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ABSTRAKT

Cilem této prace bylo ovétit hypotézu, Ze n-3 polynenasycené mastné kyseliny
potlacuji rozvoj mirného chronického zanétu. Experiment probihal na potkanech
krmenych rozdilnymi dietami (kontrolni, s pfidavkem oleje ze svétlice barvifské, rybiho
oleje a oleje z tasy Schizochytrium). Pii zpracovani vysledkt z odebranych tkani bylo
pouzito stanoveni exprese vybranych gend pomoci qRT-PCR, zjisténi zastoupeni
proteini v cytosolu a jaderné frakci pomoci Western-blotu a kvantifikace cytokinti
ELISA metodou. Podavéani oleje z tasy Schizochytrium vedlo ke snizeni konecné
hmotnosti a glykémie, diale ke zvyseni exprese PPAR-y a zvySené produkci
protizanétlivych cytokini IL-10 a TGF-B1. Naopak nebyl pozorovan rozdil v expresi
GPR120 a receptorti pro adiponektin ani v mnoZzstvi proteini NF-kB a PPAR-y mezi
jednotlivymi dietami. Byla zjiSténa zvySena plazmatickd koncentrace adiponektinu.
Z vysledkl experimentu vyplyva, Ze je mozné doporucit olej z fasy Schizochytrium jako
vhodny dopln€k humanni stravy jako prevence vzniku chronickych degenerativnich
onemocnéni.

Klic¢ova slova: EPA, DHA, adiponektin, PPAR-y, NF-«kB, n-3, n-6, cytokiny

The aim of this thesis was to verify the hypothesis implying that n-3 polyunsaturated
fatty acids inhibit the development of mild chronic inflammation. The experiment was
conducted on rats with different diets (control, with the addition of safflower oils, fish
oils and oils from algae Schizochytrium). For processing the results of the collected tissues
was used determination of expression of selected genes by qRT-PCR, detection of
proteins and in the cytosol and nuclear fractions by Western blot and the quantification
of cytokines by ELISA. Feeding oil from algae Schizochytrium has led to lowering the
final weight and blood glucose, further to enhance expression of PPAR-y and increasing
the production of anti-inflammatory cytokines IL-10 and TGF-B1. In kontrast, no
difference was observed in the expression of GPR120 and adiponectin receptors or
proteins in an amount of NF-kB and PPAR-y between diets. Elevated plasma levels of
adiponectin were found. The results of the experiment shows that it is possible to
recommend oil from algae Schizochytrium as a useful supplement of human diet as
prevention of chronic degenerative diseases.

Keywords: EPA, DHA, adiponectin, PPAR-y, NF-kB, n-3, n-6, cytokines
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1 UVOD

V soucasné dobé je vénovana velka pozornost vyzkumu plisobeni polynenasycenych
mastnych kyselin na lidské zdravi a ukazuje se, Ze jejich zapojeni je vysoce komplexni.
Podili se na zanétlivé odpovédi organizmu, vzniku a vyvoji aterosklerdzy ¢i nékterych
typt rakoviny. Déle jsou dileZité pro spravné fungovani centralniho nervového systému,
coz je nepostradatelné pro vyvoj plodu, kognitivnich funkei a také naptiklad ovliviiuji
manifestaci nékterych neurodegenerativnich poruch.

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) nejvice zastoupené v lidské stravé se fadi
k n-3 a n-6 rodindm. Zatimco diive byly konzumovany ve vyvdZzeném poméru, dnesni
strava obsahuje vyrazné vyssi podil PUFA rodiny n-6. V potravinach jsou PUFA rodiny
n-6 nejcastéji zastoupeny v béznych rostlinnych olejich, zatimco n-3 PUFA miZeme najit
v moftskych fasach ¢i rybach. Vysoké zastoupeni n-6 PUFA je spojovano se vznikem
civiliza¢nich chorob, které¢ zptisobuji fadu pred¢asnych umrti, diky ¢emuz jsou intenzivné
zkoumany mechanizmy ptusobeni PUFA na lidsky organizmus.

Cilem nasSeho experimentu bylo potvrdit hypotézu, Ze mirny chronicky zanét
v organizmu miliZze byt potlaten pisobenim n-3 PUFA, pficemZ jsme piedpokladali, Ze
kyselina dokosahexaenova bude mit vétsi vliv na jeho =zlepSeni nez kyselina

eikosapentaenova.



2 LITERARNI PREHLED

2.1 Lipidy

Lipidy patfi mezi organické latky rozpustné v nepolarnich organickych
rozpoustédlech, ve vod¢ jsou rozpustné jen z¢asti nebo viibec. Maji nezastupitelné funkce
Vv organizmu - jsou soucasti biomembran, poskytuji vydatny zdroj energie, ktery tclo
vyuziva i jako rezervu uloZenou v adipocytech. Dale chrani orgédny, zabranuji ztratdm
tepla a v neposledni fad¢ usnadiuji vstiebavani n€kterych vitamind, cholesterol také
slouzi pro syntézu steroidnich hormont. Lipidy jsou estery vysSich mastnych kyselin

a alkoholl nebo jejich derivata.

2.1.1 Struktura a déleni mastnych kyselin

Mastné kyseliny se v piirodé vyskytuji pfedev§im v esterifikované formeé jako
dilezitad soucast lipidl, nejcastéji maji sudy pocet uhliki a linearni fetézec. Mastné
kyseliny obsahuji na jednom konci karboxylovou COOH a na druhém metylenovou CH3
skupinu.

Mastné kyseliny 1ze délit podle délky fetézce, stupné nasyceni ¢irozveétvenosti. Podle
stupné nasyceni rozliSujeme nasycené, ty lze déale délit na vyssi a niz8i, a nenasycené
mastné kyseliny, které rozdélujeme podle poctu dvojnych vazeb na:

e Monoenové obsahujici pouze jednu dvojnou vazbu (napt. kyselina olejova),

e Polyenové (polyunsaturated fatty acids, PUFA) se dvéma a vice dvojnymi

vazbami (napf. kyselina linolenova, arachidonova a linolova),

e Eikosanoidy, které jsou odvozeny od PUFA s 20 uhliky (eikosa-), fadime sem

prostanoidy (dale se déli na prostaglandiny, prostacykliny a thromboxany)
a leukotrieny (Murray et al., 2002).

Dvojné vazby téchto mastnych kyselin jsou vétSinou nekonjugované (nelezi tedy
vedle sebe) s cis (Z) konfiguraci, coz znamena, Ze ob¢ Casti fetézce jsou v jedné roving,
sviraji thel 120° a oddé€luji je metylenové skupiny. Existuji vSak i slouceniny
v konfiguraci trans (E), v ptirod€ jsou méné bézné, vyskytuji se v mikroorganizmech, ve
vodnich organizmech a v semenech nékterych rostlin. Potravou jsou vSak cCastéji
pfijimany ve formé¢ vedlejSich produktti hydrogenace nenasycenych mastnych kyselin
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pfedevsim v prubéhu vyroby margarinti ztuzovanim rostlinnych olejt. U téchto sloucenin
bylo popsano neptiznivé plisobeni na lidské zdravi, naptiklad zvysenim hladiny LDL
lipoproteinti ¢i inhibici pfemény a zaclenovani mastnych kyselin do bunéénych membran
(Simopoulos, 2002).

Podle umisténi prvni dvojné vazby od metylenového uhliku rozliSujeme ®-11, ®-9,
-7, -6, ®-5 a ®-3 mastné kyseliny, v soucasné dobé¢ je spise pouzivano oznaceni n-11,

n-9 atd. V této praci jsme se vénovali ®-3 a m-6 kyselinam (obr. 1).

Rodina mastnych kyselin »6 (n-6)

Rodina mastnych kyselin ©3 (n-3)
n o3
ot \/ "\ NN\ COOH
®2

Obr. 1: Struktura polynenasycenych mastnych kyselin -3 a w-6 (prevzato a upraveno

z: http://chel If1.cuni.cz/html/Mastne_kyseliny 2sm.pdf).

2.1.2 Syntéza a odbouravani mastnych kyselin

Mastné kyseliny se do téla dostavaji spole¢n€ s potravou nebo v téle vznikaji de novo
lipogenezi probihajici v jatrech, odkud jsou transportovany pomoci plazmatickych
lipoproteinti, konkrétné VLDL (very low density lipoproteins) Castic do tukovych tkani.

V organizmu mohou byt mastné kyseliny odbourdvany pomoci oxidace na
acetyl-CoA. Ten je bud zcela oxidovan v citrdtovém cyklu na CO, a H»O, dale mize
slouzit jako zdroj uhlikovych atomii pro syntézu steroidii, nebo se ucastni syntézy
ketolatek v jatrech. Ketolatky slouZzi jako vyznamny zdroj energie napiiklad ptihladovéni
(Murray et al., 2002). Je popséano vice mechanizmti zprosttedkovavajicich odbouravani
mastnych kyselin, vzdy se jednd o oxidace, rozliSuji se vSak podle uhliku, na kterém
probihaji na a-, B- a w-oxidace. Hlavni metabolickou drahou je B-oxidace. -oxidace je
slozity sled reakci, kterému piedchazi degradace triacylglycerolu na glycerol a tfi mastné
kyseliny, které jsou k potfebnym bunikdm krvi transportovany navazané na albumin.
V buice dochazi k jejich aktivaci, kdy pomoci ATP, CoA a enzymu acyl-CoA-syntetazy
vznik4 makroergicky thioester acyl-CoA. Aktivovana mastna kyselina vstupuje ptimo do

mitochondrie nebo v piipadé delSich fetézeli (vice nez 12 uhlikli) do peroxizomu.
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V peroxizomu dochazi k jejimu zkraceni a naslednému transportu do mitochondrie.
V mitochondriich jiz probihd vlastni oxidace pomoci postupného odsStépovani dvou
uhlikt z karboxylového konce. Tato reakce se sestava ze Ctyt kroki: dehydrogenace, kdy
dochazi ke ztrat¢ dvou vodikii za vzniku dvojné vazby, nasleduje hydratace, tedy adice
H>O na dvojnou vazbu za vzniku hydroxykyseliny, dalS$im krokem je opét
dehydrogenace, po niz vznika ketokyselina, a na zavér probiha thiolyza. Pfi thiolyze je
pomoci enzymu beta-ketothioldza odstépen acetyl-CoA a zbytek vstupuje do dal§iho
cyklu, dokud neni zcela odbourédn. Pti oxidaci nenasycenych mastnych kyselin vznikaji
trans izomery a dochéazi k posunu dvojné vazby, zisk ATP je pfi této reakci nizsi nez
u nasycenych mastnych kyselin, jelikoZ neni nutna dehydrogenace acyl-CoA.

Mastné kyseliny také mohou byt esterifikovany na acylglyceroly a slouzi tak jako

vyznamna zasobarna energie.

2.1.3 Vyskyt mastnych kyselin

Nasycené mastné kyseliny obsahuji zejména zivocisné produkty, naptiklad mléko
a vyrobky z néj, maso ¢i uzeniny. Naopak nenasycené mastné kyseliny jsou zastoupeny
pfedevsim v rostlinnych tucich, vyjimecné i v tucich zivo€iSnych, a to predev§im v rybach
a krilu. Rodina mastnych kyselin n-6 se vyskytuje zejména v rostlinnych semenech,
naptiklad ve slune¢nicovych, dynovych ¢i sezamovych, dale v kukufici, ofesich, masu ¢i
mlécnych vyrobcich. Naopak n-3 mastné kyseliny nalezneme v tu¢nych motskych rybach
(sled’, makrela, losos, tuiidk ¢i sardinka), dale v motskych fasach a v fepkovém ¢i Inéném
seminku (Grofova, 2010). Mezi vyznamné zastupce n-3 kyselin patii a-linolenova
(ALA), eikosapentaenova (EPA) a dokosahexaenova (DHA), mezi n-6 kyseliny fadime
linolovou (LA).

2.1.4 Metabolizmus n-3 a n-6 PUFA

Obé rodiny polynenasycenych mastnych kyselin n-3 i n-6 fadime mezi esencialni.
Lidské télo si je nedokaze samo syntetizovat, jelikoz prvni uhlik, na ktery je organizmus
schopen vnést dvojnou vazbu, je az devaty (Zak et al., 2005). Musime je tedy pfijimat
potravou.

Kyselina linolova (LA) a a-linolenovéa (ALA) hraji vyznamnou roli v organizmu jako
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prekurzory pro biosyntézu eikosanoidil, mezi které fadime prostaglandiny, leukotrieny
a tromboxany. Eikosanoidy jsou signdlni molekuly s dulezitou funkci naptiklad
v imunitni odpovédi ¢i pti srazlivém procesu (Pe¢ a Dusek, 2008). Enzymem pro tvorbu
prostaglandinii je cyklooxygenaza (COX), zatimco syntézu leukotriend katalyzuje
lipoxygendza (LOX), dale existuje drdha cytochromu P450 monooxygenazy.
Metabolizaci n-3 PUFA vznikaji tromboxany a prostaglandiny 3. tfidy a leukotrieny 5.
ttidy, zatimco u n-6 PUFA jsou to tromboxany a prostaglandiny 2. tfidy a leukotrieny
ttidy 4. Cisla jednotlivych tfid vyjadiuji pocet dvojnych vazeb vyskytujicich se
v molekule.

Jak LA, tak ALA jsou metabolizovany stejnymi enzymy — desaturdazami
a elongdzami, jelikoZ enzymil je omezené mnozstvi, n-3 a n-6 rodiny kyselin o n¢ soutézi
a zvySeny pfijem jedné zplsobi vyznamné snizeni pfemény rodiny druhé (Schmitz
a Ecker, 2008). Prvnim krokem metabolizace LA je delta-6-desaturace na y-linolenovou
kyselinu (GLA), ta je poté elongovana na dihomo-GLA (DGLA), ktera je prekurzorem
pro tvorbu prostaglandini 1. tfidy. DGLA muze byt delta-5-desaturaci pfevedena na
kyselinu arachidonovou, ze které jsou tvofeny prostaglandiny a tromboxany 2. tiidy
a leukotrieny 4. tfidy. Stejnym mechanizmem je ALA metabolizovana na
eikosapentaenovou kyselinu (EPA) slouZzici pro syntézu prostaglandinti a tromboxand 3.
ttidy a leukotrienti 5. ttidy (Das, 2006; obr. 2). EPA je dale pomoci elongace, desaturace
a P-oxidace pfevedena na DHA. K této pfeméné dochdzi predev§im v centrdlnim
nervovém systému. Jen velmi malé procento ALA je u ¢lovéka konvertovano na DHA.
Literatura uvadi hodnoty pohybujici se kolem 4 — 5%, pfi¢emz u Zen je pisobenim
estrogentl zvySena a miize dosahovat az 21% (Burdge, 2004). Jak je z uvedenych hodnot
patrné, nedochazi k dostatecné konverzi a je tedy nutné piijimat EPA a DHA potravou.
V organizmu je také uskutecniovana retrokonverze DHA na EPA, coz se ukazuje jako

fyziologicky vyznamny proces (Zak et al., 2005).
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n-6 kyseliny n-3 kyseliny
Linolova kyselina Eyszelina a-linolenova
18:2 n-6 18:3 n-3
a4—— Delta-6-desaturiza ——
t-linolenovd kyselina Stearidonova kyzelina
18:3 n-6 18:4 n-3

4———— elongiza ——»
Dihomo-y-linclenovi koyzelina Eikozatetrasnova kyzselina
20:3 n-G 20:4 n-3
l #+—— Delta-5-desaturaza —» l
. Arachidomovd kyselina Eikosapentacnova kyzeling | —
2004 n-8 205 n-3
l +——— elongiza ——» l

Dokosatetrasnova kyselina Dokosapentasnova kyseling
22:4 nB 22:5n-3

l +——— clongiza ———» l

Tetrakozatetraenova kyselina Tetrakoszpentsenovd kyselina
24:4 n-6 24:5n-3
l +—— Delta-6-desaturiza ——w l
Tetrakozapentzenovd kyzeling Tetrakosshexaenova kyselina
24:5 n-6 24:6 n-3

l a— B-oxidace — = l

Dokosapentasnova kyseling Dokosahexaenova kyzelina
22:5 n-G 226 n-3
L J L 4
Eikosanoidy Eikosanoidy

Prostaglandimy 2. thidy
Tromboxamy 2. tidy
Leukotrieny £. tiidy

Prostaglandimy 3. tidy
Tromboxamy 3. tidy
Leukotrieny 3. tiidy
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Obr. 2: Metabolizmus n-6 a n-3 PUFA, cisla uvedena pod ndzvy molekul udavaji pocet
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uhlikit a dvojnych vazeb (prevzato a upraveno z Schmitz a Ecker, 2008).

2.1.5 Uéinky n-3 a n-6 PUFA na organizmus

Jednotlivé metabolity, respektive eikosanoidy, tvofené z n-3 a n-6 PUFA maji na
organizmus zcela jiny ucinek. Eikosanoidy jsou signalni molekuly tcastnici se fady
biologickych procest a vétSinou jsou sptazeny s G-proteinem. Mezi diilezité procesy, do
kterych jsou zapojeny, mizeme zaradit syntézu kanabinoidii (latky uvoliiované mozkem

pfi stimulaci neurontl), zanétlivou odpovéd’ organizmu, aktivacni i inhibi¢ni pisobeni na



DNA, diferenciaci bunék, proces srdzeni krve a mnoho dalsich (Jirdk a Zeman, 2007).
V soucasné dob& jsou také predmétem zajmu studia neurologickych funkci
a psychiatrickych poruch.

V dutsledku zvySeného piijmu n-6 PUFA obsazenych v modernim stylu stravovani
dochazi ke zvysené produkci eikosanoidii vznikajicich z LA. Tyto eikosanoidy jsou
biologicky aktivni jiz ve velmi malych mnozstvich a jejich nadmérné syntéza vede ke
vzniku trombil a nerovnovéaze imunitniho systému (prozanétlivé ptisobeni, mozny vznik
vazospasmi (kfecovité zuzeni cév) a vazokonstikci (zizeni cév), také snizuji dobu
krvaceni (Simpoulos, 2002). Naopak zvySeny pfijem n-3 PUFA snizuje viskozitu krve
a zvySuje elasticitu bunéénych membréan, coz se projevuje predev§im u erytrocytd
v podobé zlepSeni mikrocirkulace a ptivodu kysliku do tkani diky jejich zvySené
deformabilité. Eikosanoidy vznikajici z n-3 PUFA plisobi protizanétlivé, vasodilatacné
(rozSifuje cévy) a protisrazliveé, jsou proto povazovany za jeden z faktorl prevence
kardiovaskularnich onemocnéni. Soucasné vyzkumy také prokazaly, Ze snizuji riziko
vyskytu rakoviny (Wang a DuBois, 2010) a autoimunnich onemocnéni. Vyvazeny pomér
n-3 a n-6 PUFA je také dulezity pro udrzovani homeostdzy a normalni vyvoj organizmu
(Simopoulos, 2002). Jejich nedostatek naopak mize vést k manifestaci dusevnich poruch,
zhorSeni paméti, retardaci vyvoje, zhorSeni imunity, poruchdm vidéni, svalové slabosti ¢i
ttesu. Doporuceny pomér piijmu n-6 a n-3 PUFA je 1-1,5 : 1, ktery je velmi rozdilny od
moderni stravy, kde se pohybuje od 10 do 20 — 25 : 1 (Simopoulos, 2011).

2.1.5.1 Vliv na kardiovaskularni systéem

Nejcastéjsi komplikaci vedouci ke vzniku koronarnich aterosklerdz, které mohou
vyustit v infarkt myokardu, jsou trombozy. Podle Svétové zdravotnické organizace
(WHO) umiréd kazdy rok pftiblizn¢ 17 miliéonti lidi na kardiovaskuldrni nemoci. Diky
protisrazlivému ptusobeni n-3 PUFA je jim vénovana velk4 pozornost.

Byla provedena fada studii vénujicich se pozitivnimu pisobeni n-3 PUFA na
kardiovaskularni systém, ze kterych vyplyva:

e EPA potlacuje syntézu tromboxani 2. tfidy indukujicich agregaci krevnich

desticek a zuzeni cév.
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Zvysuji produkci prostacyklinu, coz je prostaglandin ptispivajici k rozsiteni
cév a potlacujici adhezi krevnich desticek.

Studie na pokusnych mysich, u kterych byl proveden knock-out LDL
receptoru, prokazaly pozitivni plisobeni EPA a DHA na potlaceni vyvoje
aterosklerozy (Brown et al., 2013, Gladine et al., 2014).

Zvyseny prijem n-3 PUFA ve formé konzumace tucnych moiskych ryb
jedenkrat tydné ptsobi jako sekundarni prevence infarktu a je spojeno s 16%
poklesem rizika vzniku fatdlnich srdecnich onemocnéni a 14% snizenim
rizika mrtvice (Kromhout, 2014).

Byl popsan pozitivni vliv n-3 PUFA spojeny s vyskytem fibrilaci komor,
avsak studie ovlivnéni fibrilaci sini se ve svych zavérech rozchézeji. Heidt et
al. (2009) prokazali vyznamné snizeni vyskytu fibrilaci sini po podavani
vysoké davky n-3 PUFA nitroziln€. Naopak studie Sanderasa et al. (2012)
neukazala zadné zasadni rozdily u testovanych skupin - prvni se zvySenymi
davkami n-3 PUFA a druhé pouze s placebem.

Zvyseny ptijem n-3 PUFA snizuje mnozstvi volnych triacylglycerolii v krvi,
ma efekt na sniZzeni krevniho tlaku a zvySuje hladinu HDL cholesterolu (Balk
et al., 20006).

PUFA rodiny n-3 ovliviiuji produkci oxidu dusnatého, a tim puasobi na

endotelialni relaxaci a podporuji pruznost arterii (Harris et al., 1997).

Je vSak tfeba mit na paméti, Zze choroby kardiovaskularniho systému vykazuji

multifaktoridlni dédi¢nost a na jejich projevu se také vyznamné projevuji vlivy prostiedi,

proto zvySeny ptijem n-3 PUFA zlstava pouze jednim z mnoha faktori, které je ovliviiuji.

2.1.5.2 Vliv na centralni nervovy systém

PUFA rodiny n-3 hraji vyznamnou roli v ¢innosti nervového systému, kognitivnim

vyvoji, vzniku synapsi a penosu signdlu na synapsich.

Byl popsédn vliv nedostatku n-3 PUFA na opozdény rozvoj kognitivnich

a behaviordlnich funkci v détstvi (Freemantle et al., 2006). Vyvazeny pomér n-3 a n-6

PUFA ptedchdzi vzniku a vyvoji mnoha neurologickych poruch, diky zprostfedkovani

efektivni zdnétlivé odpovédi a jejich roli v metabolizmu neurontl, konkrétné v potlaceni

ucinkli oxidativniho stresu. U zminénych procest je dillezitym mechanizmem aktivace
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jaderného transkripéniho faktoru NF-kB, ktery hraje vyznamnou roli v transkripci genti
zapojenych v imunitni a zanétlivé odpovédi a také v antioxidacnim procesu (Barros et al.,
2014).

Nedostatek n-3 PUFA, ptedevsim DHA, je v soucasné dob¢ spojovan s poklesem
kognitivnich funkci i u starSich pacientii, zvlasté s rozvojem Alzheimerovy choroby.
Predpoklada se, Ze je to zpisobeno ovlivnénim regulace ptijmu gluk6zy mozkovou tkani
prostiednictvim zmény aktivity nékterych prenaseci glukozy (Freemantle ef al., 2006).

Jedna ze dvou oblasti lidského mozku, kde v dospélosti probihd neurogeneze, je
hippokampus. Tato ¢ast mozku ovliviluje kognitivni funkce a naladu, jeji vystaveni n-3
PUFA (DHA a EPA) vedlo ke zvySeni synaptické plasticity (jedna se o specifickou zménu
v t¢innosti pfenosu informace), tvorbé novych dendritickych trnd a zlepSeni kognitivnich

a behavioralnich funkci (Lukiw a Bazan, 2008).

2.1.5.3 Vliv na nadorova onemocneni

Mezi rizikové faktory, které mohou vést k rozvoji rakovinového bujeni, fadime
genetické mutace, epigenetické zmény, chronické zanéty, vyzivu a Zivotni styl
Epidemiologické studie a studie na pokusnych zvitecich modelech dokladaji, ze vyziva
s vysokym obsahem tuki mize byt spojena se zvySenym rizikem rozvoje rakoviny
tlustého stfeva, konecniku, prsu a prostaty (Woutersen et al., 1999).

Bylo navrzeno né€kolik moznych mechanizmt, kterymi n-3 PUFA potlacuji rozvoj
rakoviny, studie vSak nejsou ptili§ konzistentni a nabizi se dalsi moznost zkoumani v této
oblasti. Mezi tyto mechanizmy mutzeme zafadit potlaceni syntézy eikosanoidi z LA,
ovlivnéni n€kterych transkripénich faktorti, genové exprese, modulaci signdlnich drah,
zmény v metabolizmu estrogenu, ovlivnéni produkce volnych radikalti a reaktivnich
forem kysliku, citlivosti k inzulinu a ovliviiovani fluidity membrany (Larsson, 2004).
Touvier et al. (2012) dosli ve své studii k zavéru, ze pfijem n-3 PUFA potlacuje
prokarcenogenni t€inky sSICAM-1, coz je imunoglobulin pattici k adheznim molekulam.
Syntéza sSICAM-1 je indukovéana prozanétlivymi cytokiny a zvySend hladina sSICAM-1
byla detekovana u velkého mnozstvi pacientl s riznymi druhy rakoviny. Byla prokazana
souvislost mezi ptijmem n-3 PUFA a lep$i sndSenlivosti podavanych chemoterapeutik
u rakoviny tlustého stfeva a kone¢niku. DHA je také poddvéna jako podpirna 1écba

u rakoviny prsu, u niz je piredpokladano, ze zvysuje procento piezivajicich pacienti.
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Mechanizmus pusobeni pravdépodobné zahrnuje snizeni produkce prostaglandint 2.
ttidy a syntézu protizanétlivych resolvinti. Naopak metabolity n-6 PUFA, naptiklad
prostaglandiny 2. tfidy, jsou spojeny se vznikem a rozvojem rakoviny tlustého stfev
a konec¢niku (Cockbain et al., 2012).

Byla prokazéna antineoplastickd aktivita metabolith n-3 PUFA souvisejici
s potlacenim pfemény somatickych bun¢k na buiiky nddorové. Mezi hlavni
antineoplastické mechanizmy patii uprava COX aktivity, modulace n¢kterych receptort,

membranové dynamiky a snizeni oxidativniho stresu (Fetterman a Zdanowicz, 2009).

2.1.5.4 Vliv na zanét a imunitu

Imunitni systém zahrnuje celou fadu mechanizmii, které poskytuji organizmu
ochranu pfed patogennimi vlivy, jak z vnéjsiho, tak z vnitiniho prostfedi. Zahrnuje mnoho
interakci rozmanitych typt bun¢k po celém téle. Mezi hlavni mechanizmy imunitni
odpovédi tadime fagocytéozu, tvorbu antigent a aktivaci T-lymfocytt, které
zprostfedkovavaji mnoZzeni a produkci cytokini stimulujicich buiky (naptiklad
k produkci protilatek, zanétlivé odpovédi atd.). Zanétlivda odpovéd’ je soubor reakci
projevujici se nasledkem mistniho poskozeni, infekce ¢i imunologické stimulace.
Nespravna aktivace imunitniho systému, naptiklad zanétlivé odpovédi je charakteristicka
pro mnoho béznych nemoci. Imunitni systém zahrnuje dva zékladni typy: vrozenou
a ziskanou imunitu.

Vrozend imunita je zakladni bariérou proti infekénim cCasticim, je nespecificka
a funguje jiz pfed setkanim s danym patogenem. Hlavnimi slozkami vrozené imunity jsou
fyzické¢ bariéry (kGze a slizniéni povrchy), fyziologické bariéry (teplota, pH),
komplement, granulocyty a makrofagy. Oproti tomu ziskand imunita je zalozena na
vysoké specifite, jeji hlavni slozkou jsou lymfocyty, které nesou specifické povrchové
receptory pro kazdy antigen. Po vniknuti patogenu do organizmu neni odpoveéd’ okamzita,
miize trvat i nékolik dni, poté vSak vznikd imunologickd pamét, kterd vede k rychlejsi,
silng€j$i a €inngjsi reakei pii dalsim setkani s danym patogenem.

Ziskand imunita je spojena s tvorbou protilatek produkovanych B-lymfocyty ve
formé imunoglobulini, které zprostiedkovavaji latkovou imunitu. Naopak T-lymfocyty
napadenou buiiku bud’ zabiji, nebo stimuluji jiné buiiky k posileni imunitni reakce

a zprostfedkovavaji tak bunénou imunitu. T-lymfocyty jsou specializovany
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k rozpoznavani intracelularnich antigent, které jsou pro B-lymfocyty neviditelné, ale
nejsou schopny reagovat s antigenem piimo, vyzaduji pfitomnost antigen prezentujicich
bun¢k (naptiklad makrofagy, dendritick¢ buiky, B-lymfocyty). T a B-lymfocyty se
vzajemné ovliviiuji prostfednictvim cytokind.

Mastné kyseliny zastupuji v imunitnim systému ftadu funkci: jsou slozkami
fosfolipidi modulujicich fyzikalni a funkéni vlastnosti membran, upravuji strukturu
proteintl, reguluji genovou expresi a jsou prekurzory pro tvorbu eikosanoidl. Lidské
imunitni buiiky jsou bohaté na arachidonovou kyselinu, jeji obsah mtze byt regulovan
pomoci diety bohaté¢ na EPA a DHA. To pak vede k produkci eikosanoidl jinych tiid
a zvySené produkci dokosanoidii a resolvini. Tato zména ovliviluje fagocytozu,
signalizaci T-lymfocytl a schopnost prezentace antigenti (Calder, 2007).

PUFA rodiny n-3 ovliviiuji produkci adheznich molekul na povrchu bunék, které maji
vliv na interakci mezi leukocyty a buitkami endotelu, coz ovliviiuje prostup leukocytti do
mista zanétu (Calder, 2006). Studie provadéné na kulturach bun€k ukazuji, ze EPA
a DHA snizuji u monocytti produkci prozénétlivého cytokinu tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), interleukinu 1B (IL-1P) a transformujiciho rtstového faktoru beta 1
(TGF- Bl; Zhao et al., 2004; Novak et al., 2003), a také produkci IL-6 a IL-8
u endotelidlnich buné¢k cév. TNF-a je proteinovy homotrimer a sklada se tedy ze tii
identickych podjednotek, vyskytuje se v transmembranové a sekretované formé. Obé
formy se Ucastni imunitnich reakci (iniciace a regulace) prostiednictvim vazby na
receptory - TNFR1 a TNFR2 a naslednou aktivaci intracelularnich kaskad (Chylkova et
al., 2010). Tyto kaskddy maji dva rozdilné nésledky, a to indukci apoptdzy nebo expresi
dalsich gend. TNF-a se podili na prib&hu srazeni krve, rozpousténi srazenin, ovliviluje
inzulinovou rezistenci a endotelialni funkce. Spatna regulace sekrece TNF-o ma zavazné
fyziologické dopady. Snizena sekrece nebo jeho Uplna nepfitomnost miize vést k selhani
obrannych mechanizmii a potlateni imunitni reakce, naopak nadmérna produkce je
spojovana s manifestaci autoimunnich nemoci. Vyzkumy navrhuji, Ze n-3 PUFA
ovliviiuji genovou expresi zanétlivych faktorG skrze snizeni aktivity nékterych
transkripénich faktor,, naptiklad jaderného faktoru kappa B (NF-kB). EPA snizila
u kultivovanych pankreatickych bunck aktivaci NF-«kB zapti¢inénou TNF-a (Ross ef al.,
1999). Podobné pokusy byly provedeny také na kultivovanych lidskych monocytech

a doSly ke stejnym zavérim. Dale bylo pozorovano snizeni fosforylace IkB, coZ je
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ptirozeny inhibitor NF-«B, ktery zabranuje jeho translokaci do jadra (Novak et al., 2003;
Zhao et al., 2004).

Jak bylo zminéno vyse, vlivem n-3 PUFA dochazi také ke snizeni produkce IL-6,
IL-8 a IL-1P. Interleukin-8 patii mezi cytokiny produkované fagocyty a bunikami
mezenchymu vystavenych zanétlivému podnétu, plsobi chemotakticky a je
pravdépodobnou pfi¢inou mistniho hromadéni neutrofili. IL-6 je cytokin, ktery plisobi
prozanétlive, zprostfedkovava akutni fazi zanétu a zvySuje sekreci protilatek. IL-1p také
patii mezi prozanétlivé cytokiny, je exprimovan monocyty, makrofagy a dendritickymi
bunikami jako odpovéd’ na zanétlivy stimul. V prvni fad¢ je syntetizovana jeho inaktivni
forma, ktera zistdva v cytoplazm¢ a ¢ekd na maturaci, ke které je tieba proteinového
oligomeru — inflamazomu, ktery dale aktivuje zanétlivou kaskadu.

DalSimi latkami, které vyznamné ovliviiuji imunitni systém a zanétlivy proces, jsou
transformujici ristovy faktor f1 a IL-10. TGF-B1 byl u lidi objeven jako prvni z rodiny
TGF-B, ato u krevnich desticek. Je produkovan pfedevs§im buitkami mezenchymu a podili
se na regulaci proliferace, diferenciace a apoptdzy. Dale je nepostradatelny pii hojeni ran,
diky vlivu na proliferaci buné€k fibroblastli a myofibroblastii, ¢imz se vyznamné podili na
tvorbé kolagenového zajizveni (Alberts et al, 2008). TGF-B1 vykazuje dulezitou
regulaéni aktivitu také v imunitnim systému, je sekretovan T-buiikami a potlacuje funkci
dalsich T-bungk, naptiklad cytotoxickych ¢i pomocnych. Plisobeni TGF-f1 na makrofagy
a monocyty je pifedev§sim inhibi¢ni, ovliviluje proliferaci a predchazi produkci
kyslikovych radikalt a meziproduktt dusiku (naptiklad oxidu dusnatého). Avsak TGF-B1
ma v nékterych piipadech na myeloidni buiiky i opacny efekt, naptiklad mize fungovat
jako chemoatraktant a iniciovat imunitni reakci. Za normalnich fyziologickych podminek
také potlacuje produkei nékterych cytokint (interferon-y, TNF-a) a interleukinii. ZvySeny
pfijem n-6 PUFA a cholesterolu vede k nadmérné aktivaci TGF-B1, coz zpusobuje
zanétlivy proces a ma podil na progresi n€kterych typt rakovinového bujeni, naptiklad
nadorovych 1ézi zazivaciho traktu (Biasi ef al., 2008).

I1-10 je protizanétlivy cytokin a vykazuje podobny G¢inek na T-buniky jako TGF-B1,
inhibuje ucinky nékterych cytokinti (IL-2, -3, -4, -5, -6, -8, TNF-a) a tlumi bunéénou
imunitu. IL-10 chrani organizmus pied nepfiméfenym rozvojem imunitni odpovédi,
naopak jeho nadmérnad exprese miize vést k nekontrolovanému §ifeni patogenti. Dale
pusobi na diferenciaci aktivovanych B-lymfocytii na plazmatické buiky. V nekterych

ptipadech IL-10 vykazuje i prozanétlivé ucinky, napiiklad aktivaci B-lymfocytt
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a stimulaci produkce autoprotilatek. V soucasné dob¢ je vyuzivan k lécebnym uceltim,
naptiklad u Crohnovy choroby, jelikoZ je vyznamnym regulatorem imunity ve stfevech.
Vyzkumy ukazuji, ze n-3 PUFA zvyS$uji hladinu IL-10 (Zeitlin, 2003).

Obecné tedy PUFA rodiny n-3 snizuji produkci zanétlivych eikosanoidu, cytokinil
a adheznich molekul pomoci vytésnéni kyseliny arachidonové jako substratu pro tvorbu
eikosanoidd, syntézy protizdnétlivych resolvinti a ovlivnénim transkrip&nich faktort.

V ptedchozich kapitolach bylo zminéno plisobeni n-3 PUFA na lidsky organizmus,

které je také shrnuto na obr. 3.

n-3 PUFA

I

1 eikosanoida z EPA | eikosanoidid z arachidonové kyseliny

! bl:!nééné T apoptbza | zanét | triacylglyceroly | krevni ! srde@

proliferace tlak arytmie
| adheze nadorovych ; 1 endotelialni .
endotelovych bunék e relaxace indukovana | trombézy

oxidem dusnatym

8 AN A
A '

Prevence rakoviny Prevence kardiovaskularnich nemoci

Obr. 3: Mechanizmus piisobeni n-3 PUFA jako prevence rakoviny a kardiovaskularnich

nemoci; T = zvySeni a | = snizeni exprese nebo hladiny (prevzato a upraveno z Manson

etal., 2012).

2.2 Modulace genové exprese vlivem PUFA

Mastné kyseliny reguluji expresi genli zapojenych do energetického metabolizmu
a metabolizmu tukl. PUFA rodiny n-3 i n-6 mohou vyznamné ovliviiovat drahy pfenosu
signald, které zprostiedkovavaji komunikaci mezi membranovymi receptory a aktivaci
transkrip&nich faktort. PUFA mohou ptisobit na nasledujici transkripéni faktory (Zak et
al., 2005):

e Receptory aktivované peroxizomalnimi proliferatory (peroxisome proliferator

activated receptors, PPAR),
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e Jaterni X receptory (/iver X receptors, LXR),

e Jaterni nukledrni faktor-4a (hepatocyte nuclear factor, HNF-4a),

e Transkripéni faktor SREBP-1 a -2 (sterol regulatory element-binding protein),

e Receptor 120 sprazeny s G-proteinem (G-protein coupled receptor 120,
GPR120),

e AdipoR (Adiponectin receptor),

e Transkripéni faktor NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B cells).

2.2.1 PPAR

Nézev jadernych receptori PPAR je dan historicky, jelikoz byly objeveny pii
vyzkumu zaméfeném na identifikaci genil exprimujicich latky, které ovliviiuji proliferaci
peroxizomu. Peroxizomy jsou bunééné organely umoznujici B-oxidaci dlouhych
a rozvétvenych mastnych kyselin, dale se podileji na syntéze cholesterolu, zlu¢ovych
kyselin a strukturnich lipida. RozliSujeme tii izotypy PPAR — a, v, 6 (n¢kdy oznacovan
B), které jsou exprimovany v riznych tkénich a maji rozmanité ¢inky. Zatimco PPAR-9
mizeme nalézt takika ve vSech tkdnich, PPAR-a je produkovan piedevSim v jatrech
a svalech a izotyp y pak prevazné v tukové tkani (Smahelova, 2005). Ligandy PPAR jsou
obecné latky lipofilni povahy — mastné kyseliny a jejich derivaty, eikosanoidy,
prostaglandiny a také n¢ktera farmaceutika (napf. fibraty).

PPAR-a se Gi€astni regulace exprese genll ovliviiuyjicich B-oxidaci mastnych kyselin
(také a- a ®-), proteini zapojenych v aterogenezi, zanétu cév a vzniku trombdz. PPAR-a
pusobi jako hlavni slozka udrzujici energetickou homeostazu, coz se projevuje predevsim
u hladovéni, kdy je klicovym pro metabolickou adaptaci. Déle se podili na transportu
mastnych kyselin do mitochondrii regulaci aktivity karnitin-palmitoyltransferazy I a II,
ktera zprostiedkovava piechod mastnych kyselin z cytosolu (Haluzik a Svacina, 2005).
Hlavnimi endogennimi ligandy PPAR-a jsou rizné typy volnych mastnych kyselin.
PPAR-a je produkovan buitkami imunitniho systému, napiiklad makrofagy,
dendritickymi bunikami, B a T-lymfocyty. U celé fady agonistt (tedy latek s aktivaénim
ucinkem) PPAR-a byl prokézan protizanétlivy a protisrazlivy efekt, potlacuji tvorbu IL-2,
TNF-a a IFN-y (interferon produkovany aktivovanymi T-lymfocyty) a indukuji syntézu
IL-4 (Han et al., 2005), coz plisobi antiaterogenné. Agonisté PPAR-a se také podileji na
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pribéhu zanétu ovlivnénim exprese negativniho reguldtoru IkB-o, ktery inhibuje
translokaci a aktivaci NF-xB (Jones et al., 2002). U fibratli, agonistt PPAR-a, byl
prokdzdn vliv na zvySeni inzulinové senzitivity a celkovy pozitivni dopad na
metabolizmus. Také byl popsan vliv PPAR-a na antioxida¢ni proces prostiednictvim
regulace enzymu superoxiddismutazy zodpovédné za neutralizaci volnych kyslikovych
radikalt. Exprese mRNA pro PPAR-a je vyrazné€ vys$si u hlodavci nez u lidi (pfedevSim
v jatrech), coz mohlo vést k neprikaznému vysledku pfi podavani fibrati ucastnikiim
klinické studie (Haluzik a Svacina, 2005).

PPAR-6 ma kli¢ovou roli v diferenciaci bunck a tkdni a vyuziti tukd, jeho exprese
probiha od ranych stddii embryogeneze. PPAR-6 vytvaii heterodimer s retinoidnim
nuklearnim receptorem X (RXR), ¢imz vznikd funkéni komplex. Tento receptor je
aktivovan Sirokym spektrem ligandi, napiiklad nasycenymi a nenasycenymi mastnymi
kyselinami s dlouhym fetézcem a prostacykliny. Byly identifikovany také syntetické
ligandy PPAR-9, naptiklad derivaty kyseliny fenoxyoctové (Sznaidman et al., 2003).
Poruchy receptoru 6 jsou v Casnych stadiich vyvoje ve vétsin€ piipadi letalni, jelikoz
vedou k defektiim placenty (Peters ef al., 2000). PPAR-3 stimuluje tvorbu preadipocytt
a ma vliv na indukci PPAR-y, ktery podnécuje adipogenezi. Také bylo zjiSténo, Ze
v prubéhu zanétu je v keratinocytech zvySena exprese PPAR-9 jako odpovéd’ na vysokou
hladinu TNF-a, coz zvySuje rezistenci bun¢k k apoptoze indukované TNF-a a jejich
diferenciaci (Michalik et al., 2003). PPAR-0 déle hraje vyznamnou roli ve vstiebavani
tukd, jejich oxidaci a vyuziti v kosternich svalech, dale ve fyziologii stiev a ptredpoklada
se, jeho zapojeni v rozvoji stievnich nadord. V kosternim svalstvu plisobi jako regulator
katabolizmu tukt, pfedevsim pii zvySené fyzické zatézi ¢i dlouhodobém hladovéni, kdy
zrychluje jejich spalovani. ZvySena spotieba mastnych kyselin ve svalech a adipocytech
zlepSuje inzulinovou senzitivitu omezenim dostupnosti substrdtu pro syntézu
triacylglycerolii a potla¢enim jejich nasledné akumulace v jatrech, svalech a tukové tkani.
Snizeni hromadéni lipidd v adipocytech miZze také napomoci ustalit produkci
adipocytokind (napf. adiponektinu), ¢imz je podporovano zvySeni oxidace mastnych
kyselin v jatrech a ve svalech (Luquet et al., 2005).

PPAR-y byl objeven pii klonovani DNA Zaby Xenopus jiz roku 1992, v tomtéZ roce
byl identifikovan i u ¢loveéka (Rosen a Spiegelman, 2001). PPAR-y ma tfi transkripcni
izoformy y1, y2 a v3, rozdil mezi nimi je jen nepatrny, ale maji velmi rozmanitou

distribuci. Zatimco PPAR-y1 nalézdme v mnoha tkanich, exprese izoformy y2 je omezena
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pfevazné na bilou tukovou tkan a y3 pouze na tlusté stfevo a tukovou tkan (Haluzik
a Svacina, 2005). PPAR-y vyznamné ovliviiuje adipogenezi, ke které je nutny koaktivator
PGC-1la. Mezi ligandy PPAR-y fadime PUFA — kyselinu linolenovou, arachidonovou
a eikosapentaenovou a nékteré jejich metabolity (napiiklad 9-hydroxyoctadecadienové
kyseliny). Izoforma y je spojovéana se zvySenim inzulinové senzitivity, a to diky u¢inkiim
na tukovou, svalovou a jaterni tkan. V tukové tkani dochazi ptisobenim PPAR-y
k remodelaci a diferenciaci novych adipocytii (to vede k pievaze ,,malych* adipocytt nad
,velkymi®), ovliviiuji v nich genovou expresi a sekreci adipocytarnich hormonti a také
snizuji mnozstvi cirkulujicich mastnych kyselin zvySenim jejich ukladani. ,,Malé*
adipocyty vykazuji vyssi produkci adiponektinu (hormon s inzulin-senzitivujicim
ucinkem) a nizs§i uvoliovani hormont opacného ucinku (napt. TNF-a). Adiponektin je
produkovan vyhradné tukovou tkani a jeho sérova koncentrace klesd s rostoucim
mnozstvim tukové tkan¢ (Weyer et al., 2001). Vyzkum Haluzika et al. (2004) ukazuje na
pfimy vztah adiponektinu k inzulinové rezistenci. Hladina TNF-a je u pacientl trpicich
obezitou zvySend, jak v séru, tak v tukové tkani, coz vede ke zvySeni hladiny
triacylglycerolii. U svalové tkané adiponektin zvySuje senzitivitu na inzulin, jak pfimo
svou aktivaci, tak nepfimo redistribuci svalovych lipidii do tukové tkané. V jatrech také
plsobi zvySenou inzulinovou senzitivitu svou aktivaci, regulaci ukladani lipidd a
redistribuci lipida z jater do tukové tkané. Autofi Han et al. (2014) ve své studii bunck
glomerulu u potkanti prokézali, ze EPA i DHA vyznamné zvySuji expresi PPAR-y, coz
Mejia-Barradas et al. (2014) ve své studii prokazali snizenou expresi mRNA u genil
kédujicich PPAR-y a PGC-1a, kterd byla podminéna 12 tydenni dietou s vysokym
obsahem n-3 PUFA, coz vedlo k zavérim, ze n-3 PUFA potlacuji adipogenezi

v podkoznim tuku.

2.2.2 LXR a HNF

Jaterni nuklearni receptory X (LXR) se vyznamnou mérou podileji na fizeni
metabolizmu cholesterolu a jeho nasledném pienosu z tkani do jater. Byly identifikovany
dvé izoformy — o a B, LXR-a je hojné¢ exprimovan v jatrech, zatimco LXR-B je
produkovan takika v§emi tkanémi. Pfirozenymi ligandy LXR jsou oxysteroly (metabolity

cholesterolu). Dalsim transkripénim faktorem, ktery ovliviiuji n-3 a n-6 PUFA, je jaterni
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nuklearni faktor-4o (HNF-4a), ktery je nepostradatelny pro fizeni exprese gent v jatrech
a slinivce a také je dilezitou soucésti metabolizmu lipidi. Vyzkum Hayhursta et al.
(2001) prokazal, ze HNF-4a hraje dulezitou roli v diferenciaci hepatocyt. Také bylo
u knock-outovanych mysi pozorovano vyrazné hromadéni lipida v jaterni tkani a znacné
snizend hladina sérového cholesterolu, triacylglyceroli a zvySend hladina zlu¢ovych

kyselin, coz ukazuje na vyrazny vliv HNF-40 na homeostazu lipidi.

2.2.3 SREBP

Transkripéni faktory SREBP jsou senzory intracelularnich pfemén lipidi a jsou
soucasti  syntézy cholesterolu (SREBP-la, SREBP-2), mastnych kyselin
a triacylglyceroli (SREBP-1c). SREBP-1c nélezi mezi geny plisobici na metabolizmus
lipida a citlivost k inzulinu, jeho nadmérna exprese miize mimo jiné vést k zdvazné
rezistenci k inzulinu, coz vede k rozvoji diabetu mellitu 11. typu. VSechny SREBP vznikaji
jako inaktivni prekurzor, ktery je v endoplazmatickém retikulu vazan na SCAP (SREBP
cleavage-activating protein) a tento komplex je ukotven pomoci Insig proteind. Pokud je
nedostatek sterolli, dochazi k disociaci komplexu z Insig proteinti a jeho vezikularnimu
transportu do Golgiho aparatu, kde dochdzi k aktivaci SREBP (Yang ef al., 2002). Tato
aktivni forma SREBP se poté vaze na mnoho rozlicnych promotort genti ucastnicich se
lipidového metabolizmu. Deckelbaum et al. (2006) prokazali, Ze PUFA vyznamné snizuji
hladinu aktivni formy SREBP, vyrazné€ vyssi inhibi¢ni uc¢inek vykazuje pfedevsim EPA,
DHA a arachidonova kyselina, naopak PUFA s krat§im fetézcem maji G¢inek nizsi.
DalSim mechanizmem, ktery zapfi¢ifiuje snizeni hladiny aktivniho SREBP, je ptisobeni
PUFA na sloZeni bunéénych membran. PUFA zvySuji hydrolyzu sfingomyelinu na
ceramid, ktery mé niz§i afinitu k volnému cholesterolu nez sfingomyelin. ZvySeny pfijem

n-3 PUFA piisobi zvyseni degradace mRNA SREBP (Xu et al., 2002).

2.2.4 GPR120

U receptoru 120 sptazeného s G-proteinem (GPR120) bylo prokdzano, ze funguje
jako receptor/senzor pro n-3 PUFA. Oh ef al. (2010) ve svém vyzkumu pouzili dvé
skupiny obéznich mysi, jednu skupinu wild-type a druhou, u které byl proveden knock-out
GPR120. Tyto mysi byly krmeny dietou s vysokym obsahem tukt s ptidavkem nebo bez
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ptidavku n-3 PUFA. PUFA n-3 potlacily zanét a zvysily senzitivitu k inzulinu u wild-type
mys$i, av§ak u mysi s knock-outem GPR120 nemély zadny ucinek. Vysledky potvrzuji,
ze GPR120 na bunééném povrchu makrofagii a adipocyti vedou ke zvysSeni senzitivity
k inzulinu potlatenim zanétu indukovaného makrofagy. Zanétlivd kaskada vyzaduje
aktivaci TAKI, ktery fosforyluje IxB, coz vede k aktivaci NF-kB a nasledné transkripci
prozanétlivych cytokini. Vazba EPA a DHA na GPR120 zabranuje aktivaci TAK1, ¢imz
potlacuje prozanétlivou kaskadu, pfedpoklada se proto, ze EPA a DHA by mohly vést ke
zlepSeni zanétlivych onemocnéni. Stejny ucinek byl také prokazan u bun€k hypotalamu
a u neurond exprimujicich neuropeptid Y (NPY). Neuropeptid Y je latka charakteru
neurotransmiteru a pusobi na zvyseni chuti k jidlu a snizeni energetického vydeje, je tedy
antagonistou leptinu. U obezity vyvolané dietou se buiiky hypotalamu stavaji odolnymi
vii¢i pusobeni leptinu. Studie navrhuje, ze vazba PUFA na GPR120 neuront
exprimujicich NPY vede k obnoveni u¢inku leptinu na buiiky hypotalamu (Cintra et al.,

2012).

2.2.5 AdipoR

Adiponektin mizeme v téle nalézt ve dvou formach — v plné délce a po
proteolytickém Stépeni v globularni formé. Globularni forma se vaze predevSim na
receptory v kosternim svalstvu a naopak se méné vaze na receptory v jaterni tkani.
Adiponektin produkovany adipocyty se vaze na receptor AdipoR a vede k redukci
mnozstvi ceramidll a inhibuje G¢inek NF-kB prostfednictvim protein kindzy aktivované
monofosfaty (AMPK). Adiponektin pisobi zejména v kosternim svalstvu (AdipoR-1)
a v jatrech (AdipoR-2), kde snizuje hladinu tryacylglyceroli (Silbernagl a Lang, 2010).
Mezi jeho dalsi ucinky patii snizeni glukoneogeneze v jatrech, coz vede ke snizeni
glykémie, déale zvySuje oxidaci tukl ve svalech. Adiponektin je nutny ke zvySeni
senzitivity k inzulinu zprostiedkovanou agonisty PPAR-y a indukuje influx Ca*" nutny ke
spravnému fungovani protein kindz zavislyjch na kalmodulinu a Ca®'. Dale
prostfednictvim vazby na receptor AdipoR-2 aktivuje a zvySuje expresi ligandi PPAR-a

a zvySuje spalovani mastnych kyselin a spotfebu energie (Yamauchi, 2007).
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2.2.6 NF-xB

NF-kB je rodina vysoce konzervovanych transkripénich faktord, své jméno dostaly
diky funkci v regulaci exprese k-fetézce imunoglobulinli. Do rodiny NF-xB patii pét
proteint dvou tfid: NF-kB1, NF-kB2 (tfida I) a RelA, RelB, cRel (tfida II), které se vazi
na promotory RNA polymerdzy II. Jedna se o proteiny, které jsou zjednoduSené feceno
zodpovédné za produkci nékterych cytokinli a pteziti bunék. NF-xB je zapojen do
imunitni reakce, apoptdzy, karcinogeneze a zanétlivé odpovédi. Podili se na rychlé
odpovédi na virové a bakteridlni infekce, smykové napéti (ovliviiuje expresi u bunck
cévniho endotelu, mé pro-aterogenni ucinek), oxidacni stres a na produkci rozmanitych
cytokini (Dabek et al., 2010). Aktivace NF-«kB vede ke zvySeni produkce cytokint,
regulatord ristu, imunomodulacnich molekul a gend ucastnicich se apoptdzy. Naopak
ptilis dlouhd aktivace plsobi na organizmus negativné, byla popsdna u autoimunnich
onemocnéni, rakoviny a ateroskler6zy (Ghosh a Hayden, 2008).

NF-«B je aktivovan velkym mnoZzstvim molekul, naptiklad virovymi a bakterialnimi
antigeny, IL-1p, TNF-a, interferonem vy, nékterymi rastovymi faktory a také fyzikalnimi
Ciniteli (tepelny Sok, UV, radiace) atd. Pfed aktivaci je NF-kB v cytoplazm¢ vazan na
IxB, ktery maskuje jaderny lokaliza¢ni signal, po fosforylaci IkB je NF-kB translokovan
do jadra. Bylo prokazano, ze PUFA vedou ke snizeni exprese zanétlivych cytokinti
(TNFa, IL-1pB, IL-6) a enzymu a také mohou ovlivitovat produkci adheznich molekul
(Walloschke et al., 2010). Vyzkum Schumanna a Fuhrmanna (2010) prokézal vliv PUFA
na snizeni aktivity NF-xB prostfednictvim aktivace PPAR a modulace slozeni bunééné
membrany. Také navrhuji, Ze rozdilné pisobeni n-3 a n-6 PUFA neni zpisobeno pfimym
pusobenim na transkripéni faktory, ale produkci odliSnych tiid eikosanoidd. Potlaceni
aktivity NF-xB mize mit prospé$ny dopad na fadu zanétlivych onemocnéni a také na
rakovinu. Konzumace n-3 PUFA je spojena se snizenou fosforylaci IkB a tedy 1 aktivaci

NF-«B (Novak et al., 2003).
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2.3 Obecné principy pouzitych metod

2.3.1 Real-time PCR (qRT-PCR)

Real-time PCR (PCR v redlném case) je metoda umoziujici kvantifikaci PCR
produktu v pribéhu jednotlivych cykli amplifikacni reakce a je pouzivana naptiklad ke
studiu exprese Ci ke stanoveni nékterych patogenti. Obecné spoc¢iva v izolaci RNA ze
vzorku, nésledné reverzni transkripci do komplementarni DNA (cDNA), ktera je pouZzita
jako templat pro PCR reakci vyuzivajici fluorescencni znaceni. Oproti klasické PCR
poskytuje qRT-PCR tfadu vyhod — je rychlejsi, citlivéjsi a Ize ji analyzovat velké mnoZstvi
vzorkil najednou. Hlavni nevyhodou je vysokd pofizovaci cena potiebnych piistroji.

K fluorescencnimu znaceni se vyuzivaji specifické a nespecifické sondy. Mezi
nespecifické miizeme zaradit kyaninova barviva SYBR Green, BEBO ¢i ethidiumbromid,
které se vazi do mensiho zlabku dsDNA nebo interkaluji. SYBR Green je nejpouzivanéjsi
sondou diky nizké cené a moznosti vyuziti pro takika jakykoliv DNA templat, jeho
nevyhodou jsou vSak mozné nepiesnosti (napiiklad vazba na dimery primert).
Ke specifickym sondam patii hydrolyza¢ni sondy TagMan, hybridiza¢ni FRET sondy,
molekularni majaky a Skorpion sondy. Nejcastéji jsou vyuzivany sondy TaqMan, které
maji na svém 5’-konci fluorescencni znaCku a na 3’-konci zhase¢, Hydrolyzou sondy
DNA-polymerazou je zhaSe¢ oddélen od fluoroforu a je emitovan fluorescencni signal
(Hrstka et al., 2014).

Béhem amplifikace se exponencidlné zvySuje mnozstvi produktu, na ktery se vaze
barvivo a tim dochézi ke stale intenzivnéjsi emisi fluorescencéniho zafeni. Tento signal je
nejvyssi na konci exponencidlni faze, poté dochazi ke zpomalovani reakce diky spotiebé
jednotlivych slozek reakce. Ve tteti fazi je reakce zastavena a miize dochazet k degradaci
produktu. Exponencidlni fdze za¢ina v takzvané prahové hodnoté Cr, kterd udava pocet
cykli, kdy fluorescenéni signal piekona $um pozadi. Cim vyssi je pocate¢ni mnozstvi
produktu, tim nizsi je hodnota Cr (Dudova a Hajek, 2008).

K vyhodnoceni se v praxi nejcastéji pouziva absolutni a relativni kvantifikace.
Pomoci absolutni metody vyhodnoceni zjistime piesné mnozstvi kopii templatu ve
vzorku vzhledem k celkovému mnoZzstvi standardu. Relativni kvantifikace vypovida
o zmén¢ exprese sledovaného genu vzhledem ke standardu. Jako standard jsou pouZzivané

house-keepingové geny (napiiklad p-aktin), jejichz exprese je konstantni. Mezi
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pouzivané vypoctové metody patii metoda standardnich kiivek a komparativni Ct metoda

(Hrstka et al., 2014).

2.3.2 ELISA

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) patifi mezi imunochemické metody
umoziujici kvantitativni stanoveni antigeni nebo protilatek. VSechny varianty této
metody jsou zalozeny na vysoce specifické vazb¢ antigenu a protilatky, u stanoveni je na
jednu z komponent navazan enzym (peroxiddza, alkalicka fosfataza), ktery katalyzuje
chemickou preménu substrdtu na barevny produkt. Nasledné stanoveni se provadi
spektrofotometricky, poptipadé na zékladé fluorescence, kdy je koncentrace produktu
umerna koncentraci antigenu ¢i protilatky ve vzorku. ELISA metoda je vysoce specificka
a pouziva se ke stanoveni mikroorganizm, proteint ¢i toxind.

V komeréné dostupnych kitech je nejcastéji vyuzivana nekompetitivni sendviCova
ELISA, kdy je detekovany antigen navazan na dvé protilatky, z nichz jedna ukotvena na
dné jamky (zkumavky, magnetické ¢astice) a druhd je enzymaticky znacend. ELISA ma
mnoho modifikaci — pfima (nejjednodussi stanoveni pomoci znacené protilatky), nepiima
(vyuziva sekundéarni znacené protilatky) a kompetitivni (neznaCeny analyt ve vzorku
soutézi o vazebna mista se znacenym analytem, ¢im mensi je kone¢ny signal, tim vyssi

je koncentrace analytu).

2.3.3 Western-blotting

Western-blotting slouzi k imunologické detekci bilkovin prostiednictvim protilatek
a obvykle ji ptfedchazi separace pomoci polyakrylamidové gelové elektroforézy. Poté je
vysledny gel pfenesen na membranu, to miize probihat pomoci elektrického pole nebo
pasivnim pfenosem difuzi. Nasleduje vizualizace proteinii na membrané, pied niz je nutné
blokovat volnd vazebnid mista na membrané. K barveni miizeme vyuzit nespecificka
barviva (stiibro, Coomasie Brilliant Blue) barvici vSechny proteiny, jelikoz je vSak
proteinti velké mnozstvi a na gelu se neziidka prekryvaji, je interpretace takto ziskanych
vysledkt slozit4. Tento problém fesi pouziti denaturacni polyakrylamidové elektroforézy
(SDS-PAGE), pfii niz jsou proteiny denaturovany laurylsiranem sodnym (SDS). Pfi této

metod¢ dochdzi k rozpadu komplexti proteint, kazdy protein je obklopen molekulami
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SDS a pii jejich separaci tak rozhoduje pouze molekulovd hmotnost, nikoliv ndboj ¢i
konformace (Smarda et al., 2005). Proteiny separované pomoci SDS-PAGE lze taktéz
zviditelnit nespecificky, nebo je mozné vyuzit protilatky ke specifické vizualizaci. Po
pfeneseni na nitrocelul6zovou membranu, kde jsou proteiny imobilizovany, je membrana
promyvana v roztoku protilatky a po odstranéni nenavdzanych protilatek je detekovana
zna¢enou sekundarni protilatkou (enzymaticky nebo radioaktivné). Tento komplex je
zviditelnén katalytickou barevnou reakci nebo autoradiograficky, pricemz tloustka

prouzku vypovidd o mnozstvi dan¢ho proteinu.

2.3.4 Stanoveni mastnych kyselin

Ke stanoveni mastnych kyselin je nej¢astéji vyuzivana plynova chromatografie, pied
samotnou analyzou je vSak tfeba vzorky odvodnit, extrahovat a nasledn¢ derivatizovat.
Extrakce je nutné k uvolnéni tuku z vazeb na bilkoviny a sacharidy. Existuje hned n¢kolik
postupil extrakce — varem v rozpoustédle a naslednym promyvanim, v uzaviené nadobé
v nadbytku rozpoustédla, pomoci par rozpoustédla v extrakéni patroné a dalsi. Jejich
vyuziti se 1i8i podle sloZeni analyzovaného vzorku/tkané. Dalsim krokem je derivatizace
slouzici k ptevedeni mastnych kyselin na metylestery (popfipadé butylestery u kratSich
mastnych kyselin). Metylestery mastnych kyselin se vyznacuji vyssi tékavosti, coz je pti
stanoveni plynovou chromatografii zddouci. Po derivatizaci se provadi samotnd plynova
chromatografie.

Plynovéa chromatografie patfi mezi fyzikalné-chemické separani metody a jejim
zakladem je rovnovaha analyzované latky mezi dvéma fdzemi (pohyblivé a nepohyblivé).
Pti analyze jsou slozky vzorku unaSeny pohyblivou fazi (nosny plyn) a interaguji s fazi
nepohyblivou. Jednotlivé slozky jsou odd¢lovany na zékladé¢ rtizné afinity k nepohyblivé
casti umisténé v koloné€. Pokud kolonu slozka opusti, detektor zaznamena signal, ktery je
nasledné vyhodnocen. Druh a kvantitativni zastoupeni slozek je poté urceno na zékladé

intenzity signalu a ¢asového prubehu.
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3 CiLE PRACE

Cilem této diplomové prace bylo:

Zpracovat literarni reSerSi soucasnych poznatkil tykajicich se kyseliny
eikosapentaenové (EPA) a dokosahexaenové (DHA) na ukazatele zanétu
v organizmu ¢lovéka a laboratorniho potkana. Dale prostudovat piisobeni EPA
a DHA na expresi genll pro transkripcni faktory, u kterych je ptredpokladana
modulace jejich signalnich drah (jaderny faktor NF-kB a receptor aktivovany
proliferatory peroxizomi PPAR-y).

Podilela jsem se na zajisténi chovu potkand, piipravé krmiv, odbéru vzorki tkani,
kvantifikaci exprese uvedenych genli a na imunochemickém stanoveni
plazmatickych hladin vybranych cytokind. AvSak mé hlavni zaméfeni bylo
stanoveni mnozstvi adiponektinu, PPAR-y a NF-xB ve tkanich pomoci
Western-blotu, kterému se také ve vysledcich vénuji nejvice. Ve své praci zminuji
i dalsi pouzité metody a jimi ziskané vysledky, jelikoz pouze mé vysledky by
vytrzeny z kontextu postradaly smysl.

Ziskané vysledky zanalyzovat pomoci vhodnych statistickych metod a nasledné
zpracovat ve formé¢ diplomové prace.

Pomoci experimentu a naslednych laboratornich testi ovétit predpokladany vliv
kyseliny dokosahexaenové na potlaceni a v dlouhodobém horizontu také na
zabranéni navozeni mirného chronického zanétu organizmu.

Srovnat ptisobeni kyseliny dokosahexaenové a linolové na zanétlivy stav
pokusnych zvitat.

Otestovat hypotézu, Ze kyselina dokosahexaenova je v potlaceni zanétu

efektivnéjsi nez kyselina eikosapentaenova.
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Pokusna zvirata, chovné podminky a odbér tkani

Studie byla provadéna na Ctyficeti dospélych potkanich samcich outbredniho kmene
Wistar albino. Potkani pochéazeli z chovu spolecnosti BioTest s.r.o. (Konérovice) a byli
na zaCatku pokusu ve véku deseti tydnt. Pocatecni hmotnost potkanti se pohybovala
kolem 293,9 + 30 g a na jejim zaklad¢ byli rozdéleni do ¢tyf hmotnostné vyvazenych
skupin. Kazdy potkan byl oznacen, aby byla moZzna jasna identifikace. Zvifata byla
chovéna v plastovych boxech (53,5 x 32,5 x 30,5 cm) za standardnich laboratornich
podminek (teplota v mistnosti byla 23 + 1 °C, vlhkost 60 %), s fizenym dennim rezimem
12 hodin svétlo/12 hodin tma, pfiCemz maximalni intenzita osvétleni dosahovala
200 luxt. Experiment probihal v souladu se Zdkonem na ochranu zvifat proti tyrani
€. 246/1992 Sb., ve znéni pozdéjsich predpist €. 162/1993 Sb.

Potkani byli kazdy tyden védzeni a kazdy den bylo zaznamenavdno mnoZstvi
podavaného a zkonzumovaného krmiva. VSichni potkani byli po dobu sedmi tydnt
krmeni smési s vysokym obsahem tukt a cukrt, v niz byl krom¢ kompletni krmné smési
pro mysi a potkany (MYPO) od firmy Biokron (Blu¢ina) obsazen hovézi 1dj, slazené
kondenzované mléko a premix vitamini a mineradli (dale dieta T). U této diety jsme
predpokladali, Ze u potkani zplsobi obezitu, a tim navodi mirny chronicky systémovy
zangt. Potkani byli krmeni a napajeni kazdy den ad libitum po dobu celého pokusu.

Kompletni krmna smés MYPO je sloZena z pSenice, ovsa, pSeni¢nych klick, sojové
moucky, extrudované séji, kukufice, suSeného mléka, suSené syrovatky, susenych
kvasnic, mletého véapence, monokalciumfosfatu, chloridu sodného, L-lysin
monohydrochloridu a premixu minerali a vitamini.

Po sedmi tydnech byla zvifata ndhodné rozdélena do ¢tyi skupin po deseti potkanech
a dalSich sedm tydnti byla krmena témito dietami:

e Dieta T (obsah nasycené kyseliny palmitové a stearové 55,4 % z celkového

mnozstvi v§ech mastnych kyselin, dieta T byla pouZita jako kontrola).

e Dieta S —kompletni krmnd smés, svétlicovy olej 60 g/kg (obsah kyseliny linolové,

LA [PUFA n-6] 65,7 %).
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e Dieta F — kompletni krmnéa smés, rybi olej 60 g/kg (komeréné dostupny jecoris
aselli oleum — rybi olej z tresCich jater, obsah kyseliny eikosapentaenové, EPA
[PUFA n-3] 8,4 %).

e Dieta A — kompletni krmnd smés, olej z tasy Schizochytrium 60 g/kg (DHASCO
rostlinny olej z mikrotas, DSM Nutritional Products North America, Parsippany,
NY, USA; obsah kyseliny dokosahexaenové, DHA [PUFA n-3] 29,1 %).

Celkovy ptehled zastoupenych mastnych kyselin v jednotlivych olejich je shrnut

v tabulce 1.

Tabulka 1: Procentuadlni obsah n-3 a n-6 PUFA z celkového mnozstvi mastnych kyselin

v olejich pridavanych do krmiva pokusnych zvirat.

Olej ze svétlice Olej z rasy
Mastna kyselina Rybi olej
barviiské Schyzochytrium
Linolova (n-6) 61,7 9,5 5,9
a-linolenovéa (n-3) 0,4 1,4 0,4
Arachidonova (n-6) 0,5 0,8 0,7
Eikosapentaenova (n-3) 0,5 8,5 0,9
Dokosahexaenova (n-3) 1,4 11,2 323

Vsechny krmné smési byly pfipraveny v laboratofi, nejprve bylo nutné rozemlit
peletizované MYPO a déle vytvofit homogenni smés s kazdym olejem, u T-diety
s namletym lojem, kondenzovanym mlékem a premixem. Ze vzniklé smési byly
nachystany jednotlivé krmné davky o hmotnosti 200 g. Diety S, F a A obsahovaly
v jednom kilogramu 228 g bilkovin, 85 g tuku, 48 g vlakniny a 639 g bezdusikatych latek
vytazkovych. Z obsahu zivin byl pro tyto diety vypocten obsah metabolizovatelné energie
15,8 MJ/kg. T-dieta v jednom kilogramu obsahovala 145 g bilkovin, 208 g tuku, 26 g
vlédkniny, 621 g bezdusikatych latek vytazkovych a vyuzitelna energie byla 18,9 MJ/kg.

Po 14 tydnech krmeni byli potkani na 12 hodin vylaénéni a pod anestezii isofluranem
(halogenovy ether) byly odebrany vzorky krve pomoci srdecni punkce. Po usmrceni
potkanli pomoci predavkovani isofluranem jim byla odebrana jaterni a epididymalni
tukova tkan (v oblasti nadvarlete). Z kazdého zvitete byly odebrany dva vzorky od obou

tkani. Vzorky krve byly nabrany do heparinovych zkumavek a centrifugovany po dobu
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10 minut pti 200 x g a teploté 4 °C. Vzorky jaterni tkdn¢ o hmotnosti 1 a 5 g byly pouzity
pro bezprostiedni izolaci RNA a Western-blotting, pro ktery byl pouzit i vzorek
epididymalniho tuku o hmotnosti 5 g. Zbylé tkané byly lyofilizovany a uchovany pfti

teploté -20 °C pro nasledné stanoveni mastnych kyselin.

4.2 Kvantifikace genové exprese

Z odebranych vzorki jater (30 mg) byla izolovana celkovda RNA pomoci RNeasy
Lipid Tissue Mini Kit (Quiagen, Valencia, CA, USA). Poté byla ovéfena jeji kvalita na
1,2% RNA gelu, ktery byl vizualizovan ethidiumbromidem. Stanoveni koncentrace
izolované RNA bylo provedeno na spektrofotometru NanoDrop 2000 (Thermo
Scientific). Vzorky byly dale skladovany pfi teploté -80 °C. Poté byl reverzné piepsan
jeden mikrogram RNA pomoci Omniscript RT Kitu (Qiagen) a oligo-dT primerti. Takto
ziskana komplementarni DNA byla pouzita ke kvantitativni PCR se specifickymi primery
pro PPAR-y, GPR120, AdipoR-1 a AdipoR-2 potkant. Jako vnitini kontrola byl pouzit
house-keepingovy gen Actb pro B-aktin. Reakéni smés obsahovala: 1 pul cDNA; 0,2 pl
AmpErase® Uracyl N-glykosylazy (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, USA); 10 ul
Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems); 0,2 pl kazdého primeru
a 8,4 ul H»O.

Vsechny analyzy byly provedeny na pfistroji 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems). Pro PPAR-y, GPRI120, AdipoR-1 a AdipoR-2 probihala reakce za
nasledujicich podminek: 2 min. inkubace pii 50 °C, 10 minut pti 95 °C, 40 cykld po
15 s pti 95 °C a 1 min. pfi 60 °C. Pro Actb nasledovné: 2 min. pti 50 °C, 10 min. pii 95 °C,
40 cykla po 15 s pti 95 °C, poté 30 s pii 65 °C a 30 s pti 60 °C. Denaturacni program
probihal v jednom cyklu: 15 s pti 95 °C, déle 1 min. pti 60 °C, 30 s pii 95 °C a 15 s pfi
60 °C. Poté byla vypocitana ucinnost kazdé reverzni transkripce pomoci standardni
metody pouzivajici kiivku desetinasobného fedéni vstupni cDNA. Kazdy PCR produkt
byl ovéfen sekvenovanim pomoci BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
a pristroje ABI PRISM 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

Relativni zmény v expresi jednotlivych geni u pouzitych diet (S, F a A;
normalizovany k Actb) byly vypocteny ve vztahu k trovni exprese shodného genu u
kontrolni skupiny (dieta T), ktery byl taktéz normalizovan k Actb. Tento vypocet byl

proveden pomoci softwaru gbase+ (Biogazelle NV, Zwijnaarde, Belgium).
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4.3 Stanoveni proteinii — adiponektinu, PPAR-y a NF-kB

Z jater pokusnych zvifat byly odebrany vzorky o pfiblizné hmotnosti 4 g a byly
smichany s pufrem A (0,25 M sacharéza, 10 mM Tris-HCl a3 mM MgCl; 1 mlna l g
vzorku) a smesi inhibitort protedz (2 mM AEBSF; 0,3 uM aprotinin; 130 pM bestatin;
1 mM EDTA; 14 uM E-64; 1 uM leupeptin; Sigma-Aldrich, USA; 0,1 ml na 1 g vzorku).
Tato smés byla homogenizovana po dobu 5 min. na pfistroji IKA® Ultra-Turrax T8
(IKA-Werke GmbH & Co. KG, Spolkovéa republika Némecko) a nasledné centrifugovana
5 min. pti 300 x g a teploté 4 °C (Hettich Universal 32 R, Hettich, Spolkova republika
Némecko). Poté byl odlit supernatant a peleta byla resuspendovana ve 4 ml pufru A, byl
pfidan inhibitor protedz a 1 % Tritonu-100 (napiiklad 10 pl na 1 ml pufru A) a byla
provedena homogenizace po dobu 5 min. Nasledn¢ byla smés centrifugovana pii 300 X g
po dobu 5 min. pii 4 °C. Supernatant byl skladovan v -20 °C a nasledné pouzit pro
stanoveni obsahu B-aktinu a PPAR-y v cytosolu pomoci Western-blotu.

Pro stanoveni jaderné¢ho obsahu proteinti — B-aktinu, PPAR-y a NF-xB byla peleta
resuspendovana ve 2 ml pufru B (20 mM HEPES pH 7,4; 0,1 M KCI; 3 mM MgCly; | mM
EDTA a 10% glycerol) a bylo pfidano 0,2 ml inhibitoru protedz. Smés byla
centrifugovana pii 100 000 x g po dobu 1 hod. pti 4 °C. Nasledné byl supernatant pouzit
ke stanoveni obsahu jadernych proteinii pomoci Western-blotu.

K detekci adiponektinu byly odebrany vzorky epididymalniho tuku o pfiblizné
hmotnosti 4 g, které byly smichdny s pufrem A (1 ml na 1 g tukové tkdn€) a smési
inhibitord protedz (stejné sloZeni jako u pfedchoziho stanoveni; 0,1 ml na 1 g tkan¢).
Smés byla homogenizovana po dobu 5 min. a poté centrifugovana 5 min. pti 300 x g
a teploté 4 °C. Supernatant byl odlit a peleta byla resuspendovana ve smési 4 ml pufru A,
0,4 ml inhibitoru protedz a 1 % Tritonu-100 (naptiklad 10 plna 1 ml pufru A), cela smes
byla homogenizovéana 5 min. Poté byla provedena centrifugace pti 300 x g po dobu 5 min.
pti 4 °C a supernatant byl skladovan pii -20 °C a nasledné pouZit pro stanoveni obsahu
B-aktinu a adiponektinu v cytosolu pomoci Western-blotu.

Pted stanovenim proteinii pomoci Western-blotu bylo provedeno métfeni pomoci
biuretové metody. Vzorky byly zfedény, aby byly do gelu naneseny ve stejném mnozstvi
100 pg, coz bylo ovéteno pomoci barveni Coomasie Brilliant Blue a detekei B-aktinu

Western-blotem.
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Pro SDS-PAGE byl pouzit ptistroj Mini Protean Tetra pro 4 — 20% Mini Protean
TGX gely (Bio-Rad, USA). Pfed analyzou byly vzorky smichany s redukujicim pufrem
(5% B-merkeptoetanol) v poméru 2 : 1. Takto pfipravené vzorky byly vatreny 2 min. a poté
naneseny do jamek gelu. Elektroforetickd separace probihala po dobu 1 hod. pti 150 V
(Power Basic, Bio-Rad, USA) v Tris-glycinovém pufru (0,025 M Tris; 0,19 M glycin
a 3,5 mM SDS; pH 8,3).

Proteiny separované pomoci SDS-PAGE byly pieneseny na PVDF (polyvinyliden
difluorid) membranu (Bio-Rad, USA). Pfenos probihal v pfistroji Biometra Fastblot
(Biometra, Spolkova republika Némecko) za konstantniho proudu 0,9 mA na 1 cm?
membrany. Aktivace membrany byla provedena namacenim v roztoku metanolu po dobu
30 s, poté byla membrana na 5 min. ptenesena do blotovaciho pufru (12,5 mM tris, 75 mM
glycin a 15 % (v/v) methanol). Po pfenosu byla membrana blokovana pufrem 1 % BSA
v PBS (137 mM NaCl; 2,7 mM KCIl; 1,4 mM NaH>POys; 4,3 mM Na;HPO4; pH 7.,4) po
dobu 30 min.

Poté byla membrana 2 hod. pfi 20 °C inkubovéana s protilatkami (zélezelo na
konkrétnim stanoveni — bud’ krali¢i anti-f-aktin, krali¢i anti-PPARy nebo krali¢i
anti-NF-xB; SantaCruz Biotechnology, USA) pfi fedéni 1 : 200 v PBS s 0,1 % BSA.
Inkubace s protilatkou krali¢im anti-adiponektinem (Sigma-Aldrich, USA) probihala pfi
ziedéni 1 : 1000 v PBS s 0,1 % BSA po dobu 2 hod. pti 20 °C. Po inkubaci byly membrany
ttikrat po dobu 5 min. promyty v PBS s 0,05 % (v/) Tween-20 (PBS-T). Nasledn¢ byly
inkubovany se sekundarni anti-kralici protilatkou (kozi) znacenou pomoci kienové
peroxidazy (zfedéni 1 : 2000; Sigma-Aldrich) po dobu 1 hod. pti 20 °C. Membrany byly
ttikrat po 5 min. promyty s PBS-T a vyvolany pomoci inkubace s chromogennim
substratem (3-aminoethyl-9-karbazolem) v 0,5 M acetatovém pufru (0,4 mg/ml s 0,1 %
H>0»; pH 5,5). Reakce byla zastavena proplachovanim vodou a membréany byly ususeny
a naskenovany. Poté byla vypocitana optickd hustota objemu prouzki pomoci urceni

obrysti (Biolight software; Vilber-Lourmat, Francouzska republika).

4.4 Stanoveni adiponektinu a vybranych cytokini v plazmé

Hladina plazmatického adiponektinu a dvou prozanétlivych (IL-6, TNF-a) a dvou
protizanétlivych (IL-10, TGF-B1) cytokini byla stanovena pomoci ELISA kith
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) podle pokynt vyrobce.
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4.5 Stanoveni mastnych kyselin, glykémie a TAG

Lyofilizované vzorky jater byly homogenizovany a sonikovany, poté byla provedena
filtrace, vytfepani a rozdéleni pomoci separacni nalevky. Vodna i hexanova vrstva byly
reextrahovany a poté filtrovany. Nasledné byla provedena evaporace na rota¢ni vakuové
vyparce (model RV 05-ST 1P-B; IKA Labortechnik, Staufen, Spolkova republika
Némecko). Evaporace byla dokoncena pod dusikem a celkové lipidy byly stanoveny
gravimetricky. Vzorky extrahovaného tuku o hmotnosti 50 mg byly smichany s vnitfnim
standardem a butylhydroxytoluenem, sonikovany a nasledn¢ derivatizovany. Takto
ziskané metylestery mastnych kyselin byly pouzity ke stanoveni plynovou chromatografii
na piistroji Hewlett-Pacard na kapilarni kolon¢ Innowax (30 m % 0,25 mm X 0,25 mm;
Agilent Technologies, J] & W Scientific, Santa Clara, CA, USA). Injektor byl vyhiivan
na 260 °C a detektor na 275 °C. Teplotni program byl nastaven na 150 °C/1 min., gradient
10 °C/min. do dosazeni 200 °C, gradient 3 °C/min. do dosaZeni 260 °C se zadrzi 3 minuty.
Nosnym plynem byl dusik, s pritokem 1 ml/min., tlakem 145 kPa a d¢licim pomérem
60 : 1.

Stanoveni glukézy a TAG v plazmé bylo provedeno pomoci enzymatické
kolorimetrické metody na automatickém analyzatoru BS-400 (Mindray, Cinské lidova
republika) pomoci komer¢nich kit (Greiner Diagnostic GmbH, Spolkova republika

Némecko).

4.6 Statistické vyhodnoceni

K vyhodnoceni rozdili mezi jednotlivymi dietami ve vSech znacich kromé& genové
exprese bylo pouzito jednostupiiové tiidéni analyzy rozptylu a zjiSténi kontrasti
Tukeyovym testem v programu STATISTICA 12 (StatSoft, Tulsa, OK, USA).
K vyhodnoceni rozdili v genové expresi byl pouzit program gbase+ (Biogazelle NV,

Zwijnaarde, Belgium).
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5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Hmotnost a prijem krmiva pokusnych zvirat

Potkani byli rozdéleni v boxech po péti, primérny piijem krmiva u dané skupiny byl
u T-diety 115 g/den, u S-diety 156 g/den, u F-diety 151 g/den a u A-diety 135 g/den.
Primérné hodnoty piijmu krmiva a hmotnosti pokusnych zvitat v jednotlivych ¢astech
pokusu jsou znazornény v tabulce 2.

Po 7 tydennim vykrmu dietou T nebyly mezi jednotlivymi potkany pozorovany
hmotnostni rozdily, vSichni jedinci se vahové pohybovali okolo 464 + 21 g bez
prikaznych rozdild (P > 0,05). Zkrmovani jednotlivych diet (T, S, F, A) po dobu
nasledujicich 7 tydnli mélo prikazny vliv na snizeni (P < 0,05) kone¢né hmotnosti
u skupiny s ptidavkem oleje z tasy Schizochytrium (A-dieta) v porovnani s T-dietou.
Prikazné (P < 0,05) snizeni hmotnosti u A-diety bylo zjisténo také pii porovnani s S- a
F-dietou (obr. 4). Dieta A také vykazovala vyrazné nizsi (P < 0,05) denni ptirastek oproti
kontrole i dieté s obsahem rybiho oleje (F; obr. 5). U ostatnich diet nebyl pozorovéan zadny
prikkazny rozdil. Ziva hmotnost zvifat se na konci experimentu u jednotlivych diet
pohybovala okolo téchto hodnot: T-dieta 583 + 57 g, S-dieta 560 + 30 g, F-dieta 557 +
38 ga A-dieta 502 £42 g.

Mirny systémovy zanét cilené vyvolany T-dietou byl srovnan s vyzkumem autort
Sakai et al. (2013). V nasem pokusu doslo ke zvySeni konecné hmotnosti a celkové
glykémie (zvySeni 0 5 % a 9 % ve srovnani s neutralni S-dietou), Sakai et al. (2013)
pozorovali zvySeni konecné hmotnosti 0 6 % a glykémie o 10 % ve srovnani s kontrolni

dietou.
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Tabulka 2: Primerné hodnoty hmotnosti a prijmu krmiva u jednotlivych diet (T —
kontrolni skupina, S — se svetlicovym olejem, F' — s rybim olejem, A — s olejem z Fasy

Schizochytrium) v pritbéhu pokusu (vse uvedeno v gramech, jen prijem krmiva je v g/den).

b Pocateéni Hmotnost v poloviné Konec¢na Pfijem krmiva
ieta
hmotnost pokusu hmotnost jednotlivec/den
T 300 + 37 486 + 34 583 £57 23
S 294 + 26 478 £25 560 + 30 31
F 295 + 32 459 + 41 557 + 38 30
A 294 + 19 432 +33 502 +42 27
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Obr. 4: Graf porovnavajici konecné primerné hmotnosti u jednotlivych diet ukazuje
priikazné snizeni hmotnosti (P < 0,05) u diety s olejem z rasy Schizochytrium (A) oproti
v§em ostatnim skupinam (T — kontrolni skupina, S — s pridavkem svetlicového oleje, F —
s pridavkem rybiho oleje). Uvedeny primérné hodnoty se stredni chybou primeéru.
Rozdilna pismena u jednotlivych sloupcii znaci statisticky vyznamné rozdily na hladiné

P < 0,05 (jednostupniova ANOVA s naslednym Tukeyovym testem).
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Obr. 5: Prumerny denni priristek u jednotlivych diet (T — kontrolni skupina, S —
s pridavkem svétlicového oleje, F' — s pridavkem rybiho oleje a A — s pridavkem oleje
z rasy Schizochytrium). Uvedeny primeérné hodnoty se stiedni chybou priiméru. Rozdilna
pismena u jednotlivych sloupcii znaci statisticky vyznamné rozdily na hladine P < 0,05

(jednostuprniova ANOVA s naslednym Tukeyovym testem).

5.2 Kvantifikace genové exprese

Byla naméfena snizend exprese (P <0,05) u genti kédujicich adiponetinové receptory
AdipoR-1 a AdipoR-2 v jaterni tkani u F- a A-diety ve srovnani s kontrolni skupinou T.
Ani F-dieta, ani A-dieta nemély vliv na prokazatelné zvyseni (P > 0,05) exprese genu
kédujiciho receptor GPR120 v jaterni tkani pfi srovnani s T-dietou. Na druhou stranu
ptijem kyseliny linolové u S-diety zvysil (P < 0,05) expresi genu pro GPR120 pfi srovnani
s kontrolou. Ackoliv bylo prokazano, ze stimulace GPRI20 n-3 PUFA in vitro ma
protizanétlivy Gcinek (Oh et al., 2010; Williams-Bey et al., 2014), informace o piimém
vlivu rybiho oleje a oleje z fasy Schizochytrium na expresi GPR 120 nejsou dosud popsany
v dostupné literatufe a neni tedy mozné porovnani.

Zkrmovani dietou A vedlo k vyznamnému zvysSeni (P < 0,05) transkripce genu pro
PPAR-y pfi srovnani s ostatnimi skupinami vcetné kontrolni. ZvySend hladina
adiponektinu byla v rozporu se snizenou expresi geni kdodujicich oba jeho receptory
(AdipoR-1 a AdipoR-2) v jaterni tk&ni ptfislusnych potkant. DalSim rozporem je prikazné

zvySeni obsahu EPA i DHA v jaterni tkdni zvifat s F- a A-dietou (obr. 6) a zdroven snizena
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(P < 0,05) exprese genu kddujicitho vyznamny receptor pro obé tyto kyseliny a jejich
nasledny ptijem buiikami — GPR120. Naopak zvySend exprese jaterniho genu pro
transkripni faktor PPAR-y u A-diety oproti F-diet¢ splituje ptedpoklad, ze DHA je

lepsim ligandem pro tento receptor nez EPA.

5.3 Zastoupeni EPA, DHA a koncentrace proteini ve tkanich

Piijem EPA + DHA byl v poslednim tydnu experimentu u jednotlivych diet
nasledujici: T-dieta 0,2 + 0,1; S-dieta 3,4 + 4,4; F-dieta 227,8 + 260,5 a u A-diety 32,2 +
871,3 mg/kilogram zivé hmotnosti a den. Depozice EPA a DHA v epididymalni tukové

a jaterni tkani je zndzornéna na obrazku 6.
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Obr. 6: Zastoupeni kyseliny eikosapentaenové (EPA) a dokosahexaenové (DHA) v tukové
a jaterni tkani a jejich soucty u jednotlivych diet (T - kontrolni, S — s pridavkem
svetlicoveho oleje, F — s pridavkem rybiho oleje a A — s pridavkem oleje z rFasy
Schizochytrium). Uvedeny priumérné hodnoty se stredni chybou primeéru. Rozdilna
pismena u jednotlivych sloupcii znaci statisticky vyznamné rozdily na hladine P < 0,05

(jednostuprniova ANOVA s naslednym Tukeyovym testem).

Pti srovnani rybiho oleje (F) a oleje z tasy Schizochytrium (A) byl zjistén vyznamny
rozdil (P < 0,05) v celkovém zastoupeni EPA + DHA v tukové tkani, kdy u A-diety bylo
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nékolikanasobné vyssi oproti vSem ostatnim skupinam. Dle teorie by toto vyznamné
zvySeni mélo vést k vyssi produkci adiponektinu a néasledné také k jeho zvySenému
uvoliiovani do krevniho ob&hu, coz bylo potvrzeno (obr. 7). ZvySend plazmaticka
koncentrace adiponektinu (P < 0,05) ve srovnani s kontrolou byla zjiSténa jak u skupiny
A, tak u skupiny F. Naopak v jatrech byly hodnoty EPA + DHA vyrovnané. Vysoka
koncentrace EPA + DHA v epididymalnim tuku u A-diety nezpisobila prikazné zvySeni
(P > 0,05) adiponektinu v bunikach tkané nad troven stanovenou u kontrolni skupiny T
(obrazek 8). Hladina adiponektinu v epididymalni tkani vykazovala snizujici se tendenci
oproti kontrolni skuping, dieta F také snizovala (P < 0,05) mnoZstvi adiponektinu ve
srovnani s kontrolou.

Vysledky nasi studie vlivu rybiho oleje (EPA) a oleje z tasy Schizochytrium (DHA)
na hladinu adiponektinu vykazuji nejednozna¢né vysledky — na jednu stranu byla
pozorovana tendence sniZzeni obsahu v tukové tkani, na druhou stranu vyznamné zvyseni
v plazmé. Tyto zavéry se vSak nelisi od jinych soucasnych studii. Autoti Lefils et al.
(2010) dosli k zavérim, ze DHA neovlivituje hladinu adiponektinu v epididymalni tukové
tkani u mysi, ale vyznamné zvySuje mnozstvi adiponektinu v plazmé.

V experimentu autorti Oster et al. (2010) EPA a DHA neovliviiovaly mnozstvi
bunééného adiponektinu u mysich adipocytt, ackoliv EPA i DHA zvySovaly koncentraci
do plazmy vylucovaného adiponektinu. Wang et al. (2007) se snazili vysvétlit rozpor
mezi bunéénym a do plazmy uvoltovanym adiponektinem a navrhli hypotézu, ze ne
vSechen syntetizovany adiponektin musi byt nutné vylu€ovan a mize zistat vazany
v adipocytech pomoci chaperonti endoplazmatického retikula. Jeho nasledna sekrece by
pak mohla byt fizena agonisty PPAR-y (EPA, DHA). NavrZzeny mechanizmus vSak
nevysvétluje snizenou hladinu proteinu v buitkdch pozorovanou v nasem experimentu
u A- a F-diety. Proto jsme ve shodé s autory Oster et al. (2010) dosli k zavéru, Ze je nutné

dalsi studium piisobeni EPA a DHA na produkci a uvoliovani adiponektinu.
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Obr. 7: Plazmaticka koncentrace adiponektinu u jednotlivych diet (T — kontrolni, S —
s pridavkem svétlicoveho oleje, F' — s pridavkem rybiho oleje a A — s pridavkem oleje
z rasy Schizochytrium). Uvedeny priimérné hodnoty se stredni chybou priimeru. Rozdilna
pismena u jednotlivych sloupcu znaci statisticky vyznamné rozdily na hladine P < 0,05

(jednostupniova ANOVA s naslednym Tukeyovym testem, stanoveno metodou ELISA).
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Obr. 8: Denzitometricka kvantifikace mnozstvi adiponektinu (vztaZeno k p-aktinu)
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v epididymalni tukové tkani. T — kontrolni skupina, S — s pridavkem svétlicového oleje,
F — s pridavkem rybiho oleje a A — s pridavkem oleje z rFasy Schizochytrium. Uvedeny
priimerné hodnoty ti skvrn, z nichz kazda reprezentuje homogenaty tkani tri potkanii, se
stredni chybou primeru. Rozdilnd pismena u jednotlivych sloupcii znaci statisticky
vyznamné rozdily na hladine P < 0,05 (jednostupniova ANOVA s naslednym Tukeyovym

testem; stanoveno metodou Western-blot).

Zvyseni genové exprese PPAR-y v jaterni tkani navzdory piedpokladiim nevedlo ke
zvySeni hladiny PPAR-y proteint v tkani (obrazek 9). Jaderna frakce PPAR-y v builtkdch
jater byla u F- i A-diety pouze 58, respektive 60 % kontroly a nevykazovala zadny
vyznamny rozdil (P > 0,05) oproti kontrolni skupin€. Cytosolova frakce PP AR-y proteinti
v jaterni tkani byla u A-diety vyznamné snizena (P < 0,05) oproti vSem ostatnim

skupinam vcetné kontrolni (obrazek 10).
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Dieta s rybim olejem a olejem z tfasy Schizochytrium vykazovala tendenci sniZzovat
jadernou jaterni frakci PPAR-y, coz koreluje s vysledky dalSich autort: se snizenou
expresi PPAR-y v tukové tkani pfi pfijmu n-3 PUFA (Mejia-Barradas ef al., 2014) a se
snizenou hladinou PPAR-y mRNA po in vitro kultivaci adipocytii s EPA (Moreno-Aliagla
et al., 2010), respektive s DHA (Murali ef al., 2014).

F- a A-dieta vykazovaly tendenci zvySovat jadernou frakci transkripniho faktoru
NF-«B (111 a 140 % oproti kontrole, P > 0,05, obrazek 11), nebyl vSak nalezen zadny
prikazny rozdil, coz je v souladu s poznatky autortt De Boer ef al. (2014). Ve své studii
dosli tito autofi k zavéru, ze transkripéné aktivni NF-kB pravdépodobné neni vhodnym
ukazatelem pro stanoveni stadia zanétlivého procesu v buikach. Patel et al. (2012)
dospéli k zavéru, ze vzhledem k obecné velmi vysoké koncentraci adiponektinu v plazmé
potkantl, jsou signalni drahy souvisejici s adiponektinem pravdépodobné primarné
ovliviilovany mnoZzstvim receptorii, ne pouze koncentraci ligandi. Tato teorie muze
alesponl ¢astecné vysvétlit pozorované zvyseni jaderné frakce NF-kB u A- a F-diety
v souvislosti s tendenci snizovat expresi AdipoR-1 a AdipoR-2 v jatrech v naSem

experimentu.
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Obr. 9: Denzitometrickad kvantifikace mnozZstvi transkripcniho faktoru PPAR-y (receptor
aktivovany proliferatory peroxizomii) v jaderné frakci jaterni tkané (vztazeno k [-aktinu).
T — kontrolni skupina, S — s pridavkem svétlicového oleje, F — s pridavkem rybiho oleje
a A — s pridavkem oleje z rFasy Schizochytrium. Uvedeny prumeérné hodnoty tii skvrn,
z nichz kazda reprezentuje homogendaty tkani tri potkanii, se stredni chybou primeéru.
Rozdilna pismena u jednotlivych sloupcii znaci statisticky vyznamné rozdily na hladiné

P < 0,05 (jednostupinova ANOVA s naslednym Tukeyovym testem; stanoveno metodou

Western-blot).
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Obr. 10: Denzitometricka kvantifikace mnoZzstvi transkripcniho faktoru PPAR-y (receptor
aktivovany proliferatory peroxizomii) v cytosolové frakci jaterni tkané (vztaZeno
k p-aktinu). T — kontrolni skupina, S — s pridavkem svétlicového oleje, F — s pridavkem
rybiho oleje a A — s pridavkem oleje z rasy Schizochytrium. Uvedeny priimerné hodnoty
7 skvrn, z nichz kazda reprezentuje homogenaty tkani tri potkani, se stiedni chybou
primeéru. Rozdilna pismena u jednotlivych sloupcui znaci statisticky vyznamné rozdily na

hladine P < 0,05 (jednostupiiova ANOVA s naslednym Tukeyovym testem; stanoveno

metodou Western-blot).
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Obr. 11: Denzitometricka kvantifikace mnozstvi transkripcniho faktoru jaderného faktoru
kappa B (NF-xB) v jaderné frakci jaterni tkané (vztazeno k [-aktinu). T — kontrolni
skupina, S — s pridavkem svétlicového oleje, F — s pridavkem rybiho oleje a A —
s pridavkem oleje z Fasy Schizochytrium. Uvedeny prumeérné hodnoty tri skvrn, z nichz
kazda reprezentuje homogendaty tkani tii potkanii, se stredni chybou priumeéru. Rozdilna
pismena u jednotlivych sloupcu znaci statisticky vyznamné rozdily na hladine P < 0,05
(jednostupniova ANOVA s naslednym Tukeyovym testem; stanoveno metodou

Western-blot).

5.4 Stanoveni cytokinii

Jelikoz nebyly zjistény prikazné rozdily v mnozstvi jaderné i cytosolické frakce
proteinu PPAR-y ani v mnozstvi jaderné frakce transkripéniho faktoru NF-xB, neni
ptekvapivé, Ze nebyly zjiStény ani rozdily v plazmatické hladin¢ jednotlivych
prozanétlivych cytokini — IL-6 a TNF-a mezi jednotlivymi skupinami. Plazmaticka
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hladina téchto cytokini byla pfili§ nizkd, aby bylo mozno ji vyjadfit v jednotkach
koncentrace podle protokolu vyrobce jednotlivych ELISA kith na zakladé méteni
absorbance (obrazek 12).

Nase vysledky se neodliSuji od dostupné literatury. Autoii Vigerust et al. (2013)
studovali vliv rybiho oleje na produkci prozanétlivych cytokini u mySich samct
krmenych dietou s vysokym obsahem tukt a neprokézali zddné vyznamné ovlivnéni.
Piijem EPA a DHA taktéZ neovlivnil zvySeni hladiny IL-6, IL-1B a TNF-a pfi
indukovaném zéanétu u pokusnych potkant (Hall ef al., 2012). Autofi Schuster et al.
(2014) dokonce pozorovali prozanétlivé pisobeni DHA na zanét dychacich cest u mySiho
modelu. Na druhou stranu autoii Olson et al. (2013) ve své studii na my$im modelu zjistili
snizeni hladiny IL-1p a zvySeni hladiny IL-10 pGsobenim DHA.

Vysledky odpovidajicich studii na lidech ukazuji, ze EPA a DHA neovliviiuji hladinu
prozéanétlivych cytokint IL-6 a TNF-a u obéznich pacientt (Labonté et al., 2013). Autoti
Bragt a Mensink (2012) nepozorovali Zadny vliv rybiho oleje na mnozstvi TNF-a a IL-6
u obéznich pacientd. V dalsi studii nebyl pozorovan vliv EPA a DHA na mnozstvi IL-1,
IL-6 a TNF-a u zdravych dobrovolnikii (Skulas-Ray et al., 2011).

V nasi studii nebyly zjistény zddné vyznamné rozdily (P > 0,05) mezi jednotlivymi
dietami v hladinach prozanétlivych cytokinii IL-6 a TNF-a. Na druhou stranu hladina
protizanétlivého cytokinu IL-10 byla vyznamné zvySena (P < 0,05) v plazmé u zvifat

s A- a S-dietou ve srovnani s kontrolni skupinou.
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IL-10 (kvantifikovano pouze na zakladé absorbance, nikoliv koncentrace, v diisledku
nizkych hladin cytokinii nameérenych metodou ELISA). Diety: T — kontrolni skupina, S —
s pridavkem svétlicovéeho oleje, F' — s pridavkem rybiho oleje a A — s pridavkem oleje
z rasy Schizochytrium. Uvedeny priimerné hodnoty se stredni chybou priiméru. Rozdilna
pismena u jednotlivych sloupcii znaci statisticky vyznamné rozdily na hladine P < 0,05

(jednostupniova ANOVA s naslednym Tukeyovym testem,).

Jediny cytokin, u kterého bylo mozné stanoveni plazmatické koncentrace, byl
protizanétlivy TGF-B1. Zkrmovani S-, F- a A-diety vedlo k vyznamnému zvySeni hladiny
TGF-B1 v plazmé pfi srovnani s kontrolou (obrazek 13). Nejvyznamnéjsi zvyseni hladiny
IL-10 a TGF-B1 oproti kontrole bylo zjisténo u diety s ptidavkem oleje ze svétlice

barvitské (S) a s olejem z tasy Schizochytrium (A).
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Obr. 13: Srovnani plazmatické koncentrace transformujiciho ristového faktoru pl
(TGF-p1) u jednotlivych diet (T — kontrolni skupina, S — s pridavkem svétlicoveho oleje,
F — s pridavkem rybiho oleje a A — s pridavkem oleje z rasy Schizochytrium). Uvedeny
priumeérné hodnoty se stredni chybou primeru. Rozdilna pismena u jednotlivych sloupcii

znaci statisticky vyznamné rozdily na hladine P < 0,05 (jednostupniova ANOVA

s naslednym Tukeyovym testem).

Vysledky ukazuji, ze podavané mnozstvi EPA a DHA obsazené v F-, respektive
v A-dieté nemélo pritkazny vliv na hladinu testovanych prozanétlivych cytokint. K témto
zavérum dosly 1 jiné in vivo studie, coz je vSak v rozporu s in vitro pokusy, které maji
jednoznacné pozitivni vysledky. Otevira se zde tedy prostor k dalsimu vyzkumu vlivu n-3

PUFA na markery zadnétu v organizmu.
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6 ZAVERY

Cilem nasi prace bylo otestovat pisobeni oleje z fasy Schizochytrium na plazmatické
a jaterni ukazatele rizika ateroskler6zy a ukazatele chronického mirného zéanétu
u pokusnych potkanti po zkrmovani pro-aterogenni diety.

Mirny systémovy zanét byl navozen piijmem diety obsahujici hovézi Iij a slazené
kondenzované mléko (T-dieta) po dobu 7 tydnd. Poté byli potkani rozdéleni do ctyr
hmotnostné vyvazenych skupin po deseti jedincich. Kontrolni skupina byla nadéle
krmena T-dietou, dalSi skupina dostdvala krmivo obohacené olejem z fasy
Schizochytrium (A-dieta, vysoky obsah n-3 PUFA, prevazné DHA), dale s ptfidavkem
rybiho oleje (F-dieta, vysoky obsah n-3 PUFA, pfevazné¢ EPA) a dietou s olejem ze
svétlice barviiské (S-dieta, vysoky obsah n-6 PUFA, pfedevSim kyseliny linolové).

Byla zjistovana depozice EPA a DHA ve visceralni tukové tkani, kde je prevazné
produkovan adiponektin, jehoZz plazmatickd koncentrace byla néasledné pomoci ELISA
metody stanovena. Testovali jsme také systémové plsobeni EPA a DHA pomoci
stanoveni hladiny exprese jaternich gent kddujicich adiponektinové receptory (AdipoR-1,
AdipoR-2), genu GPR120 kodujiciho hlavni receptor pro vstup EPA a DHA do bunék
a genu kodujiciho transkripéni faktor PPAR-y (jaderna a cytoplazmaticka frakce). Pomoci
Western-blotu bylo stanoveno mnozstvi jaderné frakce transkripéniho faktoru NF-xB
kédujiciho prozéanétlivé cytokiny. Stanoveni hladiny vybranych cytokinii probihalo
pomoci ELISA kitt. Sledovany byly dva prozéanétlivé (TNF-a, IL-6) a dva protizanétlivé
(IL-10, TGF-B1) cytokiny.

Vysledky ukazaly, Ze olej z fasy Schizochytrium (A-dieta) prikazné snizuje hmotnost
pokusnych zvifat oproti vSem ostatnim skupinam. Také primérny denni piirtistek
hmotnosti byl u A-diety prikazné niz$i pfi srovndni s kontrolni skupinou a dietou
s obsahem rybiho oleje (F-dieta). A-dieta vedla ke snizeni glykémie ve srovnani
s kontrolou a méla tendenci ji snizovat pfi srovnani s F- i S-dietou.

Pti srovnani depozice DHA a celkové sumy EPA + DHA ve visceralni tukoveé tkani
potkanti vykazovala A-dieta nékolikanasobné vys$si hodnoty nez vSechny ostatni skupiny.
Tyto hodnoty by mély vést ke zvysené produkci a nasledné sekreci adiponektinu, coz
bylo potvrzeno. AvSak zvySena plazmatick4 koncentrace byla pozorovéna také u F-diety.

Zvysena hladina plazmatického adiponektinu vSak byla v rozporu se sniZzenou expresi
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gentl kodujicich oba adiponektinové receptory v jaterni tkani. ZvySena depozice EPA
a DHA u A- a F-diety byla také v rozporu se snizenou expresi genu kddujiciho receptor
GPR120 zprostiedkujici vstup EPA a DHA do bunék. Naopak bylo potvrzeno, ze DHA
je lepSim ligandem PPAR nez EPA, jelikoZ zkrmovani A-dietou vedlo k vyznamnému
zvyseni exprese jaterniho genu pro transkripéni faktor PPAR-y ve srovnani s F-dietou.

V predklddané praci nebyly pozorovany rozdily v mnozstvi cytosolické i jaderné
frakce proteinu PPAR-y. Také nebyly zjistény rozdily u jaderné frakce transkripéniho
faktoru NF-kB, diky ¢emuZz nebyly pozorovany vyznamné rozdily v hlading
prozanétlivych cytokind IL-6 a TNF-o mezi jednotlivymi dietami. Naopak bylo
pozorovano zvySeni produkce protizanétlivych cytokinii IL-10 a TGF-B1 u A-diety pfi
srovnani s kontrolou. Nejvyraznéj$i zvySeni hladiny téchto cytokinii vSak bylo
pozorovano u S-diety.

V nasem experimentu byl jako modelovy organizmus pouzit laboratorni potkan, ktery
je povazovan za vhodny model pro studium ateroskler6zy a jejich rizikovych faktori.
Z uvedenych vysledkii vyplyva, ze je mozné doporucit olej z fasy Schizochytrium jako
vhodny dopln¢k humanni stravy v ramci prevence vzniku chronickych degenerativnich
onemocnéni. Vysledky experimentu ukazaly u oleje z fasy Schizochytrium lepsi hodnoty
pfisrovnani s ¢asto doporu¢ovanym rybim olejem. A to jak u snizeni hmotnosti, glykémie

¢i jeho potencidlu v tltumeni mirného chronického zanétu v organizmu.
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Obr. 1: Struktura polynenasycenych mastnych kyselin -3 a ©-6 (pfevzato a upraveno

z: http://chel.If]l.cuni.cz/html/Mastne kyseliny 2sm.pdf).

Obr. 2: Metabolizmus n-6 a n-3 PUFA, ¢isla uvedena pod nazvy molekul udavaji pocet

uhlikid a dvojnych vazeb (pfevzato a upraveno z Schmitz a Ecker, 2008).

Obr. 3: Mechanizmus piisobeni n-3 PUFA jako prevence rakoviny a kardiovaskularnich

nemoci (pfevzato a upraveno z Manson et al., 2012).
Obr. 4: Graf porovnavajici kone¢né primeérné hmotnosti u jednotlivych diet.
Obr. 5: Primérny denni ptirastek u jednotlivych diet.

Obr. 6: Zastoupeni kyseliny eikosapentaenové (EPA) a dokosahexaenové (DHA)

v tukové a jaterni tkani a jejich soucty u jednotlivych diet.
Obr. 7: Plazmatické koncentrace adiponektinu u jednotlivych diet.

Obr. 8: Denzitometrickd kvantifikace mnozstvi adiponektinu (vztazeno k [-aktinu)

v epididymalni tukové tkani.

Obr. 9: Denzitometricka kvantifikace mnozstvi transkripéniho faktoru aktivovaného
proliferatory peroxizomi receptor gamma (PPAR-y) v jaderné frakci jaterni tkané

(vztazeno k B-aktinu).

Obr. 10: Denzitometrickd kvantifikace mnozstvi transkripéniho faktoru aktivovaného
proliferatory peroxizomu receptor gamma (PPAR-y) v cytosolové frakei jaterni tkédné

(vztazeno k B-aktinu).

Obr. 11: Denzitometricka kvantifikace mnoZzstvi transkripéniho faktoru jaderné¢ho faktoru

kappa B (NF-kB) v jaderné frakci jaterni tkan€ (vztazeno k B-aktinu).

Obr. 12: Kvantifikace prozanétlivych cytokinti IL-6 a TNF-a a protizanétlivého cytokinu

1L-10 na zakladé absorbance.

Obr. 13: Srovnani plazmatické koncentrace transformujiciho ristového faktoru Pl

(TGF-B1) u jednotlivych diet.
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Tab. 1: Procentualni obsah n-3 a n-6 PUFA z celkového mnozZstvi mastnych kyselin

v olejich ptiddvanych do krmiva pokusnych zvirat.

Tab. 2: Primérné hodnoty hmotnosti a pfijmu krmiva u jednotlivych diet.
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9 SEZNAM ZKRATEK

AdipoR
AEBSF
ALA
AMPK
cDNA
COX
DGLA
DHA
EDTA
ELISA
EPA
GLA
GPR120
HEPES
HNF
IL

LA
LDL
LOX
LXR
NF-xB

NPY

adiponektinovy receptor
4-(2-aminoethyl)benzenesulfonyl fluoride hydrochloride
a-linolenova kyselina
AMP-activated protein kinase
komplementarni DNA
cyklooxygenaza
dihomo-y-linolenova kyselina
dokosahexaenova kyselina
ethylendiamintetraoctova kyselina
enzyme-linked immunosorbent assay
eikosapentaenova kyselina
y-linolenova kyselina

receptor 120 spfazeny s G-proteinem
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethansulfonova kyselina
jaterni nuklearni faktor

interleukin

linolova kyselina

low density lipoproteins
lipoxygendza

jaterni X receptory

jaderny faktor kappa B

neuropeptid Y

66



PAGE
PPAR
PUFA
RXR
SCAP
SDS
SICAM
SREBP
TAK
TGF-p1
TNF-a
TNFR

VLDL

polyakrylamidova gelova elektroforéza
receptory aktivované peroxizomalnimi proliferatory
polynenasycené mastné kyseliny
retinoidni nuklearni receptor X

SREBP cleavage-activity protein
laurylsiran sodny

rozpustnd intercelularni adhezni molekula
sterol regulatory element-binding protein
TGF-B activated kinase

transformujici rastovy faktor beta 1

tumor necrosis factor alpha

tumor necrosis factor receptor

very low density lipoproteins
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