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ABSTRAKT

Cilem moji diplomové prace bylo zhodnotit vliv polynenasycenych mastnych kyselin
n-3 (DHA a EPA) na expresi gent, hl. PPARy, u modelového organizmu. Tyto polyne-
nasycené mastné kyseliny zvySuji expresi genu PPARYy, a tim snizuji riziko rozvoje za-
nétu a aterosklerdzy. Tato hypotéza byla testovana na 40 pokusnych potkanech (Wistar
albino), kteti byli v prvnich 7 tydnech krmeni dietou s ptidavkem hovéziho loje a slaze-
ného kondenzovaného mléka, dokud u nich nebylo dosazeno vzniku mirné obezity a
zanétu. V dalSich 7 tydnech byli rozdéleni do 4 skupin po 10 potkanech, jedna skupina
zustala na dieté s hovézim lojem (konrolni skupina), dalsi skupiny dostavaly dietu s 6%
pridavkem oleje ze svétlice barviiské, 6% ptidavkem rybiho oleje (vysoky obsah EPA)
nebo 6% ptidavkem oleje tfasy Schizochytrium (vysoky obsah DHA). Na konci pokusu
byla pomoci molekularné-biologickych metod zméfena exprese genu PPARy. Bylo pro-
kazano, Ze strava bohata na DHA zvySuje expresi genu PPARy (P<0,05). U diety s ob-
sahem rybiho oleje nebylo zvySeni exprese genu PPARy prikkazné (P>0,05). Tim jsme
potvrdili hypotézu, Ze strava bohatd na PUFA n-3 sniZuje riziko vzniku zanétu a atero-

sklerdzy, a Ze DHA je v tomhle ohledu prokazatelné lepsi nez EPA.

Klic¢ova slova

PUFA n-3, EPA, DHA, aterosklerdza, exprese genii, PPARy

ABSTRACT

The aim of my thesis was to assess the influence of polyunsaturated fatty acids n-3
(DHA and EPA) on gene expression, mainly PPARy, in model organism. The expres-
sion of PPARy gene is increased by these polyunsaturated fatty acids and thus they de-
crease the risk of development of inflammation and atherosclerosis. This hypothesis
was tested on 40 test rats (Wistar albino). The first 7 weeks the rats were fed with a diet
containing beef tallow and sweet condensed milk until they manifested mild obesity and
inflammation. During other 7 weeks they were divided into 4 groups, each containing
10 individuals. One of the groups was further fed with diet containing beef tallow (con-
trol group), other groups received diet with 6% content of oil from safflower added, 6%
content of fish oil (high content of EPA) or 6% content of oil from Schizochytrium alga
(high content of DHA). The expression of PPARy was measured by using molecular-
biology methods at the end of the trial. It was proven that the diet rich on DHA increas-



es PPARy gene expression (P<0,05). The increase of PPARy gene expression in a diet
containing fish oil was inconclusive (P>0,05). With these results we confirmed the hy-
pothesis that diet rich on PUFA n3 decreases the risk of inflammation development and

atherosclerosis and that DHA is significantly more effective.
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1 UVOD

Lipidy jsou zékladni slozky vyzivy Cloveka, které k Zivotu potiebuje. K nim patii
1 polynenasycené mastné kyseliny. JelikoZ si je savci, v¢. ¢loveéka, neumi syntetizovat
sami, musi je piijimat v potravé. Proto se tyto kyseliny nazyvaji esencialni. Nejdilezi-
téjSimi esencidlnimi polynenasycenymi mastnymi kyselinami jsou kyselina linolova
(n-6) a a-linolenova (n-3), z kterych se pomoci chemickych reakei tvoii kyselina ara-
chidonova (n-6) a kyseliny eikosapentaecnova (EPA, n-3) a dokosahexaenova (DHA,
n-3). Tyto kyseliny jsou dilezité, jelikoZ jejich metabolity ovliviiuji bunééné funkece,
imunitni reakce a celkové zdravi organizmu. Rady n-6 a n-3 si pii vzniku jejich metabo-
lith pfirozené konkuruji, a proto je dulezity jejich vzajemné vyvazeny piijem. Pro pozi-
tivni u€inky na organizmus je Zadouci pomér n-6/n-3 nizsi nez 4/1, v dnesni populaci se
tento pomér vySplhal aZ na 15/1. To ma za nasledek negativni vlivy na organizmus ¢lo-
véka, mezi které patfi zvySeny rozvoj obezity, hyperglykémie, inzulinové rezistence
nebo kardiovaskularnich onemocnéni, vedoucich az k infarktu. Naproti tomu n-3 PUFA
maji vesmés opacny efekt. Jiz pti konzumaci EPA a DHA v mnozstvi 2 g na den dojde
k vyraznému zlepSeni parametrti krve, snizeni obsahu glukozy v plazmé a zlepSeni stavu
cévnich stén. Obecné maji PUFA n-3 vyznamné protizanétlivé a protitrombotické vlast-
nosti. Dietdrni zdroje téchto latek predstavuji pfedevSim tuéné ryby a moisti Zivocicho-
veé nebo rostliny.

Vztahy mezi genetickou informaci (genomem, transkriptomem) a reakci organizmu
na latky pfijimané v potravé se zabyva moderni védni obor nutrigenomika. Této pro-
blematiky jsem se dotkla ija v moji diplomové praci. V praktické Casti jsem se zaméfila
na vyhodnoceni vlivu EPA a DHA, pfijimaného potravou, na expresi genu pro recepto-
ry aktivované proliferatory peroxizomit PPARy. DHA ¢i EPA pisobi jako ligandy, jez
po navazani na PPARy zvySuji jeho expresi, ¢imz dochazi k modulaci protizanétlivych

reakci organizmu.



2 CIiL DIPLOMOVE PRACE

Ma diplomova prace byla soucasti rozsahlejSiho experimentu Vliv kyseliny dokosahe-

xaenové na markery zanétu u modelového organizmu.

Cilem moji diplomové prace bylo:

I.

Studium dostupné literatury shrnujici plsobeni kyseliny eikosapentaenové
(EPA) a dokosahexaenové (DHA) na expresi geni pro transkripéni faktory,
u nichz se predpokladd modulace jejich signalnich drah vlivem EPA a DHA.
Spoluprace na technickém zajiSténi krmného pokusu s laboratornimi potkany,
kterym byly podavané oleje s vysokym obsahem EPA a DHA.

Provedeni kvantifikace exprese vybranych genli metodou real-time PCR, se-
znameni se s touto metodou.

Vyhodnoceni ziskanych vysledkli vhodnymi statistickymi metodami a jejich na-
sledné zpracovani formou diplomové prace.

Ovéteni potencialu DHA jako nutriceutika schopného zabranit v dostate¢né
dlouhém casovém intervalu navozeni stavu mirného chronického zanétu
v organizmu, tj. funkce DHA sniZit riziko vzniku ateroskler6zy (kardiovaskular-
niho onemocnéni) dietarni intervenci. Ovéfeni, ze DHA je vtomto procesu

uc¢innéjsi nez EPA.

Ve své DP zmituji 1 ostatni pouzité metody a jimi ziskané vysledky.
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3 LITERARNI PREHLED

3.1 Lipidy a jejich klasifikace

Lipidy (z feckého lipos = tucny), spolu se sacharidy a proteiny, patii mezi zakladni
slozky ve vyzivé €lovéka (HOLECEK 2006). Jedna se o pfirodni latky rostlinného nebo
zivoc¢iSného piivodu, které se mohou vyskytovat jak v kapalném, tak v pevném skupen-
stvi. Radime je k esterim vyssich karboxylovych kyselin, které mohou byt nasycené
nebo nenasycené (FAHY A KOL. 2009). Lipidy jsou nepolarni molekuly biologického
puvodu (VOET A VOETOVA 1995), které oplyvaji ¢astecnou nebo tplnou nerozpustnosti
ve vode a jsou velmi dobie rozpustné v organickych rozpoustédlech — ether, chloro-
form, benzen. Povahou se miize jednat o tuky, oleje, vosky ¢i ptibuzné slouceniny
(MURRAY A KOL. 2002). Lipidy jsou energeticky velmi bohaté slouceniny (1 g tuku ob-
sahuje 39 kJ = 9,3 kcal), a proto v zivych organizmech Casto zastévaji funkci jako zdroj
a zasobarna energie. Vyznam lipidd je vSak mnohostranny (KERESTES 2011). Tuky hraji
vyznamnou pozitivni inegativni roli ve vyzivé azdravi Clov€ka. Zalezi hlavné na
mnozstvi a sloZzeni ptijatého tuku. Toto sloZzeni ma vyznamnou tlohu v prevenci fady
onemocnéni, hl. onemocnéni srdce a cév (VRABLIK 2008).
Lipidy nejcastéji klasifikujeme dle Bloorova na:
a) jednoduché — tj. estery mastnych kyselin s riznymi alkoholy

- s glycerolem — tuky, oleje

- s vy$8imi jednosytnymi alkoholy — vosky
b) sloZzené

- fosfolipidy

- glykolipidy

- sulfolipidy a aminolipidy

¢) prekurzory a odvozené lipidy — mastné kyseliny, glycerol, steroidy atd.

3.2 Mastné kyseliny — struktura, klasifikace a funkce

Mastné kyseliny (MK) se v pfirodé mohou objevovat jako volné, tj. neesterifikované
(HOLECEK 2006) nebo estericky vdzané v ptirodnich tucich a olejich (MURRAY A KOL.
2002). MK tvofi zakladni stavebni kameny pro syntézu biologicky vyznamnych lipidd,
vcetné fosfolipidl, sfingolipidi nebo cholesterolu a jeho esterti. Jsou to prekurzory bio-

logicky aktivnich molekul tzv. eikosanoidl, napt. prostaglandini (WATKINS 2005).
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Mastné kyseliny jsou molekuly tvofené alifatickymi monokarboxylovymi kyseli-
nami s dlouhymi uhlovodikovymi fetézci. Uhlovodikovy fetézec je slozeny vétSinou ze
sudé¢ho poctu uhlikovych atomi (4 — 26 atomd, nejbéznéji se vyskytuje 16 — 20 atomt
uhliku, VOET A VOETOVA 1995, VODRAZKA 1995). V soucasnosti existuje velké mnoz-
stvi studii, které potvrzuji vyznamny vliv MK, hl. mononenasycenych
a polynenasycenych, na modulaci genové exprese. Cimz dochazi k ovliviiovani celko-
vého lipidového metabolizmu organizmu (AFMAN A MULLER 2012).

Mastné kyseliny se rozdéluji na (MURRAY A KOL. 2002):

a) nasycené — neobsahuji dvojnou vazbu

b) nenasycené — obsahuji jednu nebo vice dvojnych vazeb
- monoenové (MUFA) — obsahuji jednu dvojnou vazbu

- polyenové (PUFA) — obsahuji dvé a vice dvojnych vazeb

3.2.1 Charakteristika nasycenych MK

Nasycené mastné kyseliny jsou vétSinou zivocisného pivodu (GROFOVA 2007), nachazi
se v zivoc¢isSnych tucich, tj. maslo, sadlo nebo hovézi tuk (SVACINA A KOL. 2008), vy-
jimku tvofi nasycené mastné kyseliny obsazené v palmovém nebo kokosovém oleji
(GROFOVA 2007). Nasycené MK slouzi jako zdroj energie a tvofi dilezitou soucast bu-
néénych membran. Pro télo maji negativni G€inek, jelikoZ zvySuji hladinu cholesterolu
v krvi. Mezi nejzndmé¢js$i nasycené MK patii palmitova ¢i stearova (SVACINA A KOL.

2008).

3.2.2 Charakteristika nenasycenych MK

Nenasycené mastné kyseliny jsou pievazné rostlinného piivodu, existuji ovSem také
vyjimky — napf. polynenasycené n-3 mastné kyseliny obsazené vrybach (GROFOVA
2007). Disledkem ptitomnosti dvojné vazby mohou nenasycené mastné kyseliny tvofit
dva stereoizomery, podle orientace cis nebo frans. Toto uspoiddani urCuje fyzikal-
né-chemické vlastnosti dané kyseliny (HOLECEK 2006). V ptirod¢ se vyskytuji vétSinou
nenasycené mastné kyseliny, které obsahuji cis dvojnou vazbu (MURRAY A KOL. 2002).
Trans-MK se vyskytuji v mikroorganizmech, v semenech nékterych rostlin
a u prezvykavci, pfi B-oxidaci vznikaji v malé miie i v lidském téle (HOLECEK 2006).
Mononenasycené MK obsahuji jednu dvojnou vazbu na n-9 uhliku (KIRK 1998).

Tyto kyseliny jsou odvozené z kyseliny olejové a savci, v¢. ¢loveka, si je umi sami syn-
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tetizovat (SIMOPOULOS 2005). Bohatym zdrojem téchto kyselin je olivovy olej (KIRK
1998), avokado a ofechy (KUNOVA 2004). Mezi zndmé mononenasycené MK patii ky-
selina olejova (KIRK 1998), palmitolejova a erukova (MURRAY A KOL. 2002). Tyto MK
snizuji hladinu LDL-cholesterolu, tzv. zlého cholesterolu, ktery je pro télo nebezpecny
(SVACINA A KOL. 2008), a zaroven zvySuji hladinu HDL-cholesterolu, tzv. hodného cho-
lesterolu, ktery t&lu prospiva (KUNOVA 2004). Uinné snizuji riziko rozvoje srde¢nich
onemocnéni, rakoviny a zanétlivych onemocnéni, mezi které patii i ateroskler6za (KIRK
1998).

Polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) obsahuji vice dvojnych vazeb. Savci,
vC. Cloveka, si tyto kyseliny neumi syntetizovat de novo a musi je ziskdvat z potravy.
Nazyvaji se proto jako zdkladni, neboli esencialni (EL-BADRY A KOL. 2007). Tyto kyse-
liny jsou obsazené v rostlinnych olejich (napt. fepkovy, slunenicovy ¢i sdjovy)
a v margarinech z téchto olejii vytvotrenych, nékteré z téchto kyselin obsahuje také rybi
tuk (KUNOVA 2004).

Podle umisténi dvojné vazby od uhliku, ktery je soucasti methylové skupiny umis-
téné na opacném konci fetézce nez karboxylova skupina, rozliSujeme nejvyznamné;jsi

skupiny PUFA jako n-3 a n-6 (tab. 1, SVACINA A KOL. 2008).
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Tab. 1: NejCastéj$i nenasycené mastné kyseliny (MURRAY A KOL. 2002, upraveno)

Pocet uhlikii:dvojnych vazeb  Triviilni nazev Vyskyt
monoenove 16:1 (n-7) palmitolejova témet vSechny tuky
18:1 (n-9) olejova nejcaste)Si mastna kys.
v ptirodnich tucich
22:1 (n-9) erukova fepkovy a hot¢icovy
olej
dienové 18:2 (n-6) linolova (LA) kukufice, podzemnice
olejna, semena bavlni-
ku, s6jovy olej
trienové 18:3 (n-6) v-linolenova nekt. rostliny, vejce,
(GLA) pupalkovy olej, zivocCis-
né tuky
18:3 (n-3) a-linolenova Casto spolecné
(ALA) s linolovou, hl. Inény
olej
tetraenové 20:4 (n-6) arachidonova (AA) spolu s linolovou,
hl. podzemnice olejna
pentaenoveé 20:5 (n-3) eikosapentaenovd  rybi tuk, vejce
(EPA)
22:5 (n-3) dokosapentaenova  rybi tuk
(DPA)
hexaenoveé 22:6 (n-3) dokosahexaenovd  rybi tuk
(DHA)

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

Prekurzorem pro syntézu n-6 mastnych kyselin, hl. kyseliny arachidonové, je kyselina

linolova (LA). Zdrojem této kyseliny mohou byt naptiklad obiloviny, vejce, Zivo¢iSny

tuk, celozrnné pecivo a slune¢nicové nebo kukuficné oleje (EL-BADRY A KOL. 2007).

Syntéza PUFA n-6 z LA probihd pomoci elongacnich a desaturaénich reakci (obr. 1).

LA se postupné preménuje na kyselinu y-linolenovou (GLA), déale pak na diho-

mo-y-linolenovou (DGLA) a nasledn€ na arachidonovou (AA). Kyselina arachidonova

tvoti diillezitou soucdst bunécnych membran zivocichi, velké mnozstvim nalezneme

1 v zivoc¢isSné tukové tkani (MURRAY A KOL. 2002).



PUFA n-6 maji schopnost aktivovat receptory aktivované proliferatory peroxizomu
(PPAR). Vlivem jejich metabolizmu dochazi ke zvy$ené syntéze cholesterolu (ZAK

A KOL. 2011), coz je pro zdravy organizmus neZadouci.
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Obr. 1: Syntéza PUFA n-3 a n-6 (KOMPRDA 2012, upraveno)
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3.2.2.2 Charakteristika polynenasycenych mastnych kyselin n-3 (PUFA n-3)

Prekurzorem pro tvorbu n-3 mastnych kyselin, pfevazné eikosapentaenové (EPA)
a dokosahexaenoveé (DHA), je kyselina a-linolenova (ALA). Bohatym zdrojem kyseliny
a-linolenové je listova zelenina, Inénd seminka, chia semena, fepkovy olej a vlaSské
ofechy (SIMOPOULOS 2005, DAS 2006).

Obdobny proces syntézy jako u PUFA n-6 probihd u PUFA n-3 (obr. 1). Z ALA se
nejprve tvoii kyselina eikosapentaenova (EPA, obr. 2) a z ni kyselina dokosahexaenova
(DHA, obr. 2, HODGSON A KOL. 2005). Z AA, EPA nebo DHA se pak tvofi dalsi pro-
dukty — prozanétlivé eikosanoidy, tj. prostaglandiny, leukotrieny, tromboxany
a endoperoxidy nebo protizanétlivé lipoxiny (KOMPRDA 2012, FLOCK A KOL. 2013).
Eikosanoidy patti do rodiny slouc¢enin "hormon-like" a obecné¢ moduluji funkce ledvin

a plic, upravuji cévni tonus a hraji roli v zanétlivych reakcich (HODGSON A KOL. 2005).

OH = = =
= = =
DHA (22:6n-3)
OH
o RS = =
= =
EPA (20:5n-3)

Obr. 2: Strukturni vzorce DHA a EPA (HYBLEROVA 2014)

PUFA n-3 tvofi soucast lipidovych slozek membran a podstatné ovliviiuji jejich
vlastnosti, napt. permeabilitu, fluiditu a dal$i (STILWELL 1997). U savci a ptaka je ALA
dalezitou soucasti triacylglycerolii a ester cholesterolu, jen malé mnozstvi se nachazi
ve fosfolipidech. EPA je soucésti esterti cholesterolu, triacylglyceroli 1 fosfolipidi.
DHA tvofi soucast fosfolipidii, jednd se o nejrozSitenéjsi slozku strukturalnich lipidia
v mozku, velké mnoZstvi miiZzeme nalézt v mozkové kifte, sitnici, varlatech a spermiich
(StmopPoULOS 2005).

Potrava bohatd na PUFA n-3 ptiznivé ovliviiuje veskeré aspekty tzv. metabolického
syndromu a souvisi s jejich prevenci (KOPECKY A KOL. 2009). PUFA n-3 maji blaho-

darny vliv také u lé¢by pacienti s revmatoidni artritidou, demenci nebo depresi (KNOPP
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1999). Vyssi ptijem EPA a DHA sniZuje agregaci krevnich destiek, riziko zanétu

a vyrazné zlepSuji vlastnosti cévnich stén (BRESLOW 2006).

3.3 Efekt PUFA n-3 a n-6 na zdravi ¢lovéka

Obecné plati, ze nasycené mastné kyseliny jsou prozanétlivé, nenasycené¢ mastné kyse-
2006). Celkoveé maji PUFA n-3 a n-6 vyznamny vliv na zdravi ¢lovéka. Esencidlni MK,
tj. LA a ALA, jsou metabolicky a funk¢né odlisné a mnohokrat vedou k opaénym fyzio-
logickym funkcim, které jsou diilezité pro zdravy vyvoj organizmu. Nahrada nasyce-
nych mastnych kyselin za nenasycené (n-3 1 n-6 PUFA) vede ke sniZeni rizika trombozy
a kardiovaskuldrnich chorob (HODGSON A KOL. 2005).

PUFA n-6 maji opacné plisobeni v organizmu oproti n-3. Mezi metabolické produk-
ty z AA, tedy LA, patfi eikosanoidy, k nimz fadime prostaglandiny, tromboxany, leuko-
trieny a hydroxymastné kyseliny (SIMOPOULOS 2002, HODGSON A KOL. 2005). Tyto
nezddouci eikosanoidy mohou byt biologicky aktivni jiz v nepatrnych mnozstvich.
Paklize jsou tvofeny ve vétSim mnozstvi, vedou k tvorbé trombil a ateromt, zvySuji
riziko alergickych a zanétlivych onemocnéni amaji vliv na proliferaci bun€k
(SiMopouLos 2002, 2006). Vyssi pifijem PUFA n-6 vede k prozanétlivym
a protrombotickym staviim, pii kterych dochazi ke zvySeni viskozity krve, vazospazmu
a vazokonstrikci (EL-BADRY A KOL. 2007). Tyto nezadouci u€inky jsou ovSem ovlivné-
ny zvySenou ddvkou PUFA n-6 pouze za ptredpokladu, ze se v téle nenachéazi dostatecné
mnozstvi antioxidantli. Pokud se zvysi pfijem PUFA n-6 na ukor nasycenych mastnych
kyselin, mtize dojit k pozitivnimu u¢inku na metabolizmus lipidd, ke snizeni krevniho
tlaku a rizika kardiovaskularnich chorob. Negativni dopad n-6 PUFA také zavisi na dal-
Sich faktorech, napf. na tom o jakou formu se jednd, tj. zda je mastna kyselina
z rafinovaného produktu nebo nikoli (HODGSON A KOL. 2005). Obecné je za negativni
vlastnost PUFA n-6 povaZovéna jejich schopnost zvySovat syntézu cholesterolu (ZAK
A KOL. 2011).
snizuji riziko trombo6zy a ovliviiuji imunitni reakce (CALDER 2003). Mimo jin€ pfiznivé
ovliviiuji patologické stavy, jako jsou zanétliva artritida, psoridza, atopickd dermatitida,
nespecifické zanéty stfev, autoimunitni onemocnéni a bronchidlni astma. Vyss$i piijem

PUFA n-3 snizuje vazodilataci, ovliviiuje agregaci krevnich desti¢ek a méni koncentraci
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mnoha faktort zapojenych do koagulace a fibrinolyzy (HODGSON A KOL. 2005). Mezi
eikosanoidy, tj. metabolické produkty odvozené od ALA, patfi tzv. resolviny (fady E
z EPA, fady D z DHA), protektiny a maresiny (z DHA, FLOCK A KOL. 2013). Ty patfi
rovnéz do "hormon-like" sloucenin, které ovliviiuji prozanétlivé a protrombotické stavy,
ale jsou méné biologicky aktivni. Cilem zvySené¢ho pfijmu EPA je zmé&na hodnot neza-
doucich eikosanoidl, napt. tromboxanu A2, leukotrienu B4, ve prospéch Zadoucich,
napt. tromboxanu A3, leukotrien BS (HODGSON A KOL. 2005). Protektiny hraji dilezitou
roli v protizanétlivych reakcich vnervovém systému, jatrech, plicich a ocich
(MUKHERJEE A KOL. 2004). Resolviny redukuji pocet neutrofild, ovliviiuji cytokiny
a reaktivni formy kysliku, a tim snizuji velikost zanétlivé reakce, maresiny maji obdob-
nou funkci jako protektiny a resolviny (FLOCK A KOL. 2013). PUFA n-3 plni mimo jiné
funkci podobnou antibiotikim a probiotikim (EL-BADRY A KOL. 2007). Podle Perk
a kol. (2012) EPA a DHA nemaji vliv na hladinu cholesterolu v séru, ale snizuji riziko
umrtnosti na ischemickou chorobu srde¢ni. Dle Kim (2007) zajiStuje DHA optimalni
neuralni a retindlni funkce a ovlivituje zivotné dilezité signalni drahy, zajist'ujici preziti
a diferenciaci neuront. Obecné plati, ze za tyto pozitivni u€inky PUFA n-3 je zodpo-
védné jejich plisobeni v bunéénych metabolickych drahdch, ovlivnéni modulace enzy-
mi a signalnich molekul a ovlivnéni genové exprese (ZEMAN A KOL. 2006). PUFA n-3
maji protizdnétlivé, protitrombotické, vazodilatacni a hypolipidemické vlastnosti
(EL-BADRY A KOL. 2007).  Protizanétliva vlastnost PUFA n-3 na lidsky organizmus je
zprostiedkovana jejich schopnosti snizovat prozanétlivé mediatory (TNF-a, IL-1, IL-6
a IL-12) a zvySovat protizdnétlivé (IL-10, CALDER 2006, LOSCHER A KOL. 2005).
Existuje spousta rozporuplnych studii, kdy se pozitivni ¢i negativni u¢inky PUFA
n-3 a n-6 na organizmus nepotvrdili. Z hlediska prospéchu zdravi neni ani tak dilezité
o jaky typ PUFA se jedna, ale vyznamny je pfedevSim celkovy pomér n-6/n-3, ktery
hraje roli nejen v patogenezi kardiovaskularnich onemocnéni, ale také souvisi se vzni-
kem rakoviny, autoimunitniho onemocnéni a zanétu (RUSsSO 2009). Optimalni pomér
PUFA n-6/n-3 ve stravé ¢loveka by mél byt 1 — 4/1. Za poslednich 10 000 let se diky
zeméde€lské revoluci zvysil pfijem obilovin, které obsahuji n-6 PUFA. PiedevSim
v poslednich 150 letech mé tzv. zdpadni strava za nésledek zvySeni poméru PUFA
n-6/n-3 az na 15 — 20/1 (SIMOPOULOS 2002). Nevyvazeny pomér PUFA n-6/n-3 zvySuje
riziko vzniku vySe zminénych onemocnéni (KOMPRDA 2012). Rovnovaha mezi PUFA

n-6 a n-3 je dalezitym faktorem pro normalni vyvoj a homeostazu (SIMOPOULOS 2002).
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Nov¢jsi studie se ptiklangji k myslence, ze klicovym faktorem je tzv. omega-3 in-
dex. Omega-3 index udava procentualni podil EPA a DHA z celkového mnozstvi mast-
nych kyselin v erytrocytech (HARRIS 2008). Tento index se stal objektem mnoha studii,
které jej interpretuji jako novy biomarker aplikovany k prevenci a 1€¢bé kardiovaskular-
nich onemocnéni, psychiatrickych onemocnéni a onemocnéni mozku (VON SCHACKY
2011).

Autofi de Backer a kol. (2003) stanovili optimalni denni pfijem EPA a DHA na
1 g.den”. Toto mnozZstvi je dostateéné pro prevenci nahlé srde¢ni smrti a daldich kardi-
ovaskularnich poruch a pfi rekonvalescenci po infarktu myokardu. Autoii Musa-Veloso
a kol. (2011) prokazali, Ze jiz minimalni davka (250 mg.den']) vede ke snizeni rizika
nahlého srde¢niho timrti az o 35 %.

Se zvySenou produkci tromboxanu A2, leukotrienu B4, IL-1B, IL-6, TNF
a C-reaktivnim proteinem je spjato mnoho chronickych onemocnéni, napt. kardiovasku-
larni onemocnéni, diabetes mellitus, rakovina, obezita, autoimunitni onemocnéni, rev-
matoidni artritida, astma nebo deprese. PUFA n-6 plsobeni téchto sloucenin

v organizmu zesiluji, zatimco PUFA n-3 je snizuji (SIMOPOULOS 2002).

3.4 Zanét, vznik kardiovaskularnich onemocnéni

Zanét hraje kliCovou roli v rozvoji aterosklerdzy. Dle studie autort Libby a kol. (2002)

hraje zanét roli ve vSech fazich aterosklerozy.

3.4.1 Zanét

Zanét v téle funguje jako okamzitd reakce na infekci nebo zranéni. Projevuje se typic-
kymi ptfiznaky — zarudnutim, otokem, teplotou a bolesti — které jsou nasledkem zvyse-
ného krevniho toku a permeability krevnich kapilar, coz umoziuje prostup velkych mo-
lekul (napf. protilatek, cytokind) a leukocytii z krevniho fecisté do okolni tkdné. Funkci
zanétu je zprosttedkovat pocateéni imunitni reakci, eliminovat patogeny a toxiny
a opravit poskozenou tkan. Pohyb bunék (granulocytl, monocytid, makrofagh
a lymfocytil) k mistu zanétu zprostiedkovavaji adhezni molekuly, napt. ICAM-1,
VCAM-1 a selektin E. V misté zanétu dochazi k aktivaci bun€k napft. prostfednictvim
bakterialniho endotoxinu. Aktivované makrofagy indukuji tvorbu cytokini (TNF-a),
interleukint (IL-1, IL-6 a IL-8), eikosanoidll (prostaglandin E2) a dalSich zanétlivych

medidtor (CALDER 2006).
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3.4.2 Kardiovaskularni onemocnéni

Hlavnim rizikovym faktorem vedoucim ke kardiovaskularnim onemocnénim (KVO)
dnesni zapadni populace je rozsiteni obezity. Obezita je prvni pfi¢inou vzniku inzulino-
vé rezistence, hyperglykémie (tj. zvySena koncentrace glukozy v plazmé), hypertenze
a abnormalniho krevniho lipidového profilu, ktery postupné pfispiva k rozvoji kardio-
vaskularnich onemocnéni, vedoucich az k mrtvici a infarktu myokardu (ECKEL A KOL.
2005). Kardiovaskularni onemocnéni je obecné zplisobené aterosklerotickymi degenera-
tivnimi zménami. Dle WHO jsou kardiovaskuldrni onemocnéni nej€astéjsi pticinou
umrti na svété. V Evropé kazdy rok na KVO zemfe vice jak 4,3 miliony lidi (zajimavé
je, Ze Castéji na KVO umiraji Zeny (55 %), zatimco muzi méné Casto (43 %)). Tyto uda-

je potvrzuji i statistiky pfi¢in imrti v CR, kde maji na svédomi az 58 % Gmrti.

3.4.3 Arteriosklerdza

Arteriosklerdza patii do skupiny zanétlivych onemocnéni, které vedou ke zméndm
funkce a struktury cév (SIMOPOULOS 2005). Tyto zmény jsou charakterizované ztence-
nim a ztratou elasticity cévnich stén.
Existuji 3 hlavni typy arteriosklerozy (NEWMAN DORLAND 2011):

- arterioloskleroza

- Monckebergova arterioskleroza

- ateroskler6za (nejcastéjsi typ)

3.4.3.1 Arterioloskleroza

Arteriolosklerdza je charakteristickd tvorbou aterosklerotického platu ve sténach arteri-
ol. Dlsledkem je zazeni téchto malych tepen, které vede k nedostatecnému piivodu kr-

ve do organt (nejCastéji byvaji postizené ledviny, NEWMAN DORLAND 2011).

3.4.3.2 Monckebergova arterioskleroza

Monckebergova arterioskler6za, téz znamé jako mediokalcinoza, postihuje stifedni
a malé cévy. Spociva v tom, Ze se vapnik usazuje ve st€nach cév. Tyto vapenaté usaze-
niny pak zplsobuji zpevnéni stén arteriol, zatimco nedochdzi k jejich zGzeni. Jedna se

o relativné neskodnou formu onemocnéni (NEWMAN DORLAND 2011).
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3.4.3.3 Ateroskleroza

Ateroskler6za zpusobuje patofyziologické zmény velkych tepen, které vedou okyslice-
nou krev k organiim. Dochazi k tvorbé plakd neboli usazenin, které se skladaji z tuku
(zejména cholesterolu), bunéénych odpadii, komplexi sacharidii a vapniku, odumielych
bunék a krevnich produktii (hl. fibrinu). Postupem ¢asu tento plak ztvrdne a ma za na-
sledek zzeni tepny, ¢imz ji ¢aste¢né nebo Uplné zablokuje a zamezi tak pritoku krve.
Plaky jsou schopné se oddélit a putovat spolu krvi do vzdalenych organti, kde mohou
zpusobit zavazné problémy — plicni embolie, infarkty, gangrény, mrtvice a v nejhorsich
pripadech ismrt (AMERICAN HEART ASSOCIATION 2014, BERANKOVA A KOL. 2012,

SiMoPOULOS 2005).

A. Normilni tepna

sni
prutok krve

B. PostiZena tepna piiény fez

e Ll
tepna

plicoy fez

Obr. 3: Rozdil mezi normdlni a tepnou postizenou aterosklerozou (NATIONAL

HEART, LUNG AND BLOOD INSTITUTE 2014, upraveno)

3.5 Vliv PUFA n-3 a n-6 na expresi gent

Metabolizmus lipidt a lipoproteinti je regulovan fadou genl. Modulaci exprese téchto

genu se organizmus adaptuje na aktudlni zmény energie (AFMAN A MULLER 2012). Sa-
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motna exprese téchto genll je fizena nuklearnimi receptory, tj. transkripénimi faktory.
Prostiednictvim specifickych ¢1 nespecifickych interakei s ligandy (napi. PUFA) se ak-
tivuji transkripéni faktory (TF), ty se vazi na cis-regulacni oblasti cilovych gent, a tak
umoznuji jejich transkripci (KAPUT A RODRIGUEZ 2004, KLUSACKOVA A SKOUMALOVA
2012). Mnoho studii doslo k zavéru, ze funkci primarnich transkripénich faktort zasta-
vaji receptory aktivované proliferatory peroxizomii tzv. PPAR. V dne$ni dobé€ je znama
1fada dalSich transkripénich faktori napt. HNF-4a (jaterni jaderny faktor 4a), NF-xB
(Jaderny faktor kB), RXRa (retinoidni X receptor o), LXRa a LXRP (jaterni X recepto-
ry a a ) a SREBP-Ic (sterol regulacni vazebny protein 1c, AFMAN A MULLER 2012,
KLUSACKOVA A SKOUMALOVA 2012). Mezi funkce PUFA n-3 patii jejich schopnost
snizovat aktivitu prozanétlivého transkripéniho faktoru NF-xB a schopnost zvySovat
aktivitu protizdnétlivého transkripniho faktoru PPARY prostfednictvim receptoru spia-

zeného s G-proteinem, tzv. GPR120 (CALDER 2012).

3.5.1 Genova exprese

Genova exprese je proces, v prub&hu kterého je geneticka informace ulozend v DNA
pfevedena do struktury proteinu. Molekuly DNA obsahuji informaci k ovladani aktivit
bunék a k fizeni vyvoje, fungovani a chovani organizmti, které tyto buiiky obsahuji.
Tato informace je zakddovana v sekvencich nukleotid uvnitt molekul DNA, tvoticich
genom. Strukturou a funkci celych genomil se zabyva genomika (SNUSTAD A SIMMONS
2009). Relativné novym podoborem genetiky je nutrigenomika. Nutrigenomika vyuziva
technologie genomiky k tomu, aby odhalila, jak slozky potravy mohou ovliviiovat ge-

novou expresi a celkovy metabolizmus organizmu (AFMAN A MULLER 2012).
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Obr. 4: Diferenciace makrofagh M2 podporovanda EPA a DHA (FLOCK A KOL.
2013, upraveno); EPA = kys. eikosapentacnova, DHA = kys. dokosahexaenova,
GPR120 = receptor spiazeny s G-proteinem, PPARy = receptor aktivovany pro-
liferatory peroxizomu vy, IL-4, IL-13 a IL-10 = interleukiny, TGFp = transformu-
jici rastovy faktor B, STAT6 = prenaSeC signalu a aktivator transkripce, NF-kB =
jaderny faktor kB, AMPK = AMP-aktivovana proteinkinaza, ChemR23 = recep-
tor pro resolvin E1, ALX = lipoxin A4 receptor pro resolvin D1, GPR32 = re-

ceptor pro resolvin D1, Akt = proteinkinaza B, S6K = ribozomalni proteinkinaza

3.5.2 Rodina PPAR, funkce PPARY

Receptory aktivované proliferatory peroxizomi (PPAR), objevené vroce 1990
(LATRUFFE A VAMECQ 1997), jsou transkripéni faktory, které patii do velké skupiny
steroidnich receptorti (DAS 2006). Jedna se o jaderné receptory mastnych kyselin, které
hraji dtlezitou roli u metabolickych chorob spojenych s obezitou, tj. hyperlipidemie,
inzulinové rezistence nebo ischemické choroby srdecni (LEE A KOL. 2003). Jedna se
o rodinu transkrip¢nich faktort aktivovanych fadou syntetickych nebo ptirodnich ligan-
dd, mezi které patii i PUFA (DRAPER A KOL. 2011). Tato rodina zahrnuje tfi izotypy:
PPARa, PPARP/6 a PPARy (Obr. 5, LEE A KOL. 2003).
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Obr. 5: Pusobeni rodiny PPAR v tkanich (LEE A KOL. 2003, upraveno); MK =

mastné kyseliny, PPAR = receptory aktivované proliferatory peroxizomu,
ECh = estery cholesterolu, VLDL = lipoprotein s velmi nizkou hustotou, LDL
= lipoprotein s nizkou hustotou, OX-LDL = oxidovany lipoprotein s nizkou

hustotou, HDL = lipoprotein s vysokou hustotou

Kazdy zizotypi ma odlisSné vlastnosti areguluje jiné biologické procesy
(MANDARD A KOL. 2004) na zéklad¢ potteb specifické tkané (LEE A KOL. 2003). Nejlépe
prozkoumany je izotyp PPARa (MANDARD A KOL. 2004). Gen PPARa je exprimovan
v jatrech, srdci, svalech aledvinach, kde zesiluje katabolismus mastnych kyselin.
PPARP/S je vSudypritomny a jeho funkce neni zcela objasnénd. Mimo jiné se ucastni
diferenciace keratinocytli, hojeni ran a signalizace v makrofazich (LEE A KOL. 2003).
PPARYy je vysoce zastoupeny v adipocytech a makrofazich, hraje vyznamnou roli béhem
diferenciace adipocytll =z fibroblastti, ptfi ukladani lipidd v tukovych bunkach
a v homeostaze glukozy. Aktivace PPARy vyrovnava hladinu lipidi a mize tak ptispét
ke zlepSeni aterosklerotického zanétu, naopak makrofagy, postradajici PPARY, jsou de-
fektni ve vylucovani lipidi a mohou zptsobit progresi zanétu (LEE A KOL. 2003).
PPARYy je preferovanym receptorem pro navazani ligandi PUFA (FLOCK A KOL. 2013).
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Gen pro receptory aktivované proliferatory peroxizomi y (PPARy) se u potkana
nachézi na chromozomu 4, u lidi na chromozomu 3 (DATABAZE GENBANK). PPARY je
jednim z transkripénich faktort, ktery zvySuje diferenciaci adipocytl, ovliviiuje také
metabolizmus glukdzy a lipidii, moduluje obezitu, citlivost na inzulin a dyslipidemii (SU
A KOL. 2014, ANGHEL A WAHLI 2007). Aktivita PPARy ptsobi odlisné v raznych tka-
nich (obr. 6), ma efekt nejen na diferenciaci adipocytl a rezistenci na inzulin, ale také
na vznik kardiovaskularnich onemocnéni a zanéti, funkci ledvin a tvorbu nadort (Obr.

6, LEHRKE A LAZAR 2005).
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Obr. 6: Rozdilny efekt PPARY v organizmu (LEHRKE A LAZAR 2005, upraveno)

PPARy miize aktivovat transkripci nebo miize byt promotor-specifickym represo-
rem genl zanétlivé odpoveédi (FLOCK A KOL. 2013). PPARy tidi pfirozenou i adaptivni
imunitni reakci prostfednictvim negativni regulace makrofagii a monocyti (VON
KNETHEN A BRUNE 2002). PPARy hraje klicovou roli pfi zrani alternativné aktivova-
nych makrofagi, které maji protizanétlivé vlastnosti (ODEGAARD A KOL. 2007). Makro-
fagy se diferencuji z monocyti vlivem cytokinl dvoji cestou. Za prvé klasicky aktivo-
vané, kdy vlivem interleukinii IL-12 a IL-23 vznikaji prozanétlivé formy makrofa-
gl (tzv. M1 makrofagy), dochdzi ke kumulaci lipidii a vzniku pénové bunky. Dale se
rozviji nekrotické jadro aterosklerotick¢ého platu a vytvaii se vazivova Cepicka atero-
sklerotické léze. Za druhé¢ alternativné aktivované, kdy vlivem interleukinu IL-10 vzni-
a DHA prostiednictvim aktivace PPARy podporuje piepinani mezi témito dvéma feno-

typy makrofagl. Po zanétlivém stimulu se do bunééné membrany zacleiiuji protizanétli-
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vé eikosanoidy, nékteré z nich slouzi jako ligandy PPARy, pfimo ovliviiuji genovou
expresi a inhibuji NF-«xB, ktery indukuje transkripci. IL-4 a IL-13 stimuluji makrofagy,
coz vede k fosforylaci transkripénich faktordt STAT6, které interaguji s PPARy, a tim
vyvolaji tvorbu M2 fenotypu (Obr. 4, FLOCK A KOL. 2013).

PPARy blokuje jaderny faktor kB, ktery ma prozanétlivou schopnost. Nebylo vSak
potvrzeno, Ze imunomodula¢ni vlastnosti NF-xB zprostiedkované PUFA n-3 souvisi
s PPARy. PUFA n-3 snizuji aktivitu NF- kB, coZ ovliviiuje zrani dendritickych bunék

nezavisle na PPARy (DRAPER A KOL. 2011).

3.5.3 Gen pro receptor sprazeny s G-proteinem (GPR120), jeho funkce

Receptor sptazeny s G-proteinem, kodovany genem GPRI20, nachazejicim se
u potkanti na chromozomu 1, u lidi na chromozomu 10 (DATABAZE GENBANK), patii do
rodiny receptord, kterd je charakterizovana spoleCnymi strukturnimi prvky a schopnosti
aktivovat heterotrimerni G-proteiny (obr. 7, IM 2012).

Jedna se o skupinu diilezitych signalnich molekul, které ovlivituji fadu bunéénych
funkci tim, ze stimuluji a indukuji bunééné odpovédi prostiednictvim druhych posli
(YOUNG OH A KOL. 2010). K aktivaci GPRI20 dochazi pomoci ligandi, kterymi jsou
dlouhé tetézce mastnych kyselin (HIRASAWA A KOL. 2005). GPRI20 funguje jako re-
ceptor pro EPA a DHA na bunééném povrchu makrofagii nebo adipocytli, potlacuje
zanét, indukovany makrofagy, a vyvolava citlivost na inzulin. Studie autort Young Oh
akol. (2010) prokazala, Zze GPRI20 je hojné exprimovan v tukové tkani,
v prozanétlivych makrofazich M1 a zralych adipocytech. Po navazani ligandu PUFA
n-3 na GPRI20 dochazi k potlateni zanétlivych signaliza¢nich drah TLR (tzn.
"toll-like" receptory imunitniho systému, které jsou schopny rozeznavat cizorodé struk-

tury organizmu) a TNF-a, coZ ma silné protizanétlivé ucinky.
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Obr. 7: Fylogeneticky strom rodiny GPR (IM 2012, upraveno)

V zanétlivém procesu hraji roli 1 dalsi receptory rodiny GPR. Resolvin E1 (z EPA),
ktery se vaZze na receptor ChemR23, reguluje fosforylaci signalni proteinkinazy Akt
a ribozomalni proteinkindzy S6K, tim dochazi k pohlceni apoptickych bunck a zahajeni
nezanétlivé fagocytdézy. Obdobnou protizanétlivou funkci zastdva iresolvin DI

(z DHA), ktery se vaze na receptory ALX a GPR32 (Obr. 4, FLOCK A KOL. 2013).

3.5.4 Adiponektin a jeho receptory AdipoR1 a AdipoR2

Adiponektin, ktery byl poprvé charakterizovany autory Scherer a kol. (1995), je speci-
ficky protein, produkovany adipocyty v tukové tkani (MAEDA A KOL. 1996). Jedna se
o hormon, kdédovany genem AdipoQ, nachdzejicim se na chromozomu 11 u potkanli
(DATABAZE GENBANK), ktery moduluje metabolizmus glukdézy a mastnych kyselin
(DIEZ A IGLESIAS 2003). Adiponektin hraje roli vrozvoji inzulinové rezistence
a aterosklerozy. Nizs8i exprese AdipoQ je spojena s projevem rezistence na inzulin, za-
timco vyssi exprese AdipoQ vede k sniZzeni rozvoje diabetu typu Il, snizeni hladiny glu-

koézy v plazmé a zvySeni citlivosti na inzulin. K vyssi citlivosti dochazi prostfednictvim
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zvySené oxidace mastnych kyselin a inhibice tvorby glukdzy v jatrech. Hladina adipo-
nektinu mize byt zvySena pomoci antidiabetik (tzn. thiazolidindiond) a redukovéana
prozanétlivymi cytokiny, hl. TNF-a (LIHN A KOL. 2005). Obecné ma adiponektin proti-
zanétlivé (OUCHI A KOL. 2003), antiaterogenni (Y AMAUCHI A KOL. 2003), antiangiogen-
ni a protinadorové vlastnosti (BRAKENHIEL A KOL. 2004). Adiponektin snizuje rozvoj
aterosklerdzy tim, ze zabranuje preméné makrofagl na pénové buiky (POLAK A KOL.
20006).

Existuji dva receptory pro adiponektin, jeden kddovany genem AdipoR1 (u potkana
na chromozomu 13, ulidi na chromozomu 1, DATABAZE GENBANK) a druhy genem
AdipoR2 (upotkanii na chromozomu 4, ulidi na chromozomu 12, DATABAZE
GENBANK). Tyto receptory jsou strukturné podobné receptorim spfaZzenym
s G-proteinem, ale funkéné odlisné. Adiponektin vylucovany z adipocytti se vdze na
receptor AdipoR na bunééném povrchu, redukuje obsah keramida a inhibuje NF-xB
prosttednictvim AMP-aktivované proteinkinazy (Obr. 4, FLOCK A KOL. 2013). Navaza-
nim adiponektinu na receptory dochazi k aktivaci AMPK (YAMAUCHI A KOL. 2003), coz
stimuluje B-oxidaci mastnych kyselin v jatrech a kosternim svalstvu, inhibuje syntézu
cholesterolu a triacylglycerolli, inhibuje lipolyzu a lipogenezi adipocyti, reguluje vy-
chytavani glukozy ve svalech a moduluje sekreci inzulinu pankreatickymi B-bunkami
(WINDER A HARDIE 1999). AdipoR1 je hojné exprimovan v kosternim svalstvu, zatimco
AdipoR?2 je exprimovan prevazné v jatrech (obr. 8, YAMAUCHI A KOL. 2003). Oba recep-
tory jsou také hojné exprimovany v bazdlnich B-bunkédch Langerhansovych ostravka
slinivky bfiSni (KHARROUBI A KOL. 2003), v makrofazich, u aterosklerotickych lézich

(CHINETTI A KOL. 2004) a v mozku (YAMAUCHI A KOL. 2003).
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Obr. 8: Vliv adiponektinu na rizné tkané (LIHN A KOL. 2005, upraveno); PPAR =
receptory aktivovany proliferator peroxizomu gamma, TNF-o = tumor nekroti-
zujici faktor alfa, AMPK = AMP-aktivovana proteinkindzy, MAPK = proteinki-

naza aktivovana mitogeny

Ve studii autort Itoh a kol. (2007) bylo prokéazéano, Ze kyselina eikosapentaenova
zvySuje koncentraci adiponektinu v séru, aniz ovlivni jeho expresi a tlumi zanétlivé
zmény tukové tkan€. Obdobné zvySuje koncentraci adiponektinu i kyselina dokosahe-
xaenova (BHASWANT A KOL. 2015). Studie autortt Gonzales-Périz a kol. (2009) prokaza-
la, ze DHA eliminuje riziko steatdzy jater spjaté s jaterni lipogenezi, B-oxidaci mast-

nych kyselin a regulaci koncentrace sérového cholesterolu.

3.5.5 Gen pro jaderny faktor kB (NF-xB)

Nuklearni jaderny faktor kB je proteinovy komplex, ktery stimuluje expresi genii zapo-
jenych do velkého mnozZstvi biologickych funkci (napf. imunitni a zanétlivé reakce,
bunéény rist). Gen NF-xB se u potkanii nachazi na chromozomu 2, u lidi na chromo-
zomu 4 (DATABAZE GENBANK). NF-kB muze byt aktivovany fadou molekul, v¢. cytoki-

nt, volnych kyslikovych radikala, virovych a bakteridlnich produkt ¢i ultrafialovym
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zatenim. Nespravna aktivace jaderné¢ho faktoru je spojena se zanétlivymi stavy, které
vedou k rozvoji riznych onemocnéni, jako je autoimunitni artritida, astma, septicky Sok,
plicni fibroza, glomerulonefritida, ateroskler6za nebo AIDS (CHEN A KOL. 1999).
V posledni dobé bylo prokazano, ze NF-kB je antagonistou PPARy (DRAPER A KOL.
2011).

3.5.6 Gen pro B-aktin (ACTB)

Beta aktin patii do rodiny vysoce konzervovanych proteint. Existuje Sest typu aktint —
Ctyfi z nich jsou ptitomny pouze ve svalovych buiikach, kde se podileji na napinéni sva-
lovych vlaken, B-aktin a y-aktin se nachazi ve vSech buiikdch organizmu, kde se ucastni
zakladnich bun&cnych procesi (GENETICS HOME REFERENCE 2015). Gen pro B-aktin se
u potkanti nachdzi na chromozomu 12, u lidi na chromozomu 8 (DATABAZE GENBANK).
ACTB se bézné pouziva jako referencni gen pro fadu metod, v¢. qPCR (STEPHENS

A KOL. 2011).

3.6 Analyza genové exprese pomoci metod molekularni biologie

Expresi genil rozdélujeme do dvou hlavnich fazi: transkripce a translace, proto metody
analyzy genové exprese rozliSujeme na metody studia mRNA, tj. studium transkripce,
a proteind, tj. studium translace. Mezi metody studia transkripce patii napi. Northerno-
vy pfenos, reverzné transkripcni polymerazova fetézova reakce nebo hybridizace in situ
(SMARDA A KOL. 2005). V soudasnosti dochazi k neustalému vyvoji novych metod, kte-
ré se vyuzivaji ke studiu genové exprese. Jedna z nejpouzivanéjsich technik molekularni
biologie je dodnes polymerazova fetézova reakce (PCR = polymerase chain reaction).
Metodu polymerazové tetézové reakce zavedl v roce 1985 Kary B. Mullis (a roku
1993 za ni ziskal Nobelovu cenu). Principem PCR je syntéza novych fetézcl nukleo-
vych kyselin prostfednictvim DNA-polymerazy ve sméru 5' — 3'. Optimalni pocet cyk-
I je 25 — 35, béhem kterych se exponencialné zvysuje pocet kopii templatu. Jeden cyk-
lus zahrnuje 3 kroky: denaturaci dvoufetézcovych molekul, pfipojeni primera a syntézu
novych fetézcli. Reakce probihaji ve specialnich zafizenich zvanych termocyklery. Vy-
sledny produkt je po ukonéeni reakce detekovan elektroforeticky (SMARDA A KOL.

2005). V této praci se zaméfim na podrobnéjsi charakteristiku dvou modifikaci PCR.
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3.6.1 Charakteristika reverzné-transkripéni PCR (RT-PCR)

Reverzné-transkripni PCR je urcend pro amplifikaci molekul RNA. Jelikoz RNA ne-
muze slouzit jako templat pro PCR, je potieba pievést izolovanou mRNA do cDNA
pomoci zpétné (reverzni) transkriptizy (SMARDA A KOL. 2005). Enzym reverzni tran-
skriptaza katalyzuje syntézu fetézci DNA, komplementarnich k templatu mRNA. Vy-
sledné jednofetézcové molekuly DNA se mohou pievést na dsDNA pomoci riiznych
metod, napf. metoda spouzitim druhého primeru atepelné stabilni Tag
DNA-polymerazy. Vysledné molekuly DNA se nasledné amplifikuji prostfednictvim
standardni PCR (Obr. 9, SNUSTAD A SIMMONS 2009). Hlavni vyhodou této metody je
moznost detekce specifické mRNA v jediné bunce, kdy se mRNA vyskytuje ve velmi
malém mnoZstvi, a moznost detekce mRNA zt&7ko ziskatelnych bunék (SMARDA

A KOL. 2005).

mRNA 5 - FTTTTTTTT AMMAAAMMAA(), ¥

3 +I.H.I.H.H.I.H.L 5
R genowé specificky primer
Reverzni transkriptaza,
L J
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Obr. 9: Amplifikace mRNA prostiednictvim RT-PCR (SNUSTAD A SIMMONS 2009)
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3.6.2 Charakteristika metody kvantitativni PCR (qPCR, real-time RT-PCR)

Kvantitativni PCR je metoda molekularni biologie, které je zalozena na principu klasic-
ké PCR. Pii klasické PCR je obvykle amplifikovany produkt detekovan pomoci gelové
elektroforézy az po ukonceni PCR reakce. Pfi metodé real-time PCR je produkt deteko-
van a mefen po kazdém prob&hnutém cyklu, coZ umoziuje detekci produktu a zaroven
kvantifikaci pfedvoleného mnoZzstvi templatu. K tomuto ucelu slouzi bud’ fluorescenéni
barvivo, které po navazani na dsDNA fluoreskuje, jeho nevyhodou vSak mize byt tvor-
ba nespecifit, nebo reakce probiha s pouzitim specifickych sond (SMARDA A KOL. 2005).

V soucastné dob¢ existuji Ctyfi rizné fluorescencni DNA sondy nejcastéji pouziva-
né pro detekci PCR produktii: SYBR Green, TagMan, molekularni majaky a tzv. Skor-
piony. TagMan sondy jsou oligonukleotidy s fluorescenéni znackou na 5' konci
a zhaSeCem na 3' konci, které se vazi na vnitini ¢ast amplifikované sekvence. Béhem
PCR reakce je sonda rozs§t€pena pomoci 5' exonukledzove aktivity DNA-polymerdzy
a dochazi k fluorescenci. Molekularni majaky maji obdobnou strukturu jako TagMan
sondy, obsahuji fluorescencni znacku na 5' konci a zhaSe¢ na 3' konci, v intaktnim stavu
tvoii vlasenky, po navazani na cilovou sekvenci DNA dojde k fluorescenci. Skorpiony
kombinuji vlastnosti TagMan sond a molekularnich majaka, jejich molekuly na sebe
vazi primer, po probéhnuti PCR dojde k intramolekularnimu pieskupeni, kdy se separu-
je fluorofor a zhase€ a vznika fluorescence (LIFE TECHNOLOGIES 2015).
dob€ povazuje pouziti interkalacnich barviv. SYBR Green patii mezi kyaninova barvi-
va, kterd se vazi do malého Zlabku dsDNA a po excitaci fluoreskuji. Se zvySujicim
mnozstvim PCR produktu se zvySuje 1 fluorescenéni signdl. Nevyhodou této metody je,
7ze se mohou tvofit nespecifity, coz nadhodnocuje vysledné signdly (LIFE
TECHNOLOGIES 2015).

Mnozstvi PCR produktu je pfimo umérné méfené fluorescenci. Reakce probiha ve
specidlnim cykleru, ktery po kazdém cyklu zaznamenavéa naméienou fluorescenci. Tyto
udaje jsou poté zpracovany softwarem, ktery sestroji graf kiivky amplifikacni reakce,
kde na ose x lezi pocty jednotlivych cykll a na ose y je zaznacend naméfend fluorescen-
ce. Kiivka amplifikaéni reakce mad dvé faze — exponencidlni a neexponencidlni.
V exponencialni fazi se vkazdém cyklu mnoZstvi PCR produktu zdvojnasobi.
V neexponencidlni fazi, tzv. platd, dojde k vyCerpani nékterého z komponentli reakce,

a proto se mnozstvi PCR produktu dale nezvySuje (BUSTIN 2000).
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Na pocatku reakce je fluorescence nizka a nelze ji detekovat. V pribéhu reakce se
postupné zvySuje mnozstvi PCR produktu, ¢imzZ se zvySuje i mefena fluorescence. Pra-
ve ten cyklus, ve kterém se nahromadilo dostatecné mnozstvi PCR produktu a lze de-
tekovat fluorescenci, se nazyva cycle of treshold (Cr). Hodnoty Cr jsou pro jednotlivé
vzorky riizné a zavisi na pocate¢nim mnozstvi templatu. Cim vy$si je mnoZstvi templa-
tu, tim mén¢ cykli staci k dosazeni detekovatelné fluorescence a tim niz$i hodnotu Cr
ma dany vzorek. Crhodnota zaznamenava, kdy dochazi k narastu fluorescence nad prah
pozadi, které se v reakci vyskytuje (BUSTIN 2000).

Existuji dva typy kvantifikace DNA: absolutni (mnoZstvi DNA odecitdme
z kalibra¢ni kiivky) nebo relativni. Pro stanoveni miry genové exprese se idealné pouZzi-
va relativni kvantifikace, ktera nevyzaduje stanoveni kalibra¢ni kiivky. Mnozstvi fluo-
rescence daného genu se pak porovnava s mnozstvim fluorescence referencniho, tzv.
housekeepingového genu (SMEHILOVA 2011). Referenéni geny, téZ znamé jako provoz-
ni geny, zajistuji zivotn¢ dilezité biochemické procesy kazdé buiiky a jsou exprimova-
ny ve vSech bunikach organizmu.

Mezi hlavni pozitiva této metody patii jeji vysoka citlivost, specificnost a presnost
kvantifikace. Metoda proto slouzi k pfesnému stanoveni zmén exprese dan¢ho genu

(DUDOVA A HAJEK 2008).

3.6.3 Metody hodnoceni relativni kvantifikace

Jednou ze zdkladnich metod vyuzivajicich stabilni exprese referencnich genti je metoda

2744CT | Tato metoda je zavisla na tom, Ze reakce probiha se 100% U¢innosti, tzn. Ze se
v kazdém cyklu mnoZstvi kopii zdvojnasobi. Normalizace k referenénimu genu slouzi
pro interni kontrolu chyb v real-time PCR. Hodnota exprese referen¢nich genti by méla
byt podobna u vSech vzorku ve studii, méla by byt odolna vic¢i podminkam experimentu
a prochazet vSemi kroky amplifikace se stejnou kinetikou jako cilovy gen (LIVAK

A SCHMITTGEN 2001).

2 —AACr — 2 —(Cr cil.gen_CT ref.gen)vzorek_ (Cr cil.gen_CT ref.gen)kalibrétor

Vzhledem k tomu, Ze mnoho PCR reakci nevykazuje idedlni efektivitu (piitomnost
inhibitort, variabilita nukleotidi atd.), je vhodné stanovit efektivitu reakce a jeji hodno-

tu zahrnout do vypoctu (PFAFFL 2001).
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(E , )ACT (kalibrator—vzorek)
p v cil.gen
Expresni pomer = 3 :
(E ) Cr (kalibrator—vzorek)
ref.gen
Vysvétlivky:
Ecil. gen efektivita reakce (stanovena dle standart.kiivek) pro cil. gen
Eret. gen efektivita reakce (stanovena dle standart.kiivek) pro ref. gen
ACr rozdil Ct hodnot mezi kalibratorem a vzorkem

3.7 Extrakce lipida

Extrakce je metoda déleni latek podle rozpustnosti. Pii extrakei jsou v kontaktu dvé
navzajem nemisitelné faze, mezi které se rozd€luji latky podle jejich rozdé€lovacich koe-
ficientl. V piipad¢ lipida je potfeba pouzit smés misitelnych rozpoustédel — nepolarni
(nejCastéji uhlovodik), ktery narusi hydrofobni a van der Waalsovy interakce, a polarni

(alkohol) — pterusi vodikové a iontové vazby (COUFAL 1996, HAJSLOVA 2009).

3.8 Plynova chromatografie mastnych kyselin

Plynovd chromatografie je metoda urcena k oddélovani a stanoveni plynt, kapalin
i pevnych latek. Stacionarni fazi mize byt pevna latka nebo kapalina a mobilni fazi je
plyn. Metoda je jednoduchd, rychld, G¢innd a vyzaduje malé mnoZstvi vzorku. Ptfed sa-
motnou plynovou chromatografii, je potieba pievést mastné kyseliny na jejich nizkomo-

lekularni nepolarni derivaty (napt. ethyl estery, CHRISTIE 1989).
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4 MATERIAL A METODIKA

4.1 Charakteristika krmného pokusu (laboratorni zvirata, podminky

chovu, krmna smés)

Krmny pokus byl proveden ve specidlnich prostorach Ustavu vyzivy zvifat
a picninafstvi AF Mendelovy univerzity v Brnég, pfizpiisobenych pro chov laboratornich
zvitat, v souladu se zdkonem Ceské narodni rady ¢&. 246/1992 Sb., na ochranu zvifat
proti tyrani a byl schvalen Komisi na ochranu zvifat proti tyrani Mendelovy univerzity
v Brné.

Jako modelovy organizmus pro tento experiment byl zvolen laboratorni potkan
(Rattus norvegicus). Byli pouziti dospéli samci (staii 10 tydni, primerna ziva hmotnost
byla 293,9 + 30,0 g) laboratorniho potkana outbredniho kmene Wistar albino ze SPF
chovu spole¢nosti Bio Test, Konarovice, s.r.o., Ceska republika. Potkani byli oznacCeni
a umisténi do plastovych boxti (53,5 x 32,5 x 30,5 cm) po péti kusech. V mistnosti byla
udrzovéna stabilni teplota 23 + 1 °C, vlhkost 60% a svételny reZzim 12 h svétlo/12 h tma
(maximdlni intenzita 200 1x). Kazdy den ve stejnou hodinu bylo krmivo odebirdno
a vazeno a potkaniim bylo podano nové krmivo. Potkani méli nepfetrzity ptistup k pitné
vod¢ a kazdy tyden se potkani vazili. Celkové krmny pokus probihal 14 tydnd.

Prvnich 7 tydni byla potkaniim jednotné podavana zakladni krmna smés, obsahujici
kompletni krmnou smés pro mysi a potkany (MYPO, Biokron, Blu¢ina, Ceska republi-
ka) s ptfidavkem hovéziho loje, slazeného kondenzovaného mléka a premixu vitamint
a minerali (oznaceni skupiny L). Kompletni krmnd smés pro mysi a potkany obsahova-
la pSenici, oves, pSeni¢né klicky, sdjovou moucku, extrudovanou soju, kukutici, suSené
mléko, suSenou syrovatku, susené kvasnice, mlety vapenec, dihydrogenfosforecnan va-
penaty, chlorid sodny, L-lyzin a premix vitamin{i a mineral.

Pro nésledujicich 7 tydnii byla zvifata nahodné rozdélena do 4 skupin po 10 kusech.
Jedna skupina zlstala na dieté L (kontrolni skupina), dalsi skupiny dostavali zakladni
krmivo s 6% ptidavkem olejti. Druhd skupina dostdvala dietu S, kterd obsahovala za-
kladni krmnou smé&s obohacenou o svétlicovy olej (svétlice barvitska, Carthamus tinc-
torius L.), tfeti skupina byla krmena dietou R, kterd obsahovala MYPO spolu s rybim
olejem (komer¢né dostupny Jecoris aselli oleum), a posledni skupina dostavala dietu D,
ktera obsahovala MYPO a olej extrahovany z tasy Schizochytrium (DHASCO vegetable
oil from microalgae, DSM Nutritional Products North America, Parsippany, NY, USA).
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Krmné smési byly zpracovany v michaci laboratofi v pavilonu M MENDELU
a ruéné byly vytvofeny krmné davky o hmotnosti 200 g.

Tab. 2: Celkové slozeni krmnych smési (pfepocteno na 1 kg smési)

SLOZENI (g.kg™)
MYPO Salko Hovézi Premix Svétlicovy  Rybi Olej
Lij olej olej Z Fasy
L 380 200 400 20 - - -
S 940 - - - 60 - -
R 940 - - - - 60 -
D 940 - - - - - 60

Tab. 3: MnoZstvi zivin v krmnych smésich (pfepocteno na 1 kg smési)

ZIVINY (g.kg-1)

Metabolizovatelna
Hruby Tuk Hruba  Bezdusikaté¢ . ergie (MJ.kg-1)
protein vlaknina latky
L 145 208 26 621 18,9
S 228 85 48 639 15,8
R 228 85 48 639 15,8
D 228 85 48 639 15,8

4.2 Experimentalni ¢ast

Cely experiment se uskuteCnil v ramci projektu Vliv kyseliny dokosahexaenové na
markery zanétu u modelového organizmu Interni grantové agentury AF MENDELU.
V rédmci tohoto projektu kolegové pracovali na uréeni koncentrace cytokint (IL-10, -6,
TNF-0, TGFp) a adiponektinu. Také provedli detekci proteini (B-aktin, adiponektin,
PPARy a NF-kB) pomoci Western blot analyzy. Mym tkolem bylo podilet se na nasle-
dujicich procesech.

Po ukonceni vykrmu a po 12 hodinach pustu byli potkani uvedeni do narkdzy po-
moci inhalacniho anestetika isofluranu. Pokusnym zvifatim byl punkci ze srdce ode-
bran vzorek krve do heparinovych zkumavek. Poté byli potkani usmrceni piredavkova-
nim anestetika a byli jim odebrany alikvotni vzorky jater a visceralni tukové tkané pro

dalsi analyzy.
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4.2.1 Stanoveni mastnych kyselin pomoci plynové chromatografie

Vzorky:
- lyofilizované vzorky jater
- vzorky visceralni tukové tkané
- vzorky krmiva
Reagencie:
- hexan:2-propanol (3:2 HIP1, 7:2 HIP2)
- NaxSOq4
- roztok vnitiniho standardu (10:0)
- butylhydroxytoluen
- CH30ONa (0,5 M)
- 14% roztok BF; v CH;0H
- isooktan
- nasyceny vodny roztok NaCl
- PUFA ¢. 2 (Supelco, Bellefonte, PA, USA)
Vybaveni:
- homogenizator (Moulinex modelu D56, Moulinex, Francie)
- ultrazvukové zatizeni PS 10000 (Notus-Powersonic, Vrable, Slovensko)
- chromatograf HP 6890 (Hewlett-Packard)
- kapilarni kolona Innowax (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm, Agilent Technologies,
J & W Scientific, Santa Clara, CA, USA)
- rota¢ni vakuova odparka (RV 05-ST modelu 1P-B, IKA Labortechnik, Staufen,

Némecko)

Vzorky jater nebo tukové tkan¢ se zhomogenizovaly a pfenesly do Erlenmeyerovy baii-
ky (150 ml). Ke vzorktim se pfidalo 30 ml hexan:2-propanolu (HIP1) a smés se vystavi-
la 15 min ptisobeni ultrazvuku. Extrakt se zfiltroval pfes Biichnerovu nélevku a ptidalo
se knému 24 ml Na,SO4. Po protfepani a separovani délicich vrstev se vrstva
s n-hexanem zfiltrovala pfes bezvodny roztok Na,SO4 do odmérné baiky (50 ml). Ex-
trakty se pielily do banky s kulatym dnem (100 ml) a nechaly odpafit na rota¢ni vakuo-
vé odparce pii1 40 °C. Odpateni bylo dokonceno v atmosféte dusiku a celkové mnoZstvi

lipidd bylo stanoveno gravimetricky.
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Extrahované lipidy (50 mg) se smichaly s 3 ml vnitfniho standardu a 1 ml bu-
tylhydroxytoluenu. Po 5 min sonikace byly pfidany 2 ml CH3ONa a smés se nechala
5 min hidt ve vodni lazni pod zpétnym chladi¢em. Pies kondenzéator se ptidaly 2 ml
14% roztoku BF3; v CH3;0H a smé€s se nechala zahfivat dalSich 5 min. Po ochlazeni
vzorku se ptidaly 2 ml isooktanu, smés se protfepala a nechala 1 min stat. Dale se ptfida-
lo 5 ml nasyceného vodného roztoku NaCl a smés se jesté pied vychladnutim protiepa-
la. Odebrala se organicka vrstva a 1 ml byl pfenesen do kolonky pro plynovou chroma-
tografii. Estery MK byly separovany prostfednictvim chromatografu HP 6890 na kapi-
larni kolon€ Innovax (30 m % 0,25 mm x 0,25 mm). Teplota injektoru byla 360 °C
a detektoru 275 °C. Teplotni podminky byly nasledujici: 150 °C/1 min, zvySovani teplo-
ty 0 10 °C/1 min do dosazeni 200 °C, zvySovani teploty o 3 °C/1 min do dosazeni
260 °C, 260 °C/3 min. Jako nosny plyn byl pouzit Ny, byl udrzovan pratok 1,0 mL.min™,
tlak 145 kPa a délici pomér 60:1. Pro identifikaci esterit MK byl jako standard pouzit
PUFA ¢. 2.

Obdobnym zplisobem jako se stanovily mastné kyseliny v jaterni a tukové tkani,

byly stanoveny 1 mastné kyseliny v krmivu.

4.2.2 Stanoveni glykémie

Hladina plazmatické glukdzy byla stanovena pomoci enzymatické kolorimetrie na au-
tomatizovaném chemickém analyzatoru BS400 (Mindray, Cina) s pouzitim komerénich

kit (Greiner Diagnostic GmbH, Némecko).

4.2.3 Odbér vzorku pro expresi gent

Reagencie:

- RNAlater (Ambion)

Pro optimalizaci se odebralo 24 vzorki jater o max. velikosti 0,5 cm ze 4 kontrolnich
potkanti. Vzorky se vlozily do 1,5 ml zkumavek (5 zkumavek od kazdého potkana po
40 — 60 mg, 6. zkumavka 5 — 6 kouskti) s 1 ml RNA/ateru. Pro testovani se odebralo
120 vzorki o max. velikosti 0,5 cm od 40 vykrmenych potkant. Vzorky byly opét vlo-
zeny do 1,5 ml zkumavek (2 zkumavky od kazdého potkana po 40 — 60 mg, 3. zkumav-
ka 5 — 6 kouskil). VSechny zkumavky se poté doplnily RNAlaterem az po okraj. Na-
sledné byly zkumavky ptes noc uloZeny v lednici pii teploté 4 °C, aby RNAlater mohl

penetrovat do vzorku, a nakonec byly zkumavky zamrazeny pii-20 °C.
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4.2.4 Izolace RNA pomoci RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen) - modifikovany
protokol

Vzorky:
- vzorky jater (30 mg)
Reagencie:
- QIAzol Lysis Reagent (Qiagen, Valencia, CA, USA)
- RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA): 1 kolonka/vzorek,
pufry RW1, RPE, RNase-free voda, 1 sbérna zkumavka, 1,5 ml zkumavka
- chloroform
- 70% ethanol
Vybaveni:
- homogenizator FastPrep
- centrifuga (Mikro 200, Hettich)
- chlazena centrifuga (4 °C)
- spektrofotometr NanoDrop 2000 (Thermo Scientific)

Pted samotnou izolaci byl vzorek jater vyyjmut z RNAlateru, osuSen a vlozen do lyzac-
niho roztoku. Do pfedem nachystanych zkumavek o objemu 2 ml se sklenénymi kuli¢-
kami (0,2 ml malych a 0,2 ml velkych sklenénych kuli¢ek) se pfidal 1 ml QIAzol Lysis
Reagentu a 30 mg jater nakrajenych na kousi¢ky. Zkumavky se homogenizovaly ve
FastPrepu 2 x 10 s na 6. stupen. Mezi jednotlivymi kroky byla smés chlazend (aby ne-
doslo k degradaci RNA) a nasledné centrifugovana (5 min/13 684 x g) pii 4 °C. Poté
byl lyzat ptepipetovan do ¢isté zkumavky o objemu 1,5 ml a odloZzen na 5 min pti poko-
jove teploté (15 — 25 °C, aby doslo k disociaci nukleoproteinovych komplexti). K lyzatu
se pridalo 200 pl chloroformu, smés se dikladné protiepala (15 s) a opct nechala stat
2 — 3 min pii pokojové teploté. Nasledné byla smés centrifugovéana (15 min/16 060 x g)
pi1 4 °C. Horni vodna faze se piepipetovala do cCisté zkumavky o objemu 1,5 ml
a ptidalo se k ni stejné mnozstvi 70% ethanolu (cca 400 — 450 pul). Smés se zvortexova-
la, aby se ptfedeslo srazeninam. Nasledné bylo odebrano max. 700 ul smési do kolonky
umisténé ve sbérné zkumavce, zcentrifugovano (15 s/9 503 x g) pii pokojové teploté
(program 1) a ze sbérné zkumavky se odstranil odpad. Zbyla smés se znovu napipetova-
la do kolonky jako v piedchdzejicim kroku a po centrifugaci se odpad odstranil. Do ko-
lonky se napipetovalo 700 ul pufru RWI1, smés se zcentrifugovala (15 s/9 503 x g)
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a odpad ze sbérné¢ zkumavky se odstranil. Do kolonky se napipetovalo 500 pul pufru
RPE, smés se zcentrifugovala (15 s/9 503 % g) a odpad ze sbérné zkumavky se odstranil.
Znovu se do kolonky napipetovalo 500 ul pufru RPE, smés se zcentrifugovala
(15 s/9 503 x g), kolonka se vloZila do Cisté sbérné zkumavky o objemu 2 ml a smés se
dodate¢né zcentrifugovala (1 min/16 060 x g). Kolonka se opét vlozila do Cisté zku-
mavky o objemu 1,5 ml, pfidalo se do ni 30 — 50 ul RNA-free vody, smés se zcentrifu-
govala (1 min/9 503 % g) a odpad se odstranil. Znovu se do kolonky piidalo 30 — 50 ul
RNA-free vody, smés se zcentrifugovala (1 min/9 503 x g) a odpad se odstranil. Vy-
sledné koncentrace izolované RNA byla métena pomoci spektrofotometru. Ziskany izo-

lat se uchovaval pti -80 °C.

4.2.5 Kontrola izolace RNA pomoci gelové elektroforézy

Vzorky:
- izolovand RNA
Reagencie:
- 10 x FA pufr
- 37% formaldehyd (12,3 M)
- ethidiumbromid (0,5 mg/ml)
- agar0za
- voda (ddH»0)
- 5 x RNA nanaSeci pufr
Vybaveni:

- vani¢ka na gel
- elektroforeticka vana se zdrojem

Kvalita izolované RNA byla ovéfena pomoci gelové elektroforézy na 1,2% agar6zovém
gelu. Postup piipravy gelu o objemu 50 ml byl nésledujici: Do Erlenmeyerovy banky se
pomoci hodinového sklicka navazilo 0,6 g agardzy, ptidalo se Sml 10 x FA pufru
a doplnilo 45 ml destilované vody. Poté byla smés dikladné rozmichana a rozvatena,
nasledn¢ byla ochlazena na 65 °C a bylo k ni pfidano 0,9 ml formaldehydu a 12,0 ul
ethidiumbromidu. Smés se nalila do vanicky, kde se nechala ztuhnout. Gel ve vanicce
se vlozil do elektroforetick¢ vany, zalil se 1 x FA pufrem, pfipravenym dle tab. 4,

a nechal se 30 min stat. Mezitim se vzorek RNA smichal s 5 x RNA nanaSecim pufrem,
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inkuboval se 3 — 5 min pii 65 °C, poté se zchladil a nanesl na gel (4 ul). Elektroforéza
probihala pti napéti 4 V.cm™.
Postup piipravy RNA nandseciho pufru a 10 x FA pufru je uvedeny v Omniscript®

Reverse Transcription Handbook (Qiagen).

Tab. 4: Slozeni elektroforetického 1 x FA pufru

1000 ml 500 ml 150 ml

10 x FA pufr 100 ml 50ml  15ml
formaldehyd 20 ml I0ml 3 ml
voda 880 ml 440 ml 132 ml

4.2.6 Reverzni transkripce

Vzorky:
- izolovand RNA
Reagencie:
- Omniscript Reverse Transcription Kit (Qiagen, Valencia, CA, USA): 10 x RT
pufr, ANTP mix, Reverse Transcriptase, RNase-free voda
- oligo dT (komplementarni k poly-A 3' konci na mRNA)
- inhibitor RNaz
Vybaveni:

- pracovni box

Vsechny reagencie byly rozmrazeny pii pokojové teploté, poté ihned uloZeny na led.
Aby se predeSlo degradaci, byla RNA rozmrazena az tésné pred pfidanim do reakéni
smési, poté byla ithned opét zmrazena. V PCR zkumavce na ledu bylo pfipravovano
20 pl reakéni smési (dle tab. 6) a reakéni smés se nechala inkubovat 60 min pii 37 °C.

Ziskana cDNA se uchovavala pti -20 °C.

41



Tab. S: SloZeni reak¢éni smési pro reverzni transkripei (20 pl)

SLOZKA OBJEM
H,O do 20 ul
10 x RT pufr 2,0 ul
dNTP mix (5M kazdy) 2,0 ul
oligo dT (10 uM) 2,0 ul
inhibitor RNaz (10 U/ul) 1,0 pl
Omniscript Reverse Transkriptase 1,0 ul
RNA I pg

4.2.7 Real-time PCR

Vzorky:
- cDNA

Reagencie:
- Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, 147 Carlsbad, CA,
USA)
- AmpErase® Uracyl N-glycosylase (Applied Biosystems, 147 Carlsbad, CA, USA)
- primery (10 pmol/pl)
- PCR H,O (Top-Bio)

Vybaveni:
- pracovni box
- ptistroj 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems, 147 Carlsbad, CA,
USA)

Primery (tab. 7) pro real-time PCR byly navrhované na zaklad¢ dostupnych referenc-
nich sekvenci a odbornych publikaci. Primery pro cilové geny navrhl Ing. Ondrej Skul-
téty, primery pro ATCB prof. RNDr. Ale§ Knoll, Ph.D. Ziskana cDNA se nejprve pou-
zila pro ovéfeni primerd. Specificita primerd se ovéfila pomoci disociacni kiivky za
nasledujiciho teplotniho profilu: 15 s/95 °C, 1 min/60 °C, 30 s/95 °C, 15 s/60 °C. Speci-
fita kazdého fragmentu se ovétila gelovou elektroforézou a sekvenovanim PCR produk-
tu s vyuzitim BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kitu a sekvenatoru ABI
PRISM 3100-Avant Genetic Analyzer (Applied Biosystems).
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Tab. 6: Sekvence primerta

GEN TYP PRIMERU SEKVENCE PRIMERU (5' — 3')
PPARY primy CCCTGGCAAAGCATTTGTATG
Zpétny ATCGAAACTGGCACCCTTGA
GPRI20 pHmy CCCAACCGCATAGGAGAAATC
Zpétny ACACTCGGATCTGGTGGCTCT
AdipoR1 primy GATGTTCTTCCTGGGTGCAGTG
Zpétny CAGAGATGCCCAGGACACAGAC
AdipoR2 primy ATCTGTGTGCTGGGCATTGC
Zpétny AGCCAGCCTATCTGCCCTATG
ACTB primy AGAGGGAAATCGTGCGTGAC
Zpétny GTTTCATGGATGCCACAGGATT

Efektivita reakce byla stanovena pomoci standardni kiivky, kterd byla ziskana de-
kadickym fedénim vstupni cDNA. Pro vSechny vzorky byla ptipravena reakéni smés dle

nasledujici tab. 7.

Tab. 7: Reakéni smés pro real-time PCR (20 pl)

SLOZKA OBJEM
H,O 8,4 ul
UNG 0,2 pl
SYBR Green 10,0 ul
mix primerd 0,4 pl
cDNA 1 pg

VSechny amplifikace PCR produktli v redlném case byly provedeny na pfistroji
7500 Real-time System (Applied Biosystems). Teplotni profil reakei byl nasledujici:
Cilové geny: 2 min/50 °C, 10 min/95 °C, 40 x 15 s/95 °C, 1 min/60 °C
ACTB: 2 min./50 °C, 10 min/95 °C, 40 x 15 s/95 °C, 30 s/65 °C,
30 s/60 °C
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Namétena data Ct hodnot byla analyzovana jako referencni hodnota pro relativni
mnozstvi exprese genu. Relativni zmény v expresi testovanych genli u potkani
s experimentalni dietou (S, R, D) byly vypocteny ve vztahu k urovni exprese odpovida-
jicich genti u potkant s dietou L pomoci softwaru gbase+ (Biogazelle NV, Zwijnaarde,
Belgie). Vysledky analyzy genové exprese byly zpracovany pomoci programu Excel
2007 (Microsoft).

Pro normalizaci dat bylo vybrano 7 kandidatnich gent, ziskanéa data po optimalizaci

PCR byla vyhodnocena pomoci programu geNorm (soucasti gbase+).

4.2.8 Statistické analyzy

Hodnoceni vSech wvysledki mimo genové exprese bylo zpracovdno v programu
STATISTICA 12 (StatSoft Inc., Tulsa, USA). Pii statistickém vyhodnocovani byla pou-

zita metoda jednofaktorové analyzy rozptylu a Tukeylv post-hoc test.

44



5 VYSLEDKY A DISKUZE

5.1 Primérna spotieba krmiva

Primérny denni ptijem krmiva byl u vSech skupin podobny, tj. rozdilné sloZeni krm-

nych smési nemélo na piijem krmiva pritkkazny vliv (P>0,05, tab. 8).

Tab. 8: Primérnd spotteba krmiva

Primérny pfijem krmiva  Pramérny p¥ijem krmiva na

ve skupiné (g.den™) jednotlivce (g.den™)
L 115° 23,0°
S 156 ° 31,2°
R 151° 30,2°
D 135° 27,0°

Pozn. Hodnoty ve sloupcich oznacené stejnymi pismeny (a) se prukazné nelisi (P>0,05).

Dle studii autorti Yamazaki a kol. (2011), Lu a kol. (2011) jsme ptedpokladali, ze
ptijmy krmiv u jednotlivych skupin budou stejné. NaSe naméfené hodnoty tento pied-
poklad potvrdily. Dokonce byl pfijem u skupiny L mirné nizsi, ackoli kone¢na Ziva
hmotnost (tab. 9) byla u této skupiny nejvétsi (pravdépodobné diisledkem vysSiho obsa-

hu metabolizovatelné energie viz. tab. 3).

5.2 Ziva hmotnost potkanii, hmotnost jater a visceralni tukové tkang

Priimérna zivd hmotnost potkan po 7 sedmi tydnech vykrmu zékladni dietou L byla
u vSech pfiblizné stejna, tj. 464 =4 g (P>0,05). Po dalSich 7 tydnech vykrmu experi-
mentalnimi dietami L, S, R aD doSlo pouze uskupiny D k priikaznému snizeni
(P<0,05, obr. 10) hmotnosti potkan. Primérny denni piirastek v 7 tydnech vykrmu
experimentalni dietou byl prikkazné nizsi u skupiny D (P<0,05, obr. 11) oproti skupinam
L a R. U skupiny S nebyl zjistén rozdil v ptirtistku hmotnosti oproti dal$im skupinam L,
R a D (P>0,05, obr. 11). Hmotnost jater se mezi skupinami prikazné neliSila (P>0,05,
tab. 9). Hmotnost viceralni tukové tkané méla tendenci klesat u skupiny S a R (P>0,05),

u skupiny D se hmotnost tukové tkan¢ priikkazné snizila (P<0,05).
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Tab. 9: Primérna ziva hmotnost potkanti, pfiristek hmotnosti, hmotnost jater

a visceralni tukové tkané

Hmotnost Hmotnost Hmotnost Denni priristek  Hmotnost  Hmotnost

3/3 (g) 22/4 (g) 16/6 (g) 22/4 —-16/6 (g) jater (g) tuku (g)

L 300,4+8% 486,0+9° 5830+13°" 1,79 +0,1° 17,5+0,6* 151+1,0°
S 294,6+6* 4784+6% 5598+7° 1,50 0,1 % 164+03* 11,1+0,7%®
R 294,6+7% 4589+9% 5565+9° 1,81 £0,1° 17,5£02°% 11,0£0,6®
D 293,8+4% 4322+7% 501,8+10° 1,29+0,1° 160£0,5* 9,7+0,6°

Pozn. Hodnoty ve sloupcich oznacené riznymi pismeny (a, b) se prikazn¢ 1isi (P<0,05).
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Obr. 10:

Primérnd kone¢nd ziva hmotnost (g) potkand, krmenych dietou

s hovézim lojem (L), s 6% obsahem oleje ze svétlice barviiské (S), s 6% obsa-

hem rybiho oleje (R, komeréné dostupny Jecoris aselli oleum) a 6% obsahem

oleje z tasy rodu Schizochytrium (D) v uvedeném poftadi; hodnoty znac¢ené ruz-

nymi pismeny (a, b) se prukazné lisi (P<0,05; zjisténo pomoci jednofaktorové

analyzy rozptylu a Tukeyova testu)
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Obr.11: Pramérny denni piirdstek (g.den’) potkant, krmenych dietou
s hovézim lojem (L), s 6% obsahem oleje ze svétlice barviiské (S), s 6% obsa-
hem rybiho oleje (R, komeréné dostupny Jecoris aselli oleum) a 6% obsahem
oleje z fasy rodu Schizochytrium (D) v uvedeném potadi v obdobi 22/4 — 16/6;
hodnoty znacené riznymi pismeny (a, b) se prikazné 1isi (P<0,05; zjisténo po-

moci jednofaktorové analyzy rozptylu a Tukeyova testu)

Nasim cilem bylo navozeni mirné obezity u potkant, ¢imz jsme chtéli humanné
podpofit rozvoj zanétu, resp. ateroskler6zy. Pokud nase vysledky porovname se studii
autorti Sakai a kol. (2013), dojdeme k zavéru, ze se nam podafilo navodit stav mirné
obezity. Ve zminéné studii dosahli autofi 7% nardstu hmotnosti oproti kontrolni skupi-
n¢. Ve své praci definovali odvozenim z jinych studii rozmezi naristu hmotnosti pro 2
kategorie: stfedni obezitu (10 — 25 %) a tézkou obezitu (> 40 %). Z tohoto lze usuzovat,
ze procentudlni nartst nizsi nez 10 % odpovida stavu mirné obezity. V nasem piipad¢
byl nartist hmotnosti u skupiny L roven 5 % oproti skupiné S, ktera se da povazovat za
neutralni. Tento procentudlni narist tedy odpovida mirné obezité.

Ve studii autor Yamazaki a kol (2011) neprokazali zadny vliv ptidavku rybiho
tuku v dieté na kone¢nou hmotnost potkant, ale ve studii autort Lu a kol (2011) doslo
ke snizeni zivé hmotnosti u potkanti krmenych dietou s pridavkem rybiho tuku. Nase
vysledky, Ze snizeni hmotnosti u skupiny R bylo oproti kontrole nepriikazné, se s udaji

z téchto studii shoduji.
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Naproti tomu studie autorti Fedorova-Dahms a kol. (2011a, 2011b) neprokazala
zadny vliv diety s ptfidavkem oleje ztasy rodu Schizochytrium na Zivou hmotnost
potkanti. NaSe vysledky se se zjisténim autorit Fedorova-Dahms a kol. (2011a, 2011b)
neshoduji. Ackoli vSechna uvedena krmiva obsahovala stejné mnozstvi metabolizova-
telné energie (tab. 3) a prijem krmiv nebyl u skupiny D prikazné nizsi (P>0,05, tab. 9),
doslo k prikaznému snizeni Zivé hmotnosti potkanii vlivem DHA u skupiny D (P<0,05,

tab. 9).

5.3 Stanoveny obsah mastnych kyselin v krmivu

KaZdodenni pfijem EPA a DHA byl u diety L a S minimalni. U diety R ¢inil 227,8
a 206,5 mg.kg" Zivé hmotnosti a u diety D byl 32,2 a 871,3 mg.kg" Zivé hmotnosti.
Témto dajim odpovidalo 1 stanoveni MK v krmivu (tab. 11). V dieté L byly ve velkém
mnozstvi zastoupeny kyseliny palmitova (16:0), stearova (18:0) a olejova (18:1), zatim-
co mnozstvi kyselin n-3 se bliZilo 0. Dieta S obsahovala nejvice mnoZstvi kyseliny lino-
lové (18:2), také vétsi mnozstvi kyseliny palmitové (16:0) a olejové (18:1), kyseliny n-3
byly zastoupeny ve stopovém mnozstvi. V dieté¢ R bylo naméfeno vét§i mnozstvi kyse-
lin palmitové (16:0), olejové (18:1) a linolové (18:2), ale také patrné mnoZzstvi kyseliny
eikosapentaenové (20:5) a dokosahexaenové (22:6). Vysoky obsah EPA a DHA v rybim
oleji je vSeobecné znamy. V diet¢ D byl obsah vSech MK, vyjma DHA (22:6), niz$i
oproti R. Jak vidime na grafu (obr. 12) v dietach L a S nebyl prikazny rozdil, co se ob-
sahu EPA a DHA tyce (P>0,05). Obsah EPA byl prikazné¢ vyssi v diet¢ D oproti L
a S (P<0,05). A vdieté R byl prikazné vyssi oproti D (P<0,05). Obsah DHA byl pri-
kazné vyssi v dieté¢ R oproti L a S (P<0,05). V diet¢ D byl obsah DHA priikazné vyssi
nez v R (P<0,05). Celkovy obsah EPA a DHA byl srovnatelny v dieté¢ R a D (P>0,05).

Tab. 10:  Piijem EPA a DHA v poslednim tydnu experiment. vykrmu

KAZDODENNI PRIJEM (mg.kg" Zivé hmotnosti)

EPA DHA EPA + DHA
L 0,2 0,1 0,03
S 3.4 4,5 7,9
R 227,8 260,5 488,3
D 32,2 871,3 903,5
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Tab. 11:  Obsah MK v krmivu (% podil z celk. obsahu MK)
OBSAH MK (%)
N ] ‘= N
- 3 § 3
\C; ‘§ ‘< N % 5 Q E
S S z 'S > = 8 g s
Z = S 2 S 3 = g 5
: £ 8§ ¥ E & % % 3%
= @ = 0 2 2 g
5 = =
14:0 16:0 18:0 18:1  18:2  18:3  20:5 22:5 22:6 EPA+DHA
M9 (@m6) @3) @3) @3) (n3)
L 45 275 279 337 56 08 0,0 00 00 0,0
S 05 105 29 179 65,7 1,1 04 04 0,6 1,0
R 46 182 39 263 199 43 84 25 11,9 20,3
D 44 17,5 28 21,6 19,0 1,7 2.0 1,9 29,1 31,1
Tab. 12: Obsah EPA a DHA v krmivu
OBSAH MK (mg.g™")
EPA DHA EPA + DHA
L 0,13 = 0,006 ° 1,18 0,050 ® 1,31 0,050
S 0,08 = 0,007 1,31 0,050 1,39 + 0,050
R 2,15+0,089 ° 4,37 +0,099 ° 6,52 + 0,150 °
D 0,74 + 0,030 ° 5,97 £0,310 ¢ 6,72 + 0,330 °

Pozn. Hodnoty ve sloupcich oznacené riznymi pismeny (a, b, c) se prikazné lisi

(P<0,05).
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Obr.12: Obsah (mg.g") kyseliny eikosapentacnové (EPA) a dokosahexaenové
(DHA) v krmivu, obsahujicim hovézi 1ij (L), 6 % oleje ze svétlice barvirskeé (S),
6 % rybiho oleje (R, komeréné dostupny Jecoris aselli oleum) a 6 % oleje z fasy
rodu Schizochytrium (D) v uvedeném potadi; hodnoty znacené riznymi pisme-
ny (a, b, c¢) se prikazné lisi (P<0,05; zjisténo pomoci jednofaktorové analyzy

rozptylu a Tukeyova testu)

5.4 Obsah mastnych kyselin v tukové tkani a jatrech

Obsah MK (mg.g") ve visceralni tukové tkani a v jatrech je zobrazeny v tabulkach 12
a13. Jak je vidét zgrafu (obr. 13), obsah EPA a DHA se neliSil uskupin L
a S (P>0,05), stejn¢ jako obsah EPA a DHA v krmivu u téchto skupin. Prikazné vyssi
obsah EPA byl u skupiny D oproti L a S (P<0,05) a prikkazné nejvyssi byl obsah EPA
u skupiny R (P<0,05), tyto vysledky se shodovaly u stanoveni v tukové tkani i v jatrech.
Obsah DHA se v jednotlivych tkanich lisil, az 5 x vice DHA bylo naméfeno v tukové
tkani. Obsah DHA byl prukazné nejvyssi u skupiny D (P<0,05) oproti ostatnim skupi-
nam L, SaR. Celkovy obsah EPA + DHA v jatrech odpovidal obsahu EPA + DHA
v krmivu. Naopak v tukové tkani byl prukazny rozdil v celkovém obsahu EPA + DHA
mezi skupinami R a D (P<0,05).
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Tab. 13:  Pramérny obsah MK (mg.g™) ve visceralni tukové tkani
L S R D
myristova 14:0 19,52 +0,28 11,02+0,72 17,73+0,21 17,17+0,32
palmitova 16:0 164,56 £ 1,80 139,94 +£3,96 166,17+ 1,18 162,96 + 1,75
stearova 18:0 51,26 +£0,90 37,77+0,97 41,28+0,37 39,52+0,72
olejova 18:1 (n-9) | 337,96 +4,13 261,82 +5,03 315,90+2,55 293,27 +4,20
LA 18:2 (n-6) 79,27 + 1,89 244,10+ 5,53 153,51 £2,24 150,98 £2,58
ALA 18:3 (n-3) 7,11+0,12 11,30+ 0,32 14,96+0,14 14,24+0,14
AA 20:4 (n-6) 0,91 £0,07 3,57+0,15 1,91 £ 0,08 4,08 0,20
EPA 20:5 (n-3) 0,09 + 0,01 0,16 £0,01 4,03 +0,19 1,29 + 0,07
DPA 22:5 (n-3) 0,29 + 0,02 0,66 + 0,04 3,64 £0,19 1,97 £0,10
DHA 22:6 (n-3) 0,41 + 0,04 1,08 £ 0,06 9,39+£0,48 30,98 +1,17
EPA + DHA 0,50 £+ 0,04 1,24+0,06 12,42+0,64 32,27+1,22
celkem 662,23 £4,47 712,18 £8,31 729,32+3,34 717,23 +8,26
Tab. 14:  Pramémy obsah MK (mg.g™) v jatrech
L S R D
myristova 14:0 0,46 + 0,03 0,19 +£0,01 0,31 £0,01 0,30 £ 0,01
palmitova 16:0 9,80 + 0,48 8,41 +0,32 9,57+ 0,17 9,30 £0,17
stearova 18:0 4,64 +£0,13 4,50 +£0,12 4,71 £ 0,09 4,36 +£ 0,08
olejova 18:1 (n-9) 12,98 +£ 0,91 5,87 +0,37 7,30 £0,19 5,99 + 0,29
LA 18:2 (n-6) 4,10+0,17 13,98 £0,82 7,62 +0,18 6,00 £0,16
ALA 18:3 (n-3) 0,24 + 0,01 0,36 = 0,03 0,47 £0,02 0,39 £0,02
AA 20:4 (n-6) 2,84 +0,07 6,42+ 0,15 2,65+ 0,06 5,70+£0,10
EPA 20:5 (n-3) 0,13 +£0,01 0,07 £ 0,01 2,15+0,09 0,74 £0,03
DPA 22:5 (n-3) 0,25+ 0,02 0,27 £ 0,04 1,38 £ 0,04 0,48 £ 0,03
DHA 22:6 (n-3) 1,18 £ 0,04 1,31 £0,06 4,37 +0,10 5,98 £0,33
EPA + DHA 1,31 £0,04 1,38 £ 0,06 6,52 + 0,15 6,72 £0,35
celkem 36,63 +4,47 41,39+831 40,58+0,74 39,28 £ 0,95

Pozn. Zvyraznéné hodnoty v tabulkach 13 a 14 jsou znazornény v grafu (obr. 13).
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Obr.13: Obsah (mg.g") kyseliny eikosapentaenové (EPA) a dokosahexaenové
(DHA) ve visceralni tukové tkani a jatrech potkanti, krmenych dietou s hovézim
lojem (L), s 6% obsahem oleje ze svétlice barviiské (S), s 6% obsahem rybiho
oleje (R, komer¢né dostupny Jecoris aselli oleum) a 6% obsahem oleje z fasy
rodu Schizochytrium (D) v uvedeném potadi; hodnoty znacené rliznymi pisme-
ny (a, b, c) se prikazné 1i8i (P<0,05; zjiSténo pomoci jednofaktorové analyzy

rozptylu a Tukeyova testu)

Ackoliv jsou jatra zasobarnou tuki, vét§i mnoZstvi mastnych kyselin se uklada
v tukové tkani, coz je také patrné z grafu (obr. 13). Obsah MK ve visceralni tukové tka-
ni u skupiny R a D odpovida obsahu mastnych kyselin ptijimanych v krmivu R a D.
V jatrech se u téchto dvou skupin celkové ukladalo méné mastnych kyselin, nejvétsi

rozdil byl v obsahu DHA.

5.5 Hodnoty glykémie

Z grafu (obr. 14) Ize vycist, ze koncentrace glukdzy v plazmé byla prikazné snizend
u potkani krmenych dietou D (P<0,05). U potkanti skupiny S a R bylo snizeni kon-

centrace glukdzy v plazmé neprikazné (P>0,05).
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Obr. 14:  Koncentrace glukozy v plazm& (mmol.1") u potkantl, krmenych dietou
s hovézim lojem (L), s 6% obsahem oleje ze svétlice barviiské (S), s 6% obsa-
hem rybiho oleje (R, komer¢né dostupny Jecoris aselli oleum) a 6% obsahem
oleje z tasy rodu Schizochytrium (D) v uvedeném potadi; hodnoty znacené ruz-
nymi pismeny (a, b) se prukazné 1isi (P<0,05; zjisténo pomoci jednofaktorové

analyzy rozptylu a Tukeyova testu)

Hladina glykémie souvisi s obezitou, proto jsme predpokladali, ze dojde ke snizeni
koncentrace glukozy v plazmé u potkanti krmenych dietou S, R a D oproti potkaniim ze
skupiny L. Tento ptedpoklad byl potvrzen. Obdobnych vysledkt bylo dosazeno i ve
studii autort Sakai a kol. (2011), kde dosSlo ke snizeni koncentrace glukozy o 10 %
vzhledem ke kontrole, nebo ve studii autorti Yamazaki a kol (2011), kde byla zjisté-
na tendence ke snizeni koncentraci gluk6zy u normalnich 1 obéznich potkanti, krmenych
rybim olejem. A ve studii autortt Ghibaudi a kol. (2011) se prokazatelné zvysila koncen-
trace glukdzy u potkand, kteti byli krmeni dietou s vysokym obsahem veprového sadla.
Tomuto zjiSténi odpovida nami namétfena vysoka hladina gluk6zy u potkanti krmenych

hovézim lojem (tj. dieta L).

5.6 Exprese vybranych genii

Z vybrané skupiny genl byl jako vhodny referenéni gen uréeny ACTB, ktery vykazoval
nejvetsi stabilitu (obr. 15). Tento gen je tedy mozné vyuzit v rovnici pro vypocet geno-

vé exprese.
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Obr. 15:  Stabilita referencnich genti

Relativni exprese genu PPARy v jatrech byla u potkani krmenych dietou L skoro
o polovinu vétsi (tab. 15). Jak lze vidét v grafu (obr. 16), relativni exprese genu PPARY
méla mirnou tendenci se zvySovat u potkanti, krmenych dietou S a R (P>0,05), zatimco

u potkant s dietou D byla exprese genu PPARYy prukazné vyssi (P<0,05).

Tab. 15:  Relativni genova exprese PPARy
Cr hodnota Cr hodnota Gen. exprese Rel. genova
ACTB PPARy (qbase+t) exprese (%)
L 16,2 +0,18 25,90+ 0,16 0,912° 100£15°
S 16,0 £0,17 25,58 +£0,13 0,981 ° 108+17°%
R 16,1 £0,18 25,52 +0,12 1,000 * 110£12°
D 15,9 0,15 25,03+0,13 1,357° 149+£19°

Pozn. Hodnoty ve sloupcich oznacené riiznymi pismeny (a, b) se prukazné 1isi (P<0,05).
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Obr. 16:  Relativni gen. exprese PPARy (%) upotkand, krmenych dietou
s hovézim lojem (L), s 6% obsahem oleje ze svétlice barviiské (S), s 6% obsa-
hem rybiho oleje (R, komeréné dostupny Jecoris aselli oleum) a 6% obsahem
oleje z tasy rodu Schizochytrium (D) v uvedeném poftadi; hodnoty znac¢ené rtuz-
nymi pismeny (a, b) se prukazné lisi (P<0,05; zjisténo pomoci jednofaktorové

analyzy rozptylu a Tukeyova testu)

Nasim cilem bylo zjistit, zda rybi olej (EPA) a olej z tasy Schizochytrium (DHA)
maji vliv na expresi genu PPARy u potkanti. Pomoci qPCR jsme zjistili, Ze olej z fasy
Schizochytrium ma prikazny vliv na expresi PPARy (P<0,05), zatimco rybi olej mél
pouze tendenci expresi PPARy zvySovat (P>0,05). Nase vysledky se shoduji s udaji,
které byly dosazeny v obdobnych studiich. Ve studii autori Gonzélez-Périz a kol.
(2009) byl zkouman vliv n-3 nenasycenych mastnych kyselin na inzulinovou rezistence
a jaterni steatozu u obéznich mysi (0b/ob). Jedinci v experimentalni skuping byli krmeni
dietou s 6% obsahem n-3 PUFA. Vysledkem studie byl prikazny vliv na zvySeni expre-
se v tukové tkani (P<0,05) iv jatrech (P<0,005) u mysi, kterym byly injikovany n-3
MK, oproti kontrole. Také ve studii autorti Draper a kol. (2011) byl zkouméan vliv EPA
a DHA na expresi PPARy v mysich dendritickych bunkach. Dendritické bunky vystavili
mimo jiné pusobeni EPA (25 uM) a DHA (25uM) na 1 den. Po provedeni pokusu zjisti-
li, zZ2 EPA 1 DHA prukazné zvySuje expresi PPARy (P<0,05 a P<0,001). Dalsi studie
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autort Oster a kol. (2010) pak zkoumala vliv DHA a EPA na adipocyty (3T3-L1). Stu-
die zjistila vysoce prikazny vliv DHA na zvySeni exprese PPARy (P<0,01), zatimco
EPA m¢éla pouze tendenci zvySovat expresi PPARy. Studie autort Murali a kol. (2014)
rozvedla ptredchozi studii autorti Oster a kol. (2010) a zkoumala vliv EPA a DHA na
preadipocyty (3T3-L1). Buitky béhem diferenciace byly inkubovany v médiich s EPA
(50 uM), DHA (50 uM) nebo EPA + DHA (30 uM + 20 uM). Vysledkem pokusu bylo
zjisténi, ze u EPA, DHA 1 EPA + DHA doslo k prikaznému zvySeni exprese PPARy
oproti kontrole (P<0,001).

ZvySena exprese genu PPARy u skupiny D v ptedkladané diplomové praci kore-
spondovala 1 se zjiSténim zvySené hladiny plazmatického adiponektinu (coz bylo pted-
métem jiné Casti experimentu). To souhlasi s daty ziskanymi ve studii autort Lefils
a kol. (2010), ktera ukazuje, Ze DHA neovliviiuje hladinu adiponektinu v buiikach tuko-
vé tkan€ u mysi, ale prikazné zvySuje hladinu plazmatické¢ho adiponektinu.

V ramci naseho experimentu se zkoumala 1 genova exprese dalSich genli — AdipoR1,
AdipoR2 a GPRI120. Jak vidime na grafu (obr. 17), relativni genova exprese genu Adi-
poR1 byla prikazné snizena u potkanti s dietou R a D (P<0,05), u diety S m¢la genova
exprese AdipoRI mirnou tendenci se zvySovat (P>0,05). Také relativni genova exprese
genu AdipoR?2 byla priikazné snizena u potkant s dietou S, R a D (P<0,05). Genova
exprese genu GPRI20 méla tendenci se sniZzovat u potkanl s dietou R a D. Zatimco

u potkant s dietou S byla genova exprese GPR 120 prokazateln¢ vyssi (P<0,05).
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Obr. 17:  Relativni genova exprese AdipoRI1, AdipoR2, GPRI120, PPARy (%)
u potkanti, krmenych dietou s hovézim lojem (L), s 6% obsahem oleje ze svétli-
ce barvitské (S), s 6% obsahem rybiho oleje (R, komeréné dostupny Jecoris
aselli oleum) a 6% obsahem oleje z fasy rodu Schizochytrium (D) v uvedeném
potadi; hodnoty zna¢ené riznymi pismeny (a, b) se prikazné 1isi (P<0,05; zjis-

téno pomoci jednofaktorové analyzy rozptylu a Tukeyova testu)

Podrobnéji se genové expresi téchto genti vénuje ve své diplomové praci kolegyné
Bc. Nikola Zamazalova, ja jsem provedla jen zbézné hodnoceni. Pokud porovname rela-
tivni expresi vSech gent, je patrné, ze dieta D (DHA) zvysila pouze expresi genu
PPARy. Relativni expresi ostatnich genl dieta D prikazné snizila. Dieta R (EPA) méla
tendenci zvysit jen expresi PPARy, u genti pro adiponektin (AdipoR1 a AdipoR?2) expre-
si prikazné snizila a expresi genu GPRI20 m¢la tendenci snizovat. Jelikoz neexistuji
podobné studie je porovnani s jejich vysledky nemozné. Ackoli n-3 PUFA po navazani
na receptory GPR120 (YOUNG OH A KOL. 2010) AdipoR1 a AdipoR2 (FLOCK A KOL.
2013) maji protizanétlivy ucinek, jejich efekt na expresi genu je neprobadanou oblasti

a zajimavou pfilezitosti pro védce.
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6 ZAVER

Moje diplomova prace byla zamétend na vliv polynenasycenych mastnych kyselin n-3
na expresi gent, které hraji roli vrozvoji zanétu a kardiovaskularnich onemocnéni.
V teoretické Casti jsem se soustfedila na vymezeni pojmu lipidii a mastnych kyselin,
jejich klasifikaci, metabolizmus a biologické funkce. Déle jsem probrala vliv polynena-
sycenych mastnych kyselin na zdravi clovéka a formulovala jsem zanét
a kardiovaskularni onemocnéni. Podrobné jsem se zaméfila na vliv polynenasycenych
mastnych kyselin na expresi genti,které ovliviiuji rozvoj zanétu a aterosklerdzy. Také
jsem charakterizovala analytické metody, které jsme vyuzili pro stanoveni obsahu mast-
nych kyselin, a metody molekuldrni biologie, pomoci kterych jsme detekovali
a kvantifikovali exprese genil. V praktické ¢asti jsem stanovila obsah mastnych kyselin,
hladinu glykémie a sledovala jsem exprese vybranych gent, hl. PPARYy.

Ma diplomova prace byla soucésti projektu (financovaného Interni grantovou agen-
turou AF MENDELU), jehoZ cilem bylo ovétit hypotézu o potencialu DHA jako nutri-
ceutika schopného zabrénit v dostatetn¢ dlouhém casovém intervalu navozeni stavu
mirného chronického zanétu v organizmu, tj. funkce DHA sniZit riziko vzniku atero-
sklerozy (kardiovaskuldrniho onemocnéni) dietdrni intervenci. Ovéfit, ze DHA je
v tomto procesu ucinnéjsi neZ EPA. Konkrétné mym tkolem bylo ovétit hypotézu, Ze
DHA zvySuje expresi genu PPARYy.

Jako modelovy organizmus pro pokus byl vybrany laboratorni potkan (Rattus nor-
vegicus), kterého jsme krmili zédkladni krmnou smési s 6% ptidavkem oleje fasy rodu
Schizochytrium (DHA), resp. 6% ptidavkem rybiho oleje (EPA). Po 14 tydnech vykrmu
potkanti, jsme zjistili, Ze DHA prokazateln¢ snizila hmotnost potkani (P<0,05), ale
v pifjmu krmiva nebyl mezi jednotlivymi skupinami pozorovan prikazny rozdil
(P>0,05). Obsah mastnych kyselin ve visceralni tukové tkani a jatrech odpovidal obsahu
mastnych kyselin pfijimanych potkany v krmivu. V jatrech byl obsah mastnych kyselin
niz$i nez ve viscerdlni tukové tkani. Dieta s obsahem DHA také prikazné snizila hladi-
nu glukozy v plazmé (P<0,05), coZ potvrzuje ptiznivy u¢inek na organizmus ¢lovéka,
jelikoz vysoké koncentrace glukdzy maji za nésledek rozvoj diabetu mellitu. V piipadé
EPA se takovy vliv na sniZeni gluk6zy v plazmé neprokdzal, coz podporuje domnénku,
ze DHA je obecné G¢innéjsi nez EPA.

Exprese genu PPARy se u potkantl, krmenych smési s 6% obsahem oleje z fasy ro-

du Schizochytrium, prukazné zvysila (P<0,05). Podafilo se mi tedy potvrdit hypotézu, ze
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suplementace DHA zvySuje expresi tohoto genu. Naproti tomu u potkanti, krmenych
smési s ptidavkem rybiho oleje, se exprese gend v podstaté nezvysila (P>0,05). Tento
jev lze vysvétlit jediné nevyhodnym pomérem EPA a DHA v rybim oleji, coz je zaji-
mavym podnétem pro dal§i zkoumani. Z dostupné literatury jsme se dozvéd¢eli, ze zvy-
Seni exprese genu PPARy je zddouci a podporuje protizdnétlivé procesy v organizmu,
zatimco inhibuje transkripéni faktor NF-xB, ktery ma na svédomi zanétlivé procesy
organizmu, které vedou k rozvoji ateroskler6zy. DHA tedy prokazateln¢ zvySuje expresi
PPARy, ¢imz splituje predpoklad, Ze pomahd pfedchazet rozvoji aterosklerozy. Co se
u¢innosti DHA vs. EPA tyka, vptipadé genu PPARy jsme hypotézu potvrdili.
U ostatnich gent (GPR120, AdipoR1 a AdipoR?2) se vys§i u€innost DHA neprokézala,
spiSe naopak.

Zavérem naseho experimentu lze tedy konstatovat, ze u genu PPARy jsme byli
schopni hypotézu potvrdit. Co se ostatnich gent tyce, nelze hypotézu stoprocentné po-
tvrdit, a proto by bylo vhodné se dané problematice dal vénovat a provadét dalsi expe-
rimenty, napf. zvySit ddvku EPA a DHA v krmivu nebo zménit pomér téchto mastnych

kyselin v krmivu.
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