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Abstrakt

Obezita je tizce spojena s rozvojem inzulinové rezistence, ektopickym ukladanim tuku
Vv jatrech a svalech, jaterni steatozou a diabetem 2. typu. Tukova tkan obéznich jedincd
produkuje zvysené mnozstvi adipokint, které se podileji na vzniku inzulinové rezistence, a
zaroven do tukové tkané infiltruji makrofagy zplsobujici mirny chronicky zanét. Benefi¢ni
ucinky na troven zanétu v tkani a na metabolizmus lipidd a cukri v organismu maji n-3
polynenasycené mastné kyseliny (n3-PUFA).

Vyzkum negativnich disledkli obezity a moznost zlepSeni téchto dopadii probiha i na
laboratornich zvifatech. Vlivem podavani diet s vysokym podilem tuku je u nich indukovana
obezita a dale jsou definovany dopady obezity na metabolizmus. Ve své diplomové praci jsem
zkoumala vliv rliznych vysokotukovych diet a diety obsahujici n-3 polynenasycené mastné
kyseliny na homogenitu tukovych dep z hlediska velikosti bunék a mnoZstvi zdnétu v tukové
tkani. Dale jsem pozorovala rozvoj obezity v case v zavislosti na délce podavani

vysokotukové diety.

Metody: Intraperitonealni glukdézovy toleranéni test (IPGTT), oralni glukdézovy toleranéni
test (OGTT), stanoveni mnozstvi lipidovych metaboliti v plazmé, stanoveni triacylglycerolii
Vv jatrech a tukové tkani, stanoveni mnozstvi DNA V jaterni a tukové tkani, histologické
stanoveni velikosti adipocyti, imunohistochemické stanoveni mnoZstvi infiltrovanych

makrofagii v tukové tkéni, barveni tukovych kapének Vv histologickych fezech jaterni tkan¢.

Vysledky: U mysi kmene C57BL/6J dieta s piidavkem n-3 PUFA ve srovnani s kontrolni
vysokotukovou dietou snizovala télesnou hmotnost, hmotnost tukovych dep a jater. Dieta
s n3-PUFA také u mysi sniZzovala hladinu inzulinu, triacylglyrolii, cholesterolu i volnych
mastnych kyselin v plazmé. Na urovni mnozstvi triacylglyceroli a DNA v tkani jsem
prokazala uniformitu tukovych dep u obou pouZitych diet.

Dale jsem definovala G¢inek diety s vysokym obsahem tukii a sachar6zy na rozvoj
adipozity jednotlivych tukovych dep a rozvoj jaterni stetézy. Neprokazala jsem korelaci mezi
velikosti bun€k a vyvojem zanétu v GON, DL ani MEZ depu. Prokazala jsem uniformitu
tukovych dep na Grovni velikosti adipocyttl a také na urovni infiltrace makrofagu do tukové

tkané.

Klicova slova: obezita, anatomické ulozeni tuku, zanét, inzulinova rezistence



Abstract

Obesity is closely releated to insulin resistance development, ectopic fat accumulation
in the liver and skeletal muscles, liver steatosis and type 2 diabetes mellitus. Adipose tissue of
obese subjects produces increased quantity of adipokines, which are involved in development
of insulin resistance, and in the same time macrophages causing low-grade inflammation are
infiltrating into adipose tissue. Long-chain polyunsaturated fatty acids of the n-3 series have
beneficial effects on adipose tissue inflammation and lipid and carbohydrate metabolic
pathways in organism.

There is lot of research ongoing on laboratory animals on negative consequences of
obesity and possible improvement. Obesity is induced by diet with high fat content and the
consequences are evaluated. | have analysed the influence of different high fat diets and a diet
with long-chain polyunsaturated fatty acids of the n-3 series on homogeneity of adipose
depots in the cell size and the level of inflammation. | observed gradual development of

obesity due to administration of high fat diet to laboratory animals.

Methods: Intraperitoneal glucose tolerance test (IPGTT), oral glucose tolerance test (OGTT),
assessment of lipid metabolites in blood, assessment of triacylglycerols in the liver and in the
adipose tissue, assessment of DNA in the liver and in the adipose tissues, adipocyte size and

inflammatory status of adipose tissue, assessment of liver histology

Results: | proved beneficial effects of high fat diet including n3-PUFAs on body weight of
mice of the C57BL/6J strain, weight of adipose depots and weight of liver. The diet with n-3
PUFAs reduced level of insulin, triglycerides, cholesterols and free fatty acids in the plasma. |
proved the uniformity in the amount of DNA and triglycerides in the adipose depots.

In the second experiment | defined effect of diet containing high amount of fat and sucrose on
development of adiposity in the adipose depots and the development of liver steatosis. | have
not proved correlation between adipocyte size and inflammatory status of gonadal,
dorsolumbal and mesenteric adipose depots. | have proved uniformity of adipocyte size and

inflammatory status in the adipose depots.

Key words: obesity, anatomical deposition of adipose depots, inflammation, insulin

resistance
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Seznam zkratek

ABC
ACC

ADD1/SREBP
AdipoR 1,2
ADP
AMPK
ATP
ATGL
BMI
C/EBP
cCAMP
CETP
CLS
CTP-1,2
DAB
DAG

DL

DRP1

ER
FADH2
FAS

FBG

FBI

FFA

FIS1
GLP-1
GLUT 2,4
GON
GTT

HDL

avidin-biotin komplex

acetyl-CoA-karboxylaza

z anglického “adipocyte determination and differentiation factor 1/sterol
regulatory element- binding protein-1c”

adiponektinovy receptor 1,2

adenosindifosfat

5’adenosin-monofosfatem aktivovana proteinkinaza
adenosintrifosfat

adipocytarni lipaza triacylglycerolt

index télesné hmotnosti (z anglického ,,body mass index*)
CCAAT-zesilujici vazebny protein

cyklicky 5"adenosin-monofosfat

cholesterol-ester prenasecovy protein

struktura podobna koruné (z anglického “crown like structure”)
karnitin palmitoyl transferaza 1, 2

3,3-diaminobenzidin tetrachlorid

diacylglycerol

dorzolumbalni tukové depo

dynaminu podobny protein 1

endoplazmatické retikulum

redukovany flavin adenin dinukleotid

syntaza mastnych kyselin (fatty acid fynthase)

glykémie nala¢no (fasting blood glucose)

inzulin nala¢no (fasting blood inzulin)

volna mastna kyselina (free fatty acid)

Stépici protein 1 (z anglického fission protein 1)
glukagonu podobny protein 1

glukozovy pienalec 2, 4 (Glucose Transporter 2, 4)
gonadalni tukové depo

gluko6zovy tolerancni test

lipoprotein s vysokou hustotou (z anglického high-density lipoprotein)
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HFD
HFD+F

HOMA-IR
HSD
HSL

CH
CHE
IDL
IL1-10
IPGTT
IR
LCAT
LDL
LFD
LPL
M1, 2
MAG
MEZ
MFN1, 2
MGC
MS
NADH
NF-xB
OGTT
OPAl
PBS
PKA

PL

PPAR-a, v
REML
SH2

dieta s vysokym podilem tuku (z anglického high fat diet)

HFD dieta obohacena koncentratem z rybiho oleje (High Fat Diet+ Fish)
Homestaticky model pro ur¢eni inzulinové rezistence (z anglického Homeostasis
Model of Assessment- Insulin Resistance)

dieta s vysokym obsahem sachar6zy (High sucrose diet)

hormon senzitivni lipaza (z anglického Hormone-sensitive lipase)
cholesterol

choresterylester

lipoprotein se stiedni hustotou (z anglického Intermediate-density lipoprotein)
interleukin 1 - 10

intraperitonedlni gluk6zovy toleran¢ni test

inzulinova rezistence

lecitin-cholesterolacyltransferaza

lipoprotein s nizkou hustotou (z anglického Low density lipoprotein)
nizkotukova dieta (z anglického Low Fat Diet)

lipoproteinlipaza (z anglického Lipoprotein lipase)

makrofag typu 1, 2

monoacylglycerol

Mezenterické tukové depo

mitofusin 1, 2

mnohojaderna giganticka bunka (z anglického Multinucleate Giant Cell)
metabolicky syndrom

nikotinamid adenin dinukleotid

z anglického nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells
oralni gluk6zovy toleran¢ni test

z anglického opticatrophy 1

fosfatovy pufr

proteinkinaza A

fosfolipid
jaderné receptory aktivované proliferatory peroxizomu (z anglického
Peroxisome Proliferator Activated Receptor - a, v)

resistinu podobné molekuly a a 8

z anglického Src Homology 2
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SOCS-3
T2DM
TAG
TNFa
UCP
VLDL

z anglického suppressor of cytokine signaling 3

diabetes mellitus 2. typu (z anglického Type 2 Diabetes Mellitus)
triacylglycerol

nadory nekrotizujici faltor r a

odptahujici protein (z anglického Uncoupling Protein)

lipoprotein s velmi nizkou hustotou (z anglického Very low-density lipoprotein)
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1. Uvod

Obezita je stav, kdy energetické zdsoby v tukové tkani prevysi fyziologické moznosti
uskladnovani a poskozuji zdravi. Obezitou trpi zna¢na cast dnes$ni populace. Vyskytuje se
nejen u stfedni a star§i generace, ale projevuje se jiz 1 u Skoldkli ba dokonce predskolaki.
Obezita je vnimana jako celosvétovy problém. Radi se k nejéastj§im onemocnénim jak
v Ceské republice, tak i ve viech pramyslové vyspélych zemich svéta. Ve zdravotnictvi a
ekonomice zaujima vyznamné misto, protoze ndklady na lécbu obezity a s ni spojenymi
komplikacemi vyznamné ptispivaji k finanénim nékladiim zdravotnictvi.

Obezita je komplexni onemocnéni zpisobené interakci genetickych faktorti a faktort
prostiedi. Vznik obezity je z velké ¢asti podminén zménami Zivotniho stylu, které se projevuji
vyraznou pievahou energetického pfijmu nad energetickym vydejem, coz je dano snizenou
fyzickou aktivitou a nadmérnou konzumaci kaloricky bohaté stravy.

Typickym rysem je hromadéni tuku v organizmu. Lipidy a jejich metabolity se
ukladaji v tukové tkani, ale mohou se ukladat i ektopicky, tzn. 1 v dalSich organech jako jsou
jatra, slinivka nebo sval. Obezita muze piispét k rozvoji jaterni steatozy. Jaterni burika
(hepatocyt) je schopna ukladat zasobni latky, vcetné lipidi. Pii zvySeném obratu mastnych
kyselin v organismu a piekroCeni ulozné kapacity lipidd v tukové tkani, dochazi
k ektopickému ulozeni lipidovych ¢astic do jater, coz vede k poSkozeni a naruSeni jejich
funkce a vzniku jaterni steatdzy.

Obezita mtize byt uzce spojena s dalsimi metabolickymi poruchami, které se souhrnné
nazyvaji metabolicky syndrom. Metabolicky syndrom je rizikovym faktorem ateroskler6zy,
ktera muze vést k infarktu myokardu ¢i mozkové mrtvici. Za patofyziologicky podklad
metabolického syndromu byva povazovana inzulinova rezistence doprovazena morbidnim
ektopickym ukladanim lipidi, a visceralni obezita.

Inzulinové rezistence se projevuje snizenou schopnosti tkané vyuzivat glukdzu skrze
inzulinovou signalizacni drdhu. Pro zajisténi glukézové homeostaze se organismus v prvni
fazi snazi kompenzovat tento d¢j zvySenim sekrece inzulinu. Ov§em zvySena koncentrace
inzulinu nesta¢i dlouhodob¢ zajiStovat jeho ucinek a snizené plisobeni inzulinu vede
k zvySené glukoneogenezi a glykogenolyze v jatrech a ke snizenému vychytavani glukozy ve
svalové a tukové tkani. Dlouhodoba hyperglykémie vede k poSkozeni slinivky bfiSni a
snizené sekreci inzulinu. Nasledkem je vznik diabetu 2. typu.

Stejné jako pro porozuméni a objasnéni vzniku dal$ich patofyziologickych abnormalit,

poruch a nemoci, tak 1 pfi studiu obezity hraji vyznamnou roli nejriznéjsi modelové
12



organismy. V praxi se vyzkumy provadi na laboratornich hlodavcich, nej¢astéji na potkanech
(Rattus norvegicus) a mysich (Mus musculus). Pro experimentalni studie bylo vyslechténo
Siroké spektrum mysich linii (kment), které se 1iS§i nachylnosti ¢i odolnosti vici obezité.
Napriklad ndmi pouzivany kmen C57BL/6J je vysoce nachylny k obezit¢ vyvolané dietou
s vysokym podilem tuku (HFD). Cilem studii na kmenech s odlisnym genetickym pozadim je
ziskani vysledkd a dat, které by bylo mozné vyuzit v klinické praxi pro 1é¢bu obezity a s ni

souvisejici poruchy metabolismu.
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2. Literarni prehled

1. Tukova tkan

Tukova tkan je specializovany typ vaziva, ve kterém jsou nejhojnéji zastoupeny
tukové buiky (adipocyty). Adipocyty pochdzeji z mezenchymalnich kmenovych bungk, které
se nejprve preméni na adipoblasty, buiky s relativné velkym jadrem a minimalnim
mnozstvim lipidi. Adipoblasty proliferuji a jsou ptitomny cely Zivot. Jejich diferenciaci
vznikaji preadipocyty, jez na zaver zraji v adipocyty. Preadipocyty ani adipocyty neproliferuji
a vyznacuji se pritomnosti intracelularnich tukovych kapének (Loffler and Hauner 1987).
Tukova tkan obsahuje zralé adipocyty a stromavaskularni frakei, kterd zahrnuje preadipocyty,
endotelidlni bunky, fibroblasty, nervova zakonceni a buiiky imunitniho systému (Hauner, et
al. 1989).

Zrani adipocytl a S tim spojené zmény v metabolismu téchto bun€k jsou fizeny fadou
transkripcnich faktorti. Mezi nejvyznamnéjsi transkripéni faktory regulujici metabolizmus
tukové tkané patii jaderné receptory zrodiny PPAR (peroxisome proliferator activated
receptor), jejichz aktivita je fizena vazbou ligandli — mastnych kyselin a jejich metabolitd.
Dilezitym transkripénim faktorem je PPAR-y, ktery mimo jiné reguluje expresi gent
zapojenych do adipogeneze. Na PPAR-y se vazi latky uzivané jako antidiabetika,
thiazolidindiony (glitazony) (Greenberg and Obin, 2006). Dal$im dulezitym faktorem je
PPAR-a, ktery kontroluje lipidovy metabolizmus a homeostazi krevni glukézy v jatrech,
svalech a dalSich tkanich (Lefebvre et al., 2006). PPAR-a se mimo jiné vyznamné podili na
expresy genl kodujicich enzymy, umoznujicich  transport mastnych kyselin pies
mitochondrialni membranu a B-oxidaci (Kersten et al., 2000). V diferenciaci adipocyti a
indukci lipogennich enzymu hraji dalezitou roli transkrip¢éni faktory z rodiny C/EBP a
ADD1/SREBP (Horton et al., 2002), jejichz inhibice mtize vést k nedostate¢nému rozvoji
tukové tkan¢ (Morrison and Farmer, 2000).

Tukova tkan je u lidi vyvinuta jiz pfed porodem a béhem zivota méni své rozlozeni
(Shimokata et al., 1989), zatimco u mysi se tvoii az po porodu. Rozdily v rozloZeni a
mnozstvi tuku mizeme pozorovat u muzl i Zen. U muzl tukové tkan predstavuje 15-20 %
télesné hmotnosti, u Zen 20-25 %. Obecné rozliSujeme muzsky typ postavy (androidni, typ

jablko), kde je tuk uloZen pievazné v oblasti bficha a v pase a zensky typ postavy (gynoidni,
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typ hruska), kde je tuk uloZen nejvice v oblasti hyzdi a stehen (Ross et al., 1994). Toto
rozdéleni postav neni striktn¢ dané pohlavim. Rizikovym faktorem je visceralni obezita muzi
i zen, ktera souvisi s vyS$im rizikem vzniku kardiovaskuldrnich onemocnéni a diabetu
(Ravussin and Amisth, 2002).

Tato tkan hraje zasadni roli v regulaci homeostaze lipidi. Po jidle pfi kalorickém
dostatku vstfebava a uklada lipidy a b&hem hladovéni zajistuje potifebnou energii pro
fungovani organismu. Pokud ovSem dojde k ptekroceni pufrovaci kapacity tukové tkang,
zacnou se lipidy ukladat mimo tuto tkén. Ulozeni velkého mnozstvi lipidt mimo tukovou tkan
(ektopické ukladani tuku) mize vést k apoptoze bunck ¢i dysfunkei celé postizené tkané

(Ravussin and Amisth, 2002).

1.1. Typy tukové tkané a jejich funkce
V organismu je tukova tkan z pohledu fyziologie a morfologie rozdélena na dva typy-

bilou a hnédou tukovou tkan (Hollenberg et al., 1970).

Obr.1: Adipocyt bilé (A) a hnédé tukové tkané (B), N-

jadro, L - tukova kapénka, M - mitochondrie. Pfevzato
a upraveno (Villarroya et al., 2005).

1.1.1. Bila tukova tkan

Nézev této tkané se odviji od makroskopického zbarveni zminovaného typu tkané.
MiiZzeme nalézt Sirokou $kalu zabarveni- od bilé az po tmavé Zlutou (dano sloZzenim potravy).
Zluté zabarveni je zptisobeno mnozZstvim karotenoidii rozpusténych v adipocytech.

Adipocyt bilé tukové tkané je buiika s centrdlné uloZenou kapénkou, ktera obsahuje
pfevazné triacylglyceroly (TAG) a zaujima az 90 % objemu buiky (Cinti, 2012). Centralni
tukova kapka tlaci jadro, buné¢né organely a cytoplazmu k plazmatické membrané. Adipocyt
je unilokularni bunka, v niZ je centrdlni kapénka céastecné obalena perilipinem. Pramér
adipocytil je obvykle 50- 150 um.
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Bila tukova tkan se obvykle v zavislosti na lokalizaci a také podle metabolické aktivity
u lidi déli na visceralni (atrobni) a subkutanni (podkozni). Visceralni tuk obklopuje vnitini
organy a zahrnuje omentalni (u Zaludku a pobfiSnice), mezenterické (u stiev),
retroperitonedlni (obklopujici ledviny), gonadalni (obklopujici pohlavni organy) a
perikardidlni (u srdce) tukové depo. Visceralni tukova depa jsou metabolicky aktivné;jsi a
mohou ptedstavovat vyssi riziko vyvoje kardiovaskularnich onemocnéni a T2DM. Bylo
pozorovano, ze zastoupeni visceralni tukové tkané oproti subkutanni tukové tkani pozitivné
koreluje s rozvojem inzulinové rezistence (Bjorndal et al., 2010).

Tukova depa u mysi jsou také rozdélena na visceralni a subkutanni tuk. Konkrétni
rozdéleni tukovych dep je zakresleno na obr. 2 viz niZe. V této praci jsem na mysich
zkoumala tf1 tukova depa: depo gonadalni (GON), které obaluje vnitini pohlavni organy v
btis$ni duting, depo dorzolumbalni (DL), které se nachazi v dolni ¢4sti zad a prechazi k tfiselné

uzlin€ a tukové depo mezenterické (MEZ), které obklopuje stfeva (obr. 2).

a- Cervikalni

b- Axialni
Predni c- Interskapularni
subkutanni - (BAT)
depa d- DL

. Visceralnidepa e- Inguinalni

f-  Glutealni
Zadni AE - g MEZ
subkutanni h- Mediastinické
depa i- retroperitoneal

j- GON

k- Perirenalni

|- intramuskularni

Obr. 2: Tukova depa u mysi, pfevzato a upraveno (Steel et al., 2005).

Zatimco jatra a svaly zajiStuji spiSe pohotovostni energii ve formé glykogenovych
zasob, bild tukova tkan je mistem tvorby zasob uloZenych ve formé triacylglyceroli. K
uskladnéni lipidi z krevniho fecisté¢ dochazi po jidle (v kalorickém nadbytku), a béhem

hladovéni (po vycCerpani glykogenovych zasob) jsou mastné kyseliny opét uvolnény zpét do
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krve a transportovany k patficnym tkanim. Timto zplsobem ovliviiuje tukova tkan hladiny

mastnych kyselin v krvi (Voet, 1994).

1.1.2. Hnéda tukova tkan

Na rozdil od bilé tukové tkan¢, hnéda tukova tkan obsahuje velké mnozstvi tukovych
kapének (multilokularni) a mitochondrii, coz se odrdzi na vysledném hnédém zbarveni tkané
(dano ptitomnosti mitochondridlnich cytochromtl). Hnéda tukové tkan je bohaté prokrvend a
vSechny multilokularni buiiky jsou opatfeny vlastnim nervovym zakonfenim sympatiku
(Cannon and Nedergaard, 2004).

Hnéda tukova tkan existuje u savci, kde funguje predevsim jako termogenni organ
(Aldridge and Street, 1968), protoZe energii uvolnénou napt. oxidativnim St€penim mastnych
kyselin a glukdézy nevyuzivad pro syntézu ATP, ale rovnou na tvorbu tepla. Termogeneze
hnédého tuku je aktivovana pii nizké teploté nebo pti nadmérném piijmu potravy (Cannon
and Nedergaard, 2004). Tento d¢j je indukovan noradrenalinem uvolnénym z nervovych
zakonCeni sympatiku na adipocytech. Noradrenalin se vaze na B adrenergni receptor, tim
dochazi k aktivaci HSL, ktera uvoliiuje mastné kyseliny. Mastné kyseliny jsou transportovany
do mitochondrii, kde jsou oxidovany. Protony, které jsou transportovany ven z mitochondrie
(do mezimembranového prostoru), tvoti protonovy gradient, ktery je zkratovan odptahujicim
proteinem 1 (UCP1), coz vede k navraceni protonti do mitochondrie a tvorbé tepla (Cannon
and Nedergaard, 2004).

Hnéda tukova tkan je nejvice zastoupena u novorozencti a malych savcl, u nichz
kompenzuje tepelné ztraty v dasledku vysokého poméru mezi plochou a hmotnosti téla.
Konkrétné je lokalizovana mezi krénimi svaly, v podkozi mezi lopatkami, v hrudni dutiné
(okolo thymu a aorty) a perirenalné. U ¢lovéka dochazi béhem zivota k vyrazné redukci této

tkan¢ a za¢ina mnohonasobné prevazovat bila tukova tkan (Cannon and Nedergaard, 2004).

1.2. Bila tukova tkan jako endokrinni organ
Na tukovou tkan bylo doneddvna nahlizeno pouze jako na organ specializovany pro
uloZeni energie, tepelnou izolaci a mechanickou ochranu. V roce 1994 se objevem leptinu

vyrazné zménil pohled na tukovou tkan. Zjistilo se, ze tukova tkan produkuje a secernuje do
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ob¢hu latky hormonalni povahy (adipokiny) (Polék et al., 2006), které ovliviiuji metabolizmus
organismu a funkci ostatnich tkéni. Tim se stava tukova tkan aktivnim endokrinnim organem.
Dnes je znamo vice jak 100 adipokind produkovanych tukovou tkani. Nékteré z nich

mohou byt dle piisobeni rozdéleny na protizanétlivé a prozanétlivé pisobky (Greenberg and
Obin, 2006).

1.2.1. Leptin

Jak bylo zminéno vySe, leptin je prvnim objevenym adipokinem (Zhang et al., 1994).
Leptin je anorexigenni hormon, ktery reguluje ukladani tukovych zasob. Ovliviiuje chut
k jidlu a skrze aktivaci sympatiku i energeticky vydej. Leptin zvySuje P-oxidaci mastnych
kyselin v hepatocytech, svalech a dalSich tkanich, ¢imz je chrani pfed nadbyte¢nou akumulaci
TAG a jejich metaboliti (Shimabukuro et al., 1997). V téchto tkanich leptin plsobi
antagonisticky na PPAR-a, coz vede ke stimulaci B-oxidace (Lefebvre et al., 2006). Bylo
pozorovano, ze pii zvySeném kalorickém piijmu dochazi v bilé tukové tkani ke specifickému
blokovani ptisobeni leptinu a stimulaci PPAR-y (viz kapitola 1., Tukova tkai) (Wang et al.,
2005). Tento protein plisobi protektivné proti snizeni citlivosti tkani k inzulinu. Leptin je
produkovan tukovou tkani a jeho sekrece pozitivné koreluje s velikosti adipocytli, mnozstvim
tukové tkané a koncentraci inzulinu v organismu. Tento hormon plisobi na hypotalamicka
centra v mozku, skrze kterd reguluje ptijem potravy a energeticky obrat organizmu. Kromé
zna¢ného vyznamu pii regulaci pfijmu potravy leptin ovlivituje i periferni tkan€ v organismu.
Zjistilo se, ze tento hormon figuruje v imunitnim systému, angiogenezi a regulaci krevniho
tlaku (Shek et al., 1998). Vaze se na specifické receptory (leptinové receptory) na povrchu
bunék. Pokud signalizace neprobiha spravné, z diivodu nedostatku leptinu nebo rezistenci na
receptoru, nepienese se signal do hypothalamickych center a nedojde k utlumeni chuti k jidlu
ani K energetickému vydeji, coz se vysledné podili na vzniku obezity. U obéznich pacientti
jsou pozorovany vysoké hladiny tohoto proteinu doprovazené leptinovou resistenci
(Miinzberg et al., 2004; Miinzberg et al., 2005). Tento stav je charakterizovan jako leptinova
rezistence. Pii leptinové rezistenci byla pozorovana sniZena citlivost leptinovych receptorii
pro leptin, obdobné jako u diabetu mellitu II. typu a citlivosti receptorti na inzulin, oviem

molekularni mechanismy jsou odlisné.
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1.2.2. Resistin

Resistin je signalni polypeptid, ktery je produkovan pievazné zralymi adipocyty u
my$i, v makrofiazich u lidi a také v mensi mife i ve svalu, slezing, hypothalamu,
gastrointestindlni soustavé a slinivce (Banerjee et al, 2004). Bylo zjisténo, Ze existuji i
molekuly podobné resistinu tzv. resistin like molecules a a f (REML), které maji obdobné
vlastnosti, ovsem lisi se v biologickych funkcich (Ukkola, 2002). Rezistin je stimulovan
zanétlivymi cytokiny (IL-1, IL-6, IL-12 a TNFa) a potlacuje transport gluk6zy do bunék.

Jeho fyziologicky vyznam neni doposud zcela znam. Zda se, ze pusobi pii adaptaci
organismu béhem hladovéni (Steppan et al., 2001). Mysi s vyfazenym genem pro resistin,
vykazovaly nizké hladiny glykémie v hladovém stavu. Tento stav je ziejme disledkem
zhorSené glukoneogeneze v jatrech, coz patrné vysvétluji snizené exprese gent pro glukéza-6-
fosfatazu a fosfoenolpyruvat karboxykindzu oproti kontrolnim mysim (Banerjee et al., 2004).
Bylo pozorovano, Ze resistin potlacuje aktivaci AMPK v jatrech a svalech a stimuluje expresi
genu pro SOCS-3 (suppressor of cytokine signaling 3), ktery se vaze k receptorum s tyrosin-
kinazovou aktivitou a tim inhibuje riizné signaliza¢ni drahy jako je napf. signalizace leptinu a
inzulinu (Galic et al., 2010).

Resistin byl objeven vroce 2001 jako dalsi protein, ktery se podili na vzniku
inzulinové rezistence. Zjistilo se, Ze podéavani antidiabetickych latek (thiazolidindiont)
snizovalo expresi genu pro resistin i1 sekreci proteinu a nasledné doslo ke zlepSeni citlivosti
bunék k inzulinu. Také imunoneutralizace pomoci protilatky anti-resistin immunoglobulin-y
omezila hyperglykémii a snizila inzulinovou rezistenci (Steppan et al., 2001). Naopak
podavani resistinu in vivo vedlo k zhorSeni glukdzové tolerance a k inzulinové resistenci beze
zmény hladiny inzulinu. Zvysené sérové hladiny pozorujeme u dietou indukované obezity

stejné jako u pacientl s obezitou nebo diabetem 2. typu (Steppan et al., 2001).

1.2.3. Adiponektin
Adiponektin byl poprvé v roce 1995 izolovan z mySich adipocytli. Adiponektin byl

objeven né¢kolika laboratofemi nezavisle na sobé, proto ziskal riznd pojmenovani (Acrp30,
AdipoQ, apM1, gelatin binding protein 28). Dohodlo se pouzivat nazev adiponektin (Turer et
al., 2012). Velikost adiponektinu je 30 kDa a mize se nachdzet v multimerni podob&. Zasadni
zjisténi bylo, ze sekrece tohoto proteinu je zvySena inzulinem (Scherer et al., 1995, Fruebis et

al., 2001). Tento protein plsobi skrze adiponektinovy receptor 1 (AdipoR1) a adiponektinovy
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receptor 2 (AdipoR2) (Yamauchi et al., 2003). Zminéné receptory jsou lokalizovany na
cytoplasmatické membrané a maji 7 transmembranovych domén, obdobné jako receptory
spfrazené s G proteiny, ovSem lisi se ve funkci a polarit¢ koncl (Yamauchi et al., 2011).
AdipoR1 je exprimovan témef ve vSech tkanich a vykazuje vysokou afinitu ke globuldrnimu
fragmentu C-terminalni domény adiponektinu, zatimco AdipoR2 je typicky pro kosterni sval
a jaterni tkan a vykazuje stfedni afinitu ke globuldrnimu fragmentu i k celé molekule
adiponektinu (Okazaki et al., 2002). Adiponektin je tvofen predevsim tukovou tkéani §tihlych
jedinct, ale v malém mnozstvi se muze tvofit i Vv dalSich tkéanich, jako jsou kosti, kde se
predpoklada, Ze pozitivné piisobi na kostni denzitu (Berner et. al, 2004). Jeho produkce je
stimulovdna agonisty PPAR-y. Experimenty prokézaly, ze krevni koncentrace adiponektinu
negativné koreluji se mnozstvim tuku v organismu, inzulinovou rezistenci a je obvykle
snizena u pacientl s obezitou a diabetem (Hotta et al., 2000). Adiponektin pisobi v dil¢ich
tkénich odlisné. V srde¢ni svaloving piisobi proti hypertrofii myokardu, a proto by se mohl
uplatnit pfi 1é¢b¢ hypertrofické kardiomyopatie u pacienti s T2DM a obezitou (Shibata et al.,
2004). Dale se adiponektin podili na potlac¢eni vzniku a vyvoji aterosklerdzy, protoze inhibuje
pfeménu makrofagi v pénové bunky (Yamauchi et al., 2003). V hypothalamu (v nucleu
arcuatu) stimuluje prijem potravy a potlacuje energeticky vydej (Kadowaki et al., 2008).
V pankreatu pusobi protektivné na B bunky a stimuluje jejich funkci. Adiponektin ma anti-
apoptoticky charakter, ktery je dan aktivaci ceramiddzy, coz vede ke snizeni hladin
intracelularnich ceramidii a zvySeni anti-apoptotickych metaboliti - sfingosin 1 fosfati
(Holland et al., 2011). Adiponektin se podili na modulaci gluk6zového a lipidového
metabolismu. Zlepsuje citlivost svalové tkdn€ k inzulinu, protoze zvySuje oxidaci mastnych
kyselin, coz vede k redukci mnozstvi triglyceridii (Havel et al., 2002, Fruebis et al., 2001).
V jatrech snizuje produkci glukézy a rovnéz zvySuje oxidaci mastnych kyselin a jejich

metabolizmus (Greenberg and Obin, 2006).

1.2.5. TNF-a
Nador nekrotizujici faktor -a (TNF-a) je nejznaméjSim prozanétlivym adipokinem. Je
to faktor uvoliiovany tukovou tkani, u které¢ho se piedpokladalo, ze tzce souvisi s obezitou,
zanétem a diabetem (Hotamisligil et al., 1993). Bylo pozorovéano, Ze hladiny tohoto proteinu
pozitivn€ koreluji s BMI, mnoZstvim tuku v téle a s hladinami inzulinu a negativné koreluji
s aktivitou LPL (Park et al., 2005, Hotamisligil et al., 1997). TNF-a je produkovan rGznymi
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typy buné€k, jako jsou napi. buiiky imunitniho systému, astrocyty a kardiomyocyty a u
obéznich lidi i adipocyty.

Tento protein je syntetizovan jako pro-hormon, tzv. membranovy protein typu II
(membranovy TNF-a) a nasledné sestfizen do findlni podoby (solubilni TNF-a). Solubilni
TNF-a je aktivni forma, ktera je zfejmé zodpoveédna za vétsSinu ucinka (Kriegler et al., 1988),
a ktera se vaze na 2 typy receptori- TNFR1 a TNFR2. Zda se, Ze se signalizace ptes TNFR1
podili na apoptoze, diferenciaci a proliferaci bunck. Zatimco puasobeni skrze TNFR2 je
lokalizované pfedevS§im v imunitnich bunikach jako napft. buniky v thymu nebo T-burky, kde
se podili na jejich proliferaci. Bylo pozorovano, ze mnozstvi téchto receptorti je zvysené
béhem otravy krve, rakoviny, autoimunitnich onemocnéni, chiipky, leukémie a obezity
(Hotamisligil et al., 1997). TNF-a se podili na vyvoji ateroskler6zy, selhani srdce a
pankreatitidy. Existuje mnoho diikazii, ze TNF-a hraje dilezitou roli v patogenezi inzulinové
rezistence (Palladino et al., 2003). In vivo imunoneutralizace TNF-a u obéznich diabetickych
zvitat vedla ke zvySeni inzulinové senzitivity (Moller DE, 2000). Také TNF-o deficientni
myS$i vykazovaly niz8§i hladiny mastnych kyselin (FFA) a TAG a byly v porovnani
s kontrolami chranény proti inzulinové rezistenci podminéné obezitou (Hotamisligil et al.,

1996).

1.2.6. Interleukin-6

Interleukin-6 (IL-6) je prozanétlivy cytokin produkovany adipocyty a makrofagy,
ktery muze spustit akutni fazi zanétu. Pfi zanétlivych reakcich moduluje metabolizmus cukrt
a tukd, ¢imz zajistuje energii potfebnou pro buiiky imunitniho systému. IL-6 redukuje
aktivitu lipoproteinové lipazy (LPL), coz vede k nizSimu uskladnéni TAG do tukové tkané
(Mohamed-Ali et al., 1997). IL-6 zvySuje jak bazalni, tak i inzulinem stimulovany transport
gluk6zy do bunék diky zvySené translokaci GLUT4 na bunéénou membranu (Carey et al.,
2006). Ve studii (Kahn et at. 2005) bylo zjisténo, Ze IL-6 se podili na modulaci glukézového a
lipidového metabolismu pomoci AMPK, kter4 fosforyluje (inhibuje) aktivitu ACC, coz vede
ke snizeni malonyl-CoA, inhibici CTP-1 a zvySeni oxidace mastnych kyselin (Kahn et al.,
2005).

Pii patologickych stavech jako napf. u pacienti s T2DM byly méfeny zvySené
plazmatické hladiny tohoto proteinu a zjistilo se, Zze IL-6 pozitivné koreluje s BMI a

plazmatickymi koncentracemi mastnych kyselin (Park et al., 2005). Na mysSich modelech bylo
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ukazano, ze se IL-6 podili na vzniku inzulinové rezistence, tim, ze stimuluje expresi SOCS-3

obdobné¢ jako resistin (viz vyse) (Galic et al., 2010).

2. Metabolizmus

Kazdy zivy organismus je z termodynamického pohledu otevieny systém. Pro veskeré
zivotni funkce potiebuje piisun hmoty a energie z okoli. Organismy, vyuzivajici energii ve
formé organickych redukovanych latek z potravy, fadime mezi heterotrofy. Heterotrofové
ziskavaji oxidaci zivin a naslednou syntézou univerzalni ptfenaSe¢ energie, konkrétné
molekuly adenosintrifosfatu (ATP) tvofené vysokoenergetickymi vazbami. Pfi Sté€peni téchto
vazeb (hydrolytické ¢i pyrofosfatové Stépeni) se uvoliuje energie potiebnd pro veskeré
endergonické reakce typické pro syntetické (anabolické) procesy. Pokud je zasoba ATP
pomérné mald, miZze byt podpofena reakci ADP s kreatinfosfatem, kdy dochazi
k defosforylaci kreatinu a tvorbé ATP (Trojan et al, 2003). Naopak pii rozkladnych
(katabolickych) procesech dochéazi k uvolnéni energie vyuzité v dalSich reakcich (sprazené
reakce) nebo se energie vyuzije pro syntézu ATP. Sacharidy a lipidy jsou organické latky
vstupujici do katabolickych reakci. Za aerobnich podminek jsou sacharidy a lipidy
metabolizovany na spole¢ny meziprodukt acetyl-koenzym A (acetyl-CoA). Tento d¢&j je
zajistén u sacharidi glykolyzou probihajici v cytosolu buiiky, u lipidi dochéazi ke Stépeni
primarné v peroxizomech a nasledné¢ v mitochondrialni matrix procesem p-oxidace (Voet,

1994).

2.1. Mitochondrialni metabolizmus

Mitochondrie jsou hlavnim kompartmentem bunky zajiStujicim energeticky
metabolizmus a podilejici se na uskladnéni vapenatych kationtti. Probihaji zde procesy jako
jsou napi. oxidacni fosforylace spojena se syntézou a produkci ATP, Krebsiiv cyklus a -
oxidace mastnych kyselin.

Ptedpoklada se, ze mitochondrie hraji vyznamnou roli ve vyvoji inzulinové rezistence
(viz kapitola 4) a T2DM, protoze v téchto patologickych stavech byl pozorovan niz$i pocet
mitochondrii a zvySena koncentrace TAG ve svalu (Petersen et al., 2004).

V mitochondriich dochazi k ptfenosu redukovanych elektronii na NADH a FADH,,
které vznikaji pfi metabolizovani acetyl-CoA v Krebsov€ cyklu, pfes komplexy dychaciho
fetézce na vnitfni mitochondrialni membrané. Tento d& probiha za spotieby kysliku.
V membrané funguji 4 komplexy tvofici respiracni fetézec, na ktery navazuje paty komplex

(FoF1 ATPaza) zajiStujici oxidacni fosforylaci. Preddvani elektroni jde ve sméru
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vzrustajiciho redoxniho potencidlu (-400mV az 800 mV) az na konecny akceptor, kterym je
za aerobnich podminek kyslik, za vzniku vody. Béhem ptenaseni elektronti pres komplexy je
uvolnéna ¢ast energie, ktera je pouzita pro transport vodikovych protond (H") pfes vnitini
mitochondridlni membranu do mezimembranového prostoru. Protoze je vnitini
mitochondridlni membrana pro protony nepropustnd, vznikd na obou stranach membrany
rozdilnd koncentrace protonii a rozdilné napéti (dano nabojem) souhrnné oznacované jako
protonovy gradient. Tato energie, nazyvana také jako proton-motivni sila je vyuzita na
syntézu ATP tim, Ze nechdva prochédzet protony pies ATP synthazu do matrix mitochondrie
za tvorby ATP.

Ne vzdy dochazi k tvorbé ATP. Napéti na membrané je moZné ,,zkratovat* pomoci
odptahujicich proteini (UCP) a tim uvolnit energii ve formé tepla, jak bylo zminéno vyse
v kapitole hnédé tukové tkan¢. Dodnes bylo popsano né¢kolik typl potencialnich odprahovact

Vv zavislosti na misté tkanového plisobeni viz tabulka €. 1.

protein Tkan Bunécny typ

UCP1 Hnéda a bila tukova tkan Adipocyt

UCP2 Slezina, plice, zaludek, bila Makrofag,adipocyt,
tukova tkan, pankreas preadipocyt, B buiky

UCP3 Kosterni a srde¢ni sval, Myocyt, adipocyt
hnéda tukova tkan

UCP4 Mozek

UCP5 Mozek a dalsi tkané

Tab. ¢. 1: Typy UCP a jejich lokalizace ve tkani

2.2. Metabolizmus lipidi

Lipidy jsou latky rozpustné v organickych rozpoustédlech. V lidském téle zajiStuji
elektrickou a tepelnou izolaci, mechanickou ochranu a regulaci metabolickych pochodu.
Nejvetsi zastoupeni lipidi v potravé tvofi triacylglyceroly (TAG), triestery mastnych Kyselin
a glycerolu, které spolu s cholesterylestery (CHE) tvofi jadro lipoproteinovych ¢astic
(ptedevsim VLDL, LDL), chylomikront a centralni tukové kapénky adipocyta.

Po jidle se TAG dostavaji do organismu pfes tenké stievo (duodenum). V tenkém

stievé jsou tyto TAG za pomoci Zlu€ovych kyselin a pankreatickych lipaz, $tépicich esterovou
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vazbu, rozlozeny na diacylglyceroly (DAG), monoacylglyceroly (MAG) a smés volnych
mastnych kyselin (FFA). Veskeré produkty jsou nasledné transportovany pies stievni epitel.
Ve stfevni buiice jsou FFA, MAG, DAG reesterifikovany na TAG. V této fazi TAG spolu
s CHE tvoti jadro chylomikronu obaleného vnéjsi vrstvou tvoienou cholesterolem (CH),
fosfolipidy (PL), apolipoproteiny a enzymy. Takto sestavené komplexy obsahujici zna¢né
mnozstvi TAG slouzi jako zdroj FFA pro tkané (pfedev§im svaly a myokard) a pro tvorbu
energetickych zasob (tukova tkan). Chylomikrony putuji pies lymfaticky systém do krevniho
feCisté a do jater. V krvi jsou hydrolyzovany lipoproteinovou lipasou (LPL) vazanou na
krevni endotel cévni stény, ktera odstépuje FFA a glycerol (Vilella et al., 1993). UvoInéné
FFA jsou ve tkanich oxidovany a vyuzity jako zdroj energie V dob&é hladovéni, nebo
pusobenim inzulinu neesterifikovany za tvorby TAG a uskladnény jako energetické zasoby
Vv tukové tkani. Glycerol je z krevniho fecisté vychytavan jatry a nasledné pouzit v glykolyze
¢i glukoneogenezi nebo preménén na glycerol-3-fosfat, ktery je dopraven do tukové tkan¢ a
vyuzit pro reesterifikaci. Chylomikrony ochuzené o TAG (chylomikronova remnanta), putuji
do jater, kde skrze receptorem zprostiedkovanou endocytézu dopravuji FFA a CH do jater.
Touto exogenni cestou (z potravy pies stievni epitel) se dostdvaji do téla TAG, FFA a

cholesterol a dalsi (viz nize Obr. 3).
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Obr. 3: Exogenni transport TAG, CH, FFA do téla. Pfevzato a upraveno podle http://geekymedics.com
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V jatrech jsou FFA a cholesterol (z exogenni drahy nebo nové syntetizované)
reesterifikovany za tvorby lipoproteintt (VLDL) a uvolnény do krve. Cirkulujici VLDL jsou
stejné¢ jako chylomikrony zdrojem TAG pro periferni tkané. Dale postupné vznikaji IDL
castice, které jsou v jatrech pomoci jaterni lipazy (HPL) pfeménény na LDL ¢astice. LDL
¢astice jsou zdrojem cholesterolu pro periferni tkan€, kde vazbou k LDL receptoru uvoliuji
cholesterol. Piebytecné LDL ¢astice mohou skrze svilij receptor vracet cholesterol zpét do

jater. Touto endogenni cestou jsou transportovany TAG a cholesterol na periferii (Trojan et

al., 2003).
Obr. 4: Endogenni

Peripheral transport lipidovych

¢astic v organismu.
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HDL c¢astice vznikaji v hepatocytech a Caste¢né i1 enterocytech jako nascentni HDL,
které¢ obsahuji fosfolipidy a proteiny. Tyto nascentni HDL c¢astice pfijimaji z bunéénych
membran perifernich tkani a povrchovych struktur jinych krevnich lipoproteinti volny
cholesterol, ktery je v €astici esterifikovan pomoci lecitin-cholesterolacyltransferazy (LCAT)
za tvorby cholesterylesteri (CHE). Nahromadéné CHE tvoii jadro HDL &astice. Cast
cirkulujicich HDL c¢astic s cholesterolem miize byt transportovana do jater, odkud je tento
cholesterol vylu¢ovan zluci (Trojan et al., 2003). Dal$i mnozstvi HDL ¢astic miiZze vstupovat
do procesu znamého jako reverzni transport cholesterolu z perifernich ¢asti do jater. V tomto
procesu dochdzi k vyméné cholesterolu za TAG mezi HDL a VLDL c¢asticemi, kdy HDL
inkorporuje TAG, které jsou nasledné v jatrech hydrolyzovéany. Pienos cholesterolu z HDL na
VLDL zajistuje protein zvany CETP (cholesterol ester transfer protein). Timto zpiisobem se

25



dostava cholesterol z bunéénych membran od HDL do VLDL pfeménéné na IDL ¢i LDL do

jater.

2.2.1. Syntéza mastnych kyselin

Organismus neziskavad mastné kyseliny pouze z potravy, je schopny nasyntetizovat
mastné kyseliny de novo. Syntéza probiha v cytosolu buriky, kdy karboxylaci acetyl-CoA
vnika malonyl-CoA. Tuto reakci katalyzuje enzym acetyl-CoA karboxylaza (ACC), ktery je
regulovan adenosin monofosfat proteinovou kindzou (AMPK). Z malonyl-CoA dochazi
sledem nékolika enzymatickych reakci katalyzovanych syntdzou mastnych kyselin (FAS)
k tvorb¢ palmitatu. Nasledné je z palmitatu za pomoci elongaz a desaturaz tvofena fada
mastnych kyselin (Voet 1994).

Lipogeneze je proces zajistujici tvorbu energetickych zasob. Zahrnuje syntézu
mastnych kyselin a jejich esterifikaci s glycerolem za vzniku TAG. Lipogeneze je soufasné
regulovand inzulinem, ktery stimuluje aktivitu lipogennich enzymt, a glukagonem, ktery
pusobi protichiidné. Po jidle dochéazi plisobenim inzulinu k ukladani energetickych zasob do
tukové tkané. V této tkani inzulin inhibuje plisobeni HSL, ¢imz utlumi lipolyzu spolu se
sekreci mastnych kyselin a stimuluje de novo syntézu mastnych kyselin a lipogenezi.
V regulaci lipogeneze hraji vyznamnou roli transkripéni faktory (viz kapitola 1) z rodiny
SREBP a nuklearni faktor PPAR-y stimulujici transkripci lipogennich enzymu. Bylo
pozorovano, Ze polynenasycené mastné kyseliny (PUFA) mimo jiné potlacuji expresi SREBP
(Horton et al., 2002) a snizuji transkripci geni pro FAS a ACC a stimuluji transkripci gena
pro enzymy zapojené do B-oxidace (Yahagi et al., 1999).

Pti dlouhodobé zvysené kalorické nabidce mtze dojit k prekroceni ulozné kapacity
tukové tkan¢ a naslednému toxickému pusobeni FFA v organismu, které mize vést k rozvoji
inzulinové rezistence. V tomto stavu, kdy inzulin neplsobi efektivné, nedochéazi k potlaceni
funkce HSL, coZ miZe vést k nekontrolovatelné lipolyze a zvySené sekreci mastnych kyselin

do cirkulace. Diisledkem jsou mnohem vys$i hladiny FFA v krvi, coZ se vyznamné podili na

rozvoji IR a T2DM (Bell et al., 2008).

2.2.2. Oxidace mastnych kyselin

K rozkladu mastnych kyselin dochdzi procesem B-oxidace, ktery probihd primarné v

matrix mitochondrii a v peroxizomech. Oxidace je v obou kompartmentech bunky po
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chemické strance stejnd, 1isi se pouze v enzymech. Peroxizomalni enzymy pracuji predevsim
s dlouhymi fetézci mastnych kyselin (obvykle FFA s 22 uhliky a vice). Jejich tlohou je
zkraceni mastné kyseliny pted vstupem do mitochondrii.

Pred konkrétnim Stépenim mastné kyseliny musi byt kyselina aktivovana enzymem
acyl-CoA syntetazou, kdy je acylova skupina mastné kyseliny navazana na molekulu
koenzymu A za vzniku acyl-CoA. K tomuto kroku dochazi v cytoplazmé za spotieby ATP.

Pfenos mastné kyseliny do matrix mitochondrie zajistuje systém zvany acyl-CoA
karnitinovy ptenase¢ spolu s translokdzou. Na acyl-CoA je pomoci karnitin-palmitoyl-
transferazy I (CPTI) pfenesen karnitin za vzniku acyl-karnitinu a CoA. Acyl-karnitin je
nasledné pomoci translokézy ptenesen ptes vnitini mitochondridlni membranu, kde karnitin-
palmitoyl-transferaza I1 (CPTII) pienasi acyl z acyl-karnitinu zpét na CoA. Vznikly acyl-CoA
V matrix mitochondrie vstupuje do procesu B-oxidace. f-oxidace je sled 4 reakci, kdy v prvni
reakci dochazi k dehydrogenaci katalyzovanou acyl-CoA dehydrogenazou, v dalsim kroku je
vznikly produkt hydratovan za pisobeni enzymu enoyl-CoA.V tteti reakci dochdzi opét
k dehydrogenaci pomoci B-hydroxyacyl-CoA dehydrogenazy. V posledni reakci je produkt
Stépen acyl-CoA acetyltransferazou. Vyslednym metabolitem je acetyl-CoA, ktery je dale

metabolizovan v citratovém cyklu (Voet 1994).

2.2.3. Lipolyza

Lipolyza je dilezity mechanismus, pii kterém dochazi k uvolnéni energie uskladnéné
V tukovych kapénkach. Konkrétné jde o Stépeni (hydrolyzu) esterovych vazeb TAG za vzniku
FFA a glycerolu. Na lipolyze se podileji rizné proteiny jako napi. perilipin, hormon senzitivni
lipaza (HSL) a lipaza triacylglyceroli (ATGL). Tento dé&j zabezpecCuje energetické naroky
organismu u energeticky naro¢nych stavli, jako je napt. hladovéni, stres, fyzickd aktivita a
nemoc. Stépeni TAG zajistuji lipazy, predeviim HSL (Fredrikson et al, 1981), ktera
z diacylglycerolu a triacylglycerolu odstépuje mastnou kyselinu. HSL je regulovana
fosforylaci a defosforylaci. Pf¥i hladu, stresu nebo fyzické aktivité, dochazi k aktivaci
sympatiku a vazbé katecholaminu na B-adrenergni receptor, ktery prenese signal na trimerni G
protein, ktery aktivuje adenylatcyklazu a tvorbu cAMP, které aktivuje cAMP-depententni
protein kinaza (PKA) (Huttunen et al., 1970). Dojde k fosforylaci perilipinu, povrchovému
proteinu tukové kapénky chranicimu kapénku pted plisobenim lipaz béhem bazalniho stavu

(Tansey et al., 2001). Fosforylovany perilipin zméni konformaci a usnadni ptistup HSL a tedy
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i lipolyze (Schimmel et al., 1980). Aktivaci HSL zprostfedkovava sympatikus, glukagon,
katecholaminy, kortizol, ristovy hormon a hormony S§titné zlazy (Vaughan et al., 1964).
Naopak inhibici zajistuje parasympatikus a inzulin (Holm 2003).

Piivodné se myslelo, ze HSL je jedina lipaza zajistujici katabolismus uskladnénych
lipid. Nicméné se zjistilo, ze mysi s deficienci HSL vykazovaly lipdzovou aktivitu v tukové
tkani a byly v porovnani s kontrolami Stihlejsi (Haemmerle et al., 2003). Tento vysledek
poukazoval na to, ze HSL kooperuje i s dal$imi neidentifikovanymi lipAzami. O rok pozd¢ji
byl popsan novy protein, dnes zndmy jako ,,adipose triglyceride lipase* (ATGL), ktery §tépi
triacylglyceroly a vykazuje tak lipazovou aktivitu (Villena et al., 2004). Také bylo prokazano,
7ze AGTL hraje dilezitou roli v degradaci tukovych ¢astic jak v adipocytech, tak i v ostatnich

bunéénych typech (Smirnova et al., 2006).

2.3. Metabolizmus ve svalu

Kosterni svaly patfi mezi vyznamné metabolicky aktivni tkang. Jsou tvofeny tfemi
typy svalovych vlaken liSicich se funkénimi, histochemickymi a morfologickymi vlastnostmi.

Soucasti svalové tkané jsou také lipidy, které mohou byt uloZzeny v myocytech
(intramyocelularni) a v tukovych buiikach mezi svalovymi vlakny (extramyocelularni).

Kosterni sval slouzi jako zasobarna glykogenu v téle. Glykogen je v této tkéni
efektivné Stépen na glukdza-6-fosfat, ktery mize byt aerobné nebo anaerobné zpracovan za
vzniku laktatu, ktery je transportovan do jater, kde je v procesu glukoneogeneze pifeménén na
glukoézu. Kooperace mezi svaly a jatry se tak v procesu Coriho cyklu vyznamné podili na
udrzovani glykemické homeostaze.

Oproti jatram nebo ledvinam nejsou svaly glukoneogennim organem, protoze nemaji
gluk6za-6-fosfatazu, enzym defosforylujici glukozu, a fosfoenolpyruvat karboxykinazu,
enzym preménujici oxalacetat na fosfoenolpyruvat, a proto nemohou svaly exportovat
glukézu do krve.

Béhem hladovéni jsou nizké hladiny inzulinu, proto je snizen i transport glukozy do
svalovych bun€k pfes GLUT4. V tomto stavu vyuzivd sval energii z mastnych kyselin.
Tukova tkan vlivem hormon senzitivni lipdzy (HSL) uvolituje mastné kyseliny a cirkulaci je
transportuje ke svaliim, kde stoupa jejich oxidace. Dilezitou roli v lipidovém metabolismu ve
svalu hraje lipoproteinova lipaza (LPL), jejiz aktivita béhem hypoinzulinémie ve svalu stoupa
a v tukové tkani klesa, coz je dano pisobenim adrenalinu v jednotlivych tkanich (Cryer et al.,
1976).
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Po jidle glukéza stimuluje v - bunikach pankreatu uvoliovani inzulinu, ktery zajistuje
transport glukézy do svalovych bunék a stim spojené metabolické procesy jako napf.

glykolyzu a tvorbu a uloZeni glykogenu. Oxidace mastnych kyselin je inzulinem inhibovana
(Campbell et al., 2006).

2.4. Metabolizmus v jatrech

Jatra jsou centralnim metabolickym orgénem, ktery diky své poloze Cerpa ziviny
portalni Zilou pfimo z gastrointestindlniho traktu. Jatra se vyznamné podileji na udrZovani
glykémie a lipidového metabolismu. Jsou také vyznamnou zasobarnou glykogenu a zajistuji
energetické substraty pro mozek, svaly a dal$i tkan€ (Trojan et al., 2003). Oproti myocytim a
adipocytim vstupuje glukdza do jater skrze glukdzovy pienaSe¢ GLUT2, ktery nemusi byt
aktivovan inzulinem (Pilkis and Granner, 1992). Jatra také pfeménuji v procesu zvaném
Coriho cyklus laktat vyplaveny svalovou tkani pfi anaerobni praci na glukézu. Dale zajist'uji
tvorbu a odbouravani TAG, lipoproteint a cholesterolu (Voet, 1994).

Po jidle je glukdza plisobenim inzulinu transportovana do jater, kde mize byt uloZena
jako zasobni glykogen nebo metabolizovana na acetyl-CoA, ktery je meziproduktem pii
syntéze mastnych kyselin, fosfolipidi a cholesterolu. V jatrech probiha pomoci
glycerolkindzy pireména glycerolu na glycerol-3-fostat, ktery muize byt reesterifikovan
mastnymi kyselinami za tvorby TAG, které mohu byt uvolnény z jater v podobé VLDL ¢astic
a mohou energeticky zasobovat periferni tkan¢ (Voet, 1994).

Béhem hladovéni dochéazi vlivem glukagonu ke stépeni glykogenu (glykogenolyze) a
vyplaveni glukézy z jater do obehu. Pokud hladovéni pretrvava, dochazi ke glukoneogenezi,
tvorbé glukézy z necukernych slozek, jako jsou napt. aminokyseliny, glycerol nebo laktat.
Béhem tohoto stavu také dochézi k lipolyze a B- oxidaci. Zivo¢ichové nemohou pietvaiet
mastné kyseliny na glukézu, ale jsou schopni je pfeménit v jatrech na ketolatky (acetoacetat,
aceton). Ketolatky slouzi jako zdroj energie pro svaly a mozek v ptipadé, Ze jsou vyCerpany

latky zajiStujici tvorbu glukézy (Voet 1994).

3. Inzulinova rezistence
Inzulinové rezistence (IR) je charakterizovdna jako stav snizené citlivosti perifernich

tkani k fyziologickym hladindm cirkulujiciho inzulinu v plazmé€ a neschopnosti inzulinu
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potlacit produkci glukézy v jatrech. Jedna se o stav, kdy normalni hladiny inzulinu v plazmé
vyvolavaji niz§i biologickou odpovéd organismu. Pfi neucinné nebo snizené inzulinové
signalizaci nejsou buiiky naptiklad schopny ucinné vstfebavat glukézu a ndsledné ji
metabolizovat. Tato porucha je nejprve kompenzovana zvysenou sekreci inzulinu z - bun¢k
(Reaven, 1988). I pies zvySenou sekreci inzulinu za¢ina krevni glukéza stoupat, protoze jsou
tkan¢ rezistentni k inzulinu. V okamziku, kdy B-bunky nejsou schopny ani maximalné
zvySenou sekreci inzulinu normalizovat vzriistajici hladinu glukézy, nastava stav glukézové
intolerance. Pokud tento stav pretrvava, dochazi kvili toxickému ucinku glukozy k apoptoze

B-bungk a tedy ubytku inzulinu a naslednému rozvoji T2DM (Butler et al., 2003).

3.1. Pisobeni inzulinu a jeho sekrece

Inzulin a glukagon jsou hlavni hormony zajistujici stalou hladinu glukézy v Krvi
(glykémii). Inzulin je produkovén [-buiitkami pankreatu a secernovan do krve. Inzulin
reguluje metabolizmus glukézy a lipidu. Je to zasadni protein, ktery reguluje velké mnoZzstvi
procesit v bunce. V sytém stavu kromé dalSich zajiStuje napt. pfijem gluk6ézy do bunék na
periferii, jako jsou napf. hepatocyty, myocyty a adipocyty. Inzulin stimuluje syntézu a
ukladani TAG v tukové tkani (Campbell et al., 2006), stimuluje syntézu glykogenu a jeho
nasledné¢ ukladani v jatrech a svalech a inhibuje lipolyzu a glukoneogenezi v jatrech.
Inzulinova signalizace probihd skrze inzulinové receptory na plazmatickych membranach
cilovych bun¢k.

Sekrece inzulinu je regulovana hladinou krevni glukézy v pankreatu, ktera je do bunék
pienasena skrze GLUT2. V buiice vstupuje glukoza do glykolyzy, procesu, ktery pfeméiuje
glukobzu na pyruvat. V prvnim kroku glykolyzy je glukdéza fosforylovana enzymem
glukokindzou (v jatrech hexokindzou) na glukéza-6-fosfat (Iynedjian, 1993). Tento d¢j je
zasadnim regulacnim mistem, ktery urcuje rychlost metabolismu glukozy v B-bunice.
Nasledné je glukéza pfeménéna na pyruvat, ktery vstupuje do Krebsova cyklu. Produkty
ziskané z Krebsova cyklu jsou transportovany do mitochondrii, kde jsou metabolizovany za
vzniku ATP. Pokud pievazuji vyssi hladiny ATP nad ADP, dojde k uzavieni draselnych
kanali a depolarizaci membrany, ktera otevie vapenaté kanaly. Véapenaté kationty aktivuji
transport sekre¢nich granuli s inzulinem na povrch membrany (MacDonald et al., 2005).

Inzulinovy receptor je tvofeny dvéma extracelularnimi alfa podjednotkami a dvéma
transmembranovymi B - podjednotkami s intracelularni ¢asti, ktera ma tyrosin kinazovou

aktivitu. Po vazbé inzulinu k alfa podjednotce dojde ke konformacni zméné a pieneseni
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signalu na - podjednotku s naslednou aktivaci jeji kindzové aktivity. Aktivovany inzulinovy
receptor ma vazebné misto pro substrat inzulinového receptoru 1 (IRS-1), po jehoz navazani
dojde k fosforylaci jeho tyrosinovych zbytk. Na fosforylovany IRS-1 se mohou vazat
proteiny s vazebnou SH2 (Src Homology 2) doménou, které nasledné aktivuji signalni
kaskady jako napft. fosfatidylinositol-3-kindzu (PI3K), ktera je pocatkem drah zajistujicich
regulaci mnoha fyziologickych procesu, napfiklad translokaci GLUT4 na plazmatickou
membranu, syntézu glykogenu a proteinti, nebo tvorbu TAG (viz obr. 5) (Saltiel and Kahn,
2001). Dalsi draha inzulinové signalizace vede pies mitogen aktivovanou protein kinazovou
drahu (MAPK) a podili se na regulaci ristu a diferenciaci buiiky. IRS-1 mtze byt kromé

tyrosinovych zbytka také fosforylovan na serinovych zbytcich, coz ovSem vede k inhibici

inzulinové signalizace a rozvoji inzulinové rezistence (Gual et al., 2004).
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Obr. 5: Pfevzato a upraveno podle http://www.staff.ncl.ac.uk/n.j.morris/gifs/inzulin_signalling.jpg

3.2. Tkanové specificka inzulinova rezistence

3.2.1. Inzulinova rezistence v kosternim svalu
Svaly jsou jednou ze zdsadnich tkani vyuzivajicich glukézu. Pfi spravné inzulinové
signalizaci je do myocytll transportovano piiblizné 70 % krevni gluk6ézy (Shulman et al.,

1990). Pienos glukézy probiha skrze gluk6zové prenasece GLUT4. Mald mnozstvi GLUT4
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jsou lokalizovana na plazmatické membrané permanentné, ale vétSina pienasecti je uloZzena ve
vaccich a po prijeti inzulinového signélu je transportovana na povrch membrany. V absenci
inzulinu jsou GLUT4 endocytovany zpét do zasobnich vackd, odkud mohou byt plisobenim
inzulinu opét transportovany na povrch bunky (Satoh et al., 1993).

Béhem hladovéni nebo pii stavech, kdy je potieba snizit vyuzivani glukozy
Vv perifernich tkanich a smérovat ji primarné¢ do mozku, dochdzi v organismu ke kratkodobé
IR. Tento d¢j je zajistén prostfednictvim Randlova cyklu, kdy dochazi k redukci aktivity
hexokinazy, a kdy zvySena nabidka mastnych kyselin vede Kk jejich preferovani jako
metabolického substratu a tedy i k zvySeni B oxidace (Randle 1998).

Pokud tento stav dlouhodobé ptetrvava, dochéazi k nartstu hladin acetyl-CoA a citratu,
ktery blokuje pyruvat dehydrogendzu. Pravé snizend aktivita hexokindzy a pyruvat
dehydrogendzy jsou limitujicim krokem v oxidaci glukozy. Pokud se gluk6za za¢ne hromadit
Vv bunice, dojde k inhibici transportu GLUT4 a tedy i pfenosu glukdézy do bunky a zvySeni
hladin v krvi. Vzroste B oxidace mastnych kyselin, ale ne Krebsiv cyklus s oxida¢ni
fosforylaci a za¢nou se hromadit metabolity mastnych kyselin a dojde k stresovym reakcim

v mitochondrii (Lafontan 2008, D"Alessandro et al., 2006).

3.2.2. Inzulinova rezistence tukové tkané

Tukova tkan je dilezitym orgénem, ktery po jidle zajiStuje odstranéni mastnych
kyselin z cirkulace a jejich nasledné ulozeni ve formé TAG, jak bylo popsano v kapitole 2.2.
Pokud ovSem dochazi k dlouhodobé nabidce energetickych zdroji, dochazi k vzniku
hypertrofickych adipocytt, zvysSeni télesné hmotnosti a vzniku obezitu. Hypertrofické
adipocyty produkuji vétsi mnozstvi prozanétlivych cytokinti (viz kapitola 1.2) a vykazuji
snizenou citlivost k inzulinu. Inzulin nedokaze efektivné inhibovat lipolyzu v sytém stavu,
coz vede K trvalému zvyseni hladin cirkulujicich volnych mastnych kyselin v plazmé.

V urcitém stadiu je kapacita tukové tkané pretizena a neni schopna normalizovat
piebytek energie a ukladat ji ve form& TAG. Proto dochazi k ektopickému ukladani TAG do
tkani jako je sval, jatra, pankreas. Nedostatecna pufrovaci kapacita tukové tkané a ukladani
tuku mimo tukovou tkan doprovazi inzulinovou rezistenci ve vySe zminénych perifernich
organech (Boden and Shulman, 2002).

Rezistence tukové tkané k inzulinu je jednou z pficin, které vedou k systémové
rezistenci k inzulinu a k metabolickému syndromu. Oproti svalu, ktery vyuziva 70 % glukédzy

zZ krve, je do adipocytt transportovano velmi malo glukézy. Na rozvoji systémové IR se proto
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tukova tkan podili spiSe endokrinnim ptisobenim latek produkovanych touto tkani. Konkrétné

jde o souhru proteinti popsanych v kapitole Tukova tkan jako endokrinni orgén.

3.2.3. Inzulinova rezistence jater

Piisobenim inzulinu dochazi ke zvySeni koncentrace malonyl-CoA, coz je prekurzor
syntézy de novo mastnych kyselin a také inhibitor CPT1. Potlaceni funkce CPT1 vede
k inhibici B oxidace a hromadéni mastnych kyselin, které jsou pfesmérovany do ER, kde jsou
akumulovany ve formé TAG, DAG a ceramidi. Nadmérné¢ ukladani lipida v jatrech
zpusobuje jaterni steatozu a také aktivaci transkripéniho faktoru NF-«xB, ktery v jatrech
stimuluje produkci prozanétlivych cytokinli podilejicich se na aktivaci stresem indukovanych
kindz (Boden et al., 2005). Akumulace nadmérného mnozstvi lipidi v ER pisobi jako
stresovy faktor, ktery aktivuje serinové kindzy fosforylujici inzulinovy receptor, coz vede
k poskozeni inzulinové signalizace. Vysledkem je nedostate¢na inhibice glykogenolyzy a
deregulace glukoneogeneze, diky niz dochdzi ke zvySené glykémii v la¢ném stavu a

hyperglykémii v sytém stavu (Lafontan 2008).

3.3. Nemoci spojené s inzulinovou rezistenci
Inzulinova rezistence je spojena s fadou onemocnéni. Uzce souvisi s obezitou a je
patologickym podkladem T2DM, ktery je jednou ze slozek metabolického syndromu (MS).
MS se nékdy nazyva také jako syndrom IR, mnohocetny metabolicky syndrom X,
Reaventiv syndrom ¢i Kaplantv ,, smrtici kvartet“(Pelikanova, 2004). V roce 2005
mezinarodni diabetologicka federace definovala MS jako onemocnéni, které vyzaduje
pritomnost centralni obezity (obvod pasu u muzi nad 94 cm, u Zen nad 80 cm) a minimalné
pritomnost 2 faktort z nize jmenovanych (Alberti et al., 2005; Grundy et al., 2004):
= hypertriacylglycerolémie (hladina TG v plazmé > nez 150mg/dl, tedy 1,7mmol/l)
» niz8i HDL cholesterol (< nez 40 mg/dl, tedy 1,03mmol/l u muzi a 50 mg/dl, tedy 1,29
mmol/l u zen)
= hypertenze (systolicky tlak > 130, resp. 80 mm Hg, nebo 1é¢ba jiz diagnostikované
hypertenze)
* hyperglykémie (glykémie na lacno > 100 mg/dl, tedy 5,6 mmol/l, nebo jiz
diagnostikovany T2DM)
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4. Zanét

Tukova tkan je dilezitym endokrinnim organem, ktery sekretuje velké mnozstvi
bioaktivnich latek, jenz jsou zapojeny jak do fyziologickych, tak i patofyziologickych
ve fyziologické rovnovaze, mohou vést k riiznym onemocnénim mimo jiné i k IR. Bylo
pozorovano, ze infiltrace makrofagti do tukové tkané se podili na vzniku chronického zanétu a
také pozitivné koreluje se vzrlstajici hmotnosti organismu (Weisberg et al, 2003) a
inzulinovou rezistenci (Lumeng et al., 2007).

Ptedpoklada se, ze cytokiny produkované témito makrofagy a hypertrofické adipocyty
jsou patofyziologickym podkladem inzulinové rezistence a nasledné¢ T2DM (Hotamisling,
2006, Lumeng et al., 2007).

Chronicky zanét vznikd jako odpovéd organismu na tkanovy stres nebo Spatnou
funkci dané tkané. Tukova tkan prochazi béhem rozvoje chronického zanétu procesem
morfologickych zmén nazyvanych souhrnné ,remodelace tukové tkané“. Nejprve dochazi
k masivnimu nartstu tukovych bunék (hypertrofii), ktery je nasledovan infiltraci imunitnich
bunék, angiogenezi, zvySenou produkci extracelularni matrix a poté nartastem populace
malych bunék, které jsou schopny ukladat lipidy z cirkulace. Bylo pozorovano, ze mnozstvi

nové vzniklym malych adipocytu koreluje s citlivosti k inzulinu (Strissel et al., 2007)

4.1. Makrofagy a zanét tukové tkané

Aktivované makrofagy uvoliluji fadu cytokinti, které skrze rtizné signalizani drahy
fosforyluji HSL a povrchové proteiny tukovych kapének jako napt. perilipin, coz vysledné
vede k lipolyze. Ve studii bylo u obéznich zen méfeno zastoupeni makrofagli v tukovych
depech a bylo zjisténo, Ze ve viscerdlnim tuku je vétsi pocet makrofidgl nez v subkutdnnim
tuku, z ¢ehoz je mozné soudit, Ze visceralni tuk muze hrat vyznamnéjsi roli v inzulinové
rezistenci (Cai et al., 2005; Lumeng et al., 2007). Déle bylo pozorovano, Ze u morbidné
obéznich pacientl infiltrace makrofagh do tukové tkan€ souvisela s jaternimi zanétlivymi
fibroidnimi 1ézemi (Cancello et al, 2006). Spojitost mezi aktivovanymi makrofidgy a
poskozenim jater byla pozorovana ve studii Cai et al., 2005. V této studii pfedpokladali, ze u
obéznich jedinc makrofiagy pronikaji do viscerdlni tukové tkané a zvySuji uvoliovani

neesterifikovanych mastnych kyselin, které putuji do jater a vedou K jaterni steatoze a dalsimu
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poskozeni jater. Také cytokiny uvoliiované makrofdgy jsou transportovany portalnim
syst¢tmem do jater, kde se spolu se zanétlivymi faktory podileji na zvySeni apoptozy a
nasledném rozvoji fibrozy jater (Cai et al., 2005).

Makrofagy mohou tvofit prechodné spektrum, do kterého patii M1 a M2 makrofagy.
V zavislosti na hypertrofii adipocytl a s tim souvisejici produkci prozanétlivych cytokini
jako napt. IL-4 a IL-13 a dalSich doposud necharakterizovanych, podstupuji infiltrované
makrofagy proces polarizace (Lumeng et al.,, 2007). V tomto procesu dochdzi k preméné
makrofagi M2 na MI1. Makrofagy M2 jsou znamé jako ,alternativné aktivované®.
Nalezneme je v normalni tukové tkani, kde se podileji na hojicim procesu (Lumeng et al.,
2007). M1 jsou naopak typické pro hypertrofickou tukovou tkan, kde secernuji predevsim
prozanétlivé cytokiny jako je napt. TNFa, IL-6, IL-12 a dalsi, ¢imz se podileji na vzniku
inzulinové rezistence (Lumeng et al., 2007). Zasadni roli ve vyvoji zanétu V tukové tkani
ovSem hraje pomér mezi M1 a M2. Bylo pozorovano, ze u obéznich pacientii jsou vice
zastoupeny M1 a méné¢ M2 (Satoh et al., 2010; Lumeng et al., 2007).

Makrofagy v obézni tukové tkani obklopuji mrtvy adipocyt a tvofi strukturu podobnou
koruné tzv. crown-like structure (CLS). V souvislosti s tvorbou CLS mohou makrofagy také
fazovat a tvofit gigantické mnohojaderné bunky tzv. multinucleate giant cells (MGC), které
jsou hlavni markerem chronického zanétu tukové tkan¢ (Lumeng et al., 2007).

Mechanismus vzniku zanétu tukové tkané neni doposud zcela jasny. Védci se
domnivaji, Ze dulezitou roli v rozvoji zanétu a zmén s tim spojenych hraje extracelularni
matrix, respektive kolagen typu VI. Kolagenova vlakna jsou slozky extracelularni matrix,
kterda omezuji hypertrofii adipocytli, coz vede k indukci stresové reakce a tvorbé zanétu.
Pokud je ovSem kolagen zastoupen v mensi mife, mtize dochazet k velkému nariistu objemu

bunék a hypertrofii tkdn¢ bez tvorby zanétu a zhorSené inzulinové citlivosti (Khan et al.,

2009).
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3. Cile diplomové prace

Tato diplomova prace byla vypracovana ve Fyziologickém ustavu AV CR, v.v.i. na
oddéleni Biologie tukové tkané. Jednim z hlavnich vyzkumnych témat oddé€leni je studium
obezity indukované dietou s vysokym obsahem tukti a studium beneficnich Géinkt n-3
polynenasycenych mastnych kyselin v prevenci a 1é€bé metabolick¢ého syndromu na
experimentalnim modelu dietou indukované obezity u mysi kmene C57BL/6J.

Cilem této prace bylo:

1. Porovnat pisobeni diety s vysokym obsahem tuki (HFD) a HFD diety s pridavkem
n3-PUFA (HFD+F) na:

- hmotnost pokusnych zvifat a hmotnost jednotlivych organi
- gluk6zovou homeostazu

- hladiny lipidovych metabolit v plazmé

- mnozstvi TAG v jatrech (ovéfeni histologickymi metodami)
- homogenitu tukovych dep (biochemicka stanoveni)

2. Porovnat pusobeni diety s vysokym obsahem tuki a cukri (HSD) a diety s nizkym
obsahem tuku (LFD) ve vice ¢asovych bodech na:

- hmotnost pokusnych zvifat a hmotnost jednotlivych organi

- gluk6zovou homeostazu

- hladiny lipidovych metabolit v plazmé

- homogenitu tukovych dep (histochemické stanoveni velikosti adipocyti,

imunohistochemické barveni a vyhodnoceni trovné zanétu v tukové tkani)
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4. Metody

4.1. Prdce s pokusnymi zviraty

Pokusy byly provadény na mysich samcich kmene C57BL/6J, coz je laboratorni kmen
nachylny k rozvoji obezity (Surwit et al., 1995).

Zvitata byla chovana v mistnosti s 12-ti hodinovym umélym svételnym rezimem pfi
stalé teploté 22 °C. Mysi byly pfed zahdjenim pokusu rozdéleny do klece a chovany po jedné.
Béhem pokusu méla zvitata volny ptistup k pitné vodé a byla krmena specifickymi dietami:
Pted zahajenim pokusu byly mysi krmeny standardni laboratorni dietou (Ssniff EF R/M-H
control diet, Némecko). V prvnim experimentu byla jako kontrolni dieta pouzita dieta
s vysokym obsahem tuki (HFD) (piesné slozeni diety viz Kuda et al., 2009), kde je lipidova
sloZka tvofena kukuficnym olejem obsahujicim pfedev§im n-6 nenasycené mastné kyseliny a
cukerna slozka tvofend Skrobem. Dalsi dietou byla experimentalni dieta HFD+F odvozena z
HFD, kde bylo 15 % tukii nahrazeno koncentratem n-3 polynenasycenych mastnych kyselin
puvodem z motskych ryb (preparat EPAX 1050TG,EPAX AS, Lysaker, Norsko, 10% EPA,
50% DHA).

V druhém experimentu byla pouzita semisynteticka dieta s Vysokym obsahem tukti
HSD ( E15742-34, Ssniff, Némecko), kde je tukova slozka tvofena vepfovym sadlem, které
obsahuje zejména nasycené mastné kyseliny. Cukerna slozka této diety je tvofena z velké
¢asti jednoduchymi cukry a to sachar6zou a dextr6zou a v malém mnoZzstvi Skrobem. K dieté
HSD byla pouzita jako kontrolni dieta Bioclaims s nizkym obsahem tukti (LFD; Research

Diets Services, Nizozemi; piesné slozeni diety viz Hoevenaars et al., 2012).

Energetické slozky v dieté¢ (hmotnostni %) | HSD LFD HFD HFD+F | STD

Tuky 34% |43% [352%|352% |34%

% koncentrat EPAX 1050 0% [0% [0% [15% [0%

Skrob 22% |38,7% [19% |19%

Sacharoza 22,4% | 10 % 5% 5%

Proteiny 24,1% | 22,0% | 20,5% | 20,5% | 19,3

Energeticka hodnota (kJ/g) 21,4 16,2 22,8 22.8 16,3

Tab. ¢. 2: Slozeni experimentalnich diet,  koncentrat EPAX 1050 obsahuje 50 % DHA, 10 % EPA, 4 mg/g a-
tokoferolu
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V prvnim pokusu byly myS$i nasazeny nejprve na standardni laboratorni dietu a ve stéii
4 mésict zacaly byt krmeny experimentalnimi dietami HFD a HFD+F. Jednou tydné byla
zvifata vaZena a byla jim méfena spotieba potravy. Dvakrat tydné jim byla ménéna voda a
trikrat tydné dopliovana dieta. Po sedmi tydnech na experimentalnich dietach byla zvirata
vystavena intraperitonedlnimu glukézovému tolerancnimu testu (IPGTT). Pokus byl ukoncen
v 10. tydnu experimentu (obr. 6). Pfi pitvé byla odebrana krevni plazma, jatra, GON a DL
depo. Krevni plazma byla uchovana pii teploté -20°C, ostatni vzorky byly zamrazeny

v tekutém dusiku a uchovany pii - 80°C.

e A R T e e e e e

osa

Tyden 0 1 2 3 4 3 il 7 8 g 10

Sk

' T 1 1
HFD dieta HFD IPGTT + plazma Bites
Sk.

HFD+F 1 f }
dieta HFD+F AT Pl Pt

Obr. 6: Schéma prubéhu prvniho pokusu

V druhém pokusu byly mysi nejprve krmeny standardni laboratorni dietou a ve véku 5
meésicii (v ¢ase 0 tydnll) byly nasazeny na HSD a LFD dietu a rozdé€leny do skupin. Zvirata
byla vazena a krmena obdobné jako v prvnim pokusu. Cely pokus trval 16 tydnii. V case 0, 4,

8, 12 a 16 tydnt byly jednotlivé skupiny usmrceny (obr. 7).
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casova osa: Tyden @ Tydend Tyden 8 Tyden 12 Tyden 16
skupiny
HSD: dieta HSD
sk. 0T T
OGTT+ inzulin_.plazrr:
sk. 4T t t
D TT + inzulin, plazma DETT + inzulin, plazma
sk. 8T t '
DGTT + inzulin, plazma DETT + inzulin, plzzma
sk. 12T
f f t
DGTT + inzulin, plazma OETT + inzulin, plazma DG TT + inzulin, plazma
sk. 16T
f f t
OGTT + inzulin, plzma OGTT + inzulin, plazma OGTT + inzulin, plazma
skupina dieta LFD
LFD:
Sk 16LFD DGT_- inzulin, plazma OGTT + inzuldin, Jlazrr:

Obr. 7: Schéma prubéhu druhého pokusu

odebrana krev, ktera byla vlozena do 1,5 ml mikrozkumavky s5 pl

Mysi byly usmrceny cervikalni dislokaci v éterové narkoze. Z kréni tepny jim byla

0,5M EDTA.

Mikrozkumavky s odebranou krvi byly centrifugovany pii 4°C pii 5320 g po dobu 10 minut.

Ziskana plazma byla uchovana pfi teploté -20°C. B&hem pitvy byly odebrany vzorky jater a
tukoveé tkané, konkrétné z GON, MEZ a DL depa. Pii pitvé v 16. tydnu bylo GON a DL

tukové depo rozdéleno na 3 ¢asti (A, B, C). Jednotlivé ¢asti tkané byly fixovany v 20 ml 10%

formaldehydu (Penta, CR). Vzorky tukové tkdn& uréené pro histologickou analyzu byly

dehydratovany vzestupnou fadou etanolu, zality do parafinu a nafezdny na fezy o tloust'ce 5

um na pracovisti Ustavu patologie a molekularni mediciny 2. LF UK a FN Motol. Ostatni

odebrané tkané byly zamrazeny v tekutém dusiku a uchovany pti -80°C.
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4.2. Glukozovy tolerancéni test (GTT)

Gluk6zovym tolerancnim testem stanovujeme miru gluk6zové tolerance. Dle zptisobu
podévani glukézy rozd€lujeme GTT na intraperitonedlni (IPGTT) a oralni (OGTT).
Pii IPGTT je glukdéza injekovana do peritonea, zatimco pti OGTT je glukdza aplikovana
gavazi do zaludku. Oralni podani gluk6ézy vyvold na rozdil od intraperitonealniho podani
sekreci inkretinii jako napi. GLP-1 (glukagon like protein 1) a GIP (gastric inhibitory
polypeptide), hormont produkovanych zazivacim traktem po piijmu potravy. Produkce téchto
protein vede k posileni sekrece inzulinu z B-bunék zvySenim jejich senzitivity ke glukoze.
Proto i hladiny uvoliovaného inzulinu byvaji vyssi pti OGTT v porovnani s IPGTT (Holz,
2004).

4.2.1.IPGTT
Ptistroje:

Glukometr One Touch Ultra (Lifescan, USA)

Material:

Box pro imobilizaci zviiete

Chirurgické nizky

Tampony

Injek¢éni stiikacky s jehlou

Testovaci prouzky One Touch Ultra (Lifescan, USA)
Filtr (p6r 0,45 um, Schleicher & Schuell, Némecko)

Zasobni roztoky:
10% D-glukoza (Sigma, USA) ve vodg, sterilizovana filtraci, skladovana v -20 °C

Postup:

Mysi byly 15 hodin pfed provedenim pokusu zvaZzeny a byla jim odebrana potrava. Po
no¢nim hladovéni byly mySi zvaZzeny a byla jim z ocasni zily pomoci kalibrovaného
glukometru zméfena bazalni hladina glukézy v plazmé (¢as 0 minut) a odebran vzorek krve
pro stanoveni hladiny inzulinu. Poté jim byl injekci do intraperitonea podan roztok 10% D-

glukozy v mnoZstvi 1 mg gluk6zy na gram télesné hmotnosti. V ¢ase 15, 30, 60, 120 a 180
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minut po podani glukézy do peritonea byla mySim méfena hladina krevni glukézy ze vzorku
krve z ocasu.

Ze ziskanych hodnot hmotnosti mysi byl stanoven Ubytek vahy po odstaveni od
potravy. Z naméfenych hodnot glykémie byla sestavena glykemickd ktivka pro jednotlivé
mysi. Zminovana kiivka informuje o rychlosti vstiebani glukdzy z peritonea a normalni nebo
narusené schopnosti inzulinu regulovat zvySenou hladinu glukézy v krvi. Pocetné byl
stanoven obsah plochy pod kiivkou (totalni AUC), ktery informuje o utilizaci glukozy v Krvi.
O stavu inzulinové rezistence nepiimo vypovida inkrementalni AUC, kterou lze vypocitat po

odecteni bazalni glukdzy od vSech hodnot glykémie.

4.2.2. OGTT
Pii OGTT byly pouZity shodné pfistroje a material jako pfi metodé IPGTT kromé
injek¢ni stiikacky, kterd nebyla opatiena jehlou, ale intragastrickou sondou. MySim byl oralné

podan roztok 30% vodny roztok D-glukozy.

Postup:

Postup méteni OGTT byl shodny s postupem IPGTT. Pied podanim roztoku glukézy
byla stanovena bazalni hladina glukozy v plazmé (v ¢ase 0 minut). Vyznamny rozdil byl v
aplikaci mnozstvi a koncentraci glukozy. Mysim bylo intragastrickou sondou aplikovano 0,5
ml 30% D-glukozy ve vodé (300 mg/ml), coz odpovida 150 mg glukdzy na zvife. Obdobné
jako pii IPGTT byla mysSim méfena hladina krevni glukézy a pted aplikaci glukézy a 30
minut po podani glukézy. V téchto Casovych bodech byla mysSim odebrana krev pro stanoveni

plazmatické hladiny inzulinu. Ziskané hodnoty byly zpracovany jako v IPGTT.

4.2.3. Stanoveni inzulinu v krevni plazmé

Koncentrace inzulinu v plazmé byla stanovena metodou RIA. Principem této metody
je navazani specifické protilatky k molekule inzulinu. Nejprve reagoval vzorek plazmy o
neznamé koncentraci inzulinu s primarni protilatkou, poté byl pfidan radioaktivné znaceny
inzulin o zndmé koncentraci. Znaceny a neznaceny inzulin kompetovaly o vazbu k protilatce.
Nasledné¢ byly nenavazané molekuly znaceného inzulinu odstranény a byla méfena

radioaktivita jednotlivych vzorkd. Cim vice bylo neznaceného inzulinu v krevni plazmé, tim
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mensi mnozstvi zna¢ené¢ho inzulinu se mohlo navazat k protilatce a tim byla naméfena mensi

aktivita.

4.3. Stanoveni obsahu lipidii ve tkanich a v plazmé

V plazmé jsme stanovili koncentraci TAG, CH a FFA. Koncentrace jednotlivych
metabolitil byly méfeny jako absorbance barviva vzniklého sledem enzymatickych reakei (viz
nize). Ziskand hodnota absorbance byla piepocitdna pomoci vzorce viz nize na mnozstvi
stanovovaného metabolitu. Barvivo vzniklo pomoci enzymatickych reakci v reakénim ¢inidle

s metabolitem.

Princip metody stanoveni TAG: (nize postup a.)
Triacylglyceroly Lipcpreteinlipdz o - Glycerol + FFA
Glycerol + ATp Sheerolkindz o Glycerol-3-fosfat + ADP

Glycerol-3-fosfat + O, SeeraSfostitonidizg,  1yihydroxyacetonfosfat + HO,

Peroxidaza

2H,0; + 4-aminoantipyrin + 4-chlorofenol —=—— Chinoniminové barvivo + 4H,0

Princip metody stanoveni CH: (nize postup b.)
Cholesterylester + H,Q Sholestenylesteriza_, o1 4 FREA
CH+ O, Selesterylovidiza 4 _cholesten-3-on + H,0,

Peroxidaza

2 H,0, + 4-cholesten-3-on + 4-aminoantipyrin—="2 Chinoniminové barvivo + 4H,0

Princip metody stanoveni FFA: (nize postup c.)
RCOOH + ATP + CoAAYCoASynthiza_ - Acy]-CoA + AMP + Ppi
Acyl-CoA + O, 2¥CoAOxdn 5 3 _trans-enoyl-CoA + H,0,
Peroxidaza

2H,0, + 4-aminoantipyrin + 3-metyl-N-etyl-N-B-hydroxyetyl-anilin 22—, modry

anilinovy pigment + 3H,0

Ptistroje:
Termoblok (Penta, CR)
Ttepacka (IKA, Némecko)

Spektrofotometr Sunrise basic Tecan (Tecan, Svycarsko)
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Material:
96-ti jamkova desticka (Nunc, Dansko)

Zasobni roztoky:
65% etanol (Penta, CR)
3M KOH (Penta, CR)
Triacylglycerol liquid 250 S (Biolatest)
Cholesterol liquid 250 S (Biolatest)

4.3.1. Stanoveni TAG, CH a FFA v plazmé

Na 96-ti jamkovou desticku jsme aplikovali 3 ul standardu, vzorku nebo cistého
vzorku podle tabulky 3 nize. Jako Cisty vzorek pro odecteni pozadi reakce (blank) jsme
pouzili redestilovanou vodu. Do kazdé jamky jsme piidali 300 pl reakéniho Ccinidla
specifického pro jednotlivé stanoveni- TAG, CH, FFA. Desticku jsme nechali inkubovat 10
minut pii teplot¢ 37°C. Z divodu citlivosti reakéniho ¢inidla na svétlo jsme desticku se
vzorky chranili pied svétlem. Jednotliva mnoZstvi vzorkd, vody, standardu a reakéniho ¢inidla

jsme pipetovali dle navodu piilozeného u daného kitu.

Y
=
=]
28]
I
wn
o
w
[=]

blank vzorek |vzorek |vzorek |vzorek  |vzorek |vzorek  |vzorek

blank vzorek |vzorek |vzorek |vzorek |vzorek  |vzorek  |vzorek

vzorek |vzorek |vzorek |vzorek |vzorek |vzorek  |vzorek

vzorek |vzorek |vzorek |vzorek |vzorek |vzorek  |vzorek

oM || (=

vzorek |vzorek |vzorek |vzorek |vzorek  |vzorek  |vzorek blank

vzorek |vzorek (|vzorek  |vzorek [vzorek  |vzorek |vzorek  |blank

vzorek |vzorek |vzorek |vzorek ([vzorek  |vzorek  |vzorek

T |(m|m

vzorek |vzorek |vzorek |vzorek |vzorek |vzorek |vzorek

Tab. €. 3: Aplikace blankd, vzorki a standardli na 96-ti jamkovou destikcu

Stanoveni TAG (postup a) - v reakéni smési byly 3 pl vzorku a 300 pl reakéniho ¢inidla

S naslednou inkubaci 10 minut pii 37°C.

Stanoveni CH (postup b) - v reakéni smési byly 3 pl vzorku a 300 pl reakéniho ¢inidla

S naslednou inkubaci 10 minut pii 37°C.
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Stanoveni FFA (postup c) - v reakéni smési byly 2 pl vzorku a 86 pl reakéniho €inidla A
s naslednou inkubaci 10 minut pii 37°C. Dale bylo ptfidano 43 pl reakéniho ¢inidla B a

inkubovano 10 min pii 37°C.

Vyhodnoceni - absorbanci barviva ve vzorku jsme méfili na spektrofotometru Sunrise basic
(Tecan, Svycarsko). Absorbance pro uréeni mnozstvi TAG a CH byla méfena pii vinové délce
500 nm. Absorbance pro urceni koncentrace FFA byla métfena pii vinové délce 546 nm.
Koncentrace metabolitu ve vzorku (Cvz) byla vypocitdna pomoci primérné absorbance
standardnich vzork. Od naméfené absorbance vzorkid (A) byla odectena primérna
absorbance C¢ist¢ho vzorku (blanku)(Abl). Od naméfené absorbance standardi (B) byla
odectena absorbance blanku. Dale byly vypocitany jednotlivé koncentrace metabolitii pomoci
prumérné absorbance standardniho vzorku (As) a znamému mnozstvi (dano kitem) TAG, CH

a FFA (Cs).

A — Abl = Avz
B — Abl = As
Cs x Avz/As = Cvz

4.3.2. Stanoveni TAG v jatrech
Obsah TAG byl stanoven v 50 mg vzorku jaterni tkané. Ke tkani bylo ptidano 150 ul

3M KOH (Penta, CR) rozpusténého v 65% etanolu (Penta, CR). Vzorky byly inkubovany 2
hodininy pii teploté¢ 70°C. 50 pl supernatantu bylo 10 x nafedéno redestilovanou vodou.
Nasledujici postup pro stanoveni TAG pomoci reakéniho cCinidla byl shodny s postupem

stanoveni TAG V plazmé viz 4.3.1.(a).

4.3.3. Stanoveni TAG v tukovych depech
Béhem pitvy bylo odebrano GON a DL tukové depo (obr. 2 tukova depa). Jednotliva

tukova depa byla rozdélena na tfi ¢asti - A, B, C (viz obr. 8). Odebrané ¢asti tuku byly
extrahovany metodou popsanou V kapitole 4.3.2. Vznikly supernatant byl nafedén 200 x

redestilovanou vodou. Stanoveni TAG, CH a FFA bylo povedeno stejnou metodou jako v

bod¢ 4.3.1. (a, b, ¢).
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4.4. Méreni koncentrace DNA

Hoechst 33258 je fluorescencni barvivo, které se prednostné¢ vaze do AT bohatych
oblasti DNA (Lat tet al., 1976). Pomoci UV zéafeni mize byt toto barvivo excitovdno pii
vlnové délce 356 nm a nasledné emitovat svétlo pti 458 nm. Tato barvici technika spolu s

fluorimetrickym méfenim umoziuji kvantifikovat obsah DNA ve vzorku (Labarca et al.,

1980).

Ptistroje:
Termoblok (Penta, CR)
Ttepacka MS3 digital (IKA, Némecko)
Fotometr eppendorf (Eppendorf, Némecko)

Fluorimetr Tecan (Tecan, Svycarsko)

Zasobni roztoky:
Mix Proteinazy K:  500mM TRIS (trishydroxymethylaminometan, Sigma, USA)
100mM EDTA (Serva, Némecko)
Redestilovana voda

10% SDS (Invitrogen, USA)
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Proteinaza K (20 mg/ml, Merck, Némecko)
Pufr NaCI-NaPi-EDTA (pH 7,4):  2mM EDTA (Serva, Némecko)
2M NaCl (Merck, Némecko)
0,05M NayHPO4-12H,0 (Lachema, CR)
Standard DNA (0,1 mg/ml), izolat DNA z teleciho brzliku (Sigma, USA)
Hoechst ( bis-benzimid H33258, 1 mg/ml, Serva, Némecko)

Mix Proteindzy K byl pfidan ke vzorku tkané dle nasledujici tabulky:

(mg) tkané (ul) Mixu Prot. K
0-25mg 100 pl
25-30 mg 150 pl
30-35mg 200 pl
35— 40 mg 250 pl
> 40 mg 300 pl

Tab. ¢. 4: Mnozstvi Mixu Proteindzy K pro mnozstvi tkané

Vzorky jaterni tkan¢ byly nastfihany pomoci ntzek. Ke kazdému vzorku bylo
aplikovano pfislusné mnozstvi Mixu Proteindzy K (viz tab. ¢. 4). Reak¢ni smés byla
inkubovana 12 hodin pfi teploté 56°C. V prubéhu celého méteni byly vzorky chranény pied
svétlem.

Po inkubaci a zchladnuti vzorkid bylo do ¢istych zkumavek aplikovano v dubletech
prislusné mnozstvi pufru, standardu, Hoechstovo barvivo a vzorky tkan¢ podle tab. ¢. 5. Jako

standard byl pouzit izolat DNA z teleciho brzliku, jehoz koncentrace DNA byla zméiena na

fotometru.
Pufr (ul) Standard/vzorek | Hoechstovo (ng) DNA
(ul) barvivo (pl)
Standard 1 1000 0 500 blank
Standard 2 990 10 500 1mg
Standard 3 980 20 500 2 mg
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Standard 4 970 30 500 3 mg
Standard 5 960 40 500 4 mg
Standard 6 940 60 500 6 mg
Standard 7 920 80 500 8 mg
Standard 8 880 120 500 12 mg
Vzorek X 980 20 500 ?

Tab. ¢. 5: Smichani jednotlivych mnozstvi pufru, standardu nebo vzorku a Hoechstova barviva pro aplikaci na

96-ti jamkovou desticku

Jednotlivé vzorky byly inkubovany 3,5 hodiny pii pokojové teploté. Na 96-ti
jamkovou desticku bylo aplikovano 200 pl standarda i vzorkd. Pomoci fluorimetru (Tecan,
Svycarsko) byla zméfena intenzita vyzafeného svétla jednotlivych vzorkd a standardd.
Z hodnot naméfenych u standardii byla sestavena kalibra¢ni kiivka, podle niz byla vypocitana

koncentrace DNA v jednotlivych vzorcich.

4.5. Stanoventi velikosti adipocytii

4.5.1. Barveni preparati hematoxylinem a eosinem pro svételnou
mikroskopii

Jednotlivé ¢asti vzorku tkané je tézké ve svételném mikroskopu rozeznat, protoze maji
podobnou optickou lomivost. Pro zvyraznéni ¢asti fixované tkané na podloznim sklicku je
proto nutné vzorky obarvit. Zakladni barvici technikou v histologii je barveni hematoxylin-
eosinem. Hematoxylin je bazické barvivo, které zvyraznuje bunééné jadro modro-fialove.

Eosin je acidické barvivo, které barvi cytoplazmu rtizové.

Zasobni roztoky:
Xylen (Penta, CR)
100% etanol (Penta, CR)
96% etanol (Penta, CR)
75% etanol (Penta, CR)
50% etanol (Penta, CR)
Hematoxylin (Dako Mayer’s Hematoxylin (Lillie’s modification), Dako, Némecko)
Eosin (Eosin Yellowish Solution, Sigma, USA)

Montovaci médium (Eukitt quick-hardening mounting medium, Sigma, USA)
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Pti pitvé byly odebrany vzorky jater, GON, MEZ a DL tukového depa. Jednotlivé
vzorky uréené pro histologickou analyzu byly pfipraveny na pracovisti Ustavu patologie a
molekuldrni mediciny 2. LF UK a FN Motol. Na tomto pracovisti byly vzorky fixovany,
dehydratovany, projasnény xylenem, zality do roztaveného parafinu a nasledné nafezany na
podlozni skla na fezy tlusté 5 um.

Podlozni skla se vzorky byla deparafinovana a hydratovana pomoci sestupné
alkoholové fady. Inkubace byly provedeny od xylenu az po inkubaci v 50% etanolu po dobu
uvedenou Vv tabulce (viz nize). Nasledné byly vzorky 2x promyty Vpitné vodé.
Deparafinované vzorky byly promyty a nasledné¢ inkubovany 1 minutu s roztokem
hematoxylinu, promyty a nasledn¢ inkubovany 30 sekund s roztokem eosinu. Obarvené
vzorky byly promyty a dehydratovany pomoci vzestupné alkoholové fady (50% etanol —

xylen). Pomoci montovaciho média byly ze vzorkti vytvoreny trvalé preparaty.

S \'
e . z
s Roztok Doba inkubace * o
t Xylen 15 minut s
u Xylen 15 minut t
P . u
n 100% etanol 10 minut b
P 100% etanol 10 minut n
96% etanol 10 minut a

' 96% etanol 10 minut .
a r
d 75% etanol 10 minut a
a 50% etanol 10 minut d
v a

Tab. ¢. 6: Doba inkubace v roztocich tvoficich sestupnou/ vzestupnou alkoholovou fadu

4.5.2. Morfometrické stanoveni velikosti adipocyti

Hematoxylinem a eosinem obarvené vzorky byly snimany svételnym mikroskopem
Olympus AX70 (Olympus, Tokyo, Japonsko), objektivem 10x a kamerou DP 70 (Olympus,
Tokyo, Japonsko). Jednotlivé snimky byly morfometricky analyzovany pomoci obrazového
programu NIS-Elements AR 3.0 (Laboratory Imaging, CR). Morfometricka data byla
zaloZena na stanoveni poctu a velikosti bun€k osmi riznych mist ve vzorku. Ze vzorku bylo

vyhotoveno osm snimki a v kazdém snimku bylo ndhodné vyhodnoceno 100 bunék. Celkem
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se tedy velikost adipocytl vypocitala z velikosti 800 bun¢k. Stanoveni je relativni, protoze ez
tkani neprotind buiiku v mist¢ maximalniho priméru a dochdzi tak ke zkresleni velikosti
bun€k v tkani. Dusledkem tohoto faktu byly délany i dalSi metody pro stanoveni velikosti

bungk (dale v textu).

4.6. Imunohistochemické barveni makrofdgii ve vzorku

Imunohistochemickymi metodami detekujeme antigen — specifickou molekulu nebo
jeji ¢ast, kterou chceme vizualizovat. Tato metoda je zaloZzend na tvorbé vazby mezi
antigenem a protildtkou. Antigen lze ve tkani lokalizovat bud’ pfimo, nebo nepfimo (Kiernan,
2008).

Jednim ze zpiisobl nepiimé detekce je metoda zaloZzend na vazb& neznacené primarni
protilatky, na kterou se ndsledné vaZze znacend sekundarni protilatka. Typickym znacenim
sekundarni protilatky je vazba enzymu zvaného kienova peroxidaza, ktery reaguje s 3,3-
diaminobenzidin tetrachloridem (DAB). Vysledkem této reakce je hnédé zbarveni na vzorku
(Graham et al., 1966).

Pokud je mnozstvi molekul antigenu ve tkani nizké, mizeme signal zesilit pomoci
aplikace nepfimé imunohistochemické metody spolu s tvorbou avidin-biotin komplexu (ABC
metoda). Tato metoda je zaloZena na téméf irreverzibilni vysokoafinni vazbé mezi avidinem a
vitaminem biotinem (Guesdon et al., 1979). Avidin je glykoprotein vaje¢ného bilku, ktery
obsahuje Ctyi'i vazebna mista pro biotin. Na avidin je navazana kienova pexidaza (Hsu et al.,
1981), ktera je zasadni pro zesileni signdlu. Na zbyld volnd vazebna mista jsou navazany
biotinylované (biotinem znacené) sekundarni protilatky. Aktudlné jsou pouzivany velice
citlivé detekéni soupravy (ABC kit), které patii k nejcitlivéjSim metodam pro detekovani
antigenu. Peroxiddza nam svoji enzymatickou aktivitou naznacuje mista v preparatu, kde
doslo k specifické vazbé mezi antigenem a primdrni protildtkou a néasledné biotinylovanou
sekundarni protilatkou. Mista, kde je navdzana peroxidaza, reaguji s DAB, ktery je pfeménén

na nerozpustné hnédé barvivo viditelné ve svételném mikroskopu.

Material:
Ttepacka (WT12, Biometra, Némecko)
Inkubacni box
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Zasobni roztoky:
Xylen (Penta, CR)
100% etanol (Penta, CR)
96% etanol (Penta, CR)
75% etanol (Penta, CR)
50% etanol (Penta, CR)
Hematoxylin (Dako Mayer’s Hematoxylin (Lillie’s modification), Dako, Némecko)
30% H,0; (Penta, CR)
Normalni koniské sérum ( Vector, USA)
Monoklonalni primarni protilatka anti-Mac-2/galectin-3 (Cedarlane Laboratories,
USA)
Biotinylovana sekundarni protilatka (Horse Biotinylated Anti-Mouse 1gG (H+L))
ABC kit (Vector, USA)
DAB tablety (3,3-diaminobenzidin tetrachlorid, Sigma, USA)
Montovaci médium (Eukitt quick-hardening mounting medium, Sigma, USA)
Pufr PBS (pH=7,4): NaCl (Merck, Némecko)
KCI (Sigma, USA)
Na;HPO,4 (Lachema, CR)
KH2PO4 (Sigma, USA)

Pro pozitivni kontrolu byly pouzity vzorky tkdn¢ se znaénym mnozstvim makrofagu,
kde v piedchozich pokusech probéhla reakce s primarni protilatkou. Stejné vzorky tkané byly
pouzity pro negativni kontrolu bez inkubace s primarni protilatkou, ovSem s dal§im postupem
shodnym pro detekci makrofagii ve vzorcich.

Vzorky byly deparafinovany sestupnou alkoholovou tfadou stejnym postupem jako
v kapitole 3.5.1. VVzorky byly promyty v pitné vod¢ a za stalého michani inkubovany 30 min
s 1% peroxidem v metanolu, aby byla zablokovana funkce endogenni peroxidazy. Nasledné
byly vzorky 2x promyvany 15 min vroztoku PBS. Vzorky byly inkubovany 30 min
s roztokem kofiského séra fedéném 1:50 pro zablokovani nespecifickych vazeb primérni a
sekundarni protilatky v boxu se zvySenou vzdusnou vlhkosti. Nasledné byly vzorky ptes noc
inkubovany ve zminéném boxu pii teploté 4°C s monoklondlni primarni protilatkou proti
makrofagim, ktera byla natedéna 1:3000 v PBS.
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Po inkubaci byly vzorky 2x promyty roztokem PBS po dobu 15 min. Nasledné byly
vzorky v boxu inkubovany s biotinylovanou sekundarni protilatkou v fedéni 1:200 po dobu 30
min. Nenavadzana sekundarni protilatka byla odstranéna promytim roztokem PBS. Pro
zviditelnéni navazané primarni a sekundarni protilatky byly vzorky v boxu inkubovany 30
min s reakénim c¢inidlem ABC (Vector, USA). Vzorky byly promyty v PBS. Jednotlivé
vzorky byly bez pfistupu svétla inkubovany 3 min s roztokem, ktery obsahoval DAB
pripraveny dle protokolu vyrobce a nasledné promyty vodou. DAB vykazuje karcinogenni
ucinky, proto veskera prace s timto ¢inidlem byla provadéna v digestofi za pouziti ochrannych
pomiicek. VSechen odpad byl zpracovan jako nebezpecny odpad. Obarvené vzorky byly
promyty pitnou vodou a inkubovany 1 min s hematoxylinem. Nasledné¢ byly vzorky
dehydratovany skrze vzestupnou alkoholovou ftadu od 50% etanolu po xylen.
Z dehydratovanych vzorkl byly pomoci montovaciho média ptipraveny trvalé preparaty.

Trvalé preparaty byly sniméany svételnym mikroskopem Olympus AX70 (Olympus,
Tokyo, Japonsko), objektivem 10x a kamerou DP 70 (Olympus, Tokyo, Japonsko). Ze vzorku
bylo vyhotoveno Sest snimkii. Jednotlivé snimky byly analyzovany stejnym programem, jako
pi1 vyhodnoceni velikosti bun¢k. Mnozstvi zdnétu bylo stanoveno jako celkovy pocet bun¢k

na snimku vztazeny na pocet mrtvych bunck.

4.7. Barveni lipidii v kryorezech jaterni tkané
Piistroje: Kryotom Leica cm 1850 (Leica Biosystems, CR)

Zasobni roztoky:
10% formalin (Penta, CR)
50% etanol (Penta, CR)
Olejova Cerven - nasyceny roztok olejové ¢ervené (Fluka, USA) v 70% etanolu
Hematoxylin (Dako Mayer’s Hematoxylin (Lillie"s modification), Dako, Némecko)

Vodorozpustné montovaci médium (Serotec, USA)

Zmrazené vzorky jaterni tkan€ byly fezany na kryotomu Leica cm 1850 pii -20°C a
tloustce 8 um. Nafezané kryofezy jaterni tkané¢ byly pro zvyraznéni neutrdlnich lipida
barveny olejovou Cerveni (Oil-Red-O). Vzorky jaterni tkané byly inkubovany 45 min s 10%

formalinem, nasledné 10 min s 50% etanolem, 15 min s roztokem obsahujicim olejovou
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¢erven (Oil-Red-O) a nasledné 10 min s 50% etanolem. Po skonCeni inkubaci byly vzorky
promyty destilovanou vodou. Pro zvyraznéni bunéénych jader byly vzorky inkubovany 1 min
S hematoxylinem a poté omyty vodou. Jednotlivé vzorky byly montovany vodorozpustnym

médiem.

4.8. Statistické vyhodnoceni vysledkii

Statistické vyhodnoceni dat bylo provedeno v programu Sigma Stat 3.1 (Systat
Sofware, USA). Za predpokladu normalniho rozlozeni dat byl pouzit t-test, jednocestna
ANOVA, dvoucestna ANOVA s Holm-Sidak post-hoc testem.  Hladina statistické
vyznamnosti byla stanovena na p < 0,05. Vysledné hodnoty jsou uvadény jako vybérové

pruméry a variability jsou vyjadieny jako sttedni chyby vybérového priméru (SE).
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5. Vysledky

5.1. Pokus ¢.1:

Porovnani vlivu HFD a HFD+F na energeticky metabolizmus

V tomto pokusu byly porovnavany dvé skupiny mysi (n=6), které byly ad libitum
krmeny rozdilnymi dietami zpGsobujici obezitu - dietou HFD a dietou HFD+F (viz kapitola
3.1.). Obezita a sni souvisejici metabolické dysfunkce u mysi byly vyvolany podavanim
experimentalnich diet po dobu 9-ti tydn. V 7. tydnu byl pokusnym zvifatim proveden
intraperitonealni glukézovy toleran¢ni test. V 10. tydnu byly mySi usmrceny a byly jim

odebrany jednotlivé vzorky tkani a krevni plazmy pro dalsi zpracovani.

Narust télesné hmotnosti a spotieba krmiva
Béhem celého pokusu byly mySi vazeny a byla stanovovana spotiteba potravy. Tyden

pied zapocetim pokusu (v grafu 1 bod 0) byly mysi rozdéleny do kleci po jedné.

Narust télesné hmotnosti

woow
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w
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—{-—E HED Graf 1: Prbéh nartstu
télesné hmotnosti béhem
pokusu, HFD a HFD+F
(4.1.), *p < 0,05.

]
=)

hmotnost (g)
=] [ ]
= o

—&—HFD+F

[
]

o 1 2 3 4 S5 & 7 8 9 10

V grafu 1 miiZzeme pozorovat kontinualni nartist télesné hmotnosti obou skupin. Mirny
pokles hmotnosti je vidét v 8. tydnu, coz je disledkem IPGTT proveden¢ho v 7. tydnu.
Nasledny nartist hmotnosti poukazuje na prekonani stresové situace a dostate¢né zotaveni. Od
pocatku pokusu do 9. tydne vazily skupiny mysi obdobné. Od 9. tydne zacala signifikantné
pfibyvat na hmotnosti skupina HFD. Na konci pokusu byl pozorovan signifikantni rozdil

V primérné hmotnosti mezi skupinami (graf 1) (p = 0,020). Nartist hmotnosti v ¢ase od 1. do
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9. tydne byl vyjadien jako absolutni vahovy ptirtstek (graf 2). Absolutni vahovy ptirtstek
vykazoval signifikantni rozdil (p = 0,041).

Absolutni vahovy
prirastek

=
=

[

*

hmotnost (g)

- Graf 2: Absolutni vahovy pfirtstek od 1. do 9. tydnu pokusu,
HFD a HFD+F (4.1.), *p < 0,05.
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HFD HFD+F

Béhem pokusu nebyl signifikantni rozdil v pf{jmu diety mezi obéma skupinami mysi
(graf 3). V 0. tydnu pokusu byly mysi rozdéleny do kleci po jedné a krmeny standardni
dietou, proto byla u nich pozorovana vyssi spotieba diety. Kvtili provedeni IPGTT v 7. tydnu
pokusu chybi v tomto casovém bod¢ v grafu 3 hodnoty spotieby diety.

Spotreba diety

12
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g
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[ Graf 3: Prubéh spotteb
5 P_\é— —=—HFD+F potfeby
0 diety béhem pokusu , HFD

0O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 a HFD+F (4.1).

tydny

Také kumulativni spotieba diety (od 1. do 9. tydne) nevykazovala statisticky
vyznamny rozdil (p = 0,239) (graf 4).
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Kumulativnispotreba

diety
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> 0 - : . Graf 4: Kumulativni spotfeba diety, HFD a HFD+F (4.1.).

HFD HFD+F

Shrnuti: Piesto, ze se prumérna spotieba diety béhem celého pokusu mezi skupinami nelisila,

mély mysi krmené dietou HFD na konci pokusu signifikantné vys$§i hmotnost, nez mysi

krmené dietou HFD+F.

Méreni miry glukézové tolerance pomoci IPGTT

Mysi krmené rozdilnymi dietami byly podrobeny testu IPGTT. Mezi skupinami nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v primérné hmotnosti mys$i v postprandialnim stavu (p
= 0,051) (graf 6) ani v lacném stavu (p = 0,056) (graf 7). S témito fakty souviseji i dalsi
vysledky, jmenovité bazalni hladina glukozy (p = 0,116) (graf 8) a ubytek hmotnosti mysi po
lacnéni (p = 0,864) (graf 9) nevykazovaly signifikantni rozdily. Pies tato fakta byl pozorovan
signifikantni rozdil v hodnotach inkrementalni plochy pod ktivkou (p = 0,043) (graf 10), ale
zadny rozdil v hodnotach totdlni hladiny pod kiivkou (p = 0,866) (graf 11). V prabchu
glykemické kiivky byl pozorovan signifikantni rozdil v 60. minuté po podani glukézy (p =
0,011) (graf 12).

Hmotnostv Hmotnostv laéném
postprandialnim stavu stavu
32 30
CEN I CPY T
g 3
2 28 - I S 26 -
E 3
24 - T 1 22 T 1
HFD HFD+F HFD HFD+F
Graf 6: Primérna hmotnost mysi Graf 7: Primérna hmotnost mysi v laéném
Vv postprandialnim stavu, HFD a HFD+F stavu pfed IPGTT, HFD a HFD+F (4.1.).

(4.1.).
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Bazalni hladina glukdzy

hladina glukdzy {mg/dL)

Graf 8: Bazalni hladina glukézy (FBG),
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Graf 9: Ubytek hmotnosti mysi po laénéni,
HFD a HFD+F (4.1.).
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(4.1), *p<0,05.



Technicky nejméné naro¢ny zplsob, jakym stanovit miru inzulinové rezistence (IR), je
pouziti HOMA-IR indexu (Homeostasis Model of Assessment- Insulin Resistance). Tato
vypocetni metoda v sob¢ zahrnuje hodnotu bazalni glukézy FBG (Fasting Blood Glucose) a

hladinu inzulinu v krvi v laéném stavu FBI (Fasting Blood Insulin).

HOMA-IR = FBG (mmol/l) x FBI (mU/I)/ 22,5

Pti porovnavani primérné hladiny inzulinu v plazmé v laé¢ném stavu u obou skupin ani

u HOMA-IR indexu (p = 0,123) nebyl zjistén statisticky vyznamny rozdil (graf 13).

HOMA-IR
10
] T
&
g' 6
o 4
I
2
0 . | Graf 13: Hodnoty HOMA-IR indexu, HFD a HFD+F (4.1.).
HFD HFD+F

Shrnuti: U obou skupin mysi nebyly pozorovany signifikantni rozdily v hmotnosti pred
provedenim IPGTT, ani nebyla prokazana zhorSena gluk6zova tolerance pomoci stanoveni

HOMA-IR indexu.

Analyza vzorku tkané

Béhem pitvy byly odebrany a zvazeny jednotlivé tkéné dilezité pro zkoumdani
metabolismu v organismu. Signifikantni rozdil mezi skupinami byl pozorovan u primérné
hmotnosti GON depa (p = 0,015) (graf 14) a obdobn¢ také u DL depa (p = 0,017) (graf 15). Je
ziejmé, ze myS$i krmené HFD maji vice ulozeného tuku v jednotlivych depech v porovnani se

skupinou HFD+F.
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Graf 14: Hmotnost GON tukového depa, Graf 15: Hmotnost DL tukového depa, HFD a
HFD a HFD+F (4.1.), *p < 0,05. HFD+F (4.1.), *p < 0,05.

Pred pitvou vykazovaly mysi na rozdilnych dietach signifikantni rozdily v primérné
celkové hmotnosti organismu (p = 0,020) (graf 1). S touto skuteCnosti souvisi 1 dalsi
parametry analyzovanych organti. Statisticky vyznamny rozdil byl také zaznamenan mezi
skupinami v pramérné hmotnosti jater (p = 0,007) (graf 16). Nartst hmotnosti jater mize byt

odrazem ektopického ukladani tuku. UloZeni tuku do jater mize omezit a poskodit jejich

funkci.
Hmotnost jater
1400
1200 1 -
E1000 4
< 800 A
£ 600
- -
_g :gg | Graf 16: Hmotnost jater, HFD a HFD+F (4.1.), *p < 0,05.
0 T 1
HFD HFD+F

Shrnuti: U mysi krmenych dietou HFD byla pozorovana signifikantn€ vyssi hmotnost jater a

GON a DL tukovych dep.

Stanoveni lipidickych sloZek v jatrech, plazmé a bilé tukové tkani

Stanoveni TAG v jaternich lalocich

Pti pitvé byly odebrany vzorky ze dvou laloktl jater - velky lalok (lobus dexter) a lalok

u Zlu¢niku (lobus caudatus). V obou lalokéch byl stanoven obsah TAG v mg tkané. Mysi ze
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skupiny HFD mély signifikantné vyssi obsah TAG v obou lalocich v porovnédni se skupinou
HFD+F (p = 0,008). Odebrané laloky jater se ve skupin¢ nelisily (p = 0, 615). Mysi krmené

dietou HFD mély téz§i jatra s vétsSim ektopickym uloZzenim TAG v jednotlivych lalokéch.

- TAG
50
' 40 B lobus
;‘: 30 dexter
‘E% 20 Graf 17: Obsah TAG Vmiligramu tkang
g 10 lc(;ili;tus jaternich lalokii (lobus dexter, lobus caudatus)
0 %, HFD a HFD+F (4.1.), *p < 0,05, * signifikantni
HFD HFD+F viici kontrolni skupiné (HFD).

Z jater byly odebrany vzorky pro piipravu kryotfezi. Kryoiezy byly barvené olejovou
cerveni, ktera barvi neutralni lipidy. Obr 9. piedstavuje kryofezy jaterni tkan¢€ u mysi na dieté
HFD (A) a HFD+F (B). Na obrazku A je vidét vét§si mnozstvi cervené obarvenych tukovych
kapének, nez na obrazku B. Tento fakt podporuje ptredchozi vysledky, ze mysi ze skupiny

HFD maji jatra s vétSim ektopickym ulozenim TAG ve tkani, nez mysi ze skupiny HFD+F.

, T ke L
Obr 9. Kryofezy jaterni tkané barvené Oil-Red-O, zvétseno 20x, (A) HFD; (B) HFD+F (4.1.); PV- portélni véna

Stanoveni TAG, CH, FFA v plazmé

Na zacatku pitvy byla mySim podstfizenim kréni tepny odebrana krev. Mysi jsou
no¢ni ZivoCichové a piijimaji potravu prevazné béhem noci a minimaln€ b&hem dne. Pro
snizeni vlivu pfijaté potravy na hladiny lipidovych sloZek v plazmé, probihala pitva béhem

dopolednich hodin.
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V plazmé byly stanoveny koncentrace TAG, CH, FFA u mys$i krmenych odliSnymi
dietami. Z naméfenych hodnot jsme konstatovali, ze mysi krmené HFD mély signifikantné
vyssi koncentraci TAG (p = 0,002) (graf 19), CH (p = 0,002) (graf 20) a FFA (p = 0,029)
(graf 21) v porovnani se skupinou HFD+F.

TAG CH
100 4.0
% 80 _ 30
= 00 2 20 :
® 40 ~ £”
= £
E 20 | 1I0 -
HFD+F HFD HFD+F
Graf 19: Koncentrace TAG v plazmé, HFD a Graf 20: Koncentrace CH v plazmé, HFD a
HFD+F (4.1.), *p < 0,05. HFD+F (4.1.), *p < 0,05.
FFA
1.0
0,8
> 06
£
£04
0,2 Graf 21: Koncentrace FFA v plazmé, HFD a HFD+F (4.1.),
0,0 *p <0,05.
HFD+F

Stanoveni inzulinu v Krevni plazmé

Pti pitvé a tedy v postprandialnim stavu meély mysi krmené HFD v porovnani se
skupinou na HFD+F téméf dvojndsobnou prumérnou koncentraci inzulinu v krevni plazmé
(graf 22) se signifikantnim rozdilem (p < 0,001). Z toho vyplyva, Ze mySi na HFD maji vyssi
inzulinovou rezistenci, protoze pro udrzeni hladiny krevni glukdézy musi uvolnit do krevniho

ob¢hu vice inzulinu nez mysi krmené HFD+F.
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. Graf 22: Hladina inzulinu v postprandialnim stavu, HFD a
HFD+F (4.1.), *p < 0,05.
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Shrnuti: U mysi krmenych dietou HFD byla pozorovéana signifikantné vyssi hladina inzulinu

v krevni plazmé, coz vypovida o vyssi inzulinové rezistenci.

Stanoveni TAG v DL a GON depu bilé tukové tkané

DL a GON tukova depa byla pfti pitveé rozdélena na 3 ¢asti (A, B, C) (viz vySe obr. 8),
ve kterych byly stanoveny hladiny TAG v gramu tkan¢. Béhem velkého fedéni vzorku tkané
(200x), vznikly nadhodnocené hodnoty mnozstvi TAG v tkéni. V. GON depu nebyl pozorovan
signifikantni rozdil v mnoZstvi TAG v jednotlivych castech depa (p = 0,415) ani mezi
skupinami (p = 0,28) (graf 23). Ve srovnani GON depa s DL depem, byly naméfeny nizsi
hladiny TAG v DL depu na gram tkan¢. Tento vysledek poukazuje na vys$si schopnost ulozeni
TAG do GON tukové tkan¢ ve srovnani s DL tukovou tkani. V DL depu nebyl zjistén
statisticky vyznamny rozdil mezi mnozZstvim TAG v ¢astech depa (p = 0,064) ani v zavislosti
na dieté¢ (p = 0,412) (graf 24). Nicmén¢ je vidét trend mezi Casti A a ostatnimi castmi

tukového depa, ktery by mohl naznacit pfitomnost dalSich bunék nez adipocytii, ovSem rozdil

neni statisticky vyznamny.

TAG TAG
1500 1000
o | g M .
Y = | -~ |mA
3 | 3 400 - —/ —| B
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200 - ] -
(s 0 - | é :

HFD HFD HFD+F
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Graf 23: Koncentrace TAG v gramu GON Graf 24: Koncentrace TAG v gramu DL

tukové tkané, HFD a HFD+F (4.1.), tukové tkané, HFD a HFD+F (4.1.), rozdé€leni
rozdéleni depa dle obr. 4 depa dle obr. 4

Shrnuti: Velké mnozstvi tuku v jaterni tkani a také signifikantné zvySené hladiny lipidovych

slozek v plazmé u skupiny krmené HFD poukazuji na nezaddouci metabolické zmény.

Stanoveni mnoZstvi DNA v DL a GON depu bilé tukové tkané

Podobné jako pfi stanoveni TAG v ¢astech GON a DL tukového depa, bylo stanoveno
i mnozstvi DNA v mg tkand. Cim vice jsou adipocyty hypertrofické, tim obsahuji mensi
mnozstvi DNA v mg tkané. V jednotlivych c¢astech (A,B,C) GON tukové tkdné nebyl
pozorovan statisticky vyznamny rozdil v mnozstvi DNA (p = 0,162), ovSem byl pozorovan
signifikantni rozdil v mnoZstvi DNA mezi skupinami krmenymi rozdilnymi dietami (p <
0,001) (graf 25). V DL depu nebyl pozorovan signifikantni rozdil v mnozstvi DNA mezi
skupinami (p = 0,144), ovSem byl pozorovan signifikantni rozdil mezi jednotlivymi ¢astmi

tukového depa (p = 0,03) (graf 26).

Mno3zstvi DNA MnozZstviDNA
1,0 2,5
w 0.8 e 2
£ [ g
£ 06 Y = 15 mA
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8 0,2 / - 8 05 - —/ ——|mcC
C / c 2 /
0,0 ~ , 0 - | A
HFD HFD+F HFD HFD+F
Graf 25: Koncentrace DNA v miligramu Graf 26: Koncentrace DNA v miligramu DL
GON tukové tkané, HFD a HFD+F (4.1.), tukové tkan&, HFD a HFD+F (4.1.), rozdéleni
rozdéleni depa dle obr. 4 depa dle obr. 4
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Shrnuti: Mysi krmené HFD+F v porovnani se skupinou krmenou HFD mély vétsi mnozstvi
DNA, coz by mohlo znamenat, ze maji mensi adipocyty v GON depu. Je mozné, ze DL depo

by mohlo byt nehomogenni a mohlo by byt osidleno i dal§imi typy bunék.

5.2. Pokus ¢. 2

V druhém pokuse bylo celkem Sest skupin mysi (n = 8 pro kazdou skupinu). Obezita a
sni souvisejici metabolické poskozeni organismu byly indukovany u péti skupin mysi
podavanim experimentalni semisyntetické diety HSD. Kontrolni skupina mysi byla krmena
dietou LFD. Béhem pokusu byl skupindm proveden OGTT v urcitych ¢asovych bodech viz
schéma nize. Samotny pokus trval 16 tydnti. Jednotlivé skupiny mys$i byly usmrceny v Casech

0,4,8,12a 16 tydnt.

Nariist télesné hmotnosti a spotieba krmiva (kaloricky prijem)

Obdobné jako v prvnim pokusu, byly mysi i v druhém pokusu vazeny a byla jim
meétena spotieba diety. Graf 27 reflektuje priimérny nartist hmotnosti skupin krmenych HSD a
skupiny mys$i krmenych LFD. V grafu je vidét mirné kolisani hmotnosti jednotlivych skupin
Vv zavislosti na stresu a opétovném zotaveni po OGTT. Spotieba diety je vidét v grafu 28, kde
byly pro piehlednost vysledkl spotieby diety jednotlivych skupin opét primérovany. Kolisani
spotieby je dano vlivem OGTT na jednotlivé skupiny.

Narust télesné hmotnosti

sS
* Kk kK K kK kK *k
50 =
T as e : S e = ’ Graf 27: Priibéh nardstu
v A —a—4T . , )
2 40 télesné hmotnosti
- —— . L .
2 35 . jednotlivych skupin
=
30 A&t béhem pokusu,*p < 0,05,
25 —————————— 167 * signifikantni vagi 16T
01234567 8 910111213141516  —me=16TLFD

LFD
tydny

63



spotieba(g)
[R%] [F%] = [¥a]
Tow s W i

Spotreba diety

——HSD

——LFD

01 2 3 45 6 7 8 9101112131415
tydny

Graf 28: Primérna
spotieba diety béhem
celého pokusu, skupiny
HSD a skupina LFD
4.1)

Shrnuti: Mysi ze vSech skupin mély na gramy podobny piijem potravy, nicméné mysi na

A4 . A4

HSD mély diky vysSimu kalorickému obsahu pfijem vyssi ptijem energie, a proto mély
signifikantné vyssi hmotnost, neZ mysi krmené LFD.

Méreni miry glukézové tolerance pomoci OGTT

OGTT podstoupily mysi krmené HSD v raznych casovych intervalech dle tabulky €. 7.

Skupina Zacatek 4. tyden 8. tyden 12. tyden 16. tyden
pokusu pokusu pokusu pokusu pokusu

oT OGTT

47 OGTT OGTT

8T OGTT OGTT

127 OGTT OGTT OGTT

16T OGTT OGTT OGTT

16T LFD OGTT OGTT OGTT

Tab. ¢. 7: Casové body, kdy jednotlivé skupiny mysi podstoupily OGTT

Pro ptehlednost jednotlivych vysledkli v grafech byly hodnoty vSech skupin primérovany

v daném cEasovém bodé u vsech skupin krmenych dietou HSD. Graf 29 zobrazuje pribéh

glykemické kiivky. Grafy 30 a 31 zobrazuji inkrementalni a totalni AUC.
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Glykemicka krivka
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Graf 30: Inkrementalni plocha pod kiivkou u Graf 31: Totalni plocha pod ktivkou u
jednotlivych skupin mysi (4.1.) jednotlivych skupin mysi (4.1.)

Béhem OGTT pted podanim glukozy (¢as 0) a 30 minut po podani glukézy (Cas 30)
byly odebirany vzorky krve pro stanoveni koncentrace inzulinu v plazmé (graf 32). V grafu je
vidét signifikantni rozdil u skupiny 16T oproti skupiné 16T LFD v €asovych bodech 0 1 30
minut. U skupin 4T, 8 a 12T je vidét statisticky vyznamny rozdil v porovnani se skupinou
16T LFD pouze ve 30. minuté (p < 0,001). Z hodnot ziskanych béhem OGTT byl vypocitan
HOMA-IR index (gryf 33), kde je vidét postupny rozvoj inzulinové rezistence u mysi
krmenych dietou HSD. Signifikatni rozdil je vidét u skupin 4T, 8T, 12T a 16T v porovnani se
skupinou OT i 16T LFD (p < 0,001).
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Shrnuti: ZhorSena gluk6zova tolerance byla pozorovana do 12. tydne pokusu, poté doslo ke
zlepSeni. Ze stanoveni inzulinu v krevni plazmé a hodnot HOMA-IR indexu je mozné vidét

postupny rozvoj inzulinové rezistence.

Analyza vzorki tkané
Pti pitvach byly odebrany a zvazeny jednotlivé tkané vypovidajici o metabolickém
stavu organismu, obdobn¢ jako v prvnim pokusu. V grafech 34, 35, 36, 37, 38 jsou zobrazeny

nartstajici hmotnosti danych tkani u jednotlivych skupin.
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Graf 34: Hmotnost mysi pied pitvou u Graf 35: Hmotnost jaterni tkané u
jednotlivych skupin (4.1.), *o p < 0,001, * jednotlivych skupin mysi (4.1.), *o p < 0,001,
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Graf 36: Hmotnost GON tukového depa u Graf 37: Hmotnost DL tukového depa u
jednotlivych skupin mysi (4.1.), ¥o p < jednotlivych skupin mysi (4.1.), *o p < 0,001,
0,001, * signifikantni vi¢i 16T LFD, o * signifikantni vi¢i 16T LFD, o signifikantni
signifikantni viici OT. vici OT.
Hmotnost MEZ
T *
| * * * o
o o o I
] Graf 38: Hmotnost MEZ tukového depa u jednotlivych skupin
mysi (4.1.), ¥o p < 0,001, * signifikantni vii¢i 16T LFD, o

or a4t st 121 167 167  Signifikantni vagi OT.

LFD

67



Shrnuti: V zavislosti na délce podavani experimentalni HSD diety je vidét postupny nartist

hmotnosti celého organismu, jater a tukovych dep.

Stanoveni lipidovych metabolitii v plazmé a jatrech

Stanoveni TAG, CHOL, FFA v plazmé

Na zacatku pitvy byla mys$im podstfizenim kréni tepny odebrana krev obdobné jako
V prvnim pokusu.

V plazmé byly stanoveny hladiny TAG, CHOL, FFA u mysi krmenych odliSnymi
dietami v zavislosti na dob¢ piijimané diety. Vysledky zobrazené v jednotlivych grafech
neprokazuji korelaci mezi délkou pfijimané diety a slozenim diety. V grafu 40 je vidét
signifikantni rozdil v plazmatickych hladinaich CH mezi skupinami krmenymi dietou HSD a
skupinou krmenou dietou LFD, coz je zfejmé dano sloZzenim diety HSD, ktera obsahuje

cholesterol. Hladiny FFA pravdépodobné odrazeji aktualni nutricni stav mysi pied pitvou
(graf 41).

TAG CH
5,0 o) ¥5 *p *9
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Graf 39: Koncentrace TAG Vv plazmé u Graf 40: Koncentrace CH v plazmé u
jednotlivych skupin mysi (4.1.), *p < 0,001, jednotlivych skupin mysi (4.1.), *o p < 0,001,
* signifikantni vii¢i 16T LFD * signifikantni vi¢&i 16T LFD, o signifikantni
vaci 0T.
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Graf 41: Koncentrace FFA v plazmé u jednotlivych skupin

0T 4T 8T 12T 16T 16T mysi (4.1.).

LFD

Stanoveni obsahu TAG v jatrech

Pfi pitvé byl odebran vzorek z velkého laloku jaterni tkang, kde byl stanoven obsah
TAG v gramu tkané. V grafu 42 je vidét kontinualni narist obsahu TAG v jatrech v zavislosti
na délce pfijimani HSD diety. Tento graf odrazi rozvoj jaterni steatézy v cCase. Je

prokazatelné, ze mysi krmené dietou HSD maji vice TAG v jatrech, nez mysi krmené LFD

TAG v jatrech

Graf 42: Koncentrace TAG v gramu jaterni tkané u

jednotlivych skupin mysi (4.1.), *o p < 0,001, * signifikantni

mg/ g tkané

vici 16T LFD, o signifikantni vici OT.

OT 4T 8T 12T 16T 16T
LFD

Shrnuti: Koncentrace lipidickych slozek v plazmé vypovidd o aktudlnim nutricnim stavu
zvifete a také odpovidd slozeni poddvané experimentalni diety. TAG v jatrech odrazeji

obezogenni charakter HSD diety a informuji o postupném rozvoji jaterni steatozy.

Stanoveni velikosti adipocytii v bilé tukové tkani
Pfi pitvé bylo odebrano GON, DL a MEZ tukové depo. V téchto depech byly

analyzovany velikosti adipocytti. Z vyhodnocenych snimkit GON tukové tkané byl pozorovan
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statisticky vyznamny rozdil u skupin krmenych po dobu 4 az 16 tydni dietou HSD oproti
skupiné krmené dietou LFD (graf 43) (p < 0,001). V grafu je vidét masivni nartst velikosti
adipocytli jiz ve 4. tydnu experimentu. Je patrné, ze ve 4. tydnu experimentu byla z velké
¢asti naplnéna kapacita GON tukového depa, protoze v dalsim priubéhu pokusu nebyl
pozorovan signifikantni rozdil ve velikosti adipocytli mezi skupinami krmenymi dietou HSD
od 4. tydne do konce pokusu.

V MEZ tukovém depu byl pozorovan signifikantni rozdil mezi skupinami krmenymi 4
az 16 tydna dietou HSD a skupinou krmenou LFD (graf 44) (p < 0,001). Obdobné vysledky

jako v MEZ tukovém depu byly pozorovany i v podkoznim DL tukovém depu (graf 45) (p <
0,001).
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Graf 43: Velikost adipocytti v GON tukové Graf 44: Velikost adipocyta v MEZ tukové
tkani u jednotlivych skupin mysi (4.1.), *o p tkani u jednotlivych skupin mysi (4.1.), ¥*o p
< 0,001, * signifikantni vici 16T LFD, o < 0,001, * signifikantni via¢i 16T LFD, o
signifikantni viici OT. signifikantni vici OT.
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Detekce makrofaga v bilé tukové tkani

V GON, DL a MEZ tukovém depu bylo pomoci imunohistochemické metody
stanoveno mnozstvi makrofagii ve zminénych tukovych depech. Umirajici tukové bunky
obklopené makrofagy byly pocitany jako pocet ,,CLS“ (viz. kapitola Makrofagy a
zanét tukové tkané ) na 100 zivych tukovych bunék. Signifikantni rozdil mezi skupinami
krmenymi dietou HSD v porovnani s kontrolni skupinou krmenou LFD a Vv porovnani se
skupinou OT byl pozorovan v GON tukové tkani od 8. tydne pokusu (p < 0,001) (graf 46).
V MEZ tukovém depu byl zjistén signifikantni rozdil mezi skupinami mysi porovnavanymi se
skupinou OT (graf 47). U DL tukového depa byl zjistén statisticky vyznamny rozdil mezi
HSD skupinami a skupinou LFD ve 12. a 16. tydnu pokusu a v porovnani se skupinou 0T byl
pozorovan od 8. tydne pokusu (p < 0,001) (graf 48). Jednotlivé korelace mezi mnozstvim
zanétu a velikosti adipocytii (graf 49, 50, 51), korelace mezi hmotnosti depa a velikosti
adipocytt (graf 52,53,54) a korelace mezi télesnou hmotnosti mySi a velikosti adipocytu
v jednotlivych depech (graf 55,56,57) jsou vyobrazeny nize. V grafu 52 je vidét korelace mezi
hmotnosti GON tukového depa a velikosti bunék ve zminéném depu. V ostatnich grafech

nebyly korelace prokazany.
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Graf 46: Mira zanétu v GON tukové tkani u Graf 47: Mira zanétu v MEZ tukové tkani u
jednotlivych skupin mysi (4.1.), *o p < jednotlivych skupin mysi (4.1.).

0,001, * signifikantni vac¢i 16T LFD, o
signifikantni vici OT.
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Zanét v DL tukovém

Graf 48: Mira zanétu v DL tukové tkani u jednotlivych skupin

my3i (4.1.), *o p < 0,001, * signifikantni vii¢i 16T LFD, o

signifikantni vici OT.
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Graf 49: Korelace mezi po¢tem mrtvych
bunék na 100 zivych bunék (zanét) a
velikosti bunék v GON depu u jednotlivych
skupin mysi (4.1.). R* = 0,1985
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Graf 51 Korelace mezi poétem mrtvych

bunék na 100 Zivych bungk (zanét) a

velikosti bunék v DL depu u jednotlivych

skupin my3i (4.1.). R? = 0,2282
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Graf 50: Korelace mezi po¢tem mrtvych
bunék na 100 zivych bunék (zanét) a velikosti
bunék v MEZ depu u jednotlivych skupin
mysi (4.1.). R2=0,2343
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Graf 52: Korelace mezi velikosti bungk a
hmotnosti GON tukového depa u jednotlivych

skupin my3i (4.1.). R2 = 0,9007



Velikost bunék v MEZ
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Graf 53: Korelace mezi velikosti bunék a
hmotnosti MEZ tukového depa u
jednotlivych skupin mysi (4.1.). R =0,4976
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Graf 54: Korelace mezi velikosti bunék a
hmotnosti DL tukového depa u jednotlivych
skupin mysi (4.1.). R*=0,4995
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Graf 55: Korelace mezi velikosti bun&k
v GON depu a hmotnosti organismu u
jednotlivych skupin mysi (4.1.). R2=0,7454
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v MEZ depu a hmotnosti organismu u
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Velikost bunék v DL
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Homogenita GON a DL tukového depa

Na konci pokusu, tedy v 16. tydnu, byla GON a DL tukova depa u mysich krmenych
HSD a mysich krmenych LFD rozdélena na 3 casti — A, B, C (viz obr. 8). Jednotlivé ¢asti
byly analyzovany z hlediska velikosti adipocytli a mnoZstvi zanétu. V GON tukovém depu
nebyl v mnozstvi zanétu pozorovan statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi Castmi
depa (p = 0,23), ale vyznamny rozdil byl pozorovan mezi skupinami na experimentalnich
dietach (p < 0,001) (graf 58). V DL tukovém depu nebyl pozorovan statisticky vyznamny
rozdil v mnoZstvi zanétu mezi jednotlivymi ¢astmi depa (p = 0,165), ovSem byl pozorovan
stejné jako u GON depa mezi skupinami (p < 0,001) (graf 59). Shodné vysledky jako

V mnozstvi zdnétu byly pozorovany i ve velikosti adipocytii v jednotlivych ¢astech GON a DL

tukového depa (graf 60, 61).

Zanét v ¢astech GON depa Zanétv tastech DL depa
12,0% T 3,0%
£10,0% l s
2 8,0% - I 2 2,0% T T
.g L% mA o M T HA
T 6,0% A %
- - B
2 4,0% - Bl 2 10% - .
g 2,0% - — C 5 % I c
0,0% - 227 1 e 0,0% - . |
16T 16TLFD 16T 16TLFD
Graf 58: Mnozstvi zanétu v ¢astech GON Graf 59: Mnozstvi zanétu v ¢astech DL
tukového depa tukového depa
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Velikost bunék v ¢astech GON Velikost bunék v ¢astech DL
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Graf 60: Velikost adipocytti v ¢astech GON Graf 61: Velikost adipocyttl v ¢astech DL
tukového depa tukového depa

Shrnuti: Tukova depa plni zasadni funkci tloZného organu v organismu. Zda se, Ze je nejprve
plnéno GON tukové depo, nasledné DL tukové depo a vysledné¢ MEZ tukové depo. Z hlediska

velikosti bun¢k a mnozstvi zanétu jsou GON a DL tukova depa uniformni.
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6. Diskuze

6.1. Pokus ¢. 1

Cilem prvniho pokusu bylo charakterizovat vliv vysokotukové diety HFD a od ni
odvozené diety HFD+F na hmotnost pokusnych zvifat a hmotnost jednotlivych organti, na
glukézovou homeostdzu, na hladiny lipidovych metabolitti v plazmé, na mnozstvi TAG v
jatrech a na homogenitu tukovych dep.

V prvnim pokuse byla pouzivana dieta HFD s vysokym obsahem tuku, ktera je v nasi
laboratofi obvyklou dietou uzivanou pro rozvoj obezity. HFD je z velké ¢asti tvofena n-6
nenasycenymi mastnymi kyselinami, které jsou hojné zastoupeny v kukuficném oleji.
Cukerna slozka je v této dieté¢ zajiSténa zejména slozitymi sacharidy, konkrétné Skrobem.
Dalsi dieta uzivana v tomto pokusu byla odvozena od HFD a to dieta HFD+F, kde bylo 15 %
tuku nahrazeno koncentratem EPAX 1050TG (Lysaker, Norsko), ktery obsahuje n-3
polynenasycené mastné kyseliny (n-3 PUFA) jako jsou mimo jiné kyselina dokosahexaenova

(DHA, 22:6 n-3) a kyselina eikosapentaenova (EPA, 20:5 n-3).

Konzumace HFD+F piuisobi benefi¢né

V souladu s literaturou (Flachs et al., 2009; Kopecky et al., 2009) jsme v prvnim
pokuse pozorovali benefi¢ni uc¢inky n3-PUFA na celkovy metabolizmus lipidt i cukri. Presto,
ze se obé skupiny ve spotiebé diety neliSily a to ani v kumulativni spotfebé diety, vazily mysi
ze skupiny HFD+F oproti mySim ze skupiny HFD na konci pokusu signifikantné méné. Také
hmotnost GON a DL tukového depa a hmotnost jater byly vyznamné nizsi u skupiny HFD+F
v porovnani s HFD. Dle mnozstvi DNA v mg tkané bylo odhadnuto mnozstvi bunék v tukové
tkani, coz nepiimo odrazi velikost adipocytt. V souladu s literaturou (Ruzickova et al., 2004)
jsme u skupiny HFD+F pozorovali vétsi mnozstvi DNA a tedy i pravdépodobné mensi
velikost adipocytll, coz je dano u¢inkem n-3 PUFA, které se podileji na potlaceni syntézy
lipidu a stimulaci B-oxidace v adipocytech. Skupina HFD+F méla v porovnani se skupinou
HFD jatra s menSim mnozstvim tuku. Tento vysledek byl podpoten i snimky z histologickych
fezl jater, kde bylo vidét mensi mnozstvi tukovych kapének u skupiny HFD+F. Tento
vysledek je ve shodé s literaturou vysvétlujici tento fakt pisobenim n-3 PUFA na snizeni
lipogeneze v jatrech a také na niz§i uvoliovani lipidovych metabolitii do cirkulace. V souladu

s literaturou (Flachs et al., 2006) jsme pozorovali benefi¢ni u¢inky n3-PUFA na plazmatické
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hladiny TAG, CH a NEFA. Mysi krmené HFD+F mély signifikantné nizsi lipidické slozky

V plazmé v porovnani se skupinou mysi krmenou HFD.

V literatufe (Medrikova et al., 2011) se uvadi, ze konzumace diety HFD vykazuje
pohlavni rozdily u mysi. Z této studie vyplyva, ze samice maji vétsi kapacitu tukové tkané
ukladat lipidy v zavislosti na dlouhodobém podavani obezogenni diety. Samice mély oproti
samctim veétsi adipocyty v GON i DL tukové tkdni s mens$im mnozstvim zanétu a také méné
ukladaly tuk do jater (Medrikova et al., 2011). V porovnani vysledki z naseho pokusu
s vysledky z Medrikova et al. 2011 jsme pozorovali mensi télesnou hmotnost u samctd, mensi
mnozstvi DNA v mg tukové tkan€ a menSi mnozstvi lipidovych slozek v plazmé 1 TAG
Vv jatrech. LepSi metabolicky stav samcti v naSem pokusu byl patrné dan krat$i délkou
podavani obezogenni diety.

HOMA-IR index je metoda nepiimo informujici o funkci B bunék a stavu inzulinové
rezistence, ktera byla poprvé popsdna vroce 1985. Zohledituje vztah mezi glukézou a
inzulinem v bazalnim stavu. Tato metoda odrazi propojeni mezi jaterni produkci glukézy a
sekreci inzulinu z B bunék. HOMA-IR index je standardné pouzivan u lidi a v poslednim
desetileti se zaCind aplikovat 1 na laboratorni zvifata. Zatimco u lidi je tato metoda
standardizovand, u zvifat je HOMA-IR index zalozen pouze na ptfedpokladu, ze hladina
krevni glukézy a inzulinu v laéném stavu odpovida stavu bazdlnich podminek. OvSem lacny
stav u zvifat neni stejny jako la¢ny stav u lidi. Vhodnost aplikovani HOMA-IR u zvifat je
diskutabilni kviili interpretaci a validaci ziskanych vysledka. Nicméné je tato metoda levna a
lehce aplikovatelnda, proto je dostaCujici u pokusti, kde je urCeni inzulinové senzitivity
druhotnym zdjmem (Muniappa et al., 2008).

V 7. tydnu pokusu jsme provedli IPGTT, kde jsme nepozorovali Zadny rozdil
Vv gluk6zové toleranci a ani na urovni HOMA-IR indexu. Signifikantni rozdil v hladiné
inzulinu v krevni plazmé jsme pozorovali pti pitvé v 10. tydnu pokusu, coz je pravdépodobné
zpusobeno délkou konzumace diety. Je tedy zfejmé, ze benefiéni ucinky n3-PUFA jsou

statisticky signifikanti po urcité dob& podavani.

Uniformita GON a DL tukového depa

V GON a DL tukovém depu jsme zkoumali uniformitu celého depa z hlediska
nepiimého stanoveni velikosti bun¢k a to stanovenim mnozstvi TAG a DNA. Z vysledki je
patrné, ze GON tukové depo je uniformni. U mnozstvi TAG 1 DNA vztaZenych na gram tkané
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jsme ani v DL depu nepozorovali statisticky vyznamny rozdil mezi jednotlivymi ¢astmi
tukového depa. Je vidét trend, ze ¢ast A by mohla kromé adipocytti obsahovat i jiné bunky.

Moznym vysvétlenim tohoto vysledku mtize byt i metodicka chyba pti odbéru tkané.

6.2. Pokus ¢. 2

Cilem druhého pokusu bylo charakterizovat vliv diety HSD s vysokym obsahem tuku
a diety LFD s nizkym obsahem tuku u myS$i na hmotnost pokusnych zvifat a hmotnost
jednotlivych organt, na gluk6zovou homeostazu, na hladiny lipidovych metabolitd v plazmé a

na homogenitu tukovych dep.
Tukova slozka testované obezogenni diety HSD je tvofena hlavné vepfovym
sadlem, ve kterém jsou obsaZeny nasycené¢ mastné kyseliny jako napt. kyselina palmitova a
kyselina stearova. Cukerna slozka je tvofena zejména jednoduchym sacharidem a to
sachar6zou, ktera je slozena z glukozy a fruktdzy. Experimentalni HSD dieta byla vybrana do
pokusu kvili silnému lipogennimu G¢inku nasycenych mastnych kyselin. Z literatury
(Sampath et al., 2007) je znamo, Ze kyselina stearova je hlavnim substratem pro enzym SCD1
(stearoyl-CoA desaturaza). SCD1 katalyzuje vznik dvojné vazby mezi 9. a 10. uhlikem
mastné kyseliny. U¢inkem tohoto enzymu dochézi k preméné kyseliny stearové na kyselinu
olejovou, kyseliny palmitové na palmitoleat. ZvySeny obsah nasycenych mastnych kyselin
v HSD dieté tak vede k zvySené tvorbé kyseliny olejové. V literatufe se hovoii o kyseliné
olejové jako o reguldtoru lipogennich genti, 1 kdyz doneddvna bylo toto plisobeni piipisovano
nasycenym mastnym Kkyselinam (Sampath et al., 2007). Kyselina olejova indukuje
transkripCni faktor SREBP-1c¢, ktery se podili na stimulaci lipogennich enzymt (Horton et al.,
2002). Tato kyselina je hlavnim substratem pro syntézu TAG a CHE, ¢imz se vyznamné

podili na vzniku obezity a s ni spojenymi poruchami (Sampath et al., 2007).

Vliv HSD diety na indukci zanétu

V souladu s vyse uvedenymi informacemi, jsme pro pozorovani rozvoje obezity a s ni
spojenymi metabolickymi dysfunkcemi zvolili HSD dietu. Zkoumali jsme vliv této diety na
rozvoj adipozity a homogenitu tukovych dep z hlediska velikosti bunék tukové tkané a
mnozstvi zanétu. V literatuie (Cinti et al., 2005) se uvadi, Ze pfi nartstu adipocytt a vzniku
obezity je tukova tkan infiltrovana makrofagy tvofici zanét. Bunky jsou schopny v zavislosti

na své plasticité a kapacité¢ kumulovat TAG. V ur€ité fazi, kdy buiika nemlzZe zvétsit svoji
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velikost, odumie a je nahrazena malymi adipocyty, které jsou znovu schopny plnit funkci
ulozisté. Uvadi se, ze mnozstvi zanétu v tukové tkani se odviji od velikosti adipocytt (Strissel
et al, 2007; Weisberg et al., 2003). Velikost adipocytt je specificka pro jednotliva depa.
Murano et al., 2008 uvadi, ze GON tukové depo je metabolicky aktivnéjsi nez DL tukové
depo, a Ze adipocyty odumiraji a jsou osidlovany makrofagy primarné v GON tuku.
V souladu s témito fakty, jsme v naSem pokusu pozorovali, ze v GON depu velikost adipocytu
pozitivné korelovala s hmotnosti daného depa. Neocekavané veliky nartst adipocytii jsme
pozorovali jiz ve 4. tydnu pokusu. Tento fakt mohl byt zpisoben vyS$im obsahem tukové
slozky v diet¢ HSD v porovnani s dietou uzivanou v pokuse Strissel et al., 2007. V GON tuku
jsme v porovnani s DL depem pozorovali vétsi velikost adipocytdi, coz je v souladu
s vysledky z publikace (Strissel et al., 2007). Strissel et al., 2007 také uvadi, ze adipocyty
hypertrofuji do 12. tydne, poté jsou nahrazeny novymi malymi bunkami, coz je v souladu
snasimi vysledky. Dale pozoruje, ze az 90 % objemu tkané tvoii umirajici adipocyty
obklopené makrofagy v GON tukové tkani v 16. tydnu na experimentalni dieté. V nasem
pokusu jsme pozorovali maximalni mnoZstvi zanétu také v 16. tydnu, ovSem pozorovali jsme
pouze 10% zastoupeni umirajicich adipocytii v tuku. Tvrzeni, ze velikost adipocytl koreluje
s mnozstvim zanétu (Cinti et al., 2005) jsme nepotvrdili, obdobné jako Strissel et al. V naSem
experimentu jsme pozorovali, Zze nejprve doSlo k masivnimu narastu bunék, ktery byl
doprovdzen mirnou infiltraci makrofdgi v GON depu a minimalni infiltraci v DL a MEZ
depu. Posléze se velikost adipocytt jiz nezvétSovala, ale Groven zanétu neustale vzristala.
Obdobné vysledky jsme pozorovali i v MEZ depu, ovSem interpretaci vysledkii nemtizeme
porovnat s literaturou, protoze v sou¢asné dobé neni MEZ tukové depo bézné analyzovano.

Z vysledkové Casti je patrné, ze je nejprve TAG plnéno GON tukové depo, dale DL
tukové depo a nasledné¢ MEZ tukové depo.

Uniformita GON a DL tukového depa

V GON a DL tukovém depu jsme zkoumali v 16. tydnu uniformitu celého depa
z hlediska velikosti bun€k a mnozstvi zanétu u skupiny mysi krmenou dietou HSD a skupiny
krmenou dietou LFD. Z vysledku je patrné, ze GON i DL tukové depo je z hlediska velikosti
bun€k a mnoZstvi zanétu uniformni.

U MEZ tukového depa jsme uniformitu nezkoumali. MEZ tukové depo je uloZené
podél stfeva a jediny kus této tkang, ktery lze histologicky zpracovat, neni dostatecné veliky
pro analyzu vice ¢asti a tedy na pozorovani uniformity tukového depa.
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Rozvoj inzulinové rezistence vlivem diety HSD

V souladu s literaturou, jsme dusledkem podavani diety HSD pozorovali u mysi
inzulinovou rezistenci (Buettner et al., 2006). Pozorovali jsme, Zze hladina inzulinu v laéném
stavu se zvySovala v zavislosti na dobé podavani diety HSD, coz vypovida o pfitomnosti
inzulinové rezistence a jeji kompenzaci. VSechny skupiny krmené dietou HSD vykazovaly v
porovnani s kontrolni skupinou krmenou dietou LFD signifikantni rozdil v hladin¢ inzulinu v
30. minuté po podani gluk6zy. Pomoci HOMA-IR indexu jsme kvantifikovali miru inzulinové

rezistence a v zavislosti na ¢ase tak zachytili rozvoj tohoto patologického stavu.
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7. Zavér

V prvnim pokuse jsme prokdzali beneficni ucinky n-3 PUFA na hmotnost tukovych
dep u mysi kmene C57BL/6J krmenych dietou s vysokym obsahem tukil. Pfestoze jsme na
IPGTT provedeném v 7. tydnu konzumace diety neprokazali rozdil v glukdézové toleranci,
v 10. tydnu jsme pfi pitvé pozorovali, Ze vysokotukova dieta s obsahem n-3 PUFA snizovala
hladinu inzulinu, TAG, CH i1 FFA v plazmé. Na trovni mnozstvi TAG a DNA v tkani jsme

prokazali uniformitu tukovych dep.

V druhém pokuse jsme definovali u€inek diety s vysokym obsahem tukl a sacharozy
na rozvoj adipozity u jednotlivych tukovych dep. Vyvoj velikosti adipocyti oproti
ptedpokladu nekoreloval s vyvojem zanétu v GON, DL ani MEZ depu. Prokazali jsme
uniformitu tukovych dep na trovni velikosti adipocytli a tkanového zanétu. Dieta HSD
indukovala také inzulinovou rezistenci, zvySovala mnozstvi cholesterolu v plazmé,

pravdépodobné diky pfitomnosti cholesterolu v dieté, a indukovala jaterni steatdzu.
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