoci elektroforetického transferu neboli elektroblotu. Membrany jsou

z materidlu nitrocelul6zy nebo polyvinylu (PVDF), (Labguide, 2017).
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ELEKTROBLOTOVANI

Negativni naboj

Smér migrace proteinl Gel
v elektrickém poli

Membrana
Pozitivni naboj

Obr. 10 Elektroblotovdani (prevzato a upraveno z Labguide, dostupné z:

http://labguide.cz/metody/western-blot/)

Membrany pouzivané u metody Western-Blot vykazuji vysokou afinitu k proteintim,
tedy i k protilatkam. Je nutné, aby se protilatky pii inkubaci s membranou specificky
navazaly ke svym antigeniim na vzorcich. Provadi se tedy tzv. blokovani membrany
v blokovacich roztocich, které obsahuji suSené odtu¢néné mléko nebo 1-5 % BSA
(bovinni sérum albumin), které zaplni voln4d mista na membrané¢, ¢imz se docili vazby
protilatky na antigen. V pribéhu procedury je nutné promyvani membrany
promyvacimi roztoky, nejCastéji TBS (tris-boratovymi) nebo PBS (fosfatovymi)
roztoky, které odstranuji pozadi, které se vytvaii vazbami nespecifickych protilatek a

zajistuji tak Cistotu signalu.

3. Detekce proteint
Pro vizualizaci detekovanych proteinii se pouziva barveni vzorkd. Nejcastéji jsou
proteiny barveny barvici smési Coomassie blue, jenZ obsahuje 0,25 % Commassie blue
R250 v 10% kyslin¢ octové nebo 50% methanolu. Proteiny barvime piimo v gelu po
jejich elektroforetické separaci a barva na proteinech zlstavd navazana. Citlivost
barveni pomoci Coomassie blue neni pfili§ velka, detekéni limit je 0,3-1 pg proteinu
v prouzku. DalS§imi moZnostmi barveni je barveni pomoci Ponceau S nebo Ponceau
S red, které se provadi oproti Coomassie blue az po transferu proteinti na membranu a je
reverzibilni (Labguide, 2017).

Ptitomnost specifického proteinu na membrané je detekovana pomoci protilatky.
Primarni protilatka se navazuje na protein a je detekovana sekundéarni protilatkou.
Pritomnost ~ sekundarni  protilaitky = je  detekovdna  fluorescencné¢  nebo

chemiluminiscen¢né, a to v zadvislosti na znaceni, které sekundarni protilatka nese.
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Sekundarni protildtka je znaCena znackou napiiklad biotinem, nebo konjugovana
s reportérovym enzymem umoziujici vizualizaci naptiklad kienové peroxidaza (HPR)
nebo alkalicka fosfataza (AP). Sekundarni protilatka musi byt vzdy proti (anti-)
primarni protilatce a musi pochazet z jiného organismu, nez ve kterém byla pfipravena a
izolovana primarni protilatka (Albert et al., 2008).

Detekci proteinlt mizeme provést i chemiluminiscencné, kdy enzym reaguje
s chemiluminiscen¢nim substratem za vzniku nestabilniho produktu, ktery se stabilizuje
vyzarenim kvanta svétla a vzniké tak chemiluminiscencni signal, ktery se snima CCD-
kamerou. Mnozstvi signalu je tak pfimo imérné navazanému enzymu, ktery odpovida

umérnému mnozstvi detekovaného proteinu (Kas et al., 2006).

3.6.2 ELISA

ELISA z anglického piedkladu Enzyme-linked ImmunoSorbent Assay je heterogenni
nejCastéji pouzivanych analytickych metod v molekularni biologii a medicin€, zejména
v imunologii. VyuZziva se pii detekci hladin protilatek, k detekci virovych infekcich
(hepatitida typu B a C, HIV-1, HIV-2, pohlavné pienosné choroby), k detekci hladin
hormont naptiklad HCG v téhotenstvi, T3, T4, TSH, LH a k detekci prozanétlivych
markert v krvi napiiklad cytokinti. Jeji vyhodou je 96 jamkova titraéni mikro-desticka,
kterd umoznuje analyzu velkého poctu vzorkl najednou a umoznuje detekci 1 velmi
nizkych koncentraci latek o hmotnostech fadové 10°-10'* g. Polystyrenova titracni
mikro-desticka umoziiuje plnou automatizaci procesu analyzy. Kvantifikace latek je
provadéna detekci intenzity zbarveni jamek mikro-titraéni destiCky pomoci
spektrofotometru, tedy detekci absorbance ptislusné vinové délky. Metoda ELISA ma

n¢kolik uspofadani ke stanovovani antigenu:

1. Nekompetitivni (sendvi¢ovd) enzymova imunoanalyza
2. Piima kompetitivni enzymova imunoanalyza

3. Nepiimé kompetitivni enzymova imunoanalyza

1. Nekompetitivni (sendvi¢ovd) enzymova imunoanalyza
Nejprve interaguje protilatka ukotvend na pevném nosici s antigenem v analyzovaném
vzorku. Po ustanoveni rovnovahy je systém promyt a ve druhé fazi se na protilatkou

zachyceny antigen navaze druhd protilatka, kterd je znacend enzymem. Po promyti se
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méfi enzymova aktivita zachycend zprostiedkované na pevnou fazi (obr. 11; Albert et

al., 2008).

VIVIVI Iy Y Y )
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Obr. 11 Nekompetitivni (sendvicova) enzymova imunoanalyza (prevzato a upraveno,

Kas et al., 2006)

2. Pfimé kompetitivni enzymova imunoanalyza

Protilatka zakotvend na pevny nosi¢ interaguje soucasné s antigenem ze vzorku i se
znaenym antigenem, ktery soutézi s neznaCenym antigenem o omezené mnozstvi
vazebnych mist na protilatkach. Po ustanoveni rovnovahy je systém promyt a enzymova
aktivita zachycend zprostfedkované na pevné fazi se zméfi. Zde plati, ¢im vice antigenu

v v
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Obr. 12 Prima kompetitivni enzymova imunoanalyza (prevzato a upraveno, Kas et al.,

2006)
3. Neptfima kompetitivni enzymova imunoanalyza

Prvni ¢ast analyzy je kompetitivni. Antigen ukotveny na pevném nosi¢i soutézi

s nezakotvenym antigenem ze vzorku, ktery ma byt stanoven, o omezeny pocet
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vazebnych mist na molekulach protilatky, ptiddvané do systému ve formé¢ roztoku.
Plati, ¢cim vice antigenu obsahuje analyzovany vzorek, tim mén¢ protilatky se navaze na
zakotveny antigen a naopak. Po ustanoveni rovnovahy a promyti je zjiStovano mnozstvi
zprostiedkované zakotvené protilatky v dal$i fazi nekompetitivni analyzy. K tomu je
pouzita znacena protilatka proti protilatce aplikované v prvni ¢asti analyzy (Obr. 13).
Vyhodou oproti pfimé imunoanalyze je univerzalni pouziti znafené protilatky pfi

stanoveni jakéhokoliv analytu touto technikou (Kas et al., 2006).

®  mtigew '| ...protilitka proti antigenu Yx . protilitka proti | madend enrymem

Obr. 13 Neprima kompetitivni enzymova imunoanalyza (prevzato a upraveno, Kas et

al., 2006)

3.6.3 Multiplexova analyza na mikrokuli¢kach - technologie Luminex xMAP

Metoda multiplexové analyzy na kulickdch se pouzivd pro kvantitativni urceni
koncentrace proteinu, kompetitivni imunoanalyzu, receptor-ligandovou analyzu,
analyzu DNA nebo RNA molekul, stanovovani protilatek navazanych na antigen nebo
stanovovani biomarkerti v riznych klinickych materidlech. UmoZiuje stanoveni
naptiklad exprese cytokinl, a tim umoziuje studium zanétlivé a imunitni reakce
v organismu (Miliplex, 2017). Jednd se o kombinaci metod imunoanalytického
stanoveni a pritokové cytometrie. Metoda je zaloZzena na platu 100 nebo 96
polystyrenovych nebo magnetickych kulicek o velikosti 5,6 p, které se od sebe lisi
vnitinim spektralnim kodem, vytvofenym kombinaci dvou fluorescencnich barviv
v rizném poméru. Magnetické kulicky platformy Luminex umoziiuji jednodusi separaci
béhem reakénich krokd, jejich plnou automatizaci na pipetovacich a promyvacich
pfistrojich (Kingsmore, 2006).

Princip multiplexové analyzy je zalozen na specifickych protilatkdch navazanych na

jednotlivé populace mikrokulicek. Jelikoz jsou mikrokuliCky rozliSeny spektralnim
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kédem, mohou byt kombinovany v analyze a umoznuji stanoveni teoreticky az sta
analytii v reak¢éni jamce. Mnozstvi stanovovaného proteinu je ur¢eno na zaklad¢ druhé
protilatky znacené fluorescencni molekulou a reakce probiha na principu sendvice (Zhu
a Snyder, 2003).

Dalsimi typy multiplexové analyzy jsou metody proteinovych (antibody) arrays
nebo imunoblotu (Kingsmore, 2006).

Detekce probihd na specidlnim pratokovém cytometru — piistroj Luminex.
Mikrokulicky z reak¢ni jamky jsou nasaty do piistroje, kde protékaji za sebou vlivem
nosného proudu mezi dvéma lasery. Fluorescencni signal po excitaci prvnim laserem
ur¢i spektralni kod kulicky, tedy druh méfeného analytu a fluorescencni signdl po
excitaci druhym laserem urcuje mnozstvi druhé protilatky, tedy mnozstvi analytu (Zhu a

Snyder, 2003).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Experimentalni cast

Experiment byl uskute¢nén vramci projektu Kyselina eikosapentaénova a
dokosahexaénovd jako nutriceutika modulujici zanétlivou reakci a homeostdzu
cholesterolu Interni grantové agentury AF MENDELU. Realizace experimentu

probihala za spoluprace Vyzkumného tstavu veterinarniho 1ékafstvi v. v. i. v Brné.

4.1.1 Charakteristika krmného pokusu - modelova zvirata, podminky chovu,
krmna smés

Experiment byl zrealizovan na pidé Vyzkumného tstavu veterinarniho Iékatstvi v. v. 1.
v Brng, na adrese Hudcova 296/70, ve specialné ptizpisobenych podminkach pro chov
laboratornich zvifat v souladu se zdkonem Ceské narodni rady ¢. 246/2002 Sb. Na
ochranu zvifat proti tyrani ve znéni pozd¢jSich predpist zdkona 162/1993 Sb., byl
schvdlen Komisi na ochranu zvifat proti tyrdni Mendelovy univerzity v Brné a
Ministerstvem zemédélstvi Ceské Republiky.

Jako modelovy organismus bylo v tomto experimentu pouzito Prase doméaci (Sus
Srofa f. domestica) v poctu tticeti-dvou kusli obou pohlavi (16 samcii a 16 samic),
hybridi plemene Large White x Landras, z SPF chovu Bioprodukt Knapovec a.s., Usti
nad Orlici, Ceska Republika. Staii zvifat na podatku experimentu bylo osm tydni,
prumérna ziva vaha byla 25,5 £ 1,15 kg. Z technickych divodi, nebylo mozné vytvoftit
experimentalni skupinu jednotného pohlavi, vékové ani vdhové homogenni. Prasata
byla umisténa do experimentalnich staji, do vnitinich kotct s podlahou o rozloze 10 m*
po ctyiech kusech do kazdého kotce.

Prasata byla rozdélena na dvé€ experimentalni skupiny po Sestnacti kusech, stejny
pocet samcl 1 samic v kazdé skupiné. Experimentdlni skupina byla krmena zékladni
krmnou smési s ptidavkem 2,5 % rybiho oleje (F), a kontrolni skupina, krmena zakladni
krmnou smési s pridavkem 2,5 % palmového oleje (P). P dieta, ktera byla pouzita jako
kontrola, obsahovala krom¢ kontrolniho krmiva, dal$i zakladni krmnou smés bud’to
samostatnou nebo zékladni krmnou smés s pfidavkem Skrobu, aby byly dodrZzeny normy
zivin a dieta nebyla jen iso-kalorickd, ale 1 iso-lipidova. Obé krmné smési P i F celkové
obsahovaly 138 g hrubého proteinu (ur€eno pomoci KD-310-A-1015 KjelROC
Analyzer; Furulund, Svédsko), 56 g tuku (kvantifikovano jako extrakt hexane/2-
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propanolu), 48g hrubé vlakniny (stanovené pomoci ANCOM??

Fiber Analyzer, Ancom
Technology, Macedon, NY, USA), 758g bezdusikatych latek vytazkovych
(dopocitanych, jako zbytek do 100%), (tab. 1). Obsah metabolizovatelné energie,

vypo&itané z obsahu Ziviny byl 13.6 MJ - kg™

Tab. 1 Celkové slozeni krmnych smési (prepocteno na 1 kg smési)

Ziviny MnoZstvi (g - kg )
hruby protein 138
tuk 56
hruba vlaknina 48
bezdusikaté¢ latky vytazkové 758

Zakladni peletizovand kompletni krmna smés pro vykrm prasat (De Heus, Marefy,
Ceska republika) byla sloZena z psenice, jeémene, pSeniénych otrub, pseniéné krupice,
tmavych lihovych vypalki, fepkovy spiral, vinasu, uhli¢itanu sodného, zivocisného
tuku, soli, premixu vitaminli a minerald (vyrobce odmitl sdélit procentualni zastoupeni
jednotlivych komponent v krmivu v disledku obchodniho tajemstvi). Peletizované
zakladni krmivo - smés se rozemlela a homogenizovala s piesnym mnoZstvim
pfislusného oleje.

Obsah kvantitativné a fyziologicky dilezitych mastnych kyselin v krmné smési, F a P

diety byla nésledujici (tab. 2):
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Tab. 2 Obsah MK v krmné smési, (g - kg™')

Potet C  Polet dvojnych Obsah MK (g - kg™) Obsah MK (g - kg™)

vazeb F dieta P dieta
14 0 0,92 0,96
16 0 6,79 14,78
18 0 1,30 1,73
18 1 9,56 13,97
18 2n-6 11,55 10,61
18 3n-3 0,88 0,77
20 5n-3 2,83 0,05
22 5n-3 0,58 0,04
22 6n-3 4,34 0,05

Zvitata m¢la po celou dobu trvani experimentu neomezeny piistup k pitné vod¢, byla
krmena denné ad libitum. Denni piisun krmeni byl rozdélen na dvé davky, které byly
zkrmovany dvakrat denné (rano v 7.00 a odpoledne v 14.00 hodin). Cistd spotieba
krmiva byla méfena dvakrat denn¢ odectenim zbytkli. Vzhledem k pfistupu ke krmivu
ad libitum, nebyly zjiStény mezi zvifaty vyznamné rozdily ve spotiebé krmiva.
Kontrolni vaZeni - pribézné byla zvifata vazena v tydennich intervalech, vykrm trval po

dobu 70 dni.

4.1.2 Chemiluminiscenc¢ni test

Test stimulované chemiluminiscence (CL) byl pouzit pro vyhodnoceni respira¢niho
vzplanuti v leukocytech, izolovanych z krve deseti ndhodné vybranych prasat z kazdé
skupiny. Izolace leukocytl byla provedena pouZitim hypotonické lyzaéni metody, cela
krev byla smichéna s vodou (USP WFI, Lonza, Kouiim, Ceska Republika), v poméru
1:12. Po 30 sekundéch lyze, byla tonicita zvySena 10 - DPBS (Dulbecco, fosfatem
pufrovany fyziologicky roztok, Lonza). Buiiky byly dvakrat promyty ve vyvaZzeném
solném roztoku HBBS (Hanklv vyvazeny solny roztok, Lonza) a spolitany na
automatickém analyzatoru Mindray BC-2800 Vet (Mindray, Cina), podle instrukci
vyrobee. Leukocyty byly nasazeny do HBBS o koncentraci 10° bungk na jamku. Pro
amplifikaci CL byl pfidan luminol-derivat L-012 (Wako Chemicals GmbH, Neuss,

Némecko), rozfedény v HBSS na konenou koncentraci 10 nmol - I
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Chemiluminiscence byla stimulovdna bud’ zymosanem o kone¢né koncentraci 50 pg -
ml™ (Sigma-Aldrich, Praha, Ceska Republika), nebo forbol myristat acetatem (PMA) o
koncentraci 0,5 pg - ml' (Sigma-Aldrich). Chemiluminiscence byla méfena
v kinetickém modu pii teploté 37°C po dobu 2 hodin za pouziti multidetekéniho
mikroplata Synergy H1 Reader (BioTek, Winooski, VT, USA). Vysledky métfeni byly

vyjadieny jako integraly intenzity chemiluminiscence.

4.1.3 OSetreni lipopolysacharidem (LPS)

Posledni den vykrmu (tj. 70. den vykrmu), byla skupina prasat krmena F a P dietou, v
daném potadi, ndhodn¢ rozdélena (nezavisle na vybéru, pokud jde o stanoveni testu
chemiluminiscence, viz vySe) do dvou skupin po osmi zvitfatech (osm F a osm P prasat).
Byl jim aplikovan intraven6zné lipopolysacharid E. Coli (LPS) v mnozstvi 25 pg - kg
zivé vahy (W) do zily za usnim boltcem (vena auricularis). Tti hodiny po aplikaci LPS,
byla vSem prasatim podana intramuskularni anestézie. Aplikaci TKX smési
intramuskuldrné 12,5 mg - ml”! ketaminu (Vetoquinol, Lure, Francie) + 12,5 mg - ml™!
xylazinu (Bioveta, Ivanovice na Hané, Ceska republika) + 12,5 mg - ml™ tiletaminu
(Virbac, Carros, Francie) + 12,5 mg - ml” zolazepamu (Virbac, Carros, Francie) v

celkovém objemu 0,2 ml - kg™ ' W, a usmrcena vykrvacenim.

4.1.4 Odbér vzorku tkani jater, tuku a krve

Vzorky krve byly odebirany z aorty do zkumavek potazenych heparinem, nasledné byly
centrifugovany pii rychlosti 2000 g po dobu 10 minut pfii teploté 4 °C za uelem ziskani
plazmy. Dale byly odebrany vzorky panevniho (visceralniho) tuku o hmotnosti 100 g a
vzorky jaterni tkan€ o hmotnosti 100 g, které byly zlyofilizovany a uskladnény pfti
teploté -20 °C pro nasledné analyzy mastnych kyselin. Bezprostfedné po izolaci dalSich
vzorkl tkani jater o hmotnosti 50 g a panevniho tuku o hmotnosti 50 g byla provedena

izolace celkové RNA.

4.1.5 Detekce NF-kB, PPARy

Vzorky:
- 4 gjater
- 4 gvisceralniho tuku

Reagencie:
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- pufr A

- inhibitory protedz (Sigma-Aldrich, USA)

- 1 % Triton-100

- pufrB

- 4-20% Mini-Protean TGX gelu (Bio-Rad, USA)

- redukeni pufr

- tris-glycinovy pufr

- pufr pro blotting

- 1% BSAVvPBS

- protilatka krali¢i anti-adiponektin (ThermoFisher Scientific, USA)

- krali¢i anti-B-aktin, krali¢i anti-PPARy, kralici anti-NF-xB protilatky
(SantaCruz, Biotechnology, USA)

- PBSs0,1% BSA

- PBS Tween-20 (PBS-T)

- protilatka sekundarni kozi anti-krali¢i

- kienové peroxidadza (Sigma-Aldrich)

- chromogenni substrat 3- aminoethyl-9-karbazolu v 0,5 M acetatovém pufru

- voda

Vybaveni:

- homogenizator (IKA® Ultra-Turrax T8, IKA-Werke GmbH & Co. KG,
Némecko)

- centrifuga (Hettich Universal 32R, Hettich, Némecko)

- SDS-PAGE Mini Protean Tetra apparat

- zdroj napéti (Power Basic, Bio-Rad, USA)

- PVDF membrana (Bio-Rad, USA)

- Biometra Fasblot aparat (Biometra, Némecko)

- program Image] ™ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)

Priblizn¢ 4g vzorku jater a 4g viscerdlniho tuku v uvedeném potadi byly smichany
s pufrem A (0,25 M sacharéza, 10 mM Tris-HCI (pH 7,5), 3 mM MgCl,, I mlna l g
jater) a koktejl inhibitord proteaz 2 mM AEBSF, 0,3 uM aprotinin , 130 uM bestatin, 1
mM EDTA, 14 uM E-64, 1 uM leupeptin, 0,1 ml na 1 g jater. Smés byla
homogenizovana po dobu 5 minut a nasledné centrifugovana po dobu 5 minut pfi

rychlosti 300 - g pii teplot¢ 4°C. Supernatant byl odstranén a peleta byla
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resuspendovana ve 4 ml pufru A, 0,4 ml inhibitord protedz a jednoprocentnim Triton-
100 (10 pl na 1 ml pufru A), smés byla homogenizovana po dobu 5 minut a nasledn¢
centrifugovdna po dobu 5 minut pii rychlosti 300 - g pii teplot¢ 4°C. Supernatant byl
uloZzen pii teploté¢ -20°C pro stanoveni cytosolického obsahu PPARy a adiponektinu
pomoci metody Western-Blott, srovnani a ovéteni imunoblotem s f-aktinem.

Pro detekci NF-«B, byla peleta resuspendovana ve 2 ml pufru B (20 mM HEPES
(pH 7,4), 0,1 M KCI, 3 mM MgCl,, 1 mM EDTA, 10% glycerol) a 0,2 ml inhibitorti
proteaz. Smés byla centrifugovana pii 100000 - g po dobu 1 hodiny pii teploté 4°C.
Vysledny supernatant obsahoval jaderny protein, ktery byl pouzit pro analyzu NF-xB
pomoci metody Western-Blott. Pfed analyzou Western-Blottem byl zmétfen obsah
proteinu ve vzorcich biuretovou metodou a nasledné vzorky ziedény odpovidajicim
zpusobem tak, aby vSechny proteiny zaplnily jamky v gelu ve stejném mnozstvi 100 pg.
Rovnomérnost zatizeni proteinii byla potvrzena barvenim Coommasie modii a
detekovéna s -aktinem.

SDS-PAGE byla provedena za pouziti Mini Protean Tetra apparatu na 4-20% Mini-
Protean TGX gelu. Pfed analyzou byly vzorky smichény s redukénim pufrem (5 % f-
merkaptoethanol) v poméru 2:1. Nasledn¢ byly vzorky povateny po dobu 2 minut, poté
naneseny na gel. Elektroforéza probihala pii 150 V napéti po dobu jedné hodiny v tris-
glycinovém pufru (0,025 M Tris-baze, 0,16 M glycin, 3,5 mM SDS, pH 8,3).
Separované proteiny byly pfeneseny na PVDF membranu v Biometra Fasblot aparatu
pod konstantnim nap&tim 0,9 mA na cm” membrany. PVDF membrana byla aktivovana
namacenim v ethanolu po dobu 30 sekund ptfed zacatkem a vyvazena v roztoku pufru
pro blotting (12,5 mM Tris-baze, 75 mM glycin, 15 % methanol) po dobu 5 minut. Po
ukonceni pfenosu, byla membréna zafixovdna v roztoku 1 % BSA v PBS (137 mM
NacCl, 2,7 mM KCl, 1,4 mM NaH,POy, 4,3 mM Na,HPO,, pH 7,4) po dobu 30 minut.
Inkubace s protilatkami: krali¢i anti-adiponektin, krali¢i anti-B-aktin, krali¢i anti-
PPARYy, krali¢i anti-NF-«B protilatky, fedéni 1: 200 PBS s 0,1 % BSA po dobu 2 hodin
pfi teploté 20°C. Po tfech promytich roztokem PBS, které obsahovalo 0,05 % (v/v)
Tween-20 (PBS-T) po dobu 5 minut byla membrana inkubovéna se sekundarni kozi
anti-krali¢i protildtkou znacenou kienovou peroxidazou, nafedénou 1: 2000 po dobu 1
hodiny pii 20°C. Membrana byla tfikrat promyvana po dobu 5 minut roztokem PBS-T a
inkubovana v chromogennim substratu 3- aminoethyl-9-karbazolu v 0,5 M acetatovém
pufru (0,4 mg na ml”" s 0,1 % H,0,, pH 5.,5). Reakce byla zastavena oplachnutim

membrany vodou, nasledn¢ byla membrana vysuSena a naskenovany relativni hladiny
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proteintl, které byly kvantifikovany denzitometrickym skenovanim pomoci programu
Image] ™. Hodnota hustoty jednotlivych prouzkti byla vyjadiena v libovolnych

jednotkach jako pomér optické hustoty.

4.1.6 Stanoveni plazmatickych cytokini a adiponektinu v plazmé

Cytokiny IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12 a koncentrace TNF-a v prase¢i plazmé byla
méiena pomoci metody multiplexové analyzy pomoci magnetickych kuli¢ek, konkrétné
kitu Milliplex® MAP prase¢i cytokiny / chemokiny panel s magnetickymi kuli¢kami
(Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) v souladu s doporu¢enim producenta.
Stanoveni celkového plazmatického adiponektinu bylo provedeno enzymatickou

imunologickou analyzou ELISA, prase¢i Adiponektin ELISA (BioVendor, Brno, Ceské
Republika), podle instrukci vyrobcee.

4.1.7 Analyza mastnych Kkyselin

Analyza MK ve vzorcich jater, ve visceralni tukové tkani a ve vzorcich krmiva byla
stanovena po celkové extrakci lipidd smési hexanu s 2- propanolem, podle postupu

popsaného v ptedchozi studii (Komprda et al., 2016).

4.1.8 Statistické hodnoceni

Rozdily mezi dietdrnimi intervencemi byly hodnoceny jedno-faktorovou analyzou
rozptylu (ANOVA), véetné post-hoc Tukeyova testu, resp. t-testem (sady s normalnim
rozloZenim). U vSech hodnoceni byla pouzita STATISTICA 12 bali¢ek (StatSoft, Tulsa,
OK, USA).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Priimérna spotireba krmiva

Primérny denni ptijem krmiva u prasat krmenych F a P dietou byl podobny, tj. rozdilné

slozeni krmnych smési nemélo na ptijem krmiva prikazny vliv (P> 0,05; tab. 3).

Tab. 3 Primérnd spotieba krmiva (g - den ™), (¢ - kg W' - den™)

Prumérny prijem F dieta P dieta
Kkrmiva
g-den 880° 890°
g kgW'-den™! 10,5° 10,6°

Hodnoty v fadcich oznacené stejnymi pismeny (a) se prikazné nelisi (P> 0,05). F dieta
obsahovala zékladni krmnou smé&s s pfidavkem 2,5 % rybiho oleje, P dieta obsahovala

zakladni krmnou smés s ptidavkem 2,5 % palmového oleje.

Dle studii autord Howe et al. (2014) bylo ptedpokladano, ze konzumace EPA/ DHA
muze piispét ke sniZzeni hmotnosti. Nicméné omezené pokusy studia obezity na
zvitecich modelech doposud neprokazaly vliv EPA/ DHA na pfijem krmiva. V tomto

experimentu byl primérny denni pfijem krmiva u obou testovanych skupin podobny.

5.2 Primérny denni prirtstek, Ziva hmotnost prasat

Hodnoty primérného denniho pfiristku a Zivé hmotnosti prasat krmenych dietou F 1 P
byly podobné, nebyl zjistén zadny signifikantni vliv typu dietniho oleje na néktery
z vyse uvedenych znaka (P> 0,05; tab. 4).
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Tab. 4 Priimerny denni priristek, Ziva hmotnost prasat, prijem EPA a DHA

Primér. denni piiristek Zivd hmotnost Piijem EPA + DHA

(kg - den 1 ) prasat (kg) (mg kg W 1. den '1)
Dieta F 0,85+0,05° 83,64 +1,82° 30+46-0,5°
Dieta P 0,86 +0,04" 84,06 + 3,35 30+46-0,5°

Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny (a) se prikazné nelisi (P> 0,05). F
dieta obsahovala zdkladni krmnou smés s ptfidavkem 2,5 % rybiho oleje, P dieta

obsahovala zakladni krmnou smés s ptidavkem 2,5 % palmového oleje.

V tomto experimentu nebyl prokazan vliv EPA/ DHA na denni pfirtstek hmotnosti u
prasat krmenych palmovym nebo rybim olejem a naSe vysledky souhlasi s vysledky
autorti Chen et al. (2012), kteti uvad¢ji, Ze olej obsahujici DHA vyznamné neovlivnil
ptiristek hmotnosti u odstavenych selat ve srovnani s doplitkem hovéziho loje. Rybi
olej a hovézi 1) vykazovaly stejné vysledky primérného denniho pfirtistku hmotnosti u
potkant v predchozim pokusu, na ktery tento experiment navazuje (Komprda et al.,

2016).

5.3 Test stimulované chemiluminiscence

Pted oSetfenim LPS, byla kvantifikovana schopnost leukocytii produkovat reaktivni
formy kysliku. Pfi stimulaci chemiluminiscence zymosanem, nebyl prokdzan zadny
vyznamny rozdil mezi leukocyty prasat krmenych F nebo P dietou. Integral intenzity
chemiluminiscence byl u F diety 0,35 - 10® a u P diety 0,15 - 10° (P> 0,08). Nicmén& po
stimulaci forbol-myristat acetatem (PMA), se objevila vyssi nachylnost k respira¢nimu
vzplanuti v leukocytech u F prasat krmenych rybim olejem, neZ u P prasat krmenych
palmovym olejem. Integral intenzity chemiluminiscence u prasat s F a P dietou byl 4,4

+0,59 - 10%, resp. 1,4+ 0,29 - 10* (P< 0,05; n = 10), (tab. 5).
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Tab. 5 Integral intenzity chemiluminiscence po stimulaci zymosanem a PMA

Zymosan PMA
Dieta F 0,35-10°? 4440,59 - 10°°
Dieta P 0,15-10%? 1,4+0,29-10%°

Hodnoty ve sloupcich oznac¢ené riznymi pismeny (a, b) ve sloupcich se prikazné lisi
(P< 0,05; n = 10). F dieta obsahovala zakladni krmnou smés s ptidavkem 2,5 % rybiho
oleje, P dieta obsahovala zdkladni krmnou smés s ptidavkem 2,5 % palmového oleje.
Zymosan - aplikovan pro indukci zanétu, PMA - specificky aktivator proteinkindzy C a

NF-«xB.

Vys$i nachylnost u leukocytti prasat krmenych rybim olejem (pfed stimulaci LPS)
k produkci reaktivnich forem kysliku v tomto experimentu souhlasi s ndlezem autorti
Johansson et al. (2015), kteti uvadgji, ze DHA meéla vliv na pfechodné zvySeni hladiny
bunécnych reaktivnich forem kysliku. Podle studie autorti Zhang et al. (2015), PUFA n-
3 indikovaly tvorbu reaktivnich forem kysliku v buiice. Podobné vysledky interpretuji i
autofi Fernandez-Iglesias et al. (2013), kteti uvadi, ze v bunikdch obohacenych o DHA
doslo ke zhorSeni produkce reaktivnich forem kysliku a sniZeni Zivotaschopnosti bunék.
Podobné jako ve studii autort Paschoal ef al. (2013) EPA i DHA zvysila produkci H,O,
ve stimulovanych 1 nestimulovanych potkanich neutrofilech.

Na druhé strané EPA a DHA sniZily aortalni produkci reaktivnich forem kysliku a
zanétlivou odpovéd pii ateroskler6ze indukované vysokym obsahem tuku,
v experimentu vyzkumné skupiny autorti Liu et al. (2016), kteti ve své studii konstatuji,
ze uCinky PUFA n-3 na kardiovaskuldrni onemocnéni jsou stale kontroverzni. Lze tedy
doporucit dalsi zkoumani v oblasti pasobeni PUFA n-3 pfi onemocnénich obehového

systému.

5.4 Adiponektin, PPARy

Vzhledem k velké variabilit¢ v ramci souboru, nebyly stanoveny Zadné vyznamné
vysledky tykajici se mnozstvi adiponektinu a proteintit PPARy v tukové tkani (P> 0,05).
Lze vSak uvést nékteré zajimavé tendence, a to, ze prasata krmend F dietou oSetfena
LPS (ve srovnani s LPS neoSetfenymi prasaty) m¢li tendenci ke zvySeni plazmatické
hladiny adiponektinu o 18 % (p = 0,12; obr. 14), které bylo pravdépodobné odrazem

tendence k vy$$im hodnotdm v adipocytech o 18 % u F prasat oSetfenych LPS ve

52



srovnani s intaktnimi F protéjsky (p = 0,12, obr. 15). Nicméné plazmatickd hladina
adiponektinu byla stejna u prasat oSetienych LPS u F i P diety (21,1 ng - ml™'; P> 0,05;
obr. 14).

Koncentrace jadernych receptori PPARy u adipocyti F prasat po podani LPS méla

tendenci se zvysit o 21 % ve srovnani s P kontrolou osetfenou LPS (P = 0,11; obr. 16).
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Obr. 14 Plazmaticka koncentrace adiponektinu; Koncentrace adiponektinu v plazmé
prasat krmenych sedm tydnti krmivem s pfidavkem 2,5 % rybiho oleje (F) a 2,5 %
palmového oleje (P), v daném potadi, a nasledné bud’ stimulovany LPS (F +, P +), nebo
ponechéna bez aplikace LPS, tedy intaktni (F -, P -). Analyza pomoci metody ELISA;
praméry oznacené (a) se prukazné nelisi (P> 0,05; pramér + stfedni chyba priméru, n =

8; zjisSténo pomoci jedno-faktorové analyzy rozptylu s post-hoc Tukeyovym testem)
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Adiponektin, adipocyty
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Obr. 15 Koncentrace adiponektinu v tukové tkani; Denzitometrickd kvantifikace
mnozstvi adiponektinu v tukové tkani prasat krmenych sedm tydni krmivem s
ptidavkem 2,5 % rybiho oleje (F) a 2,5 % palmového oleje (P), v daném potadi, a
nasledné bud’ stimulovany LPS (F +, P +), nebo ponechana bez aplikace LPS, tedy
intaktni (F -, P -). Analyza pomoci metody Western-blott; priméry oznacené (a) se
prikazné nelisi (P> 0,05; primér + stfedni chyba priméru, n = 8; zjist€éno pomoci

jedno-faktorové analyzy rozptylu s post-hoc Tukeyovym testem)
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PPARYy, adipocyty
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Obr. 16 Koncentrace PPARy v tukové tkani; Denzitometrickd kvantifikace mnozstvi
receptord aktivovanych proliferatory peroxizomu v tukové tkani prasat krmenych sedm
tydnt krmivem s ptidavkem 2,5 % rybiho oleje (F), resp. 2,5 % palmového oleje (P), v
daném potadi, a nésledn¢ bud’ stimulovany LPS (F +, P +), nebo ponechdna bez
aplikace LPS, tedy intaktni (F -, P -). Analyza pomoci metody Western-blott; priméry
oznacené (a) se prukazné nelisi (P> 0,05; primér + stfedni chyba priméru, n = §;

zjisténo pomoci jedno-faktorové analyzy rozptylu s post-hoc Tukeyovym testem)

V nasi studii jsme predpokladali naméfeni vysSich hodnot adiponektinu v tukové tkani
prasat, na§ experiment tento predpoklad potvrdil, ackoliv vysledky nebyly statisticky
prikazné. Dal§im piedpokladem bylo, ptisobeni ligandi EPA a DHA na zvySeni hladiny
(LPS) ve visceralni tukové tkani zptsobit akutni zanét (Guo et al., 2015). Podle studii
autorti Puglisi ef al. (2011) adiponektin, hormon tukové tkanég, ktery se v organismu
podili na regulaci homeostazy energie, hraje roli pii onemocnénich obéhového systému
nebo diabetu mellitu 11. typu, je povazovan za vyznamnou protizanétlivou latku.
Adiponektin se v adipocytech udrzuje v lumen endoplazmatického retikula pomoci
vazby na protein ERp44. Transkripéni aktivitu tohoto proteinu ERp44 tidi receptory
jaderné membrany PPARY, které funguji jako jeho zakladni regulacni faktory. ERp44
reguluje sekreci adiponektinu (Long et al, 2010). Pravdépodobné v duasledku
skutecnosti, ze EPA a DHA jsou pfirozené ligandy PPARY, bylo mnozstvi adiponektinu
ve visceralni tukové tkani F prasat stimulovanych LPS az 130 % oproti P prasatim

stimulovanych LPS v naSem pokusu (obr. 15). Nicméné rozdil nebyl statisticky
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vyznamny (P> 0,05), pravdépodobné v dusledku velké variability mezi jednotlivymi
prasaty. Plazmaticky adiponektin byl stejny (21,1 ng - ml™'; P = 0,98) u F i P prasat
stimulovanych LPS (obr. 14).

Dalsi mozné vysvétleni méné vyznamnych vysledkli, pokud jde o adiponektin,
mohla byt i relativng nizké dietarni davka EPA a DHA (76 mg - KGW™ - den) u F
prasat v tomto experimentu. Krmivo s pfidavkem rybiho oleje s vysokym obsahem tuku
zvysilo hladinu adiponektinu u mysi v experimentu autor Sundaram et al. (2016).
Autofi vSak dospéli k zavéru, ze dietdrni urovné PUFA n-3 nehréli roli pii testovani
produkce adiponektinu. Ve studii autori Duan et al. (2014) dospéli k zavéru, ze byla
vyrazné snizena hladina adiponektin u prasat ve fazi dokonceného rastu, krmenych
dietou s odliSnym pomérem PUFA n-6/n-3, i kdyZ byla pouzita dieta s optimalnim
pomérem 1/1. Autorim Gammelmark ef al. (2012) se podaftilo zjistit, malé, ackoliv
ucinek ve dvojit¢ zaslepeném, placebem kontrolovaném vyzkumu na lidskych
subjektech trpicich nadvahou, pfijimajicich Sest tydnd 1,1 g PUFA n-3 za den. Autofi
Wu et al. (2013) dospéli k zavéru, zaloZzeném na meta-analyzach randomizovanych,
placebem kontrolovanych klinickych studiich, Ze rybi olej pouze mirné zvysil hladinu

plazmatického adiponektinu.

5.5 Stanoveni hladiny NF-kB

U skupiny F prasat, kterd byla stimulovana LPS, doSlo ke zvySeni mnozstvi aktivni
frakce jaderné¢ho faktoru kappa B (NF-«kB) oproti skupiné P prasat, oSetfenych LPS (P<
0,05; obr. 17). Nicméné¢ mezi F prasaty stimulovanymi LPS a intaktnimi nebyl
zaznamenan zadny prikazny rozdil (P> 0,05). Na druhé stran¢ stimulace LPS snizila
mnozstvi aktivni frakce NF-kB v tukové tkani P prasat krmenych palmovym olejem (P<
0,05).
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Obr. 17 Koncentrace pNF-«B v tukové tkani; Denzitometrickd kvantifikace mnozstvi
fosforylovaného jaderného faktoru kappa B v tukové tkani prasat krmenych sedm tydnti
krmivem s ptidavkem 2,5 % rybiho oleje (F) a 2,5 % palmového oleje (P), v daném
pofadi, a ndsledné bud’ stimulovany LPS (F +, P +), nebo ponechéna bez aplikace LPS,
tedy intaktni (F -, P -). Analyza pomoci metody Western-blott; priméry oznacené
riznymi pismeny (a, b) se prukazné lisi (P< 0,05; primér + stiedni chyba priméru, n =

8; zjisSténo pomoci jedno-faktorové analyzy rozptylu s post-hoc Tukeyovym testem)

Nasim cilem bylo potvrdit vliv G¢innych sloZek rybiho tuku na potlaceni exprese
proteinu NF-kB v tukové tkani prasat. Prepokladali jsme, Ze EPA a DHA pfes signalni
drahu PPARYy inhibuje zanétlivy protein NF-kB. ZvySeni (P <0,05) mnozstvi aktivni
fosforylované frakce proteinu NF-kB v tukové tkani F prasat po stimulaci LPS, ve
srovnani s kontrolou, zjiSténé v tomto experimentu, je tézko vysvétlitelné, protoze
vysledek je v rozporu s testovanou hypotézou. Dle autort Oliver et al. (2012) ve studii
in vitro, potvrdily pozitivni u¢inky EPA a DHA, které snizily aktivaci transkripéniho
faktoru NF-kB v makrofazich stimulovanych LPS. Rovnéz experiment in vivo autori
Liu et al. (2012), kde rybi olej snizil expresi proteinit NF-kB ve stfevech odstavenych
selat stimulovanych LPS. Studie autorti Bashir ef al. (2016) uvadi sniZzeni hladiny
proteinu  NF-«kB pfi navySovani mnozstvi rybiho tuku poddvaného obéznim mySim
resistentnich k inzulinu.

Na druhé stran¢ vySSi mnozstvi proteinu NF-xB v tukové tkani prasat

stimulovanych LPS (F +) ve srovnani s P kontrolou (P +) v naSem experimentu (P
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<0,05; obr. 17), odpovida zvysené expresi genii kddujici prozanétlivé cytokiny IL-1 a
IL-6 v této tkani, i zvySeni plazmatické koncentrace TNF-a (P <0,05; obr. 18).
Vrozporu snaSimi vysledky, vexperimentu autort Upadhaya et al. (2015)
suplementace  PUFA n-3 snizila sérovy TNF-a u prasat stimulovanych LPS.
Nejednoznacné vztahy mezi mnozstvim proteinu NF-kB v adipocytech a namétenych
autort De Boer et al. (2014), ktefi ve své studii konstatuji, ze transkripcné aktivni
podjednotka NF-kB nemusi byt spolehlivym koncovym ukazatelem miry zanétlivého

stavu bunék.

5.6 Plazmaticka koncentrace cytokinii
cytokiny v jatrech a v tukové tkédni (bylo pfedmétem jiné diplomové prace), 1ze potvrdit

i u plazmatickych koncentraci cytokind (obr. 18). Vyssi koncentrace dvou

ey wa1e

cytokinu TNF-a v plazmé prasat krmenych dietou s rybim olejem (P <0,05).
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Obr. 18 Plazmaticka koncentrace vybranych cytokinii — interleukint IL-4, IL-10, I1-1,
IL-6, IL-12 a TNF-a (tumor necrosis faktor a) v plasm¢ prasat krmenych po dobu sedmi
tydntt krmivem s ptfidavkem 2,5 % rybiho oleje (F) a 2,5 % palmového oleje (P) a
nasledné stimulovanych LPS; primér + stfedni chyba priméru, n = 8; NS - nejsou

vyznamne; * P<0,05; zjisténo t-testem)

V nasem experimentu jsme piedpokladali, Ze po stimulaci LPS, dojde ke zvySeni
k vyraznéjSimu navyseni hladiny prozanétlivého cytokinu TNF-a neZ u P prasat, coz
odporuje testované hypotéze, potvrzujici protizanétlivy ucinek EPA a DHA. Odlisné
vysledky interpretuji, autoii Upadhaya et al. (2015), kteti uvadéji, ze suplementace
PUFA n-3 snizila sérovy TNF-a u prasat oSetfenych LPS. V experimentu autorti
Vaisman et al. (2005) byly podobné& jako v naSem experimentu, ve srovnani s kontrolni
skupinou, naméfeny zvySené hladiny nejen protizanétlivych (IL-1B, IL-10), ale 1
prozanétlivych cytokinli (TNF-a, IL-6), a to v perifernich krevnich mononukledrnich
bunkach stimulovanych LPS, poté co byly odebrany détem, kterym byly podavany
PUFA n-3 (300 mg / den po dobu 12 tydnti). Ve studii autori Petursdottir a Hardordottir
(2007) bylo podobné zjisténo, ze dietarni rybi olej zvysil hladinu TNF-a po stimulaci
LPS a sekreci IL-10 mySimi splenocyty. EPA i DHA zvysily uvoliovani TNF-a

v potkanich nestimulovanych neutrofilech in vitro. Dle autorti Paschoal et al. (2013)
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poznatky jsou v souladu s vysledky autorti Liu ef al. (2012), ze ligandem indukovana
aktivace PPARy zvysila produkci prozénétlivého cytokinu u odstavenych prasat
oSetfenych LPS. Na druh¢ stran¢ autoii Vigerust ef al. (2013) uvadi, ze neexistuje zadny
podstatny vliv rybiho tuku na produkci prozanétlivych cytokini u mysi. Dle autorti Hall
et al. (2012) EPA a DHA po vyvolani zanétu u potkanii neinhibovala nardst
prozanétlivych cytokint IL-6, IL-1 a TNF-a.
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6 ZAVER

Cilem této diplomové prace bylo zhodnotit pozitivni vliv polynenasycenych mastnych
kyselin n-3 na expresi proteinli, které moduluji ¢i potlacuji zanétlivou reakci
v organismu neproliferujiciho druhu — prasete. V teoretické Casti jsou shrnuty zdkladni
poznatky o lipidech a mastnych kyselinach a jejich funkcich v sav€im organismu.
Podrobnéji je tato prace veénovana nenasycenym mastnym kyselinam a jejich
biologickym ucinkiim ve vztahu k modulaci exprese proteinli ovliviiujici zanétlivou
reakci. Blize jsem popsala pribéh zanétu i jednotlivé jaderné regulacni mechanismy,
které ho ovlivituji. Déle zde byly uvedeny molekuldrné-biologické metody, které byly
aplikované v tomto experimentu pro kvantifikaci miry exprese proteinti v jednotlivych
tkanich. V praktické ¢asti jsou charakterizovany podminky experimentu, kvantifikovany
miry expresi proteini PPARy a NF-xB v cilovych tkanich, vyhodnoceni naméfenych
dat a diskuze.

Tato diplomovéa prace byla soucasti projektu grantové agentury AF MENDELU
s ndzvem: Kyselina eikosapentaénova a dokosahexaénova jako nutriceutika modulujici
zanétlivou reakci a homeostazu cholesterolu, jehoz cilem bylo ovéfit pozitivni vliv EPA
a DHA na modulaci exprese proteini PPAR a NF-kB, ovliviiujici pribéh zanétlivé
reakce.

Modelovym organismem v tomto experimentu bylo prase domaci (Sus Scrofa f.
domestica), které patii podobné jako Clov€k k druhim neproliferujicim (ve smyslu
signalni drahy PPAR). Tento experiment mél za ukol zptesnit vysledky z pfedchoziho
pokusu na laboratornich potkanech (proliferujici druh).

Testovana skupina prasat byla krmena zdkladni krmnou smési s ptidavkem 2,5 %
rybiho oleje a kontrolni skupina, ktera byla krmena krmnou smési s ptidavkem 2,5 %
palmového oleje. Pro vyvolani zanétlivé reakce bylo pouzZito oSetfeni
lipopolysacharidem E. Coli (LPS), ktery byl aplikovan na konci vykrmu (tj. 70. den)
poloving, tj. 8 testovanym zvifatim z kazdé skupiny. Cilem pokusu bylo zjistit, jak ve
stravé bézné dostupné mnozstvi EPA a DHA moduluje pribéh zanétu. Z namétenych
hodnot bylo zjisténo, Ze piijem PUFA n-3 nemél prokazatelny vliv na denni ptirtistek
hmotnosti ani zivou hmotnost prasat (P> 0,05). Schopnost leukocyti produkovat
reaktivni formy kysliku byla pfi stimulaci chemiluminiscence forbol-myristat acetatem
(PMA) prokazateln¢ vyssi u F diety (P< 0,05). Koncentrace jadernych receptort PPARYy
u adipocytit F prasat po podani LPS, méla tendenci se zvysit (P> 0,05) o 21 % ve
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srovnani s P kontrolou stimulovanou LPS. Podobna byla tendence ke zvySeni
koncentrace adiponektinu v plazmé u F diety po aplikaci LPS, které byly odrazem
vysSich hodnot adiponektinu v adipocytech, avSak hodnoty v plazmé P prasat po
stimulaci LPS byly podobné (P> 0,05). Plazmaticky adiponektin nabyval stejnych
hodnot 21,1 ng - ml" u experimentalni i kontrolni skupiny (P> 0,05). Zvyseni (P <0,05)
mnozstvi aktivni fosforylované frakce proteinu NF-kB v tukové tkani F prasat po
stimulaci LPS ve srovnani s kontrolou. ZvySeni (P< 0,05) plazmatické koncentrace
aplikaci LPS.

Zaver, tykajici se testované hypotézy v tomto experimentu je nejednoznacny.
Pozitivni vysledky ve smyslu utlumeni akutniho zanétu jsou prikazné u F prasat
stimulovanych LPS, u kterych doSlo ke zvySeni plazmatické koncentrace
protizanétlivych interleukini IL-4 a IL-10. ZvySené mnozstvi proteinu NF-xB ve
visceralni tukové tkéani, resp. zvySena hladina prozanétlivého mediatoru TNF-a
v plazmé F prasat krmenych rybim olejem, jsou v rozporu s testovanou hypotézou.
Proto nelze timto experimentem spolehlivé potvrdit testovanou hypotézu, ktera by
prokazala pozitivni vliv rybiho oleje na potlaceni zanétlivé reakce. Bylo by proto
vhodné experiment opakovat na souboru vice uniformnich zvifat a/nebo aplikovat vyssi

dietarni davky EPA a DHA tak, aby se docililo prokazatelnych vysledk.
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AA arachidonova kyselina

ALA a-linolenové kyselina

AMK aminokyselina

AMPK AMP-kinaza

AP alkalicka fosfatdza

BAFF-R B buiiky aktivujici faktor receptor
BCR B-bunééné receptory

BSA bovinni sérum albumin

cAMP cyklicky adenosin monofostat
CL stimulované chemiluminiscence
COX cyklooxygenéza

DGLA dihomo-y-linolenova kyselina
DBD DNA vézebnéd doména

DHA dokosahexanova kyselina

DNA deoxyribonukleova kyselina
EPA eikosapentanova kyselina
GAPDH glyceraldehyd-3-fosfat dehydrogenaza
GLA y-linolenova kyselina

GPCR G-receptory parované s proteiny
HETE hydroxyeikosatraenové kyseliny
HNF hepatocytarni nuklearni faktor
HPR kienova peroxiddza

IG imunoglobulin

IKK inhibitor kin4za

IL-1 interleukin 1

IL-1R interleukin 1 receptor

Da Dalton

LA linolova kyselina

LBD ligand vézajici doména

LBR lymfotoxin 3 receptor

LTC, leukotrieny

LDL lipoprotein s nizkou hustotou
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LPS lipopolysacharid

LOX lipoxygenaza

LTB 4 cytooxygenazovy produkt 4

LXA4 lipoxiny A4

LXR jaterni X receptor

MK mastné kyseliny

mRNA mediatorova (messengerova) RNA
MO mikroorganismy

MUFA mononenasycené mastné kyseliny
N-CoR nuklearni receptor co-repressor
NF1 jaderny faktor 1

NF-«p jaderny faktor xf3

NIK NF-kB-inducibilni kin4za

NLS jaderny lokalizacni signal

NPDI neuroprotektin D1

PAGE polyakriamidovéa gelova elektroforéza
PGE prostaglandin

PLA2 fosfolipaza A2

PMA forbol myristat acetat

PPAR receptor aktivované proliferatory peroxizomu
PPREs PPAR-responzivni elementy
PUFA polynenasycené mastné kyseliny
PVDF polyvinyl

RANK receptor aktivator NF-kB

RHD Rel homologni doména

RXR retinoidni X receptor

SDS dodecyl-sultat sodny

SREBP sterol regulacni vazebny protein
SRS-A pomalu-reagujici anafylakticka substance
TAD transaktivacni doména

TCR T-bunécné receptory

TF transkripéni faktor

TLR receptor podobny genu 7Toll

TNF tumor nekrotizujici faktor
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TNFR tumor nekrotizujici faktor receptor
TXA; tromboxany A2
TZDs thiazolidindiony
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