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Pouzité zkratky

15d-PGJ; 15-deoxy-A2* - prostaglandin J,

AA kyselina arachidonova

AMPK AMP—aktivovana proteinova kinaza

cHF dieta s vysokym obsahem kukuti¢ného oleje

cHF+CR cHF dieta v kombinaci s 10% kalorickou restrikci

cHF+F cHF dieta suplementovana rybim koncentratem

cHF+F+CR cHF+F dietav kombinaci s 10% kalorickou restrikci

cHF+F+TZD cHF+F dieta suplementovana thiazolidinediony

cHF+TZD cHF dieta suplementovana thiazolidinediony

CR calorie restriction

DHA kyselina docosahexaenova (22:6 n-3)

EPA kyselina eicosapentaenova (20:5 n-3)

FA mastna kyselina

GLUT4 glukdzovy transportér 4

HMW vysokomolekularni hmotnost

IL interleukin

NEFA volné mastné kyseliny

PGC-1a peroxizomalni proliferaci aktivovany receptor
gamma koaktivator 1a

PPAR peroxizomalni proliferaci aktivovany receptor

PUFA polynenasycena mastna kyselina

SCD-1 stearoyl koenzym A desaturdza-1

SREBP1 protein vazici se na sterol-regulujici element 1

TG triacylglycerol

TZD thiazolidinediony

WAT bila tukova tkan



Abstrakt

Témér miliarda a pUl dospélych na celém svété trpi nadvahou nebo
obezitou (WHO, 2008). Onemocnéni spojena s obezitou, jako
diabetes 2. typu, dyslipidemie ¢i dalsi nemoci, se pti soubézném
vyskytu alespon dvou z nich oznacuji za ,metabolicky syndrom”,
vedou velmi ¢asto ke kardiovaskuldrnim chorobam a globalné jsou
povazovany za jeden z nejpalcivéjsich zdravotnich probléma.
Komplexni etiologie téchto onemocnéni zahrnuje jak genetické, tak i
environmentalni faktory, jez se riznym zplQsobem projevuji v nardstu
onemocnéni u jednotlivych pacientll. Lé¢ba metabolického syndromu
vyzaduje strategie, které kombinuji rizné farmakologické ptistupy s
odlisnymi ucinky. Kromé nich je ovSem tfeba zménit i Zivotni styl.
Zména zivotniho stylu, podporena vyssi fyzickou aktivitou, nizsim
celkovym energetickym prijmem a kladenim d(razu na nutri¢ni
sloZeni potravy, je pfitom sama o sobé nejlepsi prevenci
metabolického syndromu.

U polynenasycenych mastnych kyselin (FA) s dlouhym Fetézcem rady
n- 3 PUFA z mofskych ryb, zejména eikosapentaenové (EPA; 20:5 n-
3) a dokosahexaenové (DHA ; 22:6 n- 3) kyseliny, bylo prokazano, ze
plsobi jako pfirodni hypolipidemika, brani rozvoji inzulinové
rezistence a hraji tak kli¢ovou roli v patofyziologii metabolického
syndromu. Navazujici studie prokazaly inverzni vztah mezi citlivosti
na inzulin a stupném nasyceni pfijimanych lipid(. Studie na
imbrednich kmenech mysi, u kterych byla dietou s vysokym obsahem
tuku indukovana obezita (C57BL/6J), poskytuji dileZité poznatky o
jejich vlivu na savci tkan a umoznuji nam testovat potencialni



terapeutické postupy. Dale ndm dovoluji rozsifit nase studie o mozné
terapeutické vyuZziti kombinaci n- 3 PUFA s antidiabetiky pouzivané v
klinické praxi.

n-3 PUFA snizuji chronicky zanét, ktery vznika pfi obezité v bilé
tukové tkani. Ten se vyznacuje tim, Ze pfi ném dochazi ke zméné
sekrece adipokin(, které prispivaji k rozvoji inzulinové rezistence.
Adipocyty a infiltrujici imunitni burniky (pfedevsim makrofagy)
prispivaji ke zméné sekrecnich vlastnosti bilé tukové tkané pri
obezité, coz vede k vyraznym zménam ve strukture bunék a slozeni
tkané. Protizanétlivé ucinky n- 3 PUFA pravdépodobné zavisi na
tvorbé jejich metabolitd, a to jak v adipocytech tak i makrofazich a
jinych imunitnich burikach. Tyto lipidové mediatory, jako jsou
prostaglandiny, resolviny a protektiny, pochdzeji bud' z cilené
enzymatické syntézy, nebo z neenzymatickych oxidacnich reakci.
Mohou pak pUsobit jako ligandy pro receptory na povrchu bunék,
nebo mohou ovliviiovat signalni proteiny, véetné transkripénich
faktord PPARy a NF-kB atd.

Syntéza EPA a DHA v lidském téle probiha velice neefektvné z
esencialni a - linolenové kyseliny (ALA, 18:3 n- 3). Vzhledem k nizké
spotfebé motskych ryb, riizné odborné spoleénosti na celém svété
doporucuji zvyseni pfijmu EPA + DHA na 0,5-1,0 gram/den, ¢ehoz je
mozné dosahnout konzumaci dvou jidel tu¢nych morskych ryb tydné,
nebo prostfednictvim vyZivovych doplnkl (omega 3). Pfedevsim u
pacientl s Diabetes mellitus druhého typu se doporucuje zvysit
pfijem n-3 PUFA.

Plsobeni na transkripcni faktor PPARy se déje i prostfednictvim anti-
diabetickych lécCiv z rodiny thizolidinediony (TZD), které aktivuji tento



jaderny receptor a zvysuji tak inzulinovou citlivost zvysenim lipidové
absorpce a mitochondrialni B-oxidace v bilé tukové tkani. K aktivaci
mitochondridlni biogeneze a B-oxidace v bilé tukové tkani dochazi jak
plsobenim TZD, tak i pisobenim n-3 PUFA. Déje se tak pres dllezité
jaderné transkripcni faktory PPARa/y a PPARy koaktivatory, PGC-1a a
B.

Fytofarmamaka ze skupiny polyfenoly, jako napfiklad nejznamé;jsi
resveratrol z vinnych hrozn( ¢i katechiny ze zeleného ¢aje, ovliviuji
celou fadu biochemickych reakci. Resveratrol ma kromé jinych
pozitivnich Ucinkl na organismus ptiznivy Gc¢inek na celkovy obsah
télesného tuku a na ukladani bilé tukové tkané u mysi. Oleuropein,
polyfenol extrahovany z list( nebo plodi olivovniku, je jednou z
mnoha slozek olivového oleje. Polyfenollim je pfipisovan i pfiznivy
vliv na tukovou tkan. Je zndmo, Ze maji vliv jiz na diferenciaci tzv. pre-
adipocytl do vyzralych tukovych bunék. Dalezitym jadernym
transkripnim faktorem, ktery Fidi diferenciaci a lipidovy
metabolismus v adipocytech je PPARYy.

Podkladem pro tuto disertacni praci jsou tfi publikované ¢lanky
(oznacené déle v textu jako A, B a C). VSechny tfi prace se vénuiji
problematice bilé tukové tkané. V téchto pracich jsme ukazali, Ze bila
tukova tkan je metabolicky i strukturné flexibilni organ a n-3 PUFA,
rostlinné polyphenoly, kaloricka restrikce a TZD maji vyznamnou
ulohu v jeji biologii.

Tato disertacni prace ukazuje, Ze EPA a DHA hraji dlileZitou roli v
lipidové a glukézové homeostdzy. Obohaceni potravy o n-3 PUFA,
zvlasté pak v kombinaci s antidiabetickymi lIéCivy ze skupiny glitazonl
(pfedevsim pioglitazonem) nebo kalorickou restrikci, by se mohlo stat



dlleZitou soucasti [éCby a prevence onemocnéni, ktera jsou spojena s
obezitou.

Obecnym cilem naseho vyzkumu je napomoci |éCbé obezity a
souvisejicich onemocnéni podavanim n-3 PUFA mastnych kyselin
morského plivodu v kombinaci s dalSimi nefarmakologickymi
pfistupy, zejména mirnou kalorickou restrikci nebo uzivdnim
rostlinnych derivata.

1. Uvod

1.1 Bila tukova tkan, obesita a metabolicky syndrom

Bila tukova tkan (WAT — White Adipose Tissue) je dulezita pro
uklddani metabolické energie. Nadmérné hromadéni bilého tukové
tkanéje zdkladem obezity, coZ predstavuje stale vétsi zdravotni
problém. Obezita vede k riiznym chronickycym onemocnénim,
vcetné diabetu typu 2, dyslipidemie, a kardiovaskuldrnich
onemocnéni, spole¢né oznacovana jako metabolicky syndrom.
Inzulinova rezistence je kliCovou poruchou v patogenezi
metabolického syndromu, kterd mlze byt detekovana mnoho let
pred klinickym ndstupem onemocnéni. Za normalnich okolnosti, je
inzulin sekretovan z pankreatickych B — bunék a plsobi pres
specifické receptory v cilovych tkanich, tedy ve svalové a tukové tkani
a v jatrech, které reguluji metabolické reakce (inzulin zvySuje syntézu
glykogenu, a navozuje lipogenesi), a zplUsobuje transport
transportérl glukdzy pouzitim GLUT- 4 do nitra bunky
(hypoglykemicky ucinek). Mezi sekreci a pusobeni inzulinu byl



pozorovan inverzni vztah, ktery ma hyperbolicky pribéh. To
znamena, Ze zvyseni sekrece inzulinu je spojeno se snizenim citlivosti
na inzulin, a naopak.

Hypertrofické tukové burky zvySuji uvoliovani mastnych kyselin (FA),
nasledné rostouci akumulaci lipidQ v perifernich tkanich (tzv.
lipotoxicita). Hypertrofofané adipocyty jsou rezistentnik inzulinu,
coz ma za nasledek nizsi vychytavani triacylglyceroll (TG) z plazmy a
vys$Si uvoliiovani mastnych kyselin z tukové tkané. Kromé uvolfiovani
mastnych kyselin, tukova tkan produjuje hormony - tzv.adipokiny
jako je leptin, adiponektin, tumor nekrotizujici faktor a (TNFa),
interleukin-6 (IL-6) a visfatin. Tyto hormony moduluji citlivost jinych
tkani na inzulin a mohou se ucastnit v indukci systémové inzulinové
rezistence (27). Prostfednictvim sekrece adipokini se tukova tkan
podili na regulaci energetické bilance organismu, télesné teploty,
imunitni odpovédi, sraZzeni krve, funkci Stitné Zlazy a reprodukénich
funkci (5).

1.2 Adiponektin

Adiponektin je protein produkovany predevsim zralymi adipocyty.
Hladiny adiponektinu v plazmé a tukové tkani u obéznich jedincl ve
srovnani s hubenymi jednotlivci jsou sniZzeny. Adiponektin vyznamné
reguluje metabolismus sacharid( a lipidQ, zvySuje oxidaci mastnych
kyselin ve svalech, snizZuje plazmatické hladiny glukdzy,
triacylglyceroll a volnych mastnych kyselin.
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1.3 Transkripc¢ni factor PPARy

Kli¢ovou roli v procesu diferenciace hraji transkripéni faktory PPARs a
C / EBP (CCAAT / enhancer-vazajici protein) (2). Transkrip¢ni faktor
PPARYy je kli¢ovy regulator diferenciace adipocit(, coz bylo prokazano
in vitro, i in vivo (17).

PPARYy ovliviiuje ukladani mastnych kyselin v tukové tkani. S C / EBP
transkripcnim faktorem je PPARy soucasti programu diferenciace
adipocytd, ktery indukuje zrani pre-adipocytd do tukovych bunék.
Vétsina PPARYy cilovych gen( v tukové tkani jsou pfimo zapojeny do
lipogeneze, véetné lipoproteinové lipazy (LPL), adipocytarniho
proteinu vazajiciho mastné kyseliny (A-FABP nebo AP2), acyl-CoA
syntazy mastnych kyselin a transportniho proteinu (FATP) (26).
Protein PPARYy existuje ve dvou izoformach, které jsou kddovany
stejného genem s vyuzitim odliSnych promotord. PPARy2 se lisi od
PPARy1 pfitomnosti Useku aminokyselinovych zbytk( 30
aminokyselin na N-konci, coZ vede k vyssi transkripéni aktivité ve
srovnani s PPARy1 (23,25). PPARy1 je hojné exprimovan v tukové
tkani, tlustéhém stfevé, hematopoetickych bunék, a v mensi mire v
ledvinach, jatrech, svalech, pankreatu a tenkém stfevé. PPARy2 je za
fyziologickych podminek omezen na bilou a hnédou tukovou tkan
(24).

1.4 AMP-aktivovana proteinova kinaza

AMPK je klicovym regulatorem bunécné a celotélové energetické
homeostazy, ovliviiujicim klicové drahy energetického metabolismu.
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Podili se na akutni regulaci glukézového i lipidového metabolizmu
pfimou stimulaci aktivit enzym( a Fidi expresi gend zapojenych do
energetického metabolizmu predevSim v jatrech a kosternim svalu,
ale také v tukové tkani (16). Vychytavani glukdzy, jakoZ i oxidace
mastnych kyselin je stimulovana AMPK. Naproti tomu lipogeneze,
syntéza cholesterolu a glukoneogeneze jsou inhibovany AMPK. AMPK
funguje jako heterotrimericky komplex sestavajici z katalytické (a) a
regulacnich (B a y) podjednotek. n-3 PUFA aktivuji AMPK a hraji tak
dullezitou ulohu pfi regulaci lipidG a metabolismu glukdzy (20).
Adipokiny, jako adiponektin a leptin jsou také silnymi aktivatory
AMPK (8).

1.5 Priznivé ucinky n-3 PUFA

Olej z morskych ryb, pfevazné polynenasycené mastné kyseliny s
dlouhym fetézcem docosahexaenova kyselina (DHA; 22:6n-3),
eikosapentaenova kyselina (EPA; 20:5n-3) a dokosapentaenova
kyselina (DPA, 22:5n-3) plsobi jako ptirodni hypolipidemikum a anti-
inflamacni agens a zlepsuji rlizné factory metabolického syndromu (5,
6, 13).

PFijem n-3 PUFA je spojen s fadou bunéénych odpovédi, véetné zmén
v genové expresi a sloZzeni mastnych kyselin v membranovych
fosfolipidech, které by mohly ovlivnit syntézu eikosanoidu a
propustnost biologickych membran (12). n-3 PUFA v souvislosti s
obezitou a s jeji souvisejici inzulinovou rezistenci, bylo prokazano
nékolik potencialnich mechanismu:
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a) omezeni lipotoxicity ve tkani citlivé na inzulin
b) eliminace zanétlivé reakce v obézni tukové tkani
c) benefi¢ni zmény v sekreci hormon( tukovou tkani hlavné

adiponektinu

d) vznik biologicky aktivnich lipidovych mediatord, jmenovité
resolviny a protektiny

e) aktivace AMPK

1.6 Thiazolidinediony

Thiazolidinediony(TZDs), nejznaméjsi jsou rosiglitazon a pioglitazon,
byly do nedavna mezi preferovanymi farmakologickymi lécivy
pouzivanymi pro diabetické pacienty pfi inzulinové rezistenci.

Dva hlavni intraceluldrni mechanismy, do kterych jsou TZD zapojeny:
(i) pfima vazba TZD na jaderny transkripéni factor PPARy (peroxisome
proliferator activated receptor-y), ktery je dilezity pri aktivaci
adipocytarni diferenciace v tukové tkani; (ii) rychla stimulace AMP-
kinazy v jatrech, svalech a jinych tkanich (11).

Nicméné v souvislosti s pouzivanim léciv TZD jsou spojovany i vedlejsi
ucinky a to oedema a pribyvani na vaze (21), zvysené riziko srdecniho
selhani (15) a ubyvani kostni hmoty (10).
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1.7 Oleuropein

Olivovy olej je zdrojem alesponi 30 fenolickych sloucenin, zejména
extra panensky olivovy olej obsahuje znacné mnozstvi fenolickych
latek, napriklad hydroxytyrosol a oleuropein.

In vitro oleuropein sniZuje expresi PPARy, inhibuje adipogenesi a
zvySuje osteoblastogenesi v kmenovych burnkach odvozenych z kostni
drené (19). Oleuropein u 3T3-L1 bunék zplsobuje inhibici
diferenciace do adipocytli a hromadéni lipida a tim reguluje velikost
tukovych bunék (4).

1.8 Kaloricka restrikce

Kaloricka restrikce (CR) je nezbytnou soucasti pfi léCbé obezity a
pridruzenych onemocnéni (18).

Kalorické restrikce vzajemné interaguje s AMPK, senzorem
energetické homeostazy (viz. 1.4) (22). Kromé toho, kaloricka
restrikce indukuje mitochondrialni biogenezi v rliznych tkanich (7), s
relativné silnym ucinkem v tukové tkani (9, 14). Indukce mitochondrii
zahrnuje transkrip¢ni faktory PPARa / vy a PPARy koaktivatoru, PGC-
1la (7, 14).
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2. METHODY

Prdce se zviraty a pfiprava diet

Glukdzova homeostdze

Prdce s mysi bunécnou linie 3T3-L1

Izolace, péstovdni primdrnich pre-adipocytt/adipocyti

Testy na viabilitu tkdriovych kultur -Trypan Blue assay a WST-1 assay
Oil red-0O barveni

Reporter-gene assay

Izolace RNA

Kvantitativni PCR v redlném C&ase

Izolace primdrnich hepatocyti

Péstovdni primdrnich izolovanych hepatocyti

Ex- vivo analyza oxidace mastnych kyselin v izolovanych primdrnich
hepatocytech

Statistickd analyza

3. CILE

Obecnym cilem této studie je zlepsit strategii pro 1éCbu a prevenci
obezity pomoci n-3 mastnych kyselin z morskych ryb v kombinaci s
dalsimi pfirodnimi pfistupy, a to mirné omezeni kalorii nebo
polyfenold rostlinného plivodu. Modelem pro tuto praci nam byly
mysi k dietou indukované obezité a in vitro bunécna linie 3T3-L1.

Specifickeé cile:
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Zjistit, zda kombinacni podani pioglitazonu s n-3 PUFA
vyvolava aditivni pfiznivé Ucinky u mysi s dietou indukovanou
obezitou a inzulinovou rezistenci. Hlavnim cilem experimentu
bylo charakterizovat Uc¢inky na télesnou hmotnost, stejné
jako metabolickou flexibilitu a glukézovou homeostazy,
véetné zakladnich mechanismu a téZ zapojeni adiponektinu -

jednoho z hlavnich adipokin.

Popsat zakladni mechanizmy ucinku v pfipadé
kombinovaného podani n-3 PUFA s 10% kalorickou restrikci v
prevenci obezity a souvisejicich onemocnéni u mysi s dietou
indukovanou obezitou a inzulinovou rezistenci. Zvlastni draz
byl kladen na charakteristiku zapojeni bilé tukové tkané v

celotélové reakci na kombinované IéCby.

Charakterizovat molekuldrni mechanismus plsobeni
oleuropeinu, polyfenolu ziskaného z olivovych listQ, na
rGznych modelech in vitro.
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4. VysledKy -publikace

Publikace A

Unasking differential effects of rosiglitazone and pioglitazone in the
combination treatment with n-3 fatty acids in mice fed a high-fat
diet. Kus V2, Flachs P, Kuda O, Bardova K, Janovska P, Svobodova M
Jilkova ZM, Rossmeisl M, Wang-Sattler R, Yu Z, Illig T, Kopecky J.

Mastné kyseliny z morskych ryb, tj dokosahexaenové a kyseliny
eikosapentaenové (EPA a DHA — n-3 PUFA), plsobi jako
hypolipidemika, ale nevylepsuji glykémie u pacientd s diabetem.
Thiazolidindiony (TZDs), jako je rosiglitazon a pioglitazon, tj specifické
aktivatory PPRAy zvysuiji citlivost celého téla na inzulin. Nase studie
ukazaly, Ze kombinovana lécba za pouZiti n-3 PUFA koncentratu (DHA
/ EPA) a rosiglitazonu méla aditivni pfiznivé ucinky na dyslipidemii a
poruchu glukézové tolerance (IGT) u obéznich mysi. Cilem dalsi studie
proto bylo blize studovat plsobeni mechanismu TZDs, a to

v kombinaci s roziglitazonem nebo pioglitazonem.

Samci mysi C57BL/6J byly krmeny dietou s vysokym obsahe tuku.
Diety: n-3 PUFA nahrazovala 15% lipidG z potravy, rosiglitazon (10
mg / kg stravy), nebo pioglitazon (50 mg / kg), nebo kombinace obou
n-3 PUFA s rosiglitazonem nebo pioglitazonem. Bylo analyzovdno
télesna hmotnost, adipozita, metabolické markery a adiponektin v
plazmé, akumulace triacylglycerolu v jatrech a svalech. Test
intraperitonealni tolerance glukdzy byl pouzit pro charakterizaci
zmény glukdzové homeostaze. Metabolicka flexibilita byla testovana
mezi dvéma nutri¢nimi stavy — na la¢no a tzv.re-fed stavu
(opétovném nakrmeni).


http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Kus%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22073272
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Flachs%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22073272
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Kuda%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22073272
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Bardova%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22073272
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed?term=Janovska%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22073272
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Nase studie ukazala, Ze kombinacni dieta n-3 PUFA s TZD pUsobi
pfiznivé a to v prevenci obezity, dyslipidemie a IGT, zatimco dochazi
ke snizeni hromadéni triacylglycerolu v jatrech a zvySené produkci
adiponektinu. Lécba také zlepSila metabolickou flexibilitu. Jak
rosiglitazon tak pioglitazon by mohly byt pouzity v kombinaci s n-3
PUFA jako dopliikové terapie a neutralizovat dyslipidemii a rezistenci
na inzulin. Kombinovana lé¢ba mUze sniZit poZzadavky na davky a tim i
vyskyt nezadoucich vedlejsich ucinkl 1é¢by thiazolidindiond.

Publikace B

Synergistic induction of lipid catabolism and anti-inflammatory
lipids in white fat of dietary obese mice in response to calorie
restriction and n-3 fatty acids.  Flachs P, Riihl R, Hensler M,
Janovska P, Zouhar P, Kus V, Macek Jilkova Z, Papp E, Kuda O,
Svobodova M, Rossmeisl M, Tsenov G, Mohamed-Ali V, Kopecky J.

Kalorické restrikce (CR) je nezbytnou soucasti pfi léCbé obezity a
pfidruzenych onemocnéni. Polynenasycené mastné kyseliny s n-3
dlouhym fetézcem (n-3 PUFA) pUsobi jako pfirodni hypolipidemika,
snizuji riziko kardiovaskularnich onemocnéni, a mizou byt
napomocni pfi rozvoji obezity a inzulinové rezistence. Nasim cilem
bylo charakterizovat Uc¢innost a zakladni mechanismy kombinacni
|éCby s n-3 PUFA a mirnou CR v prevenci obezity a souvisejicich
onemocnéni u mysi.

Samci mysiho kmene C57BL / 6J byli krmeni vysokotukovou dietou
(CHF) po dobu 2 tydn( a potom byli ndhodné rozdéleni do skupin,
které byly krmeny po dobu 5 tydn( nebo 15 tydnU dietami: (i) CHF
(vysokotukova dieta) ad libitum; (ii), CHF +F, kde je nahrazeno 15%
lipidd z potravy n-3 PUFA, ad libitum; (lii) CHF + CR, CHF sniZeni stravy
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0 10% ve srovnani s ad libitum mysi krmenych CHF; a (iv) cHF + F +
CR.

Ve srovnani s cHF dietou, kombinovana lécba (cHF + F + CR)
nejefektivnéji snizila prirtstek télesné hmotnosti a to hmotnosti jak
epididymalniho tak i subkutdnniho depa bilé tukové tkané, pricemz
ale také doslo ke zlep3eni citlivosti na inzulin (index HOMA) a
glukdzovou toleranci (OGTT). Ektopicka akumulace lipida v jatrech a
kosternim svalstvu se také vyrazné snizila pfi kombinované lécbé.
Infiltrace WAT makrofdgy, coz ukazuje na chronicky tzv. low-grade
zanét, byla vyznamné sniZena téz pfi kombinované lécbé cHF + F +
CR. Pravé kombinace CR a n-3 PUFA aditivné indukuje konverzi n-3
PUFA na protizanétlivé lipidové mediatory v epididymalnim tukovém
depu. Napfiklad hladiny 15-deoxy-prostaglandinu J2 a neuroprotectin
D1 byly zvySeny 6,6-krat a 35-krat pfi lé¢eni cHF + F + CR ve srovnani s
mysi CHF. Kromé toho, genova exprese ukdazala, synergickou aktivaci
PPARa / PGC-1 A signdlnich drah pfi Ié¢bé cHF + F + CR

v epididymalnim depu WAT, ale ne v jatrech, svalech nebo hnédém
tuku. Vyse uvedené ucinky kombinované lécby jsou v korelaci s
rychlosti oxidace palmitatu a mitochondridlni respiracni kapacity
WAT. To znamend, Ze maximalni rychlost oxidace palmitatu mérena
v epididymalnim depu WAT ex vivo byla 2-krat vys$si u mysi na cHF + F
+ CR dieté ve srovnani s cHF skupinou (60.01 + 8.04 vs. 24.73 £ 5.67
pmol 02/s/mg DNA; p = 0.012).

metabolické Ucinky CR prostfednictvim indukce mitochondridlni
biogeneze a oxidace mastnych kyselin ve WAT, zatimco indukuji
tvorbu protizanétlivych lipidovych mediator(. Tato studie odhaluje
novy mechanismus ucinku kalorické restrikce na modulaci zanétu.
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Publikace C

Oleuropein as an inhibitor of peroxisome proliferator-
activated receptor gamma. Svobodova M, Andreadou |,
Skaltsounis AL, Kopecky J, Flachs P.

Oleuropein je hlavni fenolicka slou¢enina nalezena v olivovych listech
a olivovém oleji. Vykazuje ¢etné pozitivni Gcinky a to antioxidantni,
protizanétlivé, anti-aterogenni i protirakovinné. Kromé toho,
oleuropein potlacuje diferenciaci adipocytl in vitro. Nasim cilem bylo
charakterizovat molekuldrni mechanizmy anti-adipogennich Géink(
oleuropeinu.

Byly pouZity 3T3-L1 bunééna linie a mysi primarni kultury pre -
adipocytl z epididymalniho a subkutanniho tuku. Diferenciacni
médium pritomné v pribéhu prvni 48 hodin obsahoval 10% FCS, 2uM
dexamethason a 100 nM BRL a 5 ug / ml inzulin, ktery se pfidava pro
vSechny Casy diferenciace. Po 2 dnech diferenciace bylo médium
nahrazeno DMEM obsahujicim 10% FCS a 5 ug / ml inzulinu.
Zivotaschopnost bunék / proliferace byla analyzovdna pomoci
trypanové modri a WST-1 testu, a tukové kapénky byly barveny Oil
Red O barvenim. Genové exprese byla analyzovana qRT-PCR. Genové
reportérové assaye pro PPARa, PPARS / B a PPAR (GeneBLAzer,
Invitrogen, USA) byly pouzity ke studiu pfimych ucink( na
transkripéni aktivitu transkripénich receptort z rodiny PPAR.
Vysledky: Oleuropein v zavislosti na davce (10-400 um) inhibuje
diferenciaci adipocytl v obou experimentalnich modelech a potlacil
genové exprese PPARy, C / EBP1a, SREBP-1C a FAS. PPARa a PPARS /
B aktivity nebyly ovlivnény oleuropeinem (10-200 um). Naproti tomu,


http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/24323842
http://d360prx.biomed.cas.cz:2259/pubmed/24323842
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PPARYy transkrip¢ni aktivita byla snizena v disledku G¢inka
oleuropeinu (> 100 um).

Oleuropein potlacuje jak preadipocytarni proliferaci tak diferenciaci
adipocytl in vitro. Navic naSe Udaje naznacuji, Ze oleuropein vykazuje
anti-adipogenni ucinek prostfednictvim pfimé inhibice PPARy
aktivity.

5. Diskuse

Nase experimenty na mysich dietou indukované obezité naznacuiji, ze
kombinace n-3 PUFA a TZD miZe mit pfiznivé aditivni ucinky pfi 1écbé
glukdzové intolerance a dyslipidemie u pacientl s diabetem. Jak jsme
pozorovali u mysi, tak pouze rosiglitazon ale ne pioglitazon v
kombinaci s n-3 PUFA zabranil narGstu télesného tuku v korelaci s
indukci B-oxidace mastnych kyselin. Nicméné, dokonce i v
nepritomnosti jakéhokoliv vlivu na télesné hmotnosti v kombinaci s
anti-diabetickymi Iéky, kombinovana lécba vykazuje silngjsi ucinek
pioglitazonu na glukdzovou homeostazy, triglyceridémii a jaterni
steatdzu, v zavislosti pravdépodobné na indukci adiponektinu. Dalsim
vyznamnym Ucinkem kombinacni diety obou TZD s n-3 PUFA je silné
snizeni celkové hladiny cholesterolu v plazmé.

Dieta CR s n-3 PUFA rozsifuje anti-obezitni strategii a soucasné
vylepsuje metabolismus lipid(i a glukézovou homeostdazy. Tyto Gcinky
se pravdépodobné odrazi v synergické indukci mitochondrialni
oxidaci FA ve WAT, spojené s potlacenim nizkého stupné zanétu této

.....

mediator(, a to 15d-PGJ2 (z n-6 PUFA metabolite) a PD1 (z n-3 PUFA
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metabolite), mohou byt zakladem jak protizanétlivé, tak metabolické
kombinované lécby ve WAT. Dalsi vyzkum strategie a pfistupu
zacileny na bilou tukovou tkan a kombinaci dvou vzajemné se
doplnujicich pfistupd, tj. dieta s n-3 PUFA a mirna kaloricka restrikce,
mohou byt duleZité pro prevenci a [écbu metabolického syndromu.

Oleuropein potladuje diferenciaci adipocyt( prostfednictvim inhibice
genové exprese, tak i proteinovou aktivitu PPARy. Jak bylo také
nedavno odhaleno v klinické studii (3), doplnék stravy z olivového listi
z fad polyfenol(, a to predevsim oleuropein, mize byt pouZit jako
soucast novych terapeutickych strategii pro prevenci a [éCeni obezity
a inzulinové rezistence. Ale v kombinaci s anti-diabetickymi Iéky, v
disledku potlaceni transkripéniho faktoru PPARy, neni vhodnym
kandidatem.

Table 1: Summary of effects on growth
characteristics and metabolic features of mice

n-3 PUFA + TZDs (vs. n-3 PUFA +CR
cHF diet) (vs. cHF diet)
Energy
balance Body weight gain decreased* decreased*
Food intake no effect no effect
Glucose
homeostasis GTT (total AUC)  decreased decreased
Fasting glucose decreased decreased*
HOMA-index decreased decreased*
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Metabolic
flexibility (INCA) improved improved*

Plasma

(random fed) | NEFA decreased* no data
TAG decreased* decreased*
Cholesterol decreased no data
Glucose no data no chase

increased (P10)*,

Adiponectin increased (ROSI) increased*
Leptin decreased decreased*
Insulin decreased* Decreased

WAT

Subcutaneus

WAT Total mass decreased* decreased*
Adipocytes size  decreased* decreased
Insulin sensitivity increased* Increased
Infammation
(CLS)** decreased decreased

Epididymal

WAT Total mass decreased decreased*
Insulin sensitivity increased* increased*
Adipocytes size  decreased decreased*
Infammation
(CLS)** decreased decreased*

decreased (PIO)*, no

Liver Weight effect (ROSI) decreased*
Insulin sensitivity increased increased*
Tissue lipid decreased (P1O)*, no
content change (ROSI) decreased*




Muscle
(gastrocnemiu
s) Weight

Tissue lipid
content
Glycogen
content

no effect

Insulin sensitivity increased

no effect

increased*

no effect

increased*

decreased ***

no data

* Additive effect of the combination treatment;**Number of CLS per

100 adipocytes; *** after 15 weeks of the treatment; Abbreviations:
AUC, total area under the curve; cHF, corn oil based high fat diet; CLS,
crown like structure; GTT, glucose tolerance test; INCA, indirect

calorimetry,N.D. not determined.

Table 2: Gene expression

n-3 PUFA + TZDs (

n-3 PUFA + CR

WAT vs. cHF diet) (vs. cHF diet)
Subcutaneus | Fatty acid sytnetsis:
WAT SCD1, FAS no effect no effect
Fatty acid oxidation:
CPT-1, PPARa no data increased*
Mitochondrial
biogenesis: PGC-1a no data no effect
Glyceroneogenesis:
PEPCK, PDK4 increase increase
Epididymal Fatty acid sytnetsis:
WAT SCD1, FAS no effect increased*
Fatty acid oxidation:
CPT-1, PPARa no effect no effect




Mitochondrial
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biogenesis: PGC-1a increased big increased*
Glyceroneogenesis:
PEPCK, PDK4 increased increased*
Glucose metabolism:
Liver PDK4 no effect no effect
Fatty acid sytnetsis: FAS decreased,
SCD1, FAS SCD1 increased decreased*
Fatty acid oxidation:
CPT-1, PPARa increased no effect
Mitochondrial
biogenesis: PGC-1a decreased* no effect
Muscle
(gastrocnemi | Glucose metabolism:
us) PDK4 no effect no effect
Fatty acid sytnetsis:
SCD1 no effect no effect
Fatty acid oxidation:
CPT-1 increased no effect

CPT-1, Carnitine palmitoyltransferase I, PDK4, Pyruvate

dehydrogenase lipoamide kinase isozyme 4, PEPCK,

Phosphoenolpyruvate carboxykinase, PGC-1a, Peroxisome

proliferator-activated receptor gamma coactivator 1-alpha, PPARq,

Peroxisome proliferator-activated receptor alpha, SCD1, Stearoyl-CoA

desaturase




=

|

|

25

6. Zavéry

Kombinacni dieta n-3 PUFA s roziglitazonem nebo s pioglitazonem
odhalila rozdilné efekty u téchto dvou anti-diabetickych léciv
rodiny TZD. Pouze kombinace n-3 PUFA + rosiglitazone sniZovala
hmotnostni prirGstek. Obé kombinace vykazovaly aditivni
stimulacni efekt na sekreci adiponektinu z bilé tukové tkané a
zvysuji glukézovou homeostdazy. Pouze kombinacni dieta n-3 PUFA
s pioglitazonem eliminovala jaterni steatdzu a vykazovala zlepsSeni
inzulinové rezistence u obeznich mysi.

Kombinované plisobeni mirné kalorické restrikce a n-3 PUFA
aktivujer katabolismus lipidQ a zlepSuje glukézovou homeostazy.
Tyto efekty reflektuji synergickou indukci mitochondrialni oxidaci
mastnych kyselin specificky v abdominalni bilé tukové tkani a
snizeni chronického zanétu organismu.

Oleuropein in vitro vykazuje anti-adipogenni efekt prostiednictvim
inhibice jak genové exprese, tak i aktivity PPARy.
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