Mendelova univerzita v Brné

Agronomicka fakulta
Ustav technologie potravin

&9 Agronomicka Mendelova
- fakulta univerzita
v Brné

Vliv eikosapentaénové a dokosahexaénové kyseliny
na expresi vybranych genu podilejicich se na modulaci

zanétlivé reakce u modelového organismu
Diplomova prace

Vedouci prace: Vypracovala:
prof. MVDr. Ing. Tomas Komprda, CSc. Bc. Markéta Charousova

Brno 2017



Ustav technologie potravin

Agmnom[cka Akademicky rok: 2016/2017

fakulta

ZADANI DIPLOMOVE PRACE

Zpracovatelka: Bec. Markéta Charousova

Studijni program: Zootechnika

Obar: Zivodigné biotechnologie
Kenzultant: MVDr. Petra Ondrégkové, PhD,, VUVel Brno
Nizev tématu: Vliv eikosapentaénové a dokosahexaénové kyseliny na expresi vybranych genii

podilejicich se na modulaci zanétlivé reakce u modelového organizmu.

Rozsah prace: 50 stran

Zasady pro memvéni:

1. Vypracujte literdrnf reSer$i na téma vlivu kyseliny eikosapentaénové
a dokosahexaénové na bunéné signdlnl dréhy souwsqu s modulacl zanétu v savefm
organizmu. :

2. Podrobnéji se zaméfte na signélnf drahy vedené pres transkripéni faktor PPARgamma
a receptor GPR120. '

3. Seznamte se s-|laberatarnimi postupy izalace RMA z thanf, reverzni transkripce
a kvantitativni PCR.

4. Podilejte se na adbéru vzorkd prlslusnym thén( prasat a na kva"ntlf“kam expreQ[
wybranych genli metodou g-RT-PCR.

5. Naméfené hodnoty vyhodm:lfte -*elc\.rantmmi a-tatjstlckyrm metodaml a cala zpra..L.Jte
formou dlp[omove prace.



Seznam odbomé . literatury:
1 Clark, DR = Pazdemik, N.l.: Biotechnology; Elsevier, 2012, 715 pp.

2

. Pevsner, ..: Bicinformatics and Furicticnal G.ahumlns.%nd El:lltlcm.

Komprda, T: Eicosapentaenaic and decosahexaenals acids ag inflammation-modulating and
lipid homeastesis influencing nutraceuticals: A review, Journa! of Functional Fobds 4, 2012,
25-3B.

. Komprda, T. et al.: Effect of dietary Schizochytrium microalga oil on selected markers of

low-grade inflammation in ratz. Joumnal of Animal Physiology and Animal Nutrition, 100,
2016, in print.

. Liu, Y. et al.: The fish ail |ngre.d|en|‘;, docosahexaendic acid, activetes cytosolic phospholipase

AZ via GPR120 recaptor to produce prustag_landm E2 and plays an pntl-mﬂamr'mtur_b.r rale
in macrophages. Immunclogy 143, 201478145,

||é'5n-BJa|::kwl::I1 2008,
951 pp.

. Sambrook, L = RLIEBL'.[ LW Malecular Cloning, Volume 1 — 3, 3rd Edition, New York, 2001

Datum zadéni diplomeve price: ?ﬁen. 5 .

Termin adevzdini diplomové i:'nhir:e: duben 2017

: enickd
e fag,) >
¥ LS.
Mendelova

univerzita
v Brné

Be. Markéta Charousovd
Autorka p:ic‘-:

Bl

-6- Vedouci price

W?ﬂ? - ’ /S~
prof. Ing, Alipeta Jarofova, Ph.D. doc. In vel Ryant, Ph.D.

Vedouol dstave - . Dékgh AF MEWDELL

prof. MVDr. Ing. Tomad Komprda, CSe.



Cestné prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem praci na téma ,,Vliv eikosapentaénové a dokosahexaénové kyseliny
na expresi vybranych gentli podilejicich se na modulaci zanétlivé reakce u modelového
organismu‘ vypracovala samostatné a veskeré pouzité prameny a informace uvadim v
seznamu pouzité literatury. Souhlasim, aby moje prace byla zvefejnéna v souladu s §
47b zakona ¢. 111/1998 Sb., o vysokych skolach a o zmén¢ a doplnéni dalsich zakont
(zdkon o vysokych Skolach), ve znéni pozd¢jsich piedpisi, a v souladu s platnou

Smérnici o zverejiiovani vysokoskolskych zaveérenych praci.

Jsem si védoma, ze se na moji praci vztahuje zdkon ¢. 121/2000 Sb., autorsky zakon,
a ze Mendelova univerzita v Brn¢ ma pravo na uzavieni licen¢ni smlouvy auziti této

prace jako Skolniho dila podle § 60 odst. 1 autorského zédkona.

Dale se zavazuji, ze pred sepsanim licenéni smlouvy o vyuziti dila jinou osobou
(subjektem) si vyzadam pisemné stanovisko univerzity, ze predmétna licencni
smlouva neni v rozporu s opravnénymi zajmy univerzity, & zavazuji se uhradit ptipadny

ptispévek na uhradu nakladi spojenych se vznikem dila, a to aZ do jejich skutecné vyse.



Podékovani

Chtéla bych podékovat svému vedoucimu prace prof. MVDr. Ing.
Tomdasi Komprdovi, CSc. za velkou pomoc pii zpracovani diplomové
prace, cenné¢ rady, teoretické 1 praktické znalosti. Také bych

chtéla podékovat Ing. Ondfeji Skultétymu za pomoc a podporu.

Déle dékuji Interni grantové agentuie Mendelovy univerzity v Brné
za poskytnuti  finan¢nich  prosttedki  pro  projekt  TP5/2015
Kyselina eikosapentaénova a dokosahexaénova jako

nutriceutika modulujici zanétlivou reakci a homeostazu cholesterolu.



ABSTRAKT

V diplomova prace nesouci nazev VIiv eikosapentaénové a dokosahexaénové
kyseliny na expresi vybranych genii podilejicich se na modulaci zanétlivé reakce u
modelového organismu jsem vyhodnotila rozdily v expresich gentt GPR120, PPARy,
LBP, ICAM a cytokinu IlI-4, 11-10, 1l-/4 a TGF-p. Jako modelovy organismus bylo
zvoleno prase. Prasata byla rozdélena do dvou skupin, kontrolni
skupina byla krmena zakladnim vyvazenym krmivem s2,5% piidavkem palmového
oleje (P), druhé skuping€ bylo do krmiva ptidano 2,5% rybiho oleje. Po vykrmu trvajicim
70 dni, byla ptlka z kazdé skupiny stimulovana LPS (P+ a R+). Z odebranych tkani
(jatra a tuk) byla izolovana mRNA (Rneasa Mini Kit) nasledovala zpétna transkripce
a vyhodnoceni exprese kvantitativni RT-PCR. Téméf u vSech genti doSlo k narlstu
exprese po stimulaci LPS a to jak u skupiny P+ tak R+. Exprese mezi skupinami P- a R-
se lisila minimaln¢é nebo ve prospéch R-. Exprese R+ byla vzdy vétsi nez exprese R-.
Nase hypotéza, Ze by EPA aDHA m¢élasniZzovat expresi genll pii zanétu
nebyla prokazana. Doporucuji proto provést dal$i studie se stejnym modelovym

organismem k doplnéni vysledkd.

Klidova slova: EPA, DHA, zan&t, GPR120, PPARY, cytokiny.



ABSTRACT

In my study thesis Effect of eikosapentaenoic and dokosahexaenoic acids on
expression of selected genes, which participate in modulation of inflammatory reaction
at model organism | evaluated expression of genes GPR120, PPARy, LBP, ICAM, 11-4,
11-10, I11-14 and TGF-B. As model organism was selected pig. The pigs were divided in
two groups, the control group was fed with 2,5% addition of palmic oil (P), the second
group was fed with 2,5% addition of fish oil. After 70 days long fattening was each
group divided into halfs. One half of each group was stimulated LPS (P+ and R+). Liver
and adipose tissue were collected, mRNA was isolated (Rneasa Mini Kit), after reverse
transcription the expression was measured by quantitative RT-PCR. By almost every
genes there was increase in expression after LPS stimulation in groups P+ and R+.
between P- and R- the expression was same or a little bit higher in R-. R+ was allways
bigger than R-. The hypothesis were that EPA and DHA should reduce expression in
inflammation. This hypothesis was not proofed. | recomend further studies with the

same model organism to refill the results.

Keywords: EPA, DHA, inflammation, GPR120, PPARYy, cytokines.
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1 UVOD

Lipidy a mastné kyseliny jsou duleZitou soucasti potravy ¢lovékai zvifat. Je
prokézéano, ze Spatné zastoupeni polynenasycenych n-3 a n-6 mastnych kyselin vede ke
vzniku mnoha civiliza¢nich chorob, napf. obezity, kardiovaskularnich a cévnich
onemocnéni ¢i rakoviny. V dne$ni dobé konzumujeme vétsi mnozstvi n-6 PUFA nez n-
3, mezi které patii i EPA a DHA. U nich vime, ze pozitivné plsobi a 1é¢i pocinajici
zanét v organismu. Vyborny ptirodni zdroj PUFA n-3 mastnych kyselin jsou napiiklad
motské ryby a dal$i mofsti zivocichové. Doporuceny piijem EPA a DHA je potom u

dospélého ¢loveka alespon 2g az 3g na den.

Presny mechanismus pisobeni EPA a DHA v zivoc¢iSném organismu neni jesté
zcela pfesné popsan. Vznika vSak veliké mnozstvi raznych studii, které se touto
problematikou zabyvaji. VétsSina studii vSak pozoruje vliv téchto kyselin na bunécénych
liniich nebo na modelovém organismu: na mysich. V této diplomové praci jsme méli

jako modelovy organismus vétsiho a ¢loveéku blizsiho zivocCicha - prase.

Na prasatech jsme sledovali vliv polynenasycenych mastnych kyselin
EPA a DHA na expresi vybranych genti. Hypotéza na zacatku prace byla, Ze u prasat,
které budou krmeny rybim olejem, dojde ke snizeni exprese danych genli oproti

prasattim, které timto olejem krmeny nebudou.
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2 CIL PRACE

e Nastudovat dostupnou literaturu k danému tématu: vliv polynenasycenych
mastnych kyselin na modulaci zanétu, vlivy transkripénich faktori na expresi
vybranych gent.

e Prostudovat princip izolace mRNA, reverzni transkripce a kvantitativni PCR.

e Ziskané Ct vyhodnotit dostupnymi statistickymi metodami a vSe zpracovat

formou diplomové prace.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Lipidy a jejich klasifikace

Lipidy jsou pfirodni latky rostlinného i zivocéisného pivodu, vyskytujici se
V kapalném i pevném skupenstvi. Jejich oznaceni pochazi z feckého slova lipos, tedy
tuény. Chemicky se jednd o estery vysSSich mastnych kyselin a spolu se sacharidy
a proteiny patii mezi zakladni slozky ve vyzivé ¢lovéka i zvifat (Holecek, 2006). Jde o
velmi heterogenni skupinu, povahou se mutze jednat o tuky, vosky, oleje a dalsi
pribuzné slouceniny. Jejich spolenym znakem je ¢astecnd nebo uplna nerozpustnost ve
vodé anaopak dobra rozpustnost v nepoldrnich rozpoustédlech, jako je ether,
chloroform a benzen (Murray et al., 2002). Lipidy jsou energeticky bohaté slouceniny,
jejich energeticka denzita je 9,3kcal na 1 g tuku, to je o polovinu vice nez u sacharida
nebo proteind (Matous, 2010). Lipidy proto Casto slouzi v organismu jako zdroj
a zasobarna energie. Lipidy maji fadu dalSich funkci - ve form¢ fosfolipidii se podili
jako zakladni stavebni slozka na vystavbu bunéénych membran, déle chrani vnitini
organy proti mechanickému posSkozeni a podileji se na termoregulaci. Maji také velky
vliv na zdravi avyzivu c¢lovéka, jsou dualezitou slozkou potravy jak pro svou
energetickou vyznamnost, tak pro obsah esencidlnich mastnych kyselin i pro pfijem
vitamind rozpustnych v tucich (A, E, D, K), které jsou zastoupeny v lipidové slozce
potravy (Murray et al., 2002). Spravné sloZeni piijimaného tuku muze mit i pozitivni

vliv na prevenci riznych onemocnéni, nejéastéji kardiovaskularnich.
Nejcastéji délime lipidy dle Bloora:

1. Jednoduché lipidy — jde o estery mastnych kyselin s riznymi alkoholy a podle
struktury alkoholu je dale délime na tuky (estery mastnych kyselin a glycerolu)
a vosky (estery mastnych kyselin s vy$§imi jednosytnymi alkoholy).

2. Slozené lipidy — jde o estery mastnych kyselin s alkoholy a dalsimi kovalentné
vazanymi skupinami. Ty dale délime na fosfolipidy, obsahujici k MK a alkoholu
zbytek kyseliny fosfore¢né, glykolipidy obsahujici mastnou kyselinu,
sacharidovou slozku a sfingosin a ostatni slozené lipidy, kam fadime naptiklad

lipoproteiny.

12



3. Prekurzory a odvozené lipidy — sem fadime naptiklad glycerol, steroidy, mastné
kyseliny a v tucich rozpustné vitaminy a hormony. Pievzato z Murray et al.
(2002).

3.2 Mastné kyseliny

Chemicky jde o karboxylové kyseliny s alifatickym uhlikovym fetézcem, ktery je
vétSinou slozen ze sudého poc¢tu atomi uhliku od 4 do 26. V pfirod¢ se mohou mastné
kyseliny (MK) vyskytovat vazané v pfirodnich tucich a olejich nebo volné v tzv.
neesterifikované formé (Holecek, 2006). Mastné kyseliny jsou dileZitou soucasti
bunénych membran, vyskytuji se tam jak vazané ve formé¢ fosfolipidd (tzv.
esterifikované MK) i jako volné molekuly. V obou piipadech maji vliv na fyzikalni i
biologické vlastnosti membran vcetné organizace, elasticity nebo iontové propustnosti

(Gorjao et al., 2009).
Mastné kyseliny je mozné dé€lit podle vicero kritérii. Podle délky je d€lime:

1. MK skratkym fetézcem — méné nez 6 atomut uhliku

2. MK se sttedné dlouhym fetézcem — 6 az 12 atomt uhliku
3. MK's dlouhym fetézcem — 12 az 20 atomt uhliku
4

MK s velmi dlouhym fetézcem — nad 20 atomii uhliku
Dalsi moznosti rozd€leni je podle povahy fetézce:

1. Nasycené MK (SFA = Saturated fatty acid) — neobsahuji Zadnou dvojnou vazbu.
2. Nenasycené MK — obsahuji alespon jednu dvojnou vazbu ve svém fetézci. Dale
délime nenasycené MK dvéma zptisoby, dle poctu dvojnych vazeb:
a. Mononenasycené (MUFA = Monounsaturated fatty acid)

b. Polynenasycené (PUFA = Polyunsaturated fatty acid)
podle geometrické izomerie (Obr. 1):

a. Cis — oba ¢asti fetézce jsou umistény ve stejné roviné dvojné vazby,
ohnuti do tvaru L, v mist¢ ohybu je svirdn tthel 120°. Tuto konformaci
najdeme u ptirozené se vyskytujicich mastnych kyseliny (Murray et al.,
2002)

13



b. Trans — casti fetézce sméfuj

i do riznych rovin od dvojné vazby.

Vykytuji se hlavné v mikroorganismech, u ptezvykavci a mizeme je

najit i v nékterych semenech (Holec¢ek, 2006).

18 1@
CH,

|
_ ~10 9
e 1200 ”\9 10
|

coo™
118

kys. cis-A%w9)-oktadekanova kys. !

kys. olejova

cis-konfigurace

Obr. 1 Cis atrans konfigurace MK.
Zdroj:http://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/

3.2.1 Nasycené mastné Kkyseliny (SFA)

18 1o
CH,

coo”
1 18

ans-A"wd)-oktadekanova
kys. elaidova

trans-konfigurace

Nachazi se v ZivociSnych 1 rostlinnych tucich, bohaty zdroj SFA je maslo, sadlo

a oleje z tropickych rostlin jako je kokosovy

2007). Slouzi jako zdroj energie ajsou sou

a palmovy olej (Grundy, 2013, Grofova,

casti bunéénych membran. Maji ovSem

negativni vliv na zdravi, protoze zvysuji hladinu cholesterolu v krvi (Grundy, 2013).
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Tab. 1 Piehled nasycenych MK. Upraveno z Kraml, 2008

http://chel.lf1.cuni.cz/html/Mastne_kyseliny_2sm.pdf, http://www.pufa.cz, Grundy, 2013

Trivialni nazev Systematicky nazev ~ Pocet uhlikii  Vyskyt

Kys. octova Ethanova k. C2 Produkt traveni
clovéka a prezvykavci
Kys. propiénova Propanova k. C3 Produkt traveni
¢loveéka a prezvykavel
Kys. maselna
prezvykavcel,
pritomna v masle
a dalsich tucich
Kys. kapronova Hexanova k. C6 Produkt traveni
prezvykavceu,

pritomna v masle

a dalsich tucich

Kys. kaprylova Oktanova k. C8 V tucich rostlinného
puvodu

Kys. kaprinova Dekanova k. C10 V tucich rostlinného
puvodu

Kys. laurova Dodekanova k. C12 Palmojadrovy a kokosovy
olej

Kys. myristova Tetradekanova k. Cl4 Muskatovy ofisek

Kys. palmitova Hexadekanova k. C16 Palmovy olej, maslo, syr,
maso

Kys. stearové Octadekanova k. C18 Zivo&isné i rostlinné tuky

Kys. arachova Eikosanova k. C20 Repkovy olej, fepkovy
olej, kavovy tuk

Kys. behenova Dokosanova k. C22 Soucast tukti, rybiho
oleje, hotfcicného oleje

Kys. lignocerinova Tetrakosanova k. C24 Repkovy olej

Kys. cerotova Hexakosanova k. C26 Véeli vosk
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http://che1.lf1.cuni.cz/html/Mastne_kyseliny_2sm.pdf

3.2.2 MUFA

Mononenasycené mastné kyseliny maji dvojnou vazbu vychazejici ze sedmého
nebo devatého uhliku v fetézci. Jsou odvozené z kyseliny olejové, bohatym zdrojem je
olivovy olej, avokado a ofechy. Clovék spolu se zvifaty si je umi sam syntetizovat.
Nékteré MUFA snizuji hladinu LDL-cholesterolu (Svacina et al., 2008), ktery se uklada
mimo jiné do stén cév a mize vyvolat zdvazna kardiovaskuldrni onemocnéni. Naopak
zvy$uji hladinu HDL-cholesterolu, ktery télu prospiva. Ten snizuje riziko srde¢nich

onemocnéni a zanétlivych onemocnéni jako ateroskleroza.

3.23 PUFA

Jsou dvé kategorie polynenasycenych mastnych kyselin: n-6 a n-3, jejich rozdil je
v poradi uhliku (pocitano od metylového konce), ze kterého vychazi prvni dvojna
vazba (Obr. 2). PUFA MK jsou tzv. esencialni, protoZe si je savci nedokazi sami
syntetizovat, a musi je proto pfijimat v potrave. Zastupce omega-6 mastnych kyselin je
kyselina linolova (LA), tu najdeme nejéastéji ve velkém mnozstvi rostlinnych oleji
(kukufti¢ny olej, slune¢nicovy olej nebo olej ze sd6jovych bobtll). Zastupce omega-3 MK
je potom kyselina a-linolenova (ALA), ta se nachazi v chloroplastech zelenych listi
zeleniny (Simopoulos, 1991). Mezi dalsi vyznamné zastupce PUFA-3 patii
kyselina eikosapentaénova (EPA) a kyselina dokosahexaénova (DHA), ty redukuji
mnozstvi VLDL a ovliviuji expresi LDL ve sténach artérii (Grundy, 2013).

16
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Obr. 2 Ptehled rozdéleni MK podle polohy prvni dvojné vazby.
Upraveno z http://web2.mendelu.cz/af_291_projekty2/vseo/

Savéi bunky nedokazi konvertovat omega-6 MK naomega-3 MK, protoze
postradaji  potiebny enzym omega-3 desaturazu. LA a ALAajejich derivaty jsou
dilezitou soucasti Zivocisnych 1 rostlinnych bunéénych membran. Tyto dvé esencidlni
mastné kyseliny jsou metabolicky i1 funkéné odlisné a Casto maji protichlidné
fyziologické ucinky. Spravny balanc mezi nimi je dilezit¢é pro dobré zdravi. Pii
konzumaci rybiho oleje EPA a DHA nahradi omega-6 MK v membranach bunék,
hlavné AA (kys. arachnidova). AA a EPAjsou hlavni vychozi slozkou pro vznik
eikosanoidi. V zavislosti na zdpadni dieté, kterd se bohatd na omega-6 MK se vytvari
eikosanoidy hlavné¢ zkyseliny AA anasledné dalsi metaboliské produkty jako
prostaglandiny, tromboksan, leukotrieny nebo lipoxiny. Jejich zastoupeni je poté vétsi
nez zastoupeni metaboliti pochéazejicich z omega-3 MK. Metabolity pochazejici
z AA jsou aktivni uz pfi malych koncentracich, pokud jsou jejich koncentrace vyssi
kvili Spatnému stravovani, ptispivaji ke vzniku trombozy, alergii, zanétlivych problémi

(Simopoulos, 2002).

Kyseliny a-linolenova i linolova jsou metabolizovany na mastné Kkyseliny
s dlouhym fetézcem. Kone¢nym produktem LA je Kkyselina arachnidova (AA), u
ALA potom EPA a DHA.
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Obr. 3 Metabolismus mastnych kyselin.
Ptevzalo z Komprda (2011).
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Doplitkky zrybiho oleje maji prospésny efekt na kardiovaskularni onemocnéni
(Calder, 2004), autoimunitni onemocnéni a zanétlivda onemocnéni, jako je
lupénka (Mayser et al., 2002), revmatickou artritidu (Galarraga et al., 2008). Tento
zdroji obsahuji rtizny obsah EPA a DHA, vétSina komeréné vyrabénych ma obsah
EPA:DHA 2:1. Neni ale jasné, jestli pozitivni dopad na imunitu ma EPA, DHA nebo
jejich kombinace. Prekurzorem EPA i DHA je kyselina a-linolenova. T¢€lo si ji neumi

samo vytvorit a musi byt pfijimana Vv potravé (tzv. esencialni MK; Gorjao et al., 2009).

Tab. 2 Prehled nenasycenych mastnych kyselin.

Zdroj: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/ (upraveno)

Trivialni nazev Pocet uhliki:dvojnych Vyskyt
vazeb
MUFA Kys. palmitoolejova C16:1 (n-7) Skoro ve v§ech tucich
Kys. olejova C18:1 (n-9, cis) Ptirodni tuky
Kys. elaidova C18:1 (n-9, trans) Hydrogenované tuky
Kys. erukova C22:1 (n-9) Repkovy a hoi¢icovy
olej
PUFAN-3 Kys. a-linolenova C18:3 Lnény olej
Kys. eikosapentaénova  C20:5 Rybi tuk, vejce
Kys. dokosapentaénova C22:5 Rybi tuk
Kys. dokosahexaénova  C22:6 Rybi tuk
PUFAN-6 Kys. linolova C18:2 Kukufti¢ny a séjovy
olej
Kys. y-linolenova C18:3 Vejce, pupalkovy olej
Kys. arachidonova C20:4 Podzemnice olejna
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3.3 Zanét

Zanét je souhrn fyziologickych reakci na poruSeni integrity organismu. To vede
k ochrané proti infikovani poskozeného mista, k jeho lokalizaci a zhojeni. Zanét mtze
byt vyvolan riznymi antigennimi podnéty: infekénimi mikroorganismy, chemickymi
nebo fyzikalnimi vlivy. Klasické projevy zanétu jsou zaCervendni, bolestivost, otok

a zvyseni teploty.

Zanét délime na akutni a chronicky. Akutni zanét odezni obvykle bez nasledki
a poranéna tkan se kompletné zhoji. Chronicky zanét vede v urcité mife k destrukci
tkan¢ a jejimu nahrazeni vazivem. Akutni zanét je obranna reakce organismu, chronicky

zanét jiz byva patologicky.

Signaly k rozvoji zanctu déavaji jako prvni degranulované tkanové zirné buiky
a fagocyty, také latky uvolnéné z poskozenych buné€k, vSechny tyto signaly plsobi
lokalné¢ na zvySeni permeability cév, prostupu plazmatické tekutiny do
extravaskularniho prostoru, coZ vede k otoku, také dochdzi ke zvySeni expresi
adhezivnich molekul, zachycovani fagocytli, lymfocytl a jejich prinik do tkéni,
aktivuje se koagula¢ni a komplementovy systém, dale se ptida bolest diky ovlivnéni

nervovych zakonceni a dojde ke zméndm v regulaci teploty (Hoiejsi a Bartiinkova,
2005).

.....

a chemotaxi imunitnich buné€k), amplifika¢ni (dojde k zesileni zanétlivé odpovédi, do
poskozené tkané se dostava vice leukocytll), destrukéni (dochdzi k enzymatickému
Stépeni, fagocytdéze patogeni a poskozeni bunck) a terminacni (dochazi k ukonceni

zanétlivé odpovédi, regeneraci a reparaci tkané; Ferencik, 2005).

Zanéctlivé mediatory jsou chemické slouceniny, které reguluji zanét a odpoveéd’
organismu, patii sem napiiklad eikosanoidy, cytokiny nebo histaminy. Vazi se
na specificky receptor cilové bunky nebo stimuluji bunky uvoliiovanim sekundarnich
efektorovych molekul. Po uvolnéni a aktivaci se mediatory rozpadaji nebo jsou

inhibovany enzymy nebo komplementem (Rubin et al., 2011).

Eikosanoidy jsou slouceniny odvozené od polyenovych nenasycenych mastnych

kyselin, které maji v fetézci 20 uhlikt. Jejich obecny ucinek je zajisténi bunétné

20



signalizace (G¢inkuji na molekuly, které jsou napojené na G-proteiny). Maji mimotradné
kratky polocas rozpadu v fadu minut. Eikosanoidy jsou syntetizovany bud’ z AA (kys.
arachnidova) nebo z EPA. Eikosanoidy syntetizované z AA maji prozanétlivy efekt,
zvySuji agregaci trombocytl a plsobi vazokonstrik¢né, eikosanoidy syntetizované
Z EPA mivaji mnohem mirnéj§i ucinky, mnohdy jsou tyto ucinky zcela opacné nez

ucinky eikosanoidi syntetizovanych z AA (Das, 2006).

Bylo prokazano, ze PUFA n-3, ato pfedevsim DHA, maji protizanétlivé ucinky.
Mourek (2007) uvadi, ze dlouhodobé uzivani PUFA n-3 ve stravé prukazné zlepSuje
imunitni systém. Mnoho studii se zabyva pravé uUcinkem PUFA n-3 na funkce
imunitniho systému, na zmirnéni pfiznakli u chronickych zanétd a autoimunitnich

onemocnéni.

Proces aktivace chronického zanétu hraje dilezitou roli v patogenezi a rezistenci
k inzulinu, kli¢ovy mechanismus poskytuje spojeni makrofagi s adipocytarni tkani, jde
o hlavni spole¢ny znak nemoci spojenych s poklesem senzitivity k inzulinu (Schenk et
al., 2008). Dochazi k migraci makrofagh do tukové tkané a jater, nasledné aktivaci

makrofagu, sekreci cytokinl a pocatek zanétu (Schoelson et al, 2007).

Ochranny vliv DHA prokazali autofi Figueroa et al. (2012), kdy sledovali jeji vliv
na bunééné a molekularni zmény u potkanti po poranéni michy. DHA sniZila funk¢ni
deficity v akutni fazi po poranéni, zlepsila pohybové funkce a doslo i ke zvySeni bilé

hmoty v mise.

3.4 Cytokiny

Cytokiny jsou zakladni regulatory imunitniho systému, jde o proteiny (tzv. tkanové
hormony) sekretované leukocyty a jinymi bufnikami, které plisobi prostfednictvim
specifickych receptori na rizné buiikky imunitniho systému. Kromé sekretované formy
cytokini jsou nékteré zakotvené v cytoplazmatické membrang, je tak zajisténo jejich

lokalni pisobeni, nedochazi k jejich odplavovani a zred’ovani difazi.

Utinky cytokini jsou vétsinou pleiotropni (piisobi na nékolik druhti bungk) a ptisobi
v kaskade. Cytokinovy systém je Casto redundantni (jednotlivé cytokiny se mohou

zastupovat). V tkanich mohou pusobit riznym zpisobem: autokrinné (pusobi piimo
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na bunky, které ho produkuji), parakrinné¢ (pisobi na buiiky v okoli) a endokrinné

(ptisobi na vzdalené tkan¢ po transportu cévnim fe€istém).
Klasifikace cytokinil podle struktury (pfevzato z Hotejsi a Bartiinkova, 2005):

e Hemopoetiny — charakteristicky strukturni rys téchto molekul je pfitomnost ¢tyt
a-helikalnich useku. Patii sem I1-2 — 1I-7, 11-9, 1111-15, 11-21, 11-23, G-CSF, GM-
CSF a dalsi.

e Interferony arodinall-10 — tyto molekuly obsahuji pét a-helikalnich usekd.
Radime sem IFN-a,p a vy, 11-10, 11-20, 11-22, 11-24, 11-26, 11-28 a 11-29 a dalsi.

e Skupina Il-12 — jde o nekovalentni heterodimery dvou strukturné odlisnych
podjednotek. Patii sem 11-12, 11-23 a 11-27.

e Skupina TNF — molekuly maji tvar tvofeny sktiparalelnimi useky
polypetidového fetézce. Cytokiny v této skupiné se nejcastéji  vyskytuji
Vv trimerni formé. Patii sem TNF, TNF-f, CD30L, CD40L, CD70 a dalsi.

e Skupina TGF-f — charakteristicka strukturaje tzv. cystinovy uzel, ktery
kovalentn¢ stabilizuje dimery téchto cytokint. Patii sem TGF-B, BMF-7, GDNF.

e Chemokiny — jde o malé molekuly, které se dale podle struktury a uspotradani
cystinovych mustki déli na CCL a CXCL. Patii sem velké mnozstvi molekul
napi. 11-8, MCP-1, MCP-2.

e Ostatni — patii sem cytokiny jako Il-1a, 1I-1p, 11-14, 11-16, 11-25 nebo SCF.

Receptory cytokinu se skladaji ze dvou nebo tii podjednotek. Jedna z nich
zodpovida za specifickou vazbu cytokinil, ty dalsi zajiStuji spojeni se signaliza¢nimi
intracelularnimi molekulami. Pravé signaliza¢ni podjednotka (napf. CD132, KH97,
CD130) je u mnoha cytokinii stejna asdruzuje je do nékolika skupin (Hoftejsi
a Barttinkova, 2005).

Modulace produkce leukocytarnich cytokini pomoci MK je asociovéna S jejimi
mnohymi funkcemi, jako je ovlivnéni proliferace, chemotaxe neutrofilli nebo aktivace
makrofagli. PUFA n-3 snizuji produkeci prozénétlivych cytokint modulovanych
EPA a DHA s riznymi intensitami. Autofi Weldon et al., (2007) zjist'ovali efekt Cistych
EPA a DHA na expresi cytokint a nuklearniho faktoru kappa B (NF-kB), aktivovaného
v lidskych THP-1 makrofazich. NF-xB hraje klicovou roli v regulaci transkripce geni

pro cytokiny. Tento transkripéni faktor je lokalizovan v cytoplasmé aje asociovan
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S inhibi¢nimi proteiny IkB. Extracelularni signdly dokéazi aktivovat IKK (IxkB kindzu),
kdy dojde k fosforylaci proteinu IkBa atim jeho odpojeni od NK-kB. Nasleduje
degradace IkBa proteosomem. Nejcastéji se vyskytujici forma NF-kB je heterodimer
p65/p50, kdy p65 obsahuje transkripéni aktivaéni doménu. V odpocivajicich buiikéch je
neaktivni NF-kB izolovany v cytoplasmé¢, a je navazany na IxB. Aktivace pomoci LPS
vyzaduje postupnou fosforylaci IkB a degradaci proteosomem doprovazenou
translokaci NF-kB do jadra. Tam se navaze na specifickou sekvenci DNA — responzivni
element pro aktivaci transkripce cytokini. U THP-1 makrofagh oSetfenych 100pM
EPAaDHA doslo po stimulaci LPS ke snizeni produkce TNF-a, IL-1p a IL-6,
V porovnani s kontrolnimi bunikami. Zaroven doslo i k redukci exprese genti pro TNF-a,
IL-18 a IL-6. V obou ptipadech byl vliv DHA vétsi nez EPA. Pouze DHA vyznamné
snizila u makrofagl expresi jadrového p65 a zvysila expresi cytoplasmatického IkB.
Zaveérem tedy je, ze DHA ma pravdépodobné vétsi Gcinnost na zmirnéni produkce
prozanétlivych cytokinti nez EPA, tento efekt je nejspiSe zprostiedkovany NF-«kB a jeho
vétsi afinité k DHA (Ghosh et al., 1998).

EPA soupefi s kys. arachnidovou o misto substratu pro enzymy cyklooxigenazu
a lipooxygenazu, které je konvertuji na eicosanoidy, u DHA toto nebylo prokazano.
Autofi Lokesh et al. (1988) uvadéji, Ze mysi peritonealni makrofagy obohacené o
DHA produkuji méné prozanétlivych leukotrient, nez buiiky obohacené EPA, mnoZstvi
produkovanych cytokini nebylo zméfeno. Tato studie predpokladd, ze efekt
DHA na produkci prozanétlivych cytokini se mulze liSit podle cesty syntézy
eikosanoidd. V zavislosti na ziskanych vysledcich v makrofazich, autoti Khalfoun el at.
(1997) zminuji zvySeny vliv naredukci produkce IL-6 lymfocyty 1ééenymi
EPA s porovnanim s DHA. EPA a DHA podporuje inhibi¢ni efekt u IL-2, IL-10 a IFN-y
produkované Jurkat bunikami (leukemicka linie lidskych T-lymfocytt; Verlengia et al.,
2004a), u linie B-lymfocytt (Rajovy buiiky) snizila EPA a DHA produkci IL-10, TNF-a.
alFN-y (Verlengiaet al., 2004b). V téchto studiich byl supresivni efekt
EPA na cytokiny vyraznéjsi nez u DHA.

3.5 Genova exprese

Genova exprese nebo také vyuziti genetické informace je proces, kdy dochazi
k pfenosu genetické informace ulozené v molekule DNA na funk¢ni molekulu peptidu

nebo bunénou strukturu. Jde o dvoustupnovy proces, nejdiive dojde k prepisu
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(transkripce) struktury DNA do molekuly mRNA. Nasledné slouzi mRNA jako templat
Vv procesu translace (pfeklad), kdy dojde k syntéze primarni struktury peptidu (potadi
aminokyselin). Dogma molekularni biologie fika, ze mize dojit k pfenosu genetické
informace pouze z DNA na RNA (z nukleové kyseliny na nukleovou kyselinu) nebo
ZzDNA do proteinu (z nukleové kyseliny na protein), u nékterych vird dochazi
k piekladu  RNA na DNA (tzv. proces zpétné transkripce). Nikdy nemize dojit
k ptenosu informace z proteinu zpét na nukleovou kyselinu. Pro zahajeni transkripce je
potieba velké mnozstvi riznych molekul, které interaguji s vlaknem DNA. Patii sem
rizné molekuly RNA-polymerdzy, promotory, transkripéni faktory, enhancery
(zesilovace) a silencery (tlumice) transkripce. Promotory genti jsou specifické a vysoce
konzervativni sekvence vyskytujici se vzdy ve stejné vzdalenosti od pocatku
transkripce, mezi promotory fadime TATA box, GC boxy, CAAT box a oktamerovy
box (Snustad a Simmons, 2009).

PUFA n-3 a n-6 moduluji expresi celé¢ fady genti, které se zacastiuji metabolismu
mastnych kyselin a modulaci zanétu. MK reguluji genovou expresi pies interakci se
specifickymi transkripénimi faktory, jako je rodina PPAR (receptory aktivované
proliferatory peroxizomtl). PUFA se vazou pfimo na tyto receptory, které jsou nasledné
prendSeny do jadra a vazou se na promotory specifickych gent. Dochazi tak k fizeni
exprese zvySenim nebo sniZzenim transkripce (Sampath a Ntambi, 2006). PUFA také
reguluji expresi gend pres transkripéni faktor NF-xB (jaderny faktor kappa B), kdy
inhibuji syntézu NF-kB v jadfe a tim dochazi ke snizovani prozanétlivych eikosanoidii

a cytokind (Jump et al., 2013).

Autori Verlengia et al. (2004a) ve své studii ukazali, ze exprese gend spojenych
s transdukci signalu, piezitim bunék, apoptézou a produkci cytokini u Jurkatovych
bunék byla pozménéna pii pouziti 1écby 12,5 umol/l EPA a DHA, pfi dobé 1écby 24 h.
Zkoumali 83 genli pomoci metody microarray s pouzitim membrany z Clontech
Laboratories. Po podani MK se zménila exprese u 62 % gent pii ptisobeni DHA, u 33%
genil pii pusobeni EPA apouze 6 % genii bylo pozménéno u obou kyselin.
DHA m¢la stimulujici efekt na expresi genti spojenych s obranou a opravou buriky.
EPA zase ovliviiovala jiné geny, naptiklad onkogenni myc, c-jun a p53-asociovany gen.
Tyto vysledky ukazuji, ze molekuldrni mechanismy u T-lymfocyt, které jsou

ovliviiovany PUFA n-3, jsou rozdilné. U Rajovych bunck byl vysledek rozdilny, pii
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pouziti stejné 1écby. EPA ovlivnila 25,9 % genti, DHA 8,4% a spole¢ny efekt byl u 3 %
geni. ZvySeny efekt EPA miize byt asociovan se zvySenou proliferaci bunék

zpusobenim MK (Verlengia et al., 2004b).

3.6 Rodina PPAR

Receptory aktivované proliferatory peroxizomii (PPAR) jsou skupina transkripnich
faktor. Byly popsany v 90. letech 20. stoleti jako jaderné receptory zplsobujici
proliferaci peroxizomt v krysich jatrech. Patii do rodiny jadernych hormonalnich
receptort, kterych je popsanych pies 48, patii sem také receptor pro vit. D, estrogenovy

receptor atd. (Kostadinova et al., 2005).

Jsou tii izotypy PPAR - PPARa, PPARPB/S a PPARy (Escher et al., 2001), kazdy je
kédovan jinym genem a maji rozdilné cesty exprese. PPARa je exprimovan hlavné
Vv jatrech a hnédé tukové tkdni, také v srdci, ledvinach, stfevech a kosterni svaloving.
PPARP/S je nejvice transkribovany izotyp, nejvice je exprimovan v mozku a travicim
traktu. PPARY je potom nejvice exprimovan v bilé i hnédé tukové tkani, jeho exprese je

i vlymfoidnich organech, tlustém stfeve, kosterni svaloviné (Rosen a Spiegelman

2001).

PPAR jsou aktivovany velkym mnozstvim endogennich molekul, tyto molekuly jsou
zapojené v metabolickych i zanétlivych procesech (Obr. 4). Polynenasycené MK jako
kys. arachnidova nebo linolova jsou ligandy vsech tii izotopti. Zatimco jejich metabolity

vykazuji vétsi afinitu k jednomu z téchto izotopu (Tan et al., 2002).

PPARy je kodovany stejnojmennym genem PPARG, ten je lokalizovan
na chromozomu 3. Rozlisujeme 4 rizné izoformy - y1, 2, 3 a 4. VSechny izoformy hraji
dulezitou roli v diferenciaci adipocyti a v metabolismu glukozy (Evans et al., 2004).
K aktivaci PPARy dochazi po navazani ligandu, jako ligand slouzi pfirodni 1 syntetické
latky, hlavnim ligandem jsou PUFA n-3 a n-6, hlavné¢ potom EPA, DHA a AA plus
jejich derivaty. Syntetickych ligandt se vyuziva pii 1écbé mnoha onemocnéni, naptiklad
rosiglitazonu nebo pioglitazolu, které jsou pouzivané k 1é€bé cukrovky II. typu
(Kostadinova et al., 2005). Aby byl PPARy schopny regulovat transkripci genu, je
potieba, aby se vyskytoval ve formé heterodimeru s retinoidnim receptorem X (RXR),
heterodimer se vaze na specifickou sekvenci DNA cilovych geni a reguluje tak jejich

expresi (Rogue et al., 2010). Funkce PPARY je regulovana fadou dalSich proteinovych
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molekul, které bud’ maji funkci stimula¢ni (koaktivatory) nebo inhibi¢ni (korepresory;
Michalik et al., 2006). Diky své schopnosti inhibovat expresi zanétlivych cytokind hraje
dilezitou roli vimunitni odpovédi organismu. Ridi diferenciaci imunitnich bunék
a inhibuje zanétlivou odpovéd makrofagii tim, ze brani aktivaci dalSich transkripénich

faktord, jako je NF-kB (Majdalawieh a Ro, 2010).

PPARYy byl popsan jako dulezity faktor v prase¢i adipogenesi (Yu et al., 2006,
2008). Kaktivaci je nutné navazani ligandu (EPA a DHA) na aktiva¢ni doménu.
Aktivovany PPARYy moduluje transkripci gen spojenych s adipogenezi tim, ze se
navaze na jejich responsivni elementy v obdobi diferenciace adipocytd (Tontonoz et al.,

1994).

Stimulace replikace a diferenciace preadipocyti na adipocyty byla u hlodavct
aktivovana vysokotukovou dietou (Belzung et al., 1993). Tato dieta indukovala expresi
PPARYy. V prasecich preadipocytech doslo diky MK s dlouhym fetézcem k regulaci

diferenciace a indukci exprese adipocytarnich gent (Ding a Mersmann, 2001).
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Obr. 4 DHA potla¢uje signalni drahu NF-kB pfes transkripéni faktor PPAR.

1 — prozanétlivy cytokin aktivuje NF-«xB, 2 — aktivace NF-kB, 3 — NF-«xB vstupuje do jadra a ptsobi jako
transkripéni faktor na geny kodujici prozanétlivé proteiny, 4 — transkripce a translace téchto gent, 5, 6 —
vstup DHA do cytoplazmy buiky, 7 — aktivace PPAR skrz vytvofeni dimeru s RXR, navazani
na promotor I-kB genu, 8 — protein I-kB blokuje NF-kB, 9, 10 — fosforylace a degradace proteosomem,
11 — aktivovany PPAR interferuje s NF-kB a inhibuje ho, takZze nedojde k navazani na gen. FABP —
protein vazajici mastné kyseliny, ICAM — intracecularni adhezivni molekula, VCAM — cévni adhezivni
molekula, COX — cyklooxygenaza, TNF — tumor nekrdzni faktor. Prevzato z Komprda et al. (2011).

3.6.1 GPR120

G protein spojené receptory (GPCRs) jsou dalezitymi signdlnimi molekulami pro
mnoho aspekti bunécnych funkci. Jsou ¢leny velké rodiny, kterd ma stejné strukturdlni
motivy jako je 7 transmembranovych helixii a schopnost aktivovat heterotrimericky G
protein. Ligandy vazici se pravé na GPCR stimuluji riizné bunécné odpoveédi skrz
sekundarni bunécné drahy, jako modulace produkce cAMP, cesta fosfolipazy C, iontové
kandly (Schulte a Fredholm, 2003). Nékolika skupinami bylo zjiSt€no, Ze néckolik
osamocenych receptori. GPR40, GPR41, GPR43, GPR84 a GPR120 mohou byt
aktivovany volnymi MK. MK s kratkym fetézem aktivuji GPR41 a 43 (Tazoe et al.,
2008), MK se stfedné dlouhym fetézcem aktivuji GPR84 (Wang et al., 2006), MK
s dlouhym fetézcem aktivuji GPR40 (Itoh et al., 2003) a GPR120 (Hirasawa et al.,
2005). Tito autofi dokdzali, ze stimulace GPR120 volnymi MK vede k zvySeni
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koncentrace Ca2+ ionti a aktivaci ERK kaskady, kterd znaci interakci srodinou G
proteini. OvSem fyziologicka funkce GPR120 zlstava skrytd. V této praci (Young Oh
et al., 2010) bylo zjisténo, ze se GPR120 vysoce exprimuje Vtukové tkani aje
exprimovan prozanétlivymi makrofagy. Tato vysoka exprese naznacuje, ze GPR120 by
mohl hrat vyznamnou roli u téchto typt bunck. Doslo ke stimulovani GPR120
syntetickym ligandem a omega-3 MK a bylo pozorovano, zda aktivace GPR120 ovlivni
zanétlivou odpovéd indukovanou LPS nebo TNF-a. Zatimco nasycené MK jsou
prozanétlivé a nenasycené neutralni, bylo zjisténo, ze n-3 PUFA DHA a EPA (hlavni

slozka rybiho oleje) vyviji ucinny protizanétlivy efekt skrz GPR120.

3.6.2 Housekeepingovy gen TBP1

TBP (protein vazajici se na TATA-box) je transkripcni faktor, ktery se specificky
vaze na sekvenci TATA-boxu a vytvaii tak strukturu, kterd se oznacuje jako ,konské
sedlo. Tato sekvence se nachazi asi 30 nukleotidi pied zacatkem transkripce. Hraje
vyznamnou roli v pocatecnich fazich transkripce. TBP je soucasti transkripéniho faktoru
TFIID, ktery je nutny pro spusténi transkripce RNA polymerazou II. Zaroven se
asociuje i s dal§imi transkripénimi faktory, které umoznuji prepis riznych RNA gent.

Nachazi se pouze u eukaryot a archei (Rédei, 2008).

3.7 lzolace RNA

24

vewvr

naro¢néjsi naizolaci avyZaduje piisng$i podminky. Vychozi material je
homogenizovan za pfitomnosti antioxida¢nich c¢inidel (naptf. p-merkaptoetanol).
Proteiny jsou odstranény fenolem ekvilibrovanym vodou pii 60°C. Oddéleni
jednotlivych frakci se d&je pii chlazené centrifugaci. DNA jako kontaminant je
odstranéna pouzitim DNaz, které musi byt zbaveny RNaz. RNA se srazi ethanolem
za pritomnosti LiCl a byva uchovavana v roztoku pufru pii -70°C. Ziskani co nejcCistsi
aneporusené RNA je zdkladem pro mnoho metod jako je RT-PCR, =zakladani
cDNA knihoven atd. (Smarda et al., 2005).

MRNA piedstavuje jen malou ¢ast z celkové RNA bunky a jeji izolace je velmi
obtizna. Vyuzivéa se tradicni metody, tedy izolace celkové RNA a nasledna separace
jednotlivych typi (mRNA, rRNA a tRNA) nebo metody moderné;jsi, kdy je vyuzivano

poly(A) konce u mRNA. Na tento konec se selektivné vazou specifické sondy, aniz by
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doslo k interakci s DNA nebo jinym typem RNA. Tyto sondy s navazanou mRNA jsou

poté imobilizovany na pevném podkladu a promyty.

3.8 RT-PCR a kvantitativni PCR

Amplifikace DNA je provadéna vyhradng in vitro a to metodou PCR (polymerazova
fetézova reakce). K PCR potiebujeme syntetické oligonukleotidové komplementarni
sekvence, které ohranicuji oblast zajmu. Metodu PCR vyvinul Kary Mullis, ktery za ni

dostal Nobelovu cenu v roce 1993.

Metoda PCR zahrnuje tii kroky, které se v cyklech opakuji. Prvni krok je denaturace
dvouvldknové DNA zahtatim reak¢ni smési na 95°C po dobu 30s. V druhém kroku
dojde k nasednuti primeru, teplota je odvozena od sekvence primeru (obsah CG bazi,
délka atd.), pohybuje se v rozmezi 50 az 60°C, doba opét 30s. Posledni krok je vlastni
syntéza nového vlakna DNA pii teploté¢ 72°C po dobu 1,5 min. Tento proces se
n¢kolikrat opakuje a mnozstvi DNA exponencialné roste az d o zastaveni reakce nebo
vyCerpani reagens. Pfistroje pro PCR (termalni cyklery) jsou plné automatizované,

teplotu 1 ¢as méni sami.

Pii RT-PCR (reverzné transkripéni PCR, obr. 5) dochazi k syntéze DNA z templatu,
ktery je komplementdrni k RNA, to vSe za pomoci enzymu reverzni transkriptizy.
Prvnim krokem je pravé reverzni transkripce, z fetézce RNA je s genové specifickym
primerem amplifikovdna CONA (komplementarni DNA), kterd je komplementdrni
S ptvodnim fetézcem RNA. Dalsi cykly uz jsou klasickd PCR se dvéma primery (pfimy
a zpétny). Tento postup predstavuje snadnou arychlou cestu ke zjisténi, zda byl

konkrétni gen prepsan (Snustad a Simmons, 2009).
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Obr. 5 Detekce a amplifikace RNA pomoci RT-PCR.
Pievzato z Snustad a Simmons (2009).

Kvantitativni PCR (qPCR) je laboratorni technika, ktera se od klasické PRC lisi tim,
ze dochazi zaroven i ke kvantifikaci cilené DNA. U klasické PCR je produkt detekovan
az po skonéeni amplifikace pomoci elektroforézy. P¥i qPCR dochazi k detekci
vyzatené¢ho fluorescen¢niho signilu ve specidlnim cykleru, ktery umoznuje cyklické
stfidani teplot, detekci fluorescence a monitorovani postupu PCR v redlném case. Pro
kvantitativni detekci produktu se pouzivaji rizné metody — zaclefiovani interkalacniho
barviva mezi dvouvlaknovou DNA (SYBR green, jde o nespecifickou metodu) nebo
specifick¢é metody jako TagMan sondy, molekuldrni majadky nebo FRET sondy
(Smarda et al., 2005). K vypoétu exprese se pouzivaji hodnoty Ct (cycle treshold),

v tomto okamziku je mnozstvi DNA tak vysoké, Ze vystoupi z fluorescen¢niho Sumu
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aje jasn¢ mefitelné. Pii zjiStovani exprese zkoumaného genu porovnavame jeho Cr
s hodnotou Cr referen¢niho genu (tzv. housekeeping gen), ktery ma expresi stale
stejnou. Ct je pfimo zavislé na poCateénim mnozstvi DNA, ¢im vEétsi mnozZstvi

DNA na pocatku reakce, tim nizsi hodnota Cy (Schefe et al., 2006).

4 METODIKA

4.1 Ustajeni a vykrm prasat

Experiment probihal v souladu se zikonem 246/1992 Sb. Ceské narodni rady
k ochrané zvifat proti tyrani, novelizace 162/1992 Sb. a byl schvalen ,,Komisi
na ochranu zvifat proti tyrani“ Mendlovy univerzity v Brné a Ministerstvem

zemeédélstvi.

Do experimentu bylo pouZito 32 prasat s rovhomérnym rozloZenim pohlavi (16
samcil a 16 samic), pochazela z Bioproduktu Knapovec a.s., Usti nad Orlici. V za¢atku
experimentu méla 8 tydnd ajejich hmotnost byla 25,5kg stoleranci + 1,15kg.

Byla ustajena v experimentarnich stajich po ¢tyfech kusech.

Prasata byla rozdélena do dvou skupin, kazda po 8 samcich a 8 samicich. Kontrolni
skupina byla krmena 2,5%  palmovym olejem (P skupina), experimentalni
skupina potom 2,5% rybim tukem (R skupina), byla dodrzena izokaloricka i isolipidicka
vyziva. Krmivo obou skupin prasat obsahovalo v jednom kilogramu 138g hrubého
proteinu (kvantifikovany pomoci KD-310-A-1015 KjelROC analyzatoru), 56g tuku
(zjistovany extrakci hexan/2-propanol), 48g hrubé vlakniny (detekovana za pomoci
ANCOM220 Fiber analyzator) a 758g nedusikatych latek (dopocitany jako zbytek do
100%). Energeticky obsah krmiva byl 13,6MJ na Kg. Dale
byla prasata krmena zakladnim kompletnim krmivem, které bylo lisované do pelet.
Krmivo bylo nakupovano od firmy De Heus, Marefy, Ceska republika, skladalo se
Z pSenice, jeCmene, pSeni¢nych otrub, tmavého mlata, vytazku z fepkovych semen,
uhlic¢itanu sodného, zZivoc¢isného tuku, soli, premixu vitamind a minerala. Tyto pelety
byly namlety a homogenizovany s pfislusSnym mnozZstvim testovaného oleje. Obsah
fyziologicky a kvantitativné dilezitych mastnych kyselin v dietaich P a F je uveden

v tabulce 3.
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Tab. 3 Mnozstvi jednotlivych MK v dietach.

Pocet uhlikti : pocet  Trivialni nazev Zastoupeni v F Zastoupeni v P
dvojnych vazeb dieté (g*kg™) dieté (g*kg™)
14:0 Kys. myristova 0,92 0,96

16:0 Kys. palmitova 6,79 14,78

18:0 Kys. stearova 1,30 1,73

18:1 Kys. olejova 9,56 13,97

18:2 n-6 Kys. linolova 11,55 10,61

18:3 n-3 Kys. a-linolenova 0,88 0,77
20:5n-3 Kys. eikosapentaénova 2,83 0,05
22:5n-3 Kys. dokosapentaénova 0,58 0,04

22:6 n-3 Kys. dokosahexaénova 4,34 0,05

Zvitata byla krmena denné ad libitum a méla volny pfistup k pitné vodé, krmna
davka byla zkrmovana nadvakrat (prvni krmeni bylo v sedm hodin rano a druhé ve dvé
hodiny po poledni). Dvakrat denn¢ se odecitaly zbytky, aby bylo vypocitano faktické
mnozstvi krmiva, které bylo prasaty zkonzumovano. Kvuli krmeni ad libitum byl
predpoklad, Ze nebyl rozdil ve zkonzumovaném krmivu mezi jednotlivymi prasaty

v koji. Prasata byla vazena kazdy tyden a celkovy vykrm trval 70 dni.

4.2 Aplikace LPS a odbér vzorki

421 Stimulace LPS

Posledni den vykrmu byla kazda skupina prasat, tedy skupina krmena palmovym
olejem (16 kusi) askupina krmenarybim tukem (16 kusd), nahodné
rozdé¢lena na polovinu (po 8 a 8 kusech) a této poloviné byla aplikovana intra ven6zné
davka E.coli LPS v mnozstvi 25ug nakilogram Zivé hmotnosti prasete. Po tiech
hodinach byla prasatim intra muskularné podéana anestézie — smeés TKX (ketamin
v koncentraci  12mg/ml, xylazine 12,5mg/ml, tiletamine 12,5mg/ml a zolazepam
12,5mg/ml v celkovém objemu 0,2ml nakilogram Zivé hmotnosti). Poté
byla prasata usmrcena vykrvacenim a byly odebrany vzorky krve, tuku a jater z kazdého

prasete.
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Po stimulaci LPS doslo k vytvofeni 4 experimentarnich skupiny. Skupina prasat
krmena dietou s ptidavkem 2,5% palmového oleje (P-), skupina krmena dietou
s ptidavkem 2,5% palmového oleje a stimulovand LPS (P+), skupina prasat
krmena dietou s2,5% ptidavkem rybiho oleje (R-) a skupina krmena dietou s2,5%

ptidavkem rybiho oleje stimulovana LPS (R+).

4.2.2 Odbér vzorku

Krev Dbyla odebrana zaorty do heparinem potazenych flakonek. Nasledné
byla stocena v centrifuze pfi 200g po 10min pii 4°C k ziskani plazmy. Jatra a tuk
(visceralni tukova tkan) byly odebrany v mnozstvi 200g. 100g tukové i jaterni tkané
bylo lyofilizovano a skladovano pii -20°C pro analyzu mastnych kyselin. Z druhé

poloviny bylo odebrano 50mg pro izolaci RNA.

4.3 Kuvantifikace genové exprese

Celkova RNA byla izolovana z jater za pouziti RNA kitu — Rneasa Mini Kit (Qiagen
GmbH, Hilden, Némecko). Koncentrace byla méfena na NanoDropu 2000 UV-Vis
spektrofotometru (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). RNA byla nasledné
skladovana pti -80°C. 1ug byl zpétné transkribovan za pouziti M-MLV revezrné
transkripéniho systému (Invitrogen, Paisley, Velka Britanie) aoligo-dT primeru.
Ziskana cDNA byla analyzovana kvantitativni PCR (qPCR) za pomoci specifickych
primerd (Tab. 4). Jako housekeepingovy gen byl pouzit TBP1, ktery byl vybran

na zakladé vysledku z testu stability genovych expresi.

Exprese RNA byla kvantifikovana ve tfech opakovanich s findlnim objemem 3pl
v 384 jamkovych destickach za pouzit QuantiTect SYBR Green PCR master mix pii
dodrzeni doporuceného posupu (Qiagen, Hilden, Némecko) na LightCycler 480 (Roche
Applied Science). Kvantitativni PCR  probéhla na Nanodrop Il liquid dispenser
(Innovadyne Technologies, Rohnert Park, Kanada). Byl dodrzen vyrobni protokol
reakce pii nasledujicich podminkach: denaturace pti 95°C na 15 min, amplifika¢nich
cykla bylo 45 a probihali pii 95°C po 15 s, 58°C po 30 sa 72°C po 30 s. Kfivky tani
byly analyzovany k ovéfeni specifity produktu (BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit a ABlI PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer; Applied Biosystems).
Pouzita reakéni smés se skladala z 0,5 ul cDNA, 1,5 ul SYBR® Green PCR Master Mix
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a 10 pmol kazdého z primert (pfimy a zpétny, Generi Biotech, Hradec Kralové, Ceska

republika).

Zmény expresi testovanych genti, vztazenych k TBP1, u prasat krmenych rybim

olejem (skupina R) byly pocitany dle relativni kvantifikace (Schefe et al, 2006) a byly

vztazeny k expresi daného genu u kontrolni skupiny, kterou tvofila prasata krmena

palmovym olejem a nestimulovana LPS (skupina P-, gen byl také vztazen k TBP1). Dle

Hellemans et al. (2007) byly vypocitany hodnoty normalizované relativni kvantifikace,

které slouzily jako vstupni data pro statistické analyzy.

Tab. 4 Ptehled primert

Gen Piimy primer Zpétny primer NCBI
TBP1 AACAGTTCAGT AGATGTTCTCAA  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
AGTTATGAGCC ACGCTTCG pubmed/?term=Nygard%2C+
AGA Jorgensen+et+al+BMC+Mol
ecular+Biology+2007)
GPR120 TCTCCTGGGAT TCCTTGATGCCTT https://www.ncbi.nlm.nih.go
GTGTCGTTTGT GGTGATCTGT v/nucleptlde/325652149?repo
rt=gbwithparts
PPARG ATTATTCTCAGT AGGCTTGCAGCA  https://www.ncbi.nim.nih.go
GGAGACCGCCC AATTGTCTTGA v/nucleotide/47523813?repor
t=gbwithparts
LBP ACCGCTCCCCA AGCGCGGCGGAC https://www.ncbi.nlm.nih.go
GTTGGCTTC ACATTAGT v/nucleotide/190360654
ICAM1 CGGTGGCAGCC TTGATGCAGCCC  https://www.ncbi.nlm.nih.go
GTGGCTATC CGCTCGTC v/nucleotide/55742637
IL-4 TCGGCACATCT CTTCTTGGCTTCA http://www.sciencedirect.co
TGCACAG m/science/article/pii/S037811
ACAGACACC 3511005475
IL-10 TGAAGAGTGCC CTCATCTTCATC  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
TTTAGCAAGCT GTCATGTAGGC pubmed/22817641
C
TGF-p1 TACGCCAAG CAGCTCTGCCCG  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
GAGGTCACCC AGAGAGC pubmed/14663153
IL-1B GGGACTTGA AG CTTTCCCTTGAT  http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
AGAGAAGTGG CCCTAAGGT pubmed/?term=pavlova+spi-

1
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4.4 Analyza mastnych kyselin

Lyofilizované vzorky jater a tuku byly homogenizovany v Moulinex mixéru (model
D56, Moulinex, Francie) a nasledné transferovany do 150 ml Erlenmeyerovy banky. Ke
vzorku bylo pfidano 30 ml hexane/2-propanol mixu 3:2 (HIP 1) a vse bylo 15 minut
sonikovano s pouzitim aparatury PS10000 (Notus-Powersonic, Vréable, Slovensko).
Extrakt byl filtrovan ptes Biichnerovu nalevku a K filtratu bylo pfidano 24 ml Na,SO,.
Po michani a separaci vrstev v separac¢ni nalevce, n-hexan vrstva byla filtrovana pies
bezvodou Na;SO4 do 50 ml odmérné banky. Vodna vrstva byla re-extrahovana v 10 ml
HIP2 (hexan/2-propanol 7:2). Hexanova vrstva byla opét filtrovana ptes bezvodou
Na SO, a transferovana do 50 ml odmérné barnky. Oba hexanové filtraty byly slity do
100 ml banky s kulatym dnem a obsah byl odpafen pii 40°C narotacnim vakuovém
odpatovaku (model RV 05-ST 1P-B; IKA Labortechnik, Staufen, Némecko).

Odparovani bylo ukonceno nitrogenem a mnozstvi lipid bylo stanoveno gravimetricky.

Do roztoku 50 mg extrahovanych lipidi byly pfidany 3 ml standardizovaného
roztoku (15:0) a 1 ml dibutyl hydroxytoluenu. Po 5 min sonikace byly pfidany 2 ml 0,5
mol/l roztoku CH3ONa rozpusténého v methanolu a vse bylo vafeno 5 min pod zpétnym
chladicem. Poté byly pies kondenzator piidany 2 ml ¢trnactiprocentniho roztoku BF3
rozpusténém v methanolu avse se za stejnych podminek vatfilo dalsich 5 min. Po
ochlazeni vzorku byly ptidany 2 ml isooktanu, vzorek by tfepan a nasledné nechan
minutu v klidu. Bylo pfidano 5 ml nasyceného vodného roztoku chloridu sodného
a smés byla energicky tfepana 15 s. Byla odebrana organicka vrstvaa 1 ml této vrstvy

byl pouzit pro stanoveni plynovou chromatografii.

Methylestery mastnych kyselin (FAME = fatty acid methyl ester) byly separovany
za pouziti HP 6890 chomatografu (Hewlett-Packard) na Innowax kapilarni koloné (30
m x 0,25 mm x 0,25 mm; Agilent Technologies, J&W Scientific, Santa Clara,
Kalifornie, USA). Teplota pii nanaseni a detekci byla 260 °C a275°C. ZyvSovani
teploty probihalo nasledovné: 150°C/1 min — zvySovani teploty o 10°C za minutu do
dosahnuti teploty 200°C — zvySeni teploty na260°C po 3°C za minutu —
teplota udrzovana po dobu 3 min. Nosny plyn byl dusik, rychlost proudéni byl 1ml/min
pti tlaku 145 kPaarozptyl 60:1. Jako externi standard pro identifikaci FAME bylo
pouzito PUFA no. 2 (Supelco, Bellefonte, Pensylvanie, USA).
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Obsah mastnych kyselin v jatrech, tuku a krmivech byl stanoven po extrakci lipida

postupem popsanym V ¢lanku Komprdy et al. (2016).

Obsah mastnych kyselin v rybim a palmovém oleji byl vyjadien jako percentudlni
podil z determinovanych mastnych kyselin. Obsah MK v krmivu av jatrech byl

vyjadien v mg na 100 g krmiva nebo jater.

4.5 Statistické vyhodnoceni

Normalita rozlozeni dat byla testovana pomoci Kolmogorova-Smimovova testu.
RozloZeni bylo normalni, rozdily mezi jednotlivymi krmnymi zasahy byly tedy
testovany jednostupnovym tfidénim analyzy rozptylu s post-hoc Tukeyovym testem.
Pro tyto analyzy byl pouzit program STATISTICA 12 (StatSoft, Tulsa, Oklahoma,
USA).

5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Prirtstky hmotnosti

Denni piijem krmiva prasat naR aP diet& byl 880 respektive 890 g*den™ , pti
prepocitani na kilogram zivé hmotnosti to bylo 10,5 a10,6 g nakilogram Zivé
hmotnosti na den. Denni piristek hmotnosti prasat na R diet& byl 0,85 + 0,05 kg*den™
a jejich finalni hmotnost byla 83,64 + 1,82 kg. U prasat na P dieté byl denni ptirastek
0,86 + 0,04 kg*den™ a finalni hmotnost byla 84,06 + 3,35 kg. Nebyl zjistén zadny vliv

dietarniho oleje na vyse zminéné proménné (P> 0,05).

Prijem EPAaDHA U prasat byl 30 + 05 a46 + 0,5 mg*kgW*d™. Ulozené
mnozstvi EPA = DHA v jatrech bylo 530 u R a 129 u P, v tuku potom 1365 u R a 191 u
P diety v mg/100g Cerstvé hmoty.

5.2 Genova exprese

521 GPR 120

Podle funkce membranového receptoru GPR120, ktery je kodovan genem GPR120,
u kterého byla pozorovana zména exprese, byla stanovena tato hypotéza: Exprese genu

GPR120 by se méla zvysit u skupiny krmené piidavkem rybiho oleje a to z ditvodu, ze
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receptor GPR120 je ligandem EPA a DHA a tedy pii zvySeni jejich koncentrace v Krvi
by mé&lo dojit k naristu jeho potfeby a tim padem i ke zvySeni transkripce a nasledné i

translace daného genu.

Podle dat vypocitanych relativni kvantifikaci méla exprese GPR 120 v jatrech
tendenci se  zvySovat (P>0,05) oproti  kontrole  (Obr. 6). Jako
kontrola byla stanovena skupina prasat ~ krmena palmovym  tukem  (P-),  ktera
nebyla na konci experimentu stimulovana LPS. M¢la proto expresi genu danou jako
100%. Exprese u skupiny P+ (prasata krmena palmovym olejem a stimulovana LPS)
byla 2,14 krat vyssi nez kontrola (P>0,05), u R- (prasata krmena rybim olejem, ktera
nebyla stimulovana LPS) byla vyssi 1,64 krat (P>0,05), u R+ (prasata krmena rybim
oleje a stimulovana LPS) byla 2,34 krat vyssi (P>0,05). Mezi testovanymi skupinami

nebyla zjisténa statisticka vyznamnost (P>0,05).

V tukové tkani méla exprese genu GPR120 také tendenci se zvySovat (P>0,05) u
vSech skupin (Obr. 7). Nejvyssi exprese byla u skupiny R+, zvedla se na 382,26%, u
skupiny R- na241,96% au skupiny P+ nal55/74%. Mezi skupinami

nebyla prokazana statisticka vyznamnost (P>0,05).

Neni zadna jina studie, které by zkoumala vliv EPA a DHA na chronicky zanét, kdy
by jako modelovy organismus pouzili prase, neni proto mozné srovnat vysledky

S Jinymi pracemi.

Autofi Oh et al. (2010) provadéli experiment na dvou liniich mysi. Jedna linie
m¢éla knock-out genuGPR120 adruha linie byla wild-type. Studovali, jestli u mysi
S deletovanym genem GPR120 dojde ke zvySeni prozanétlivé odpovédi, zvySeni
intolerance glukozy a snizeni senzitivity k inzulinu. Mysi byly nejdfive krmeny vysoce
tukovou dietou anasledné byla pulka z nich 1é¢ena piidavkem ®-3 MK (50mg
DHA a 100mg EPA). Vysledky vysly podle o¢ekavani — u wild-type mysi doslo ke
zvySeni senzitivity vici inzulinu, zato u mysi s knock-outem nebyla pozorovana zadna

zmeéna.

Ve studii Williams-Bey (2014) je uvedeno, ze makrofagy kostni diené u mysi
produkuji malé mnozstvi GPR120 i bez ptimé stimulace, ale spiidavkem DHA vV
médiu. Po stimulaci LPS se exprese markantné zvySila. Bylo dokazano, Ze

DHA pouziva K potlaceni zanétlivé reakce primarné receptor GPR120.

37



Autofi Komprda et al. (2016) provadéli experiment na potkanech, kdy doslo naopak
ke sniZeni exprese genu pro GPR120 v jatrech oproti kontrole (skupina krmena hovézim
lojem), a to jak ve skupiné krmené rybim olejem (zdroj EPA), tak ve skupiné krmené

Schizochytrium olejem (zdroj DHA).

B GPR120

250%
200% -
1508
100%

50%

P- P+ R- R+

Obr. 6 Relativni exprese genu GPR120 v jatrech.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% piidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% pfidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
stejnymi pismeny se prikazné nelisi (P>0,05).
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Obr. 7 Relativni exprese genu GPR120 v tukové tkani.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmena dietou s2,5% ptidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
stejnymi pismeny se prikazné nelisi (P>0,05).

522 PPARYy

EPAaDHA jsou endogenni ligandy PPARY, ten po aktivaci zvySuje mnozstvi
adiponectinu a protizanétlivych hormont v tukové tkani. Proto by mélo dojit ke zvySeni

exprese PPARY u skupin krmenych rybim olejem.

V jatrech (Obr. 8) byla ovsem exprese u skupiny R- spiSe snizena (99,12%), u
skupiny, které byly stimulovany LPS doslo ke zvySeni a to u P+ na 277,48% au R+
na 275,51%. Statisticka vyznamnost (P<0,05) byla zjisténa mezi skupinami P- a R- proti
P+aR+.

V tukové tkani (Obr. 9) byla zjisténa tendence ke zvyseni exprese (P>0,05).
Proti kontrole (skupina P-, 100%) doslo ke zvySeni u P+ o 76,14%, u skupiny R- 0
52,25% au skupiny R+ o 98,38%. Mezi skupinami nebyla prokazana statisticka
vyznamnost (P>0,05).

| vdalSich studiich se potvrzuje zvyseni exprese PPARy po ptusobeni EPA/DHA.
Autofi Yu et al. (2008) provedli experiment, kdy sledovali vliv jednotlivych MK
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na aktivaci PPARy vV linii myoblasti. Exprese prase¢iho PPARy byla zvysSena pii
ptidani DHA do adipogenniho média. Odpovéd’ byla pozitivné spojena se zvysujici
se koncentraci DHA. Dale uvadi (Yu et al., 2008), Ze u modelovych organismi zavisi
pti aktivaci PPARy pomoci DHA na dobé piisobeni na organismus: u prasat dochazelo
k linearnimu zvySovani exprese gend pozitivné ovliviiujici adipogenezi (PPARYy,
PPARa atd.) v zavislosti na délce krmeni dietou obsahujici a-linolenovou kyselinu (Luo
etal., 2009).

Dalsi experiment provadény autory Yu et al. (2010) zahrnoval transgenni mysi
s vnesenym prase¢im PPARy genem, které exprimovaly gen kodujici B-oxidaci vice
mysi krmené EPA/DHA, nez mysi divokého typu. Je pfedpoklad, Ze PPARy ma odlisné
funkce u hlodavci nez u prasat (Weber et al., 2008). Lisi se také hlavni organy slouzici
pro de novo tvorbu lipidi. U prasat se tak déje spiSe v tukové tkani, u lidi a hlodavc

dochazi k lipogenezi spise v jatrech (Duran-Montgé et al., 2009).
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Obr. 8 Relativni exprese genu PPARY v jatrech.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% ptidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
riznymi pismeny se prikazné lisi (P<0,05).
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Obr. 9 Relativni exprese genu PPARY v tukové tkani.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% ptidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% pfidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
stejnymi pismeny se prikazné nelisi (P>0,05).

523 LBP

LBP je protein, ktery je kodovan u lidi stejnojmennym genem — LBP. Jeho funkce
V organismu je rozpoznani a zachyceni lipopolysacharidu. Ten se poté vaze na receptory
bunék imunitniho systému. Podili se na akutni fizi zanétu, proto by méla jeho exprese

po stimulaci LPS byt vyrazné zvySena.

Exprese LBP v jatrech (Obr. 10) vysla podle o¢ekavani, oproti kontrolni skupiné P-
(100%) byla exprese skupiny stimulované LPS (P+) zvysena na 550,40% (P<0,05), u
skupiny stimulované LPS akrmené rybim tukem (R+) byla exprese 742,29% au
skupiny krmené rybou (R-) méla exprese tendenci zvyseni jen na 130,94% (P>0,05).
Skupiny R+ aP+ se statisticky vyznamné lisi (P<0,05) od skupin, které nebyly

stimulovany LPS.

Exprese LBP v tukové tkani (Obr. 11) nebyla zvysena (P<0,05) o tolik jako
v jatrech. U skupiny stimulovanych LPS stoupla jen na 215,02% (P+) a 442,14% (R+),
skupina R- meéla skoro dvojnasobnou expresi — 194,04% (P>0,05). Statisticka
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vyznamnost (P<0,05) byla prokazana pouze mezi skupinou kontrolni (P-) a skupinami

stimulovanymi LPS (P+ a R+).

Nasla jsem pouze jednu studii, kterd se zabyvala mnozstvim LBP pifimo v jatrech.
V této studii byly tii experimentalni skupiny mysi, prvni byla krmena izokalorickou
dietou (kontrolni skupina) adruha a tfeti skupina byla krmena dietou s ptfidavkem
PUFA n-3 (druha skupina méla v dieté 5% ptidavek, tieti 10%). U mysi nedoslo
k zadné dalsi stimulaci, bylo zjisténo snizené mnozstvi LBP v jatrech u mysi krmenymi

PUFA n-3 dietami oproti kontrole (Hassanali et al., 2010).

Dalsi studie se zabyvala transportem prozanétlivych endotoxinti v krevni plazmé.
Nejvyssi koncentraci LBP v plazmé vykazovala skupina krmena vysoko tukovou
dietou. Rozdily v mnozstvich byly nalezeny pouze mezi skupinami mys$i krmenymi
vysoko tukovou dietou, nizko tukovou dietou a dietou, kterd obsahovala PUFA n-3
vazané ve fosfolipidech. Mezi skupinami krmenymi PUFADN-3 vazanymi ve
fosfolipidech nebo v triacylglycerolu nebyly nalezeny vyznamné rozdily (Awada et al.,
2013).

Autoii  Hou et al. (2012) provadéli studii  namysSich, kterym
byla indukovana cukrovka 2. typu. U téchto mysi doslo ke zvyseni exprese LBP v srdci.
Tento jev mohl souviset s vétsi potiebou energie a tedy vys$§im mnozstvim volnych

MK, které byly jako energeticky zdroj dopravovany do mitochondrii.

Studie provadéna na lidskych neuroblastomech sledovala schopnost zacélenéni
DHA do plazmatické membrany a naslednou mRNA expresi vybranych gent v¢. LBP.
Linie SH-SY5Y lidskych neuroblastomu byla kultivovana v médiich s piidavky a-LNA,
EPA, DPA a DHA, v riznych koncentracich. Vysledky exprese mRNA byly sledovany,
u bunék kultivovanych v EPA médiu, po 16h a48h. Exprese LBP zistala po dobu
kultivace témef neménnd. U ostatnich genti doSlo ke zvySeni exprese, ovSem spiSe
Vv zavislosti na ¢ase nez na pridavku ruznych koncentraci EPA do média (Langelier et
al., 2005).
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Obr. 10 Relativni exprese genu LBP v jatrech.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupinaprasat krmenadietou s2,5% piidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
riznymi pismeny se prikazné lisi (P<0,05).
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Obr. 11 Relativni exprese genu LBP v tukové tkani.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% piidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% pfidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
riznymi pismeny se prikazné 1isi (P<0,05).

524 ICAM1

ICAM 1 (nebo-li CD54) patii do superrodiny ICAM (intracelularni adhezivni
molekula), nachazi se na epiteliarnich bunikach a umoziuje prichyceni leukocytt. Jejich

exprese se zvysuje pusobenim nekterych cytokind.

Vysledky piedkladané prace ukazuji extrémné velky narust exprese (P<0,05)
Vv jatrech u skupin, které byly stimulovany LPS (Obr 12). U skupiny P+ byla exprese
stanovena na 6526,97% a u skupiny R+ na 9093,93%. Skupina R- méla tendenci mensi
exprese nez kontrola, a to 96,30% (P>0,05). Mezi skupinami stimulovanymi LPS a bez

stimulace byla prokazana statisticka vyznamnost (P<0,05).

V tukové tkani (Obr. 13) byla exprese u skupin stimulovanymi LPS taky zvySena
(P<0,05), ale uz ne tak moc, jako v jatrech. U skupiny P+ byl narGst na 3192,97% a u
skupiny R+ na 3634,14%. Naopak doslo ke zvyseni exprese i u skupiny R- na 187,63%.
Statisticka vyznamnost (P<0,05) byla prokazana jen mezi skupinou P- a skupinami

stimulovanymi LPS (P+ a R+).
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Studie, provadénd na mysich krmenych intraven6zné infuzi obohacenou bud’ o olej
ze sojovych bobu (SO) nebo 0 rybi olej (RO), kdy nasledné doslo ke stimulaci LPS,
byla sledovana expresi ICAM-1 v plicich. Po stimulaci LPS bylau mysi krmenych
s pfidavkem sojového oleje signifikantné zvysena regulace exprese ICAM-1. U mysi
krmenych dietou s pfidavkem rybiho oleje naopak doslo k vyznamné redukci exprese
transkriptu pro tento gen. Studie tedy jasné prokazala, Ze ndhrada RO za SO
méla za nasledek inhibici transkripénich faktort mRNA pro ICAM-1 (Kohama et al.,
2014).

Dalsi potvrzeni, ze EPA a DHA potlacuji zanét, je studie provadéna na lidskych
monocytech, které byly kultivovany v médiu s pfidavkem EPA a DHA v poméru 3:2 (v
tomto poméru jsou EPA a DHA bézné¢ dostupné v piipravcich s rybim olejem) nebo
v médiu bez jejich pridavku. Vysledkem po 48h inkubaci bylo procentualni snizeni
monocytil produkujicich ICAM-1, ale i snizeni exprese samotného ICAM-1 (Hughes
a Pinder, 2000). | autofi Yamadaet al. (2008) ve své studii dokazali, ze
EPA inhibovala adhezi monocytt stimulovanych LPS na endotelialni bufiky a zaroven i

snizila mnozstvi adhezivnich molekul jako ICAM-1 v plazmé.

Uz v90. letech 20. stoleti byly popsany pfiznivé Gc¢inky nenasycenych MK
na adhezi monocytti. Yaqoob (1998) prokézal, ze dieta bohatd na MUFA snizuje adhezi
perifernich monocytt, zatim co Calder (1998) popsal opa¢ny efekt u nasycenych MK,
kdy doslo k vétsi adherenci v porovnani s PUFA. Bylo zjisténo, Ze monocyty oSetfené
EPA maji snizenou expresi ICAM-1, pozd&ji byl stejny efekt potvrzen i pfi kultivaci
s DHA (Hughes a Pinder, 1997). Pii pouziti kyseliny olejové byl efekt na monocyty
presné obraceny, dochazelo k jejich shlukovani a vétsi afinité k endotelidlnim bunkam

(Mastrangelo, et al., 1998).
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Obr. 12 Relativni exprese genu ICAM v jatrech.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% ptidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznagené
riznymi pismeny se priikazné lisi (P<0,05).
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Obr. 13 Relativni exprese genu ICAM v tukové tkani.

OsaY: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovand LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% piidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Praméry oznadené
riznymi pismeny se priikazné lisi (P<0,05).

525 IL-1p

Interleukin 1 beta patfi do rodiny IL-1, je to rodina 11 riznych cytokini hrajici
dtlezitou roli vimunitni a zanétlivé reakci organismu. Patfi mezi pro-zanétlivé

cytokiny.

Relativni exprese v jatrech (Obr. 14) byla vysoce zvySena hlavné v reakci
na zanétlivy LPS. U skupin, které byly timto lipopolysacharidem stimulovany (P+
a R+), doslo ke zvySeni (P<0,05) exprese genu na 33056% u skupiny P+ a 42280% u
skupiny R+. U skupiny R- doslo ke zvyseni (P>0,05) exprese na 129%. Statisticka
vyznamnost (P<0,05) byla zjisténa mezi skupinami P-, P+ a R+, také mezi skupinami

R-, P+ a R+. Mezi skupinami P- a R- prokazana nebyla (P>0,05).

Exprese v tukové tkani (Obr. 15) oproti kontrole narostla (P<0,05), ale proti

jatrim byl nartist mensi. U skupiny R- byl nariist o 398%, u skupiny R+ 0 31626% au
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skupiny P+ 12313%. Mezi vSemi skupinami byla prok4dzana statisticka vyznamnost

(P<0,05).

Ve studii provadéné autory Oh et al. (2010) byl pozorovan vliv diety obohacené o
®-3 MK u dvou linii mysi. Prvni linie byla tzv. wild-type, druha méla knock-out pro
gen GPR120. V tukové tkani se zkoumaly makrofagy a markery M1 a M2 (vysledky
M2 jsou popsany v kapitole 5.2.7). Exprese M1 u zanétlivych genu jako je Il-15 se
zvys§ilau vysoko tukové diety, ato u obou linii. Snizena exprese Il-1p u diety

s pfidavkem -3 MK byla pouze u linie wild-type.

In vitro studie provadéna na dvou liniich lidskych makrofagh sledovala zmény
sekrece 11-1B po stimulaci LPS a ATP. Prvni méla médium bez jakéhokoliv ptidavku
(kontrola), druha linie m¢la v médiu piidavek DHA. Ptidani DHA ve fyziologicky
dosazitelné koncentraci vedlo k redukci sekrece Il-1B. Stejny experiment byl poté
proveden i u makrofagh pochazejicich z kostni dfen¢ mysi. I tady doslo ke snizeni

sekrece 11-1p po stimulaci LPS a ATP (Williams-Bey et al., 2014).

Autofi Liu et al. (2015) zkoumali mimo jiné i efekt rybiho oleje (RO) u LPS
indukovanych mysi, na mnozstvi cytokinii souvisejicich se zanétem. LPS byl mysim
aplikovan peritonealné, a proto byly zkoumany zmény v tenkém stievé a plazmeé. Doslo
k velkému ubytku prozanétlivych cytokind jako I1-1fB, a to u mysi, které byly krmeny
RO a zarovei stimulovany LPS. Stejnou korelaci méla i métenda mRNA (signal exprese
genu 1l-15), tedy jeji snizeni u diety RO+LPS. Snizeni exprese bylo vztazeno vuci
expresi danych genti u mysi stimulovanych LPS, které ovSem nebyly krmeny zvlastni
dietou. Oproti kontrole (mysi, které nebyly specialné krmeny ani u nich nedoslo ke
stimulaci LPS) totiz doslo u vSech skupin ke zvyseni exprese. Bylo tedy dokazano, ze

RO dokéaze vyznamné redukovat zanét.
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Obr. 14 Relativni exprese genu IL-1p v jatrech.
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Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% ptidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Praméry oznacené
riznymi pismeny se prukazné lisi (P<0,05).
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Obr. 15 Relativni exprese genu IL-1p v tukové tkani.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% piidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% pfidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
riznymi pismeny se prikazné 1isi (P<0,05).

526 IL-4

I1-4 indukuje diferenciaci nativnich T-lymfocytd (ThO bun€k) na Th2, dale aktivuji

B-lymfocyty. Hraje dilezitou roli v chronickém zanétu a v procesu hojeni.

Exprese v jatrech (Obr. 16) byla zvysena pouze minimalni (P<0,05), u skupiny R-
byla tendence ke sniZzeni exprese (P>0,05) na99%. U skupiny P+ byla exprese
naméfena na 182% au skupiny R+ na190%. Statistickd vyznamnost (P<0,05)

byla prokazana mezi skupinami P- a R- vs. P+ a R+.

V tukové tkani (Obr. 17) se exprese odvijela od druhu diety. U skupiny krmené
palmovym olejem bylatendence ke snizeni (P>0,05) exprese P+ na 65% oproti
kontrolni skupiné P-, u skupin krmenych rybim olejem byla exprese naopak vyssi
(P<0,05): R- 290% a R+ 349%. Statisticka vyznamnost (P<0,05) byla mezi skupinami
krmenymi palmovym olejem (P- a P+) a mezi skupinami krmenymi rybim tukem (R-
a R+).
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Obr. 16 Relativni exprese genu IL-4 v jatrech.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem palmového
oleje, nestimulovand LPS, P+ skupina prasat krmena dietou s2,5% piidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, nestimulovana
LPS, R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry
oznacené riznymi piSmeny se prukazné lisi (P<0,05).
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Obr. 17 Relativni exprese genu IL-4 v tukové tkani.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% piidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
riznymi pismeny se prikazné lisi (P<0,05).
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5.2.7 1L-10

IL-10 patfi mezi protizanétlivé cytokiny, ma pleiotroplni efekt v imunitni odpovédi

a regulaci zan¢tu. Snizuje expresi Th-1 cytokinli a dokaze blokovat NF-«B.

Exprese 11-10 se v jatrech (Obr. 18) od kontroly téméf nelisila, jediné u skupiny R+
byla zaznamenana zvysujici se tendence exprese na 144%, jinak se pohybovala kolo

108% jak u P+ tak i R-. Zaroven nebyla mezi skupinami uréena statisticka vyznamnost

(P>0,05).

V tuku (Obr. 19) byl nartst (P<0,05) exprese markantnéjsi, a to hlavné u skupin P+
(532%) a R+ (704%). Skupina R- me¢la narust (P<0,05) exprese na 241%. Statisticka
vyznamnost (P<0,05) byla urc¢ena mezi kontrolou a ostatnimi spinami (P+, R- a R+)

a zaroven mezi skupinami R- a R+.

rrrrr

gend jako je 11-10. U linie wild-type mys$i krmenych dietou obohacenou o ®-3 MK

doslo ke zvyseni jejich exprese.

Autoti Monk et al., (2012) ve své studii sledovali zmény u imunitnich bunék pfi
zanétu tlustého stfeva u obéznich mysi. Obezity bylo dosazeno vysoko tukovou dietou,
druha  skupina  byla krmena vysoko  tukovou dietou s piidavkem PUFA.
Hypotéza byla takova, Zze u mysi krmenych s piidavkem PUFAby mélo dojit
k procentualnimu snizeni zanétlivych imunitnich bunék ak potlaceni exprese
zanétlivych gent. V tukové tkani doslo k potlaceni exprese zanétlivych cytokinti u mysi

krmenych pfidavkem PUFA, exprese 11-10 jakozto protizanétlivého cytokinu

byla zvysena.
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Obr. 18 Relativni exprese genu IL-10 v jatrech.
Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmena dietou s2,5% ptidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
stejnymi pismeny se prikazné nelisi (P>0,05).
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Obr. 19 Relativni exprese genu IL-10 v tukové tkani.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmena dietou s2,5% ptidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznagené
riznymi pismeny se priikazné lisi (P<0,05).
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52.8 TGF-pl

Jde o sekretovany protein, ktery ma velkou fadu funkci od rustu a diferenciace
bun¢k az po apoptéozu. Ma také dilezitou kontrolni roli v imunitnim systému, je
produkovan témeéf vSemi jejimi buikami. T-bunky sekretuji TGF-B1 aby inhibovaly

aktivaci jinych T-lymfocytil, u B-lymfocyti zabranuje proliferaci a navozuje apoptozu.

V jatrech (Obr. 20) byla exprese zvysena (P<0,05) pouze u skupin stimulovanych
LPS, u skupiny P+ na240% u R+ na 449%. U skupiny R- byla tendence ke zvySeni
(P>0,05) na 103%. Statisticka vyznamnost (P>0,05) nebyla pouze mezi skupinami P-
aR-.

V tukové tkani (Obr. 21) byla exprese o hodné nizs$i nez v jatrech, konkrétné u
skupiny P+ 240%, R- 103% a R+ 449%. Pouze mezi skupinami bez stimulace a se

stimulaci LPS byla prokazana statisticka vyznamnost (P<0,05).

Autofi Arita et al. (2005) zkousSeli, zda derivat EPY — RvE1 (protizanétlivy lipidovy
mediator) dokazou ochranit stievo pred zanétem. Jako modelové zvife méli mysi, u
kterych indukovali zanét stieva a nasledné je 1é¢ili kontrolnim roztokem ATLa (analog
A4 lipoxinu) nebo roztokem RvEl. Mysi 1écené RVEl mély vyznamné sniZenou
aktivitu myeloperoxidazy, coz znaéi zredukovany pocet leukocytl migrujicich do
stteva. Byla snizena exprese u prozanétlivych cytokind jako 11-12, TNF-o a p40.Nebyl
ale dokazan opacny efekt u cytokini produkovanymi T-lymfocyty jako II-4, 11-10
a nebyla zméfena zména exprese ani u TGF-B. Pozitivni u¢inek RvE1 byl prokazan i u
histologickych fezi stieva, kdy stievo mysi krmenych RvEl se téméf nelisilo od
kontroly (mysi nijak nestimulované). U mysi 1éCenych ATLa bylo na histologickém
fezu stieva nalezeno mnoho patologickych zmén, spojenych se zanétem a S prinikem

bilych krvinek do stfeva.
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Obr. 20 Relativni exprese genu TGF-f1 v jatrech.
Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% piidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% ptidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,

R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% pfidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
rliznymi pismeny se prukazné lisi (P<0,05).
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Obr. 21 Relativni exprese genu TGF-B1 v tukové tkani.

Osa Y: Relativni exprese (P-=100%). P- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem palmového
oleje, nestimulovana LPS, P+ skupina prasat krmenadietou s2,5% piidavkem palmového oleje,
stimulovana LPS, R- skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, nestimulovana LPS,
R+ skupina prasat krmena dietou s 2,5% piidavkem rybiho oleje, stimulovana LPS. Priméry oznacené
riznymi pismeny se prikazné lisi (P<0,05).
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6 ZAVER
Ve své diplomové praci jsem se zabyvala vlivem polynenasycenych mastnych

kyselina na expresi vybranych gent kodujici cytokiny, dilezité bunécné receptory i

transkripéni faktory spojené se zanétem v zivo¢isném organismu.

Jako modelovy organismus slouZilo prase, konkrétné kiizenec plemen Ceské bilé
uslechtilé a Landrace. Prasata byla nakoupena v ramci projektu financovaného Interni
grantovou agenturou Mendelovy univerzity v Brn¢. Konkrétné jsem zkoumala expresi
genu GPR120, PPARy, LBP, ICAM a geny cytokina 1I-4, 11-10, 1I-15 a TGF-A. Exprese
se lisila mezi skupinami i mezi tkanémi, ale nenaslajsem mezi vysledky zadnou
podobnost a to ani mezi protizanétlivymi cytokiny, u kterych by se méla exprese ménit
stejné. Naptiklad 11-4 ma v jatrech u skupiny P+ zvySenou expresi a V tuku vyrazné
snizenou 1 oproti kontrole. U vSech gentli se objevuje stejny trend, a to nejvyssi exprese
u skupiny R+. U vétSiny genti potom byla exprese u skupiny R- podobna kontrole nebo
jen trochu zvySena. U genti ICAM all-15 byla exprese u skupin P+ a R+ prudce
zvySend, exprese dosahovala az k 44000%. OvSem mezi t€émito skupinami uz rozdil
nalezen nebyl. Nebyla tedy prokézana hypotéza, ze by EPA a DHA snizovala expresi

genti modulujici zanét. Naopak tyto exprese byly u vSech gent nejvyssi.

Doporucila bych k doplnéni mych vysledki provést dalsi experimenty, kdy bude
zachovany modelovy organismus, ale bude zvySena koncentrace EPA a DHA v krmivu
nebo bude jesté vice testovanych skupin, kdy se koncentrace téchto kyselin v krmivu
bude postupné zvedat. Na zdkladé vysledkll jinych studii na toto téma bych také
doporucila zménit v krmivu pomér EPA:DHA tak, aby DHA piesahovala EPA. Také by
bylo dobré zmérit expresi genii vicekrat po riznych casovych intervalech od stimulace
LSP a zjistit, jak se tato exprese bude ménit v ¢ase. Tyto dalsi studie by mohly vice
objasnit moje vysledky, které si s hypotézou odporovaly a byly ve vétsin¢ pFipadd

neprukazné.

56



7 PREHLED POUZITE LITERATURY

ARITA M., YOSHIDA M., HONG S., TIONAHEN E., GLICKMAN J.N., PETASIS
N.A., BLUMBERG R.S., SEFHAN CH.N., 2005. Resolvin E1, an endogenous lipid
mediator derived from omega-3 eicosapentaenoic acid, protects against 2,4,6-
trinitrobenzene sulfonic acid-induced colitis. PNSA, vol 102, 7671-7676 str. ISSN 1091-
6490.

AWADA M., MEYNIER A., O SOULAGE CH., HADJI L., GELOEN A., VIAU M.,
RIBOURG L., BENOIT B., DEBARD C., GUICHARDANT M., LAGARDE M.,
GENOT C., MICHALSKI M.C., 2013. N-3 PUFAadded to high-fat diets affect
differently adipozity and inflammation when cariied by phospolipids or thiacylglycerols
in mice. Nutrition & Metabolism. vol 10:23. ISSN 1743-7075.

BELZUNG F., RACLOT T., GROSCOLAS R., 1993. Fish oil n-3 fatty acids
selectively limit the hypertrophy of abdominal fat depots in growing rats fed high-fat
diets. American Journal of Physiology, vol 246, 111-118 str. ISSN 0002-9513.

CALDER P.C., 1998. Immunoregulatory and anti-inflammatory effects of n-3
polyunsaturated fatty acids. Brazilian Journal of Medical and Biological Research, vol
31, 467-490 str. ISSN 1414-431X.

CALDER P.C., 2004. N-3 Fatty acids and cardiovascular disease: evidence explained
and mechanism explored. Clinical Science, vol 107, 1-11 str. ISSN 1470-8736.

DAS U., 2006. Essential fatty acids — Areview. Current Pharmaceutical
Biotechnology, vol 7, 467-482 str. ISSN 1389-2010.

DING S.T., MERSMANN H.J.,, 2001. Fatty acids modulate porcine adipocyte
differentiation and transcripts for transcription factors and adipocyte-characteristic
protein. The Journal of Nutrition Biochemistry, vol 12, 101-108 str. ISSN 0955-2863.

DURAN-MONTGE P., THEIL P.K., LAURIDSEN C., ESTEVE-GARCIA E., 2009.
Dietary fat source affects metabolism of fatty acids in pigs as evaluated by altered
expression of lipogenic genes in liver and adipose tissues. Animal, vol 3, 535-542 str.
ISSN 1751-7311.

S7



ESCHER P., BRAISSANT 0., BASU-MODAK S., MICHALIK L., WAHLI W.,
DESVERGNE B., 2001. Rat PPARs: quantitative analysis in adult rat tissues and
regulation in fasting and refeeding. Endocrinology, vol 142, 4195-4202 str. ISSN 1945-
7170.

EVANS R.M., BARISH G.D., WANG Y.X., 2004. PPARs and the complex journey to
obesity. Natural Medicine, vol 10, 355-361 str. ISSN 1546-170X.

FERENCIK M., 2005. Imunitni systém? Informace pro kazdého. Praha: Grada. ISBN
978-80-247-6740-6.

FIGUEROA J.D., CORDERO K., BALDEOSINGH K., TORRADO A.l., WALKER
R.L., MIRANDAJ.D.,, DE LEON M., 2012. Docosahexaenoic acid pretreatmenr
confers protection and functional improvement after spinal cord injury in adult rats.
Journal of Neurotauma, vol 29, 551-566 str. ISSN 1557-9042.

GALARRAGA B., HO M., YOUSSED H.M., HILL A.,, MCMAHON H., HALL C., ET
AL., 2008. Cod liver oil (n-3 fatty acids) as an non-steroidal anti-inflammatory drug
sparing agent in rheumatoid arthritis. Rheumatology, vol 47, 665-669 str. ISSN 1462-
0332.

GHOSH S., MAY M.J., KOPP E.B., 1998, NF-kappa B and Rel proteins: evolutionarily
conserved mediators of immune responses. Annual Review of Immunology, vol 16, 225-
260 str. ISSN 1545-3278.

GORJAO R., AZEVEDO-MARTINS AK. RODRIGUES H.G., ARCISIO-
MIRANDA M., PROCOPIO J., CURI R., 2009. Comparative effects of DHA and
EPA on cell function. Pharmacology & Therapeutics, vol 122, 56-64 str. ISSN 0163-
7258.

GROFOVA Z., 2007. Nutriéni podpora— prakticky radce pro sestry, Praha:
Grada Publishing, 227 str. ISBN 978-20-247-1868-2.

GRUNDY S.M., 2013. Factors Determining Blood Levels. In: Encyklopedia of Human
Nutrition. 3.vydani. Academic Press, 385-391 str.

HASSANALI Z.,, AMETAJ B.N., FIELD C.J., PROCTOR S.D., VINE D.F., 2010.

Dietary supplementation of n-3 PUFA reduces weight gain and improves postprandial

58



lipaemia and the associated inflammatory response in the obese JCR-LA-cp rat.
Diabetes, Obesity and Metabolism, vol 12, 139-147str. ISSN 1463-1326.

HELLEMANS J., MORTIER G., DE PAEPE A., SPELEMAN F., VANDESOMPELE
J., 2007. gBase relative quantification Framework and software for management and
automated analysis of real-time quantitative PCR. Genom Biology, vol 8, 19-19.14 str.
ISSN 1474-760X.

HIRASAWA A.,, TSUMAYA K., AWAJlI T., KATSUMAS. ADACHI T,
YAMADA M., SUGIMOTO Y., MIYAZAKI S., TSUJIMOTO G., 2005. Freefatty
acids regulate gut incretin glucagon-like peptide-1 secretion through GPR120. Nature
Medicine, vol 11, 90-94 str. ISSN 1078-8956.

HOLECEK V., 2006. Regulace metabolismu cukri, tukd, bilkovin aaminokyselin,
Praha: Grada Publishing, 288 str. ISBN 80-2471-562-7.

HOREIJSI V., BARTUNKOVA J., 2005. Zaklady imunologie, 3. vydani, Praha: Triton,
279 str. ISBN 80-7154-686-4.

HOU L., LIAN K., YAO M., SHI Y., LU X,, FANG L., HE T., JIANG L., 2012.
Reduction of n-3 PUFAs, specially DHA and EPA, and enhancement of peroxisomal
beta-oxidation in type 2 diabetic rat heart. Cardiovascular Diabetology. vol 11:126.
ISSN 1475-2840.

HUGHES D.A. APINDER A.C., 1997. N-3 polyunsaturated fatty acids modulate the
expression of functionally associated molecules on human monocytes and inhibit
antigen-presentation in vitro. Clinical and Experimental Immunology, vol 110, 516-523
str. ISSN 1365-2249.

HUGHES D.A. APINDER A.C., 2000. n-3 Polyunsaturated fatty acids inhibit the
antigen-presenting function of human monocytes. The American Journal of Clinical
Nutrition, vol 71, 357-360 str. ISSN 1938-3207.

ITOH Y., KAWAMATAY., HARADA M., KOBAYASHI M., FUJII R., FUKUSUMI
S., OGI K,, HOSOYA M., TANAKA'Y., UEJIMAH., ET AL., 2003. Free fatty acids
regulate insulin secretion from pancreatic beta cells through GPR40. Nature, vol 422,
173-176 str. ISSN 0028-0836.

59



JUMP D.B., TRIPATHY S., DEPNER CH.M., 2013. Fatty acid-regulated transcription
factors in the liver. Annual Review Nutrition, vol 33, 249-269 str. ISSN 0199-9885.

KHALFOUN B., GRUEL Y., BARDOS P., LEBRANCHU Y., 1997. Docosahexaenoic
and eikosapentaenoic acids inhibit in vitro human lymphocyte proliferation induced by
allogenic cells. Transplantation Proceedings, vol 29, 2397 str. ISSN 0041-1345.

KOHAMA K., NAKAO A., TERASHIMA M., AOY AMA-ISHIKAWA M., SHIMIZU
T., HARADA D.,, NAKAYAMA M., YAMASHITA H., FUIIWARA M., KOTANI J.,
2014. Supplementation of parenteral nutrition with fish oil attenuates acure lung injury
in arat model. Journal of Clinical Biochemistry and Nutrition, vol 54, 116-121 str.
ISSN 1880-5086.

KOMPRDAT., 2011. Eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids as inflammation-
modulating and lipid homeostasis influencing nutraceuticals: Areview. Kournal of
Functional Food, vol 4, 25-38 str. ISSN 1756-4646.

KOMPRDAT., SLADEK Z., SKULTETY O., KRIZKOVA S., ROZIKOVA V.,
NEMCOVA B., SUSTROVA T., VALOVA M., 2016. Effect of dietary Schizochytrium
microalga oil on selected markers of low-grade inflammation in rats. Journal of Animal
Physiology and Animal Nutrition, vol 100, 1169-1178 str. ISSN 1439-0396.

KOSTADINOVA R., WAHLI W., MICHALIK L., 2005. PPARs in disease: control
mechanisms of inflammation. Current Medicinal Chemistry, vol 12, 2413-2446 str.
ISSN 0929-8673.

KRAML P., 2008. Hyperlipoproteinémie v klinické praxi. Praha: Tigis, 128 str. ISBN
987-80-903750-5-5.

LANGELIER B., ALESSANDRI J.-M., PERRUCHOT M.-H., GUESNE P,
LAVIALLE M., 2005. Changes of the transcriptional and fatty acid profiles in response
to n-3 fatty acids in SH-SY5Y neuroblastoma cells. Lipids, vol 40. 719-728 str. ISSN
1558-9307.

LIU Y-H., LI X-Y., CHEN CH-Y., ZHANG H-M., KANG J.X., 2015. Omega-3 fatty
acid intervention suppresses lipopolysacharide-induces inflammation and weight loss in
mice. Marine Drugs, vol 13, 1026-1036 str. ISSN 1660-3397.

60



LOKESH B.R., BLACK JM., GERMAN JB., KINSELLAJ.E.,, 1988.
Docosahexaaenoic acid and other dietary polyunsaturated fatty acids suppress
leukotriene synthesis by mouse peritoneal mecrophages. Lipids, vol 23, 968-972 str.
ISSN 1558-9307.

LUO H.F., WIE H.K., HUANG F.R., ZHOU Z., JIANG S.W., PENG J. 2009. The
effect of linseed on intramuscular fat content and adipogenesis related genes in skeletal
muscle of pigs. Lipids, vol 44, 999-1010 str. ISSN 1558-9307.

MAJDALAWIEH A., RO H.S., 2010. PPARy1 and LXRa face a new regulator of
macrophage cholesterol homeostasis and imflammatory resposiveness, AEBP1. Nuclear
Receptor Signaling, vol 8, 3-17 str. ISSN 1550-7629.

MASTRANGELO A.M., JEITNES T.M., EATON J.W., 1998. Oleic acid increases cell
surface expression and aktivity of CD11b on human neutrophils. Journal of
Immunology, vol 161, 4268-4275 str. ISSN 1550-6606.

MATOUS B., BUBNOVA B., BUDESINSKA A., CERNY R., KAZDA A., KLEIBL
Z., KOTYZAJ., KREMEN J., KVASNICKA J., PELOUCH V., STIPEK S., ZIMA T.
2010. Zaklady 1ékaiské chemie a biochemie, Praha: Galén. ISBN 978-80-7262-702-8.

MAYSER P., GRIMM H., GRIMMINGER F., 2002. N-3 fatty acids in psoriasis.
British Journal of Nutrition, vol 87, 77-82 str. ISSN 1475-2662.

MICHALIK L., AUWERX J., BERGER J.P., CHATTERJEE V.K., CLASS CH.K,,
GONZALEZ F.J., GRIMALDI P.A., KADOWAKI T., LAZAR M.A., O'RAHILLY S.,
PALMER C.N.A., PLUTZKY J., REDDY J.K., SPIEGELMAN B.M., STAELS B.,
WAHLI W., 2006. International union of pharmacology. LXI. Peroxisome proliferator-
activated receptors. Pharmacological Reviews, vol 58, 726-741 str. ISSN 1521-0081.

MONK J.M., HOU T.Y., TURK H.F.,, WEEKS B., WU CH., MCMURRAY D.N.,
CHAPKIN R.S., 2012. Dietary n-3 polyunsaturated fatty acids (PUFA) decrease
abesity-associated Th17 cell-mediated inflammation during colitis. Plos ONE, vol 7,
e49739, ISSN 1932-6203.

MURRAY R.K.,, GRANNER D.K., MAYES P.A., RODWELL V.W. 2002.
Harperova biochemie. 4. vydani, Praha: H+H. ISBN 80-7319-013-3.

61



OHD.Y., TALUKDAR S.,BAE EJ.,, IMAMURAT., MORINAGAH., FANW,, LI P.,
LU W.J., WATKINS S.M.,,OLEFSKY J.M., 2010.GPR120 is an omega-3 fatty acid
receptor mediating potent anti-inflammatory and insulin-sentizing effects. Cell, vol 142,
687-698 str. ISSN 0092-8674.

REDEI G.P., 2008. Encyclopedia of genetics, genomics, proteomics, and informatics.
3.vydani, Springer. ISBN 978-1-4020-6753-2.

ROGUE A., SPIRE C., BRUN M., CLAUDE N., GUILLOUZO A., 2010. Gene
expression chandes induced by PPAR gamma agonists in animal and human liver.
PPAR research, 1-16 str. ISSN 1687-4757.

ROSEN E.D., SPIEGELMAN B.M., 2001. PPARgamma: a nuclear regulator of
metabolism, differentiation, and cell growth. The Journal of Biological Chemistry , vol
276, 37731-37734 str. ISSN 1083-351X.

RUBIN R., STRAYER D.S., RUBIN E., 2011. Rubin’s patology: Foundations od
medicine. 2 vydani. ISBN 978-0-7817-9516-6.

SAMPATH H. ANTAMBI JM. 2006. Regulation of gene expression by
polyunsaturated fatty acids. Heart and Metabolism, vol 32, 32.35 str. ISSn 1566-0338.

SCHEFE J.H., LEHMANN K.E., BUSCHMANN I.R., UNGER T., FUNKE-KAISER
H., 2006. Quantitative real-time RT-PCR data analysis: current concept and the novet
gene expression’s Cr difference” formula. Journal of Molecule Medicine, vol 84, 901-
910 str. ISSN 1432-1440.

SCHENK S., SABERI M., OLEFSKY J.M., 2008. Insulin sensitivity: modulation by
nutrients and inflammation. Journal of Clinical Investigation, vol 118, 2992-3002 str.
ISSN 1558-8238.

SCHOELSON S.E., HERRERO L., NAAZ A., 2007. Obesity, inflammation, and
insulin resistence. Gastroentetology, vol 132, 2169-2180 str. ISSN 0016-5085.

SCHULTE G., FREDHOLM B.B., 2003. Signaling from adenosine receptors to
mitogen-activated protein kinases. Cellular Signalling, vol 15, 813-827 str. ISSN 0898-
6568.

62



SIMOPOULOS A.P., 1991. Omega-3 fatty acids in health and disease and in growth
and development. American Journal of Clinical Nutrition, vol. 54, 438-463 str. ISSN
1938-3207.

SIMOPOULOS A.P., 2002. The importance of the ratio of omega-6/0Omega-3 essential
fatty acids. Biomed Pharmacother, vol. 56, 365-379 str. ISSN 0753-3322.

SNUSTAD D.P. ASIMMONS M.J., 2009. Genetika. Brno: Masarykova univerzita.
ISBN 978-80-210-4852-2.

SVACINAS., BRETSNAJDEROVA M., HOLCATOVA I, HORACEK 1J.,
KOVAROVA K., KREUZBERGOVA J., MULLEROVA D., PEISKEROVA M.,
RYSAVY Z., SULKOVA S., SMAHELOVA A., 2008. Klinicka dietologie, Praha:
Grada Publishing, 384 str. ISBN 978-80-247-2256-6.

SMARDA J., DOSKAR J., PANTUCEK R., RUZICKOVA V., KOPTIKOVA I., 2005.
Metody molekularni biologie, Brno: Masarykova univerzita. ISBN 80-210-3841-1.

TAN N.S., SHAW N.S., VINCKENBOSCH N., LIU P., YASMIN R., DESVERGNE
B., WAHLI W., NOY N., 2002. Selective cooperation between fatty acid bingding
proteins and peroxisome proliferator-activated receptors in regulating transcription.
Molecular and Cellular Biology, vol 22, 5114-5127 str. ISSN 1098-5549.

TAZOE H., OTOMO Y., KAJl I, TANAKAR., KARAKI S.I., KUWAHARA A,
2008. Roles of short-chain acids receptors, GPR41 and GPR43 on colonic functions.
Journal of Physiology and Pharmacology, vol 59, 251-262 str. ISSN 0867-5910.

TONTONOZ P., HU E., SPIEGELMAN B.M., 1994. Stimulation of adipogenesis in
fibroblasts by mPPARY2, a lipid-activated transcription factor. Cell, vol 79, 1147-1156
str. ISSN 0092-8674.

VERLENGIAR., GORJAO R., KANUNFRE C.C., BORDIN S., DE LIMAT.M,,
MARTINS E.F., ET AL., 2004a. Comparative effects of eikosapentaenoic acid and
docosahexaenoic acid on proliferation, cytokine produkction, and pleiotropic gene
expression in Jurkat cells. The Journal of Nutrition Biochemistry, vol 15, 657.665 str.
ISSN 0955-2863.

63



VERLENGIAR., GORJAO R., KANUNFRE C.C., BORDIN S., DE LIMAT.M,,
MARTINS E.F., ET AL., 2004b. Effects of EPA nd DHA on proliferation, cytokine
production, and gene expression in Raji cells. Lipids, vol 39, 857-864 str. ISSN 1558-
9307.

WANG Y., TANG Y., TENG L., WU Y., ZHAO X., PEI G., 2006. Association of beta-
arrestin and TRAF6 negatively regulates Toll-like receptor-interleukin 1 receptor
signaling. Nature Immunology, vol 7, 139-147 str. ISSN 1529-2908.

WEBER T.E., KERR B.J., SPURLOCK M.E., 2008. Regulation of hepatic peroxisome
proliferator-activated receptor a expression but not adiponectin by dietary protein in
finishing pigs. Journal of Animal Physiology and Animal Nutrition, vol 92, 569-577 str.
ISSN 1439-0396.

WELDON S.M., MULLEN A.C., LOSCHER C.E., HURLES L.A., ROCHE H.M.,
2007. Docosahexaenoic acid induces an anti-inflammatory profile in lipopolysacharide
stimulated human THP-1 macrophages more effectively than eicosapentaenoic acid.
The Journal of Nutrition Biochemistry, vol 18, 250-258 str. ISSN 0955-2863.

WILLIAMS-BEY Y., BOULARAN C., VURAL A ., HUANG N.N., HWANG LY.,
SNAN-SHI C., KEHRL J.H., 2014. Omega-3 free fatty acids suppress macrophage
inflammasome activation by inhibiting NF-xB activation and enhancing autophagy.
Plos One, vol 9, e97957. ISSN 1932-6203.

YAMADAH., YOSHIDA M., NAKANO Y., SUGANAMI T., SATOH N., MITAT,,
AZUMA K., ITOH M., YAMAMOTO Y., KAMEI Y., HORIE M., WATADAH.,
OGAWA'Y., 2008. In vivo and in vitro inhibition of monocyte adhesion to endothelial
cells and endothelial adhesion molecules by eicosapentaenoic acis. Arteriosclerosis,
Thrombosis, and Vascular Bilogy, vol 28, 2173-2179 str. ISSN 1524-4636.

YAQOOB P., 1998. Monounsaturated fats and immune function. Brazilian Journal of
Medical and Biological Research, vol 31, 453-465 str. ISSN 1414-431X.

YU Y.H,, LIU EC.,, WU S.C.,, CHENG W.T.K.,, MERSMANN H.J.,, WANG P.H.,
DING S.T., 2008. Docosahexaenoic asid regulates adipogenic genes in myoblasts
via porcine peroxisome proliferator-activated receptor c. Journal of Animal Science, vol

86, 3385-3392 str. ISSN 1525-3163.
64



YU Y.H.,WANG P.H.,, CHENG W.T.K., MERSMANN H.J.,WU S.C., DING S.T.,
2010. Porcine peroxisome proliferator-activated receptor d mediates the lipolytic effects
of dietary fish oil to reduce body fat deposition. Journal of Animal Science, vol 88,
2009-2018 str. ISSN 1525-3163.

65



SEZNAM OBRAZKU

Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.
Obr.

1 Cisatrans Konfigurace MK ........cooiiiiiniiieee e 14
2 Ptehled rozdeleni MK podle polohy prvni dvojné vazby. .......cccocveeniiincncnnnn 17
3 Metabolismus mastnych KySelin. ........cccooeiiiiiiiiiiicic e 18
4 DHA potlacuje signalni drahu NF-kB ptes transkripéni faktor PPAR. .............. 27
5 Detekce a amplifikace RNA pomoci RT-PCR. ........ccccooiiiiniiiinieencenn, 30
6 Relativni exprese genu GPR120 V jatrech. ..o, 38
7 Relativni exprese genu GPR120 v tukoveé tkani. ........cccvvviiicininiiicccicn, 39
8 Relativni exprese genu PPARY v JAtrech. ....occovvvviiiiiiiiceee e 40
9 Relativni exprese genu PPARY v tukoveé tkani. .......ccevvveiiiiiinnn e 41
10 Relativni exprese genu LBP v jatrech. ... 43
11 Relativni exprese genu LBP v tukoveé tkani. ... 44
12 Relativni exprese genu ICAM V JATECh. ....coovviiiiiiieiiiiesc e 46
13 Relativni exprese genu ICAM v tukoveé tkani. ......coccovvviiiininiinin e 47
14 Relativni exprese genu IL-1P v jatrech. ... 49
15 Relativni exprese genu IL-1P v tukoveé tkani..........cccoeeviiiiiicncncicccc 50
16 Relativni exprese genu IL-4 v JArech. ......ooooveieiiiiiciicicceceeeeee s 51
17 Relativni exprese genu IL-4 V tukove tKaAni.........coceveiieiiieieicicseeeeees 51
18 Relativni exprese genu IL-10 v jatrech. ... 53
19 Relativni exprese genu IL-10 V tukoveé tkani.........cccceoeiiieiiciicicicccce 53
20 Relativni exprese genu TGF-B1 v JAtrech. .....ccooovviiiiiiiiiiiiicsccens 55
21 Relativni exprese genu TGF-B1 v tukoveé tkani..........ccooovveiiiiiiiciiiicien, 55

66



SEZNAM TABULEK

Tab. 1 Piehled nasycenych MK. Upraveno z Kraml, 2008...........cccccovvernivneinienciennnnns 15
Tab. 2 Piehled nenasycenych mastnych KySelin. ......c.coeviiirniiniiniiniise e 19
Tab. 3 Mnozstvi jednotlivych MK v dietdch. ..o 32
Tab. 4 Prehled primertl .......c.oovoviiiiiieiece e 34

67



