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2 Abstrakt

Piijem polynenasycenych mastnych kyselin s dlouhym fetézcem fady n-3 (n-3 LC-PUFA),
konkrétn¢ kyseliny eikosapentaenové (EPA) a dokosahexaenové (DHA) ma hypolipidemicky
ucinek a pusobi preventivné proti rozvoji kardiovaskularnich onemocnéni. Jednim z hlavnich
cili n-3 LC-PUFA je tukova tkan, kde aktivuji tzv. ,,metabolické preprogramovani vedouci ke
zlepseni lipidového a glukozového metabolismu. V této praci nahrazeni ¢asti tuk n-3 LC-PUFA
snizuje hladiny volnych mastnych kyselin, akumulaci triacylglyceroli Vv jatrech a zlepSuje
systémovou citlivost k inzulinu u mysi krmenych vysokotukovou dietou. Také bylo pozorovano
mirné snizeni objemu B-bun¢k a méné nefunkénich B-bunék pfi piijmu n-3 LC-PUFA.

Inkretinové hormony jsou sekretovany ze stfevnich bun¢k v odpovéd na piijem potravy a
zesiluji glukozou stimulovanou sekreci inzulinu. Tato prace také vyhodnocovala vliv n-3 LC-
PUFA v diet¢ na sekreci inzulinu indukovanou po intraperitoneadlnim nebo oralnim podani
glukozy. Vysledky ukazaly, Ze n-3 LC-PUFA usnadiuji vstiebavani glukézy do tkani v odpovéd’
na jeji ordlni podani, a ze tento efekt lze pfiCist vysSS$i sekreci inzulinu v porovnani
S intraperitonealnim podanim glukézy. Tyto vysledky naznacuji, ze zvyseni sekrece inkretinti pfi
chronickém podavani n-3 LC-PUFA muze byt odpovédné za zlepSeni glukézového metabolismu

po podani glukdzy.

Dietary intake of long-chain polyunsaturated fatty acids of n-3 series (n-3 LC-PUFA), especially
eicosapentaenoic (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), exert hypolipidemic effect and
prevent cardiovascular disease. One of the main targets of n-3 LC-PUFA is adipose tissue, where
they activate so called ,,metabolic switch, resulting in an improvement of lipid and glucose
metabolism. In this report, n-3 LC-PUFA suplementation decreased plasma levels of free fatty
acids, accumulation of triacylglyceroles in the liver and improved systemic insulin sensitivity in
mice fed a high fat diet. There was also a slight decrease in the B-cell mass and lower
dysfunction of B-cells in response to n-3 LC-PUFA feeding.

Incretin hormones are secreted from an intestinal cells in response to the ingestion of food, while
they also enhance glucose-stimulated insulin secretion. This thesis also analyzed the effect of
dietary n-3 LC-PUFA on insulin secretion induced either by the intraperitoneal or oral
administration of glucose. The results demonstrated that n-3 LC-PUFA facilitate glucose
clearance in response to its oral administration, an effect that is attributable to increased insulin
secretion as compared to the effect of intraperitoneal glucose administration. These results
suggest that elevated incretin secretion in response to chronic dietary consumption on n-3 LC-
PUFA might be responsible for the improved glucose metabolism after glucose administration.
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5 Uvod

Nadmérny pfijem vysokoenergetické stravy a nedostatek pohybu ptedstavuje Vv soucasné dobé
velky problém moderni spolecnosti. Vede k nadmérné akumulaci tuku, které je spojeno se
vznikem obezity a s ni spojenych komplikaci jako je glukézova intolerance a rozvoj inzulinové
rezistence (IR), hypertenze a dyslipidémie, které zvySuji riziko cévnich a srdecnich chorob,
souhrnn¢ oznaCované jako metabolicky syndrom (MS). IR patfi mezi hlavni slozky
metabolického syndromu a je mimo jiné zplsobena zvySenou hladinou volnych mastnych
kyselin, které se ukladaji v perifernich tkanich, ale také zanétlivymi cytokiny sekretovanymi
hypertrofickymi adipocyty (bunikami tukové tkang).

Obezita tedy predstavuje zdravotni problém, jehoz 1écba je jiz dlouhou dobu v popfedi zajmu
zakladniho i klinického vyzkumu. Nejucinngjsi ochranou pted vznikem obezity a s ni spojenymi
metabolickych onemocnéni pfedstavuji preventivni opatieni. Polynenasycené mastné kyseliny
s dlouhym fetézcem fady n-3 (n-3 LC-PUFA) jsou jiz dlouhou dobu studovany pro své
preventivni pasobeni pii vzniku dietou-indukované obezity, diabetes mellitus 2. typu (T2DM) a
pfi rozvoji aterosklerozy, kardiovaskularnich onemocnéni a IR.

Na jiz rozvinuty diabetes byla vyvinuta fada 1éku, které zvysuji citlivost organismu K inzulinu a
snizuji hladiny glukézy, ale které jsou také Casto spojeny s fadou vedlejSich komplikaci jako je
narist t€lesné hmotnosti, nebo extrémné rychlé snizeni hladiny glukozy s rizikem vzniku
hypoglykémie. Jako slibny 1¢k se u diabetickych pacientii jevi agonisté inkretinovych receptort
jako je glukagonu-podobny peptid 1 (GLP-1). Inkretiny jsou sekretovany ve stievé po oralnim
pfijmu nutrientl a potencuji glukézou-stimulovanou sekreci inzulinu. Jejich ucinek je tedy
zavisly na mnozstvi glukozy v Krvi, a proto je s jejich podanim spojeno nizké riziko vzniku
hypoglykémie na rozdil od jinych 1éku

Cilem této prace je ukazat prospésny vliv n-3 LC-PUFA na metabolismus tukové tkané a
gluk6zovou homeostdzu a demonstrovat moznou ulohu inkretinli V beneficnim ucinku

dlouhodobého podavani n-3 LC-PUFA na glukézovou homeostazu.
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6 Teoreticka cast

6.1 Obezita

Obezita se stava celosvétovym problémem. Trpi ji stdle véEtsi procento populace nejen
Vv rozvinutych zemich, ale v posledni dob¢ také v zemich rozvojovych, jak je vidét na obr.1.
Obezita pritom piedstavuje zvySené riziko vzniku metabolickych onemocnéni jako IR,
dyslipidémie a hypertenze. Tato onemocnéni jSOU spole¢né nazyvana metabolicky syndrom,
ktery je n€kdy oznacovan také jako syndrom inzulinové rezistence. Tento syndrom se objevuje i
u nediabetické populace a ptedstavuje soubor klinickych, biochemickych a humoralnich poruch,
které vznikaji v souvislosti s poruchou u¢inku inzulinu v glukézovém metabolismu. Také je
prokazan uzky vztah mezi obezitou a dalSimi chronickymi onemocnénimi jako jsou srde¢ni a
cévni choroby, nadorova onemocnéni, ale také kratké poruchy dychani béhem spanku (spankova
apnoe) a degenerativni onemocnéni pohybového aparatu v disledku jeho pietézovani.

O obezité mluvime p¥i body mass indexu (BMI) vys$im nez 30 kg/m% Hodnota BMI je obvykle
pozitivné asociovana s rizikem rozvoje diabetes mellitus 2.typu a infarktem myokardu. Obézni
lidé umiraji pfedcasné az 3x pravdépodobnéji nez hubeni jedinci a to zejména kviili témto dvéma
komplikacim. BMI ale nevyjadiuje podil tuku a ostatni t€lesné hmoty. Napftiklad Zeny maji vySsi
podil tukil nez muZi, nebo sportovci s vysokym podilem svalové hmoty maji vy§§i BMI a rozdily
jsou i mezi jednotlivymi populacemi. Piesto je BMI dilezitym méfitkem stanovenym Svétovou
zdravotnickou organizaci, podle kterého se daji ve vétSin¢ pripadd uréit zdravotni rizika spojena

s obezitou.
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Obr.1. Procenta obéznich jedincii (BMI > 30) v populaci
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(prevzato z www.who.int)
Obvykle rozliSujeme 2 typy obezity — vV prvnim méné zavazném piipadé¢ se tuk uklada do
podkoznich oblasti, druhy typ obezity se nékdy nazyva centralni (visceralni) a je charakterizovan
ukladanim tuku v abdominalni oblasti (obr.2). Tento typ nejvice ptispiva k rozvoji MS, ktery byl
Mezinarodni diabetologickou federaci definovan jako spojeni centralni obezity a nejméné dvou
dalsich faktori (Kopelman 2000), mezi které patfi:

- centralni obezita - obvod pasu: muzi > 94 cm, zeny > 80 ¢cm (hodnoty pro evropské etnikum)

- hypertriglyceridémie - koncentrace TAG v plazmé > 150 mg/dl (1,7 mmol/I)

- nizka koncentrace HDL cholesterolu — muzi < 40 mg/dl (1,03 mmol/l), Zeny <50 mg/dl (1,29

mmol/l)
- hypertenze — systolicky tlak krve > 130 mm Hg, diastolicky TK > 85 mm Hg
- glykémie na la¢no — konc. glukozy > 100 mg/dl (5,6 mmol/1)

Obr.2. UloZeni tuku v oblasti biicha

Tuk se u lidi uklada jednak do podkoznich oblasti, coZ je spojeno
S nizsim rizikem vzniku metabolického syndromu a jednak
Vv brisni dutiné, kde obklopuje vnitini organy a prispiva K rozvoji
metabolického syndromu.

(upraveno z http://drpinna.com/visceral-fat-9928)
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6.2 Metabolicka flexibilita

Organismus zivoCichi se musi umét adaptovat na rtizné nutricni stavy. To znamend mit
schopnost skladovat pfijaté Ziviny po piijmu potravy a nasledné je vyuzit vV dob¢é hladovéni.
V dobé¢ hladovéni kosterni sval oxiduje lipidy (obr.3-A), zatimco po ptijmu potravy, kdy se zvysi
hladina glukozy v krvi, je pfednostné vyuzivana jako energeticky substrat glukoza (obr.3-C).
Schopnost metabolizovat rozdilné energetické substraty v zavislosti na nutri¢nim stavu se nazyva
,metabolicka flexibilita® a jeji naruSeni (,,inflexibilita®) je charakteristickym znakem u jedinct
s MS.

Mezi projevy metabolické inflexibility patii jednak naruSeni vySe zminénych schopnosti
organismu, ale také poSkozeni Casné fdze sekrece inzulinu béhem piijmu potravy a s tim
souvisejici nedostateéné potlaceni jaterni produkce glukoézy a uvolnovani neesterifikovanych
mastnych kyselin (NEFA) z tukové tkan¢€. Neschopnost zvysit v kosternim svalu oxidaci
mastnych kyselin a snizit oxidaci gluko6zy je pfi hladovéni typicka u obéznich pacienti i1 jedinct
s IR (obr.3-B) (Storlien, Oakes and Kelley 2003).

Navic bylo prokazano, ze potlaeni oxidace tukt vlivem zvySeni hladiny glukozy je neptimo
asociovano s metabolickou flexibilitou a citlivosti k inzulinu a pozitivné koreluje s mnozstvim

télesného tuku a hladinou volnych mastnych kyselin béhem hladovéni (Ukropcova et al. 2005).

13
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Obr.3. Metabolicka flexibilita organismu

Flexibilita svalu souvisi s citlivosti organismu K inzulinu, mnoZstvim télesného tuku a télesnou
kondici. Zdravi jedinci se vyznacuji schopnosti oxidovat v dobé hladoveni lipidy, zatimco U
obéznich dochazi k nizsimu vyuzivani lipidit na ukor glukozy. Po stimulaci inzulinem dochdzi u
zdravych jedincii k potlaceni oxidace tukii a stimulaci oxidace glukdzy, zatimco u obéznich

Jjedincii neni oxidace tukii dostatecné potlacena, coz narusuje utilizaci glukozy.
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6.3 Inzulin a inzulinova rezistence

6.3.1 INZULINOVA REZISTENCE

IR vede ke snizené citlivosti perifernich tkani k inzulinu. Definujeme ji jako stav, kdy normalni
hladina inzulinu vyvolava nizsi biologickou odpovéd’ organismu. IR ale nemusi znamenat pouze
poruchy v metabolismu glukézy, muze se téz tykat napt. metabolismu tukii nebo bilkovin.

IR se cCasto objevuje i mnoho let pifed rozvojem diabetu. Ze zacatku je IR kompenzovana
zvySenim produkce inzulinu z B-bunék pankreatu (hyperinzulinémie), ale hladina glukozy se
postupné zacina zvySovat a pokud je tento stav dlouhodoby, dochazi k poskozeni B-bunck.
Organismus uz nestac¢i IR kompenzovat, hladina glukézy se dale zvySuje a dochazi k rozvoji
T2DM. T2DM je charakterizovan vysokou prevalenci vzniku pozdnich metabolickych
komplikaci, vcetné zvySeného vyskytu kardiovaskularnich onemocnéni, narGstu ocnich

onemocnéni, poruch funkce ledvin a vzniku onemocnéni tzv. diabetické nohy.

6.3.2 TVORBA INZULINU V PANKREATU

Inzulin je hlavnim hormonem, ktery reguluje glukdézovou homeostazu a vstup glukozy do bunék.
Diky nému je udrzovana hladina glukézy v krvi v relativné tzkém fyziologickém rozmezi, coz je
u ¢loveéka 4 — 7 mmol/I (Saltiel and Kahn 2001). Inzulin je produkovan B-bunikami v pankreatu,
ktery je funkéné rozdélen na dvé hlavni €asti. VEtsi ¢ast ma exokrinni funkci a produkuje smés
travicich enzymil (pankreatickad $tava), které jsou systémem kanalkli odvadény do dvanéctniku
(duodenum). Endokrinni ¢ast pankreatu je organizovana do funkénich jednotek zvanych
Langerhansovy ostrivky a piedstavuje pouhd 2% objemu celého organu. Ostrivky obsahuji pét
typt bun¢k, které produkuji hormony regulujici gluk6zovy metabolismus a ovliviiuji piijem
potravy. a-bunky produkuji glukagon, B-buiiky inzulin, 8-buniky somatostatin, e-buiiky grelin a
PP-bunky tvoii pankreaticky polypeptid (PP) (Collombat et al. 2010).

Inzulin je syntetizovan jako preproinzulin a je nasledné upraven na proinzulin. Jeho produkce je
regulovana gluk6zou na transkripcni i posttranskripéni trovni. Stimulace transkripce genu pro
inzulin je také mechanismus, kterym ovliviiuje biosyntézu inzulinu inkretinova signalizace
(Drucker and Nauck 2006). Konverze proinzulinu na inzulin probiha v pozd¢jsi fazi sekrecni
drahy (Docherty and Clark 1994).

B-bunky pankreatu jsou schopné adaptovat se na zvySenou potiebu inzulinu béhem rozvijejici
se IR. Pankreas je schopen produkovat ¢tyfikrat az pétkrat vic inzulinu nez u jedincti s normalni
citlivosti k inzulinu, zatimco celkovy objem B-bunék se zvysi pouze o 50 % (Butler et al. 2003).

Také u mysi s indukovanou obezitou a IR bylo pozorovano zvétseni Langerhansovych ostravki.
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Doslo zejména ke zvySeni poctu B-bunék spi§ nez kjejich zvétSeni nebo k tvorbé novych
ostruvka (Hull et al. 2005).

Adaptace B-bunck pak vede ktomu, ze pouze u 20% obéznich jedincii se rozvine T2DM.
Zbylych 80% jedincu je sice rezistentni k inzulinu, ale jsou schopni vyssi sekrece inzulinu, coz

naznacuje genetické predispozice pro dysfunkci B-bunék (Boden and Shulman 2002).

6.3.3 REGULACE SEKRECE INZULINU

Sekrece inzulinu je regulovana nékolika mechanismy, které jsou shrnuty na obr.4. Hlavnich
mechanismem je regulace mnozstvim glukézy vkrvi. Ta je transportovana do B-bunék
prostfednictvim glukoézového transporteru 2 (GLUT-2), kde je glukokinazou fosforylovana na
glukéza-6-fosfat. Ten je nasledné metabolizovan na pyruvat a vstupuje do Krebsova cyklu, kde
je dale metabolizovan za vzniku adenosin trifosfatu (ATP). ZvySené mnozstvi ATP v buiice vede
k uzavieni ATP-dependentnich draslikovych kanald (Karp-kanal), draslik se hromadi v buiice, az
dojde k depolarizaci membrany a otevieni nap&tové zavislych kanalt pro vapenaté kationty.
Jejich vtok do bunky spusti splyvani inzulinovych sekre¢nich vacki S membranou a sekreci
inzulinu do krevniho ob&hu (Newgard and McGarry 1995).

Uvolnovani inzulinu je regulovano také zpétnovazebnou smyckou mezi tkdnémi citlivymi
K inzulinu a B-buiikami (Kahn et al. 1993).

Také NEFA jsou dulezité pro funkci B-bunék jakozto dulezity zdroj energie. Podporuji sekreci
inzulinu, ktery je uvoliovan v odpovédi na stimulaci glukézou, takze zvySena hladina glukozy
sama o sob&é mozna nehraje hlavni roli v adaptaci B-bunék pfi snizené citlivosti k inzulinu.
Nekteré studie naznacuji, ze to mize byt zpisobeno uvoliiovanim NEFA v prubéhu noci. Jejich
pusobeni na B-buiiky je zprostfedkovano dvéma moznymi mechanismy. Prvnim je vazba NEFA
na receptor spojeny s G-proteiny (GPR40) na membrané B-bunék, coz vede k aktivaci
intracelularni signalizace a uvolnéni vapenatych kationti (Ca?") z intracelularnich zéasob, které
zpusobi splyvani inzulinovych sekre¢nich granuli (Itoh et al. 2003). Druhou moznosti je tvorba
acyl koenzymu A (acyl-CoA), ktery zvySuje sekreci inzulinu jednak pfimo stimulaci sekre¢nich
granuli a jednak aktivuje protein kinazu C (PKC), kterd spousti uvolnovani intracelularnich
zasob Ca®* (Prentki et al. 2002).

Dal§im moznym mechanismem regulace sekrece inzulinu je zvySend senzitivita k inkretinovym
hormontim, které zesiluji inzulinovou odpovéd’ po oralnim piijmu glukozy. Inkretiny a jejich

pusobeni bude podrobnéji probrano v kapitole 6.4.
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Znacna inervace ostrivkl pankreatu nervovymi vlakny sympatiku a parasympatiku, které se
ucastni regulace metabolismu, naznacuje moznou dulezitou roli centrdlni nervové soustavy
Vv adaptaci na snizeni citlivosti organismu k inzulinu. Aktivace sympatického nervového systému
vede ke sniZzeni sekrece inzulinu, zatimco parasympatikus jeho uvoliiovani zvySuje. ZvySena
sekrece inzulinu byla napf. pozorovana po experimentdlni 1ézi ventromedialniho hypotalamu

(centrum sytosti) (Kahn, Hull and Utzschneider 2006).

vwieni proliferace B-bunél
smiZeni apoptozy B-bunék

T ATRADP

(upraveno podle Kahn et al. 2006)
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Obr.4. Mechanismy adaptace f-bunék na sniZenou citlivost organismu k inzulinu

a) Zakladnim mechanismem je glukézou stimulovana sekrece inzulinu. Zvyseni poméru
ATP:ADP vede k depolarizaci membrdany a vioku Ca®*, ktery zpiisobi wliti inzulinovych
sekrecnich granuli  + b) Anaplerotické reakce, které doplnuji intermediaty Krebsova cyklu.

C) Glukoza také zvysuje hladinu citratu a nasledné malonyl-CoA, ktery zvysuje hladiny LC-acyl-
CoA, DAG a tak aktivuje PKC a spousti sekreci inzulinu pres vylev Ca**.

NEFA zesiluji uvoliiovani inzulinu pres receptor GRP40 (d), nebo pres tvorbu acyl-CoA, ktery
aktivuje PKC i primo stimuluje sekreci inzulinovych granuli (€).

f) GLP-1 stimuluje sekreci inzulinu pres GLP-1R a tvorbu cCAMP.

g) Acetylcholin parasympatiku stimuluje sekreci inzulinu pres driahu DAG a PKC.

h) Sympaticky nervovy systém inzulinovou sekreci stimuluje pres f-AR a naopak inhibuje pres
02-AR - piisobi na adenylyl cyklazu a zvysuje resp. snizuje tvorbu cAMP.

Signalni kaskada inzulinového receptoru (i) a GLP-1 receptoru (j) pozitivne ovliviiuje
proliferaci f-bunék a inhibuje jejich apoptozu.

acyl-CoA — acyl-koenzym A, DAG — diacylglycerol, PKA, PKC — proteinkindza A, C, NEFA -
neesterifikované mastné kyseliny, GLP-1 — glukagonu podobny peptid 1, GLP-1R — GLP-1
receptor, CAMP — cyklicky adenosin monofosfat, IRS-2 — substrat inzulinového receptoru 2,
PI3K - fosfatidylinositol-3 kindza

6.3.4 INZULINOVA SIGNALNI KASKADA

Inzulin reguluje glukdézovou homeostazu na riznych Grovnich. Snizuje hladinu glukézy v Kkrvi
tak, ze podporuje vstup glukozy do svalu a tukové tkané a inhibuje jaterni produkci glukézy.
Inzulin také ovlivituje ukladani gluk6zy ve tkanich ve formé glykogenu. Také stimuluje bunécny
rist a diferenciaci bun€k, lipogenezi a Syntézu proteinl, zatimco inhibuje lipolyzu,
glykogenolyzu a degradaci proteinti (Saltiel and Kahn 2001).

Inzulin se v cilové tkani vaze na svuj receptor a spousti inzulinovou signalni kaskadu (obr.5).
Inzulinovy receptor je tetramerni protein cytoplazmatické membrany s tyrosinkindsovou
aktivitou. Obsahuje dvé transmembranové B-podjednotky spojené disulfidickymi mustky a dveé
extracelularni a-podjednotky, které vazi inzulin.

Navazéani inzulinu vyvold autofosforylaci tyrosind na B-podjednotkach a aktivaci receptoru.
Aktivovany receptor nasledné fosforyluje substraty inzulinového receptoru (IRS) a dalsi
proteiny, napf. protein obsahujici homolog Src (Shc). Aktivované IRS fosforyluji dalsi

komponenty inzulinové signalni kaskady, které zprostfedkovavaji pfenos signalu do bunky.
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Takto je aktivovano mnoho proteinti, které dale ovliviiuji celou fadu procesii véetné genové
exprese, syntézy proteind a glykogenu nebo transport glukdzy do bunék.

(MAPK), ktera tidi genovou expresi a zprostiedkovava bunéény rust, a dale draha, ktera
zprostiedkovava metabolické ucinky inzulinu. Tato draha vede pies fosfatidylinositol-3 kinazu
(PI3K), ktera vytvari fosfatidylinositol trifosfat (PIP3). PIP3 pak aktivuje fosfoinositid-
dependentni kinazu 1 a 2 (PDK1 a PDK?2), ktera dal aktivuje protein kinazu B (Akt, protein kinase
B) a jeji drahy vedouci k syntéze proteini a glykogenu, nebo aktivuje PKC a drahu vedouci

k inkorporaci gluk6zovych transporterti do membrany (Korc 2003).
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(upraveno podle Korc 2003)
Obr.5. Inzulinova signdlni kaskdada
Inzulin se vdze na inzulinovy receptor, tim dojde k jeho aktivaci a fosforylaci dalsich proteinii
kaskady, napr. substrat inzulinového receptoru (IRS) nebo Shc proteinu. Na fosforylované
proteiny nasedaji dalst adaptorové proteiny, které prendsi signal uvniti bunky a zajistuji jednak
regulaci genové exprese prostrednictvim aktivace mitogeny aktivované proteinové kindzy
(MAPK) nebo aktivaci fosfoinositid-dependentnich kindz (PDK), které aktivuji radu dalsich
kaskad regulujicich syntézu proteinu a glykogenu nebo transport glukozy do bunék.
GLUT4 — glukozovy transporter 4, AKT — proteinkinaza B, PKC — protein kindza C
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6.3.5 MECHANISMY INZULINOVE REZISTENCE

Primarni inzulinovd rezistence je zplsobena genetickymi zménami. Mutace v genu pro
inzulinovy receptor ale nejsou piili§ asté. Castéjsi jsou poruchy postreceptorové, tedy defekty
Vv inzulinové signalizaci (Korc 2003).

Mechanismi, které se podileji na vzniku sekundarni IR je celad fada. Krom¢ humoralnich faktori
a fyziologickych zmén (starnuti, t€¢hotenstvi, puberta, stres, hladovéni) se uplatiuji i zmény
metabolického charakteru jako hyperglykémie, dyslipidémie, zmény v metabolismu lipidd,
glukézy a minerali a zejména ektopické ukladani tukd. Vznik IR muze byt ovlivnén také

hormony tukové tkané (adipocytokiny).

6.3.5.1 Poruchy inzulinové signalni kaskady

Signalizace mize byt porusena piimo na urovni receptoru protein-tyrosinovymi fosfatazami,
které defosforyluji tyrosinové zbytky B-podjednotek nebo naopak fosforylaci serinovych a
treoninovych zbytkt B-podjednotek. Inzulinovy receptor mize byt blokovan také plisobenim
protilatek pfi nékterych autoimunitnich onemocnénich (napft. lupus erythematodes) nebo muze
proti uc¢inkim inzulinu plsobit jiny hormon (napf. kortizol u Cushingova syndromu; rlstovy

hormon u pacientt s akromegalii) (Korc 2003).

6.3.5.2 Puasobeni triacylglyceroli

Zvysend akumulace tukt v tukové tkani vede ke vzniku hypertrofickych adipocytt, které maji
snizenou citlivost k piisobeni inzulinu, coz vede k nedostatecné inhibici lipolyzy (antilipolyticky
ucinek inzulinu) a adipocyty tak uvolfuji zvySené mnozstvi mastnych kyselin do ob¢hu.
Dtsledky zvyseni hladiny mastnych kyselin jsou shrnuty na obr.6.

Hypertrofické adipocity maji také nedostateCnou pufrovaci kapacitu pro NEFA po pfijmu
potravy. Toto naruSeni schopnosti skladovat mastné kyseliny vede k jejich vysoké hladiné v Krvi
a muze vést k ektopickému ukladani tuk do perifernich tkani (jatra, kosterni sval, srdce,
pankreatické ostrivky) a vzniku IR v perifernich organech. Snizena citlivost tkani K inzulinu
brani inzulinem-stimulované translokaci glukézového transporteru 4 (GLUT-4) a naslednému
transportu glukézy do bunék (Boden and Shulman 2002).

Mastné kyseliny také kompetuji s glukdzou jako zdroj energie ve svalu a v tukové tkani. Existuje
spojeni mezi metabolismem glukézy a mastnych kyselin, tzv. cyklus glukézy a mastnych
kyselin. Zvyseni obsahu mastnych kyselin ve svalu vede K jejich ptednostni oxidaci pted
gluk6zou, coz ma za nasledek sniZzeni inzulinem stimulovaného vstupu gluk6zy do bunék a jeji

utilizaci (Randle et al. 1963).
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Obr.6. Vliv nariistu tukové tkané na celotélovou citlivost k inzulinu

ZvySeni lipolyzy v tukové tkani vede k uvoliovani mastnych kyselin do obéhu. Jejich lipotoxické
puisobeni narusuje ucinek inzulinu v jatrech, kde dochazi ke zvyseni glukoneogeneze a
uvolnovani glukozy do krve. To muze vést az K systémové hyperinzulinémii, snizeni citlivosti
K inzulinu v kosternim svalu a nizsimu vstupu glukézy do svalovych bunék. p-bunky pankreatu se
snazi snizenou citlivost k inzulinu kompenzovat zvysenim jeho produkce, ale casem dochazi

K jejich selhani, hladina glukozy se zvysuje az dojde k rozvoji T2DM.

6.3.5.3 VIiv hormoni tukové tkané

Az do devadesatych let se myslelo, ze bilad tukova tkan (WAT) slouzi pouze k ukladani
energetickych zasob a jako izola¢ni vrstva a mechanicka ochrana organismu. WAT ma ale i
endokrinni funkci, produkuje fadu hormont (adipokinil, adipocytokintl), které ovliviiuji citlivost
Kk inzulinu (Torres-Leal et al. 2010).

Adiponektin je adipokin s protizanétlivym a antidiabetickym ucinkem. Potlacuje syntézu
prozanétlivych cytokini jako faktor nekrotizujici zanéty (TNF-a), interleukin 6 a interleukin 12
(IL-6 a IL-12) (Tilg and Moschen 2006). Adiponektin také zvysuje citlivost organismu

Kk inzulinu tim, Ze zvySuje oxidaci mastnych kyselin, ¢imZ snizuje obsah triacylglycerolu (TAG)
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V jatrech a kosternim svalu. Adiponektin zvySuje i vstup glukézy do svalovych bunék nezavisle
na inzulinu a potlacuje jaterni produkci glukézy. Jeho hladina je nepfimo Gmérnd mnozstvi
tukové tkané. U obéznich jedinci a pacientd s diabetem jsou hladiny niz§i v porovnani se
zdravymi jedinci. Adiponektin také indukuje tvorbu oxidu dusnatého (NO) v endotelu krevnich
cév (Chen et al. 2003), ktery aktivuje regula¢ni drahy mitochondrialni biogeneze a pomoci
pozitivni zpétnovazebné smycky reguluje sekreci adiponektinu (Hattori et al. 2005). Pasobeni
adiponektinu je zprostfedkovano aktivaci AMP-aktivované proteinové kinazy (AMPK),
konkrétn¢ zvySenim hladiny adenosin monofosfatu (AMP), ktery pozitivné reguluje aktivitu
AMPK (Yamauchi et al. 2002, Daval et al. 2005).

AMPK hraje hlavni roli v energetickém metabolismu a v metabolismu substrati. Obecné pii
aktivaci AMPK dochazi k inhibici metabolickych drah spotfebovavajicich ATP a naopak
k aktivaci drah, které zajistuji produkci ATP. AMPK snizuje expresi enzymd, které se Gcastni
glukoneogeneze v jatrech jako napt. fosfoenolpyruvat karboxykinaza (PEPCK) nebo glukoza-6-
fosfataza (G6Pase). Dale inhibuje lipogenezi a stimuluje katabolismus mastnych kyselin. V
kosternim svalu stimuluje B-oxidaci prostfednictvim inhibice acetyl-koenzym A karboxylazy
(ACC) a dale stimuluje transport glukdzy do svalovych bunék nezavisle na inzulinu a indukuje
biogenezu mitochondrii. V tukovych buiikich AMPK inhibuje syntézu mastnych kyselin a
lipolyzu (Yamauchi et al. 2002, Daval et al. 2005, Fryer and Carling 2005, Viollet et al. 2009).
Leptin je adipokin, ktery zvysuje celotélovou citlivost k inzulinu a hraje hlavni roli v regulaci
pfijmu potravy a energetického vydeje. Pfimo ovliviiuje periferni tkané jako jsou jatra, kosterni
sval, tukova tkan a pankreas, ve kterych stimuluje oxidaci mastnych kyselin a snizuje tak obsah
TAG ve tkani (Shimabukuro et al. 1997), zatimco stimuluje vstup glukézy do bunék (Kamohara
et al. 1997). U¢inky leptinu jsou stejn& jako u adiponektinu zprostredkovany AMPK (Minokoshi
et al. 2002). Leptin ma i neuroendokrinni funkei, pisobi v centru sytosti v hypotalamu a slouzi
jako indikator energetickych zasob Vv organismu. Leptin snizuje chut kjidlu a urychluje
energeticky metabolismus. Pfi jeho nedostatku (napf. pti hladovéni nebo v piipad€ mutaci v genu
pro leptin) maji jedinci zvySenou chut k jidlu. Ale jen malé procento obéznich jedinci ma
poruchu Vv tvorbé leptinu. Vétsinou je hladina leptinu pii obezit¢ zvySena a mluvi se o tzv.
leptinové rezistenci jako vysledku poruchy v transportu leptinu do mozku, pfipadné poruchy
Vv leptinové signalizaci v hypotalamu (EIl-Haschimi et al. 2000).

Mezi adipokiny, které citlivost k inzulinu snizuji, patii prozanétlivé cytokiny. Ty jsou
produkovany zejména v hypertrofickych adipocytech v tukové tkdni S rozvinutym zanétem. Patfi
sem napi. TNF-a, IL-6, chemotakticky protein monocyti (MCP-1) a mnoho dalsich. V pfipadé

vyse zminénych cytokinti byly zjistény jejich zvySené hladiny u obéznich jedinct.
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prozanétlivé a inzulin desenzitizujici uc¢inky (Torres-Leal et al. 2010).

Mezi nejvyznamnéjsi cytokiny z hlediska zanétlivého ucinku patii TNF-a. Je sekretovan
adipocyty, ale ve v¢Etsi mife jej produkuji hlavné makrofagy. TNF-a zvySuje lipolyzu
v adipocytech zvySenim hladiny cyklického adenosin monofosfatu (CAMP) a stimulaci hormon-
senzitivni lipazy (HSL) a naslednému zvySeni hladiny NEFA v krvi (Zhang et al. 2002). Dale
snizuje expresi peroxizomalnimi proliferatory aktivovaného receptor y (PPARY), lipoproteinové
lipazy (LPL) a GLUT-4, coz vede k naruSeni esterifikace a ukladani mastnych kyselin stejné
jako k naruSeni vstupu glukézy do bunék (Guilherme et al. 2008). V jatrech TNF-a zvysuje
expresi genu ucastnicich se de novo syntézy cholesterolu a mastnych kyselin a snizuje expresi
gend Ucastnicich se metabolismu a oxidace mastnych kyselin a vstupu glukézy do bunck
(Guilherme et al. 2008). Prace Kern et al. (2001) dokazuje, ze plazmatické hladiny TNF-o. jsou u
obéznich zvySeny a jeho exprese koreluje sinzulinovou rezistenci. V souladu stim bylo
prokazano, ze vyrazenim genu pro TNF-a nebo TNF-a receptor se snizila hladina cirkulujicich

NEFA a vyznamn¢ se zlepsila citlivost k inzulinu u mysi (Uysal et al. 1997).

6.3.5.4 Zanét v tukové tkani

Akumulace tuku béhem rozvoje obezity zpusobuje zvétSeni adipocytd (hypertrofie), které je
provazeno zvySenim angiogeneze, infiltraci makrofagi, aktivaci bunc¢k endotelu a produkci
zanétlivych mediatora (obr.7). Nekteré jsou produkovany hypertrofickymi adipocyty, jiné
makrofagy, ktefi infiltruji tukovou tkan obéznich jedinci. Obecné je WAT u obéznich jedinct
charakterizovana urcitym stupném chronického zanétu (Torres-Leal et al. 2010). Nedavné studie
ukazuji vyznamné zvySeni poctu makrofaglh ve WAT u obéznich mysi. Makrofagy obklopuji
nekrotické adipocyty a vytvaii kolem nich shluk koruné-podobnych struktur (CLS), aby se
zabranilo toxickému piasobeni tukovych kapének po rozpadu bunky (Murano et al. 2008).

Za normalnich podminek jsou v tukové tkani pfitomny buniky regulujici imunitni odpoveéd’ (B a
T lymfocyty). Tyl bunky produkuji prozanétlivé cytokiny a Ty2 predstavuji regulacni bunky. U
dietou indukované obezity je pocet Tyl vyrazné zvysen, zatimco pocet Tu2 bun€k je vyrazné
nizsi, coz prispiva ke vzniku IR a dal§imu zvyseni prozanétlivych cytokina (Feuerer et al. 2009).
Také NK bunky v cévni vazivové tkani epididymalniho tuku piispivaji k zanétu (Caspar-Bauguil
et al. 2005). Experimentalni stimulace NK bunék vedla ke glukézové intoleranci a infiltraci
makrofagl do tkané (Torres-Leal et al. 2010).

Velky vyznam Vv metabolickych komplikacich obezity hraje perivaskularni tukova tkan (PVAT),

ktera obklopuje vétSinu cév. Sekrece zanétlivych adipokini vede mimo jiné také K naruSeni
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funkce endotelu, proliferaci bun¢k hladké svaloviny a jejich migraci, coz pfispiva ke vzniku
ateroskler6zy (Rajsheker et al. 2010). PVAT okolo tepének v hladkém svalu sekretuje cytokiny a
chemokiny, coz vede k infiltraci monocyti a jejich pfeméné na makrofagy. Adipocyty potom
uvoliiuji mastné kyseliny a inhibuji inzulinovou signdlni kaskadu. Vysledkem je snizeni
inzulinem stimulovaného vstupu glukézy do bun¢k (Yudkin et al. 2005).

Také hypoxie prispiva ke vzniku zanétu v tukové tkdni a je pravdépodobné spojena s IR.
Hypoxie inhibuje migraci makrofagi z hypoxické oblasti a indukuje nekrozu adipocyt (Yin et
al. 2009). Makrofagy a hypoxické adipocyty produkuji zanétlivé cytokiny a mediatory. Hlavnim
hypoxickym signalnim mediatorem je hypoxii indukovany faktor 1o (HIF-1a), ktery ovliviiuje
expresi gent UcCastnicich se zdnétu a ma fadu dalSich funkci. U obéznich mysi byl pozorovan
snizeny mezibunécny parcialni tlak kysliku v tukové tkani, coz souviselo také s nizsi produkci

adiponektinu (Ye et al. 2007).
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Obr.7. Zanét tukové tkané

Akumulace triacylglycerolit v tukové tkani a vznik hypertrofickych adipocytii vede k chronickému
zanetu, produkci faktoru nekrotizujiciho zanéty (TNF-a), chemotaktického proteinu monocytii 1
(MCP-1), ktery atrahuje makrofigy a dalsich. Makrofagy produkuji dalsi prozanétlivé cytokiny
(TNF-a, interleukiny (IL-6, IL-1, atd), které piuisobi na tukovou tkan a prispivaji ke vzniku
inzulinové rezistence. TNF-a také zvysuje lipolyzu, coz vede ke zvyseni hladiny cirkulujicich

NEFA a jejich lipotoxickému piisobeni na ostatni periferni tkané.
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6.3.6 INZULINOVA REZISTENCE V TUKOVE TKANI

Adipocyty kromé produkce adipokinti také exprimuji receptory pro nékteré hormony, cytokiny a
rustové faktory, diky nimz mize tukova tkan komunikovat s ostatnimi tkdnémi a organy, napf.
S kosternim svalem, endotelem nebo s CNS a tucastnit se fizeni energetického metabolismu,
pfijmu potravy atd. (Torres-Leal et al. 2010).

Ukladani mastnych kyselin v tukové tkani umoziuje snizit hladinu NEFA po jidle, ale
kontinudlni nadmérné ukladani tuki a vznik hypertrofickych adipocyti predstavuje vysoké
riziko vzniku IR, T2DM, dyslipidémie, hypertenze a jaterni steatdozy (tzv. tucnost jater). Rust
tukové tkan¢ mtize byt zplisoben také diferenciaci novych adipocyti (hyperplazie), ale u jedinc,
u nichZ se obezita rozvinula az v dospélosti se jedna zejména hypertrofii adipocytil, zatimco u
détské obezity se jedna jak o hypertrofii adipocytd, tak i jejich zmnozeni (Hirsch and Batchelor
1976).

Hypertrofické adipocyty maji naruSenou fyziologickou regulaci sekrece adipokinti, neefektivné
vychytavaji mastné kyseliny z obéhu a zaroven maji sniZzenou citlivost K inzulinu a v disledku
toho je po jidle nedostatecné inhibovana lipolyza. To vede ke zvySeni hladiny NEFA a k

ektopickému ukladani mastnych kyselin v jinych organech jako jsou jatra nebo kosterni sval.

6.3.7 INZULINOVA REZISTENCE V JATRECH

Jatra predstavuji centralni metabolicky organ. Probiha v nich metabolismus sacharidd, lipida a
aminokyselin, udrzuji stalou hladinu gluko6zy a sekretuji lipoproteiny, které transportuji lipidy do
organismu. Vznik IR v jatrech je shrnut na obr.8.

Vysoka hladina inzulinu vede ke zvySeni aktivity ACC a zvyseni produkce malonyl-CoA, ktery
slouzi jako prekurzor de novo lipogeneze. Malonyl-CoA také inhibuje karnitin-palmitoyl
transferazu 1 (CPT1), ktera pfenasi aktivované mastné kyseliny s dlouhym fetézcem (LC-AC0A)
do mitochondrie, kde probiha jejich oxidace. ZvySena hladina inzulinu zase inhibuje expresi
gent, které se GiCastni oxidace mastnych kyselin. Inhibice CPT1 a B-oxidace spolu s nadbytkem
mastnych kyselin z krve vede k akumulaci metaboliti mastnych kyselin v cytosolu a jejich
piresmérovani do endoplazmatického retikula, kde jsou zpracovany za vzniku TAG a signalnich
intermediata diacylglyceroli (DAG) a ceramidi. Hromadénim TAG ve tkani dochazi ke vzniku
jaterni steatdzy, onemocnéni jater, které Casto provazi obezitu a T2DM.

Nadbytek mastnych kyselin siln¢ zatézuje ER a dochazi k naruseni spravného skladani proteini.
To spolu s akumulaci DAG a ceramidt zptusobuje stres ER. Tim se aktivuji stresem indukované

serinové kinazy, které fosforyluji serinové zbytky IRS-1/IRS-2 a pierusi tak pusobeni inzulinu
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V jatrech. To vede k porusSeni inzulinem stimulovaného potlaceni glukoneogeneze, K potlaceni
syntézy lipidl a zvyseni 3-oxidace (Muoio and Newgard 2008).
Akumulace DAG také aktivuje prozanétlivou drahu transkripéniho faktoru NF-«B, ktera v

jatrech vede k syntéze zanétlivych cytokinti (Boden et al. 2005).
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Obr.8. Metabolické pietiZeni v jdatrech

Vysoka hladina inzulinu aktivuje acetyl koenzym A karboxylazu (ACC) a tim zvySuje tvorbu
malonyl-CoA, ktery se ucastni tvorby de novo mastnych kyselin a zdaroven inhibuje karnitin-
palmitoyl transferazu 1 (CPT1). To vede k presmerovani acyl koenzymu A (acyl-CoA)
kK biosyntetickych enzymiim endoplazmatického retikula (ER) (napr. GPATI, DGATI a SPTI) a
tvorbé TAG, DAG a ceramidu. Pretizeni ER vede k naruseni skladani proteinii a aktivaci IRE].
Spolecné tyto mechanismy aktivuji stresem indukované serinové kindzy a narusuji inzulinovou
signalni kaskadu.

ACC — acetyl-CoA karboxyldza; CPTL — karnitin palmitoyltransferdaza 1; GPAT1 — glycerol-3-
fosfat acyltransferaza 1, DGAT1 - diacylglycerol acyltransferaza 1; SPT1 — serin

palmitoyltransferaza 1; IRE1 — inositol vyzadujici kinaza 1; FAS — syntdaza mastnych kyselin.
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6.3.8 INZULINOVA REZISTENCE V KOSTERNIM SVALU

Kosterni sval se podili vic nez 20 % na celkové energetické spotieb¢é organismu a je hlavnim
mistem inzulinem stimulovaného transportu glukézy a jejiho skladovani ve formé glykogenu.
Metabolické ptetizeni v kosternim svalu a znik IR v této tkéni je shrnuto na obr.9.

Regulace metabolismu glukézy je propojena S metabolismem dalSich substrati, zejména
mastnych kyselin, jejichz nadbytek v krvi vede k jejich vstupu do svalu a preferenénimu vyuziti
jako hlavniho energetického substratu. Zvyseni f-oxidace vede ke vzestupu hladin acetyl-CoA a
nasledné i citratu v bunce. Zvyseni citratu blokuje komplex pyruvat dehydrogenazy (cPDH) a
brani tak vstupu pyruvatu do Krebsova cyklu (D'Alessandro, Chicco and Lombardo 2004).
Dochazi k hromadéni meziproduktt B-oxidace v mitochondrii (napi. acylkarnitin, reaktivni
kyslikové ¢astice (ROS)), coz aktivuje stresem indukované serinové kinazy a dochazi k naruSeni
inzulinové signalizace (Muoio and Newgard 2008). K naruSeni signalizace navic pfispiva
zvySena tvorba DAG, ktery aktivuje PKCO fosforylujici serinové zbytky IRS-1 (Yu et al. 2002).
Aktivované mastné kyseliny ovliviiuji také metabolismus glukézy inhibici ne€kterych enzymi
glykolyzy, napt. hexokindzy. Glukéza se pak hromadi v buiice a inhibuje translokaci GLUT-4,
¢imz je zabranéno jejimu transportu z krve a dochazi ke vzniku hyperglykémie (D'Alessandro et
al. 2004).
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Obr.9. Metabolické pietizeni v kosternim svalu
Nadbytek volnych mastnych kyselin vede Kjejich vstupu do svalovych bunek a aktivaci
transkripcniho faktoru PPARo/o, ktery zvysi expresi genii ucastnicich se f-oxidace. Zaroven ale
nedochazi k adekvatnimu zvySeni aktivity ndslednych drah (Krebsiiv cyklus, dychaci retézec
mitochondrii), coz vede k hromadéni meziproduktii f-oxidace (acylkarnitin, ROS), k pretizeni
mitochondrie a aktivaci stresem indukovanych serinovych kindz, které narusi inzulinovou
signalni kaskadu a translokaci GLUT-4.
Cviceni snizuje lipidovy stres aktivaci transkripcniho faktoru PGCl-a, ktery podporuje vstup
substratit do Krebsova cyklu a tak zlepsuje citlivost k inzulinu.
PPARa/6 — peroxizomalnimi proliferatory aktivovany receptor o/d;, PGCl-a - koaktivator
PPARy, TCA - cyklus trikarboxylovych kyselin (Krebsuv cyklus); ETC — dychazi retézec

mitochondrii, ROS — reaktivni kyslikové castice
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6.4 Inkretiny

Inkretiny jsou peptidové hormony sekretované z endokrinnich bunék stfevniho epitelu
V odpovéd’ na piijem potravy. Jejich receptory se nachazi na buitkach pankreatickych ostravku i
v dalsich tkanich a spolu s glukézou vedou ke stimulaci sekrece inzulinu a zesiluji tak jeho
endogenni uvoliovani. Tomuto zesileni se fika ,,inkretinovy efekt®, ktery je zavisly na mnozstvi
piijaté glukézy a hraje dilezitou roli v systémové homeostaze. Hlavnimi dvéma inkretinovymi
hormony jsou gluk6zo-dependentni insulinotropicky polypeptid (GIP) a glukagonu podobny
peptid-1 (GLP-1).

Pasobeni GIP a GLP-1 ma kratké trvani, protoze po uvolnéni do cirkulace jsou rychle
degradovany dipeptidyl-peptidazou IV (DPP 1V). DPP IV odstépuje 2 aminokyseliny z N-konce
polypeptidu a vytvofi tak biologicky neaktivni produkt (Mentlein, Gallwitz and Schmidt 1993).

6.4.1 GLUKOZO-DEPENDENTNI INSULINOTROPICKY POLYPEPTID

GIP je sekretovany z enteroendokrinnich K-bunék, které se nachazeji zejména v prvni
(dvanactnik, duodenum) a druhé ¢asti tenkého stieva (la¢nik, jejunum) (Damholt, Kofod and
Buchan 1999). GIP byl pivodné popsan u psu jako zaludeéni inhibujici peptid, ktery reguluje
sekreci zaludecnich kyselin a stfevni motilitu (Borwn et al. 1969), ale Nauck et al. (1992)
prokézali, Ze pii podani lidského GIP ve fyziologickych davkach neinhibuje u zdravych jedinct
sekreci Zalude¢nich kyselin ani v kombinaci sGLP-1. Jeho hlavni ucinek je tedy
insulinotropicky, a proto je vhodnéjsi nové pouzivany nazev. Elahi et al. (1979) ukazali, ze
infuze GIP vede k sekreci inzulinu jen pii zvySeni koncentrace glukdzy, pti hypoglykemickych a
hyperinsulinemickych podminkach se uc¢inek GIP neprojevi.

GIP ovliviiuje také metabolismu lipidi prostiednictvim stimulace exprese LPL (Kim, Nian and
Mclintosh 2010) a ukladani mastnych kyselin do adipocytti diky stimulaci syntézy mastnych
kyselin (Oben et al. 1991).

Stejné jako GLP-1 i GIP stimuluje proliferaci B-bunék. GIP s glukézou aktivuji signalni drahy a
transkripcni faktory bunééné proliferace (Trumper et al. 2001). Ale na rozdil od GLP-1 GIP
neinhibuje sekreci glukagonu, ale naopak ji stimuluje (de Heer et al. 2008). Uginek GIP u

diabetickych pacientt je oslabeny a GLP-1 ma tedy vétsi potencial ptisobeni (Nauck et al. 1993).
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6.4.2 GLUCAGONU PODOBNY PEPTID 1

GLP-1 je sekretovany po pfijmu nutrientd z enteroglukagonovych bun¢k (L buriky), zejména v
tlustém stevé. Jeho fyziologické ucinky jsou shrnuty na obr.10.

Hlavni tlohou GLP-1 v organismu je potenciace glukézou stimulované sekrece inzulinu. GLP-1
také inhibuje sekreci opacné pusobiciho glukagonu (de Heer et al. 2008), zpomaluje
vyprazdnovani Zaludku a uvolfiovani zalude¢nich kyselin (Ahren 1998).

Jiz star$i studie ukazuji, ze pii jeho akutnim podani dochézi ke sniZeni hladiny glukézy i u
pacient s diabetem 2. typu (Willms et al. 1993). GLP-1 ma tedy velky potencial jako 1ék na
snizovani hyperglykémie u pacientti s T2DM. Jeho dlouhodobé podavani (6 tydnii), na rozdil od
GIP, potencuje sekreci inzulinu u pacientd s T2DM a snizuje hladinu glukdzy jak po pfijmu
potravy, tak i na lacno (Zander et al. 2002).

GLP-1 pisobi také v neuronech hypotalamu a 0castni se fizeni pfijmu potravy (Turton et al.

1996).
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(upraveno podle Yu and Jin 2010)

Obr.10. Fyziologické piisobeni GLP-1
GLP-1 zvysuje citlivost f-bunék k inzulinu, potencuje jeho sekreci a stimuluje také transkripci
proinzulinu a biosyntézu inzulinu. GLP-1 navic oviiviiuje nariist hmoty p-bunék stimulaci jejich
proliferace a inhibici apoptozy. GLP-1 zpomaluje vyprazdnovani Zaludku a snizuje sekreci
opacné piisobicitho glukagonu. Pisobi také v centralni nervové soustavé (CNS), kde ovliviiuje

prijem potravy a ucastni se také neuroprotektivnich a kardioprotektivnich mechanismii.
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6.4.2.1 Sekrece GLP-1

GLP-1 je peptid s 30 aminokyselinami a amino skupinou na C-konci. Tvoii se stejné jako
glukagon z pre-proglukagonu ve stievnich L-bufikach, kde je skladovan a pfipraven k sekreci po
aktivaci receptoru GRP120. GRP120 je receptor spiazeny s G proteiny, je hojné exprimovan ve
stievé a jeho ligandem jsou mastné kyseliny, zejména nenasycené mastné kyseliny s dlouhym
fetézcem jako je napi. kyselina a-linolenova (a-LA). Naopak mastné kyseliny s fetézcem kratSim

nez 14 uhlikt nejsou schopné receptor aktivovat (Hirasawa et al. 2005).

6.4.2.2 Pusobeni GLP-1 v pB-buiikach

GLP-1 ucinkuje prostfednictvim svych receptort spojenych s G-proteiny (GLP-1 receptor, GLP-
1R). Potenciace sekrece inzulinu v B-buiikach je shrnuta na obr.11.

Vazba GLP-1 aktivuje adenylat cyklazu (AC), coz vede k tvorbé cAMP. V B-bunkach tedy GLP-
1 stejné jako glukoza zvySuje produkci CAMP. AC je mozné aktivovat jednak pies G-protein
(GLP-1) a jednak kalmodulinem s Ca?* (glukéza). CAMP aktivuje PKA a cAMP-regulovany
guanine nukleotidovy vyménny faktor Il (CAMP-GEFII). cCAMP-GEFII je zodpovédny za vylev
Ca®" 7 intracelularnich zasob a PKA zvysuje senzitivitu Karp kanali k ATP, coz vede K jejich
zvySenému zavirani, depolarizaci a vtoku Ca?* (nezavisle na cAMP), vedouci k sekreci inzulinu
(Suga et al. 2000). GLP-1 inhibuje i Ky kanaly (napétové zavislé) a zvySuje tak excitabilitu 3-
bunék i pfi nizsi hlading glukozy, kdy je hladina ADP relativné vyssi (Gromada et al. 2004).
Vyssi sekrece inzulinu u obéznich jedinci S IR miZe byt zplisobena ovlivnénim fady
mechanismu, které byly jiz popsany v kapitole 6.3.3. Pro mechanismus zvyseni citlivosti -
bunék k inkretinim sv&d¢i i fakt, ze u obéznich jedinci nejsou zvySeny hladiny GLP-1 (u
morbidné obéznich jsou dokonce snizeny) a piesto dochdzi ke zvySené stimulaci sekrece
inzulinu po ptijmu potravy (Verdich et al. 2001).

GLP-1 u experimentalnich zvifat podporuje rust ostrivkd pankreatu stimulaci bunécné
proliferace a nardstu hmoty B-bunék a inhibici apoptozy (Farilla et al. 2002). Navic GLP-1
stimuluje transkripci proinzulinu a jeho biosyntézu (Fehmann and Habener 1992).

Yaney et al. (2001) navrhuje moznost Gcasti GLP-1 na energetické homeostaze prostiednictvim
stimulace HSL, kdy cAMP zprostiedkovana lipolyticka aktivita vede k produkci volnych
mastnych kyselin, které mohou byt dadle metabolizovany prostiednictvim mitochondrialni

oxidace s naslednou produkci ATP.
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Obr.11. Model GLP-1 potencované sekrece inzulinu

1) GLP-1 spolupracuje s glukozou na uzavieni Karp kandlu a tim usnadnuje depolarizaci
membrany a elektrickou aktivaci.

2) Posun Ca** kandlu k negativnéjsim hodnotam usnadiuje akcni potencial (AP). Kazdy dalsi
AP je spojen s vyssim viokem Ca**.

3) GLP-1 inhibuje Ky kandly a ndsledna depolarizace vede k dalsi stimulaci vstupu Ca?* a tedy
ca* dependentniho vylevu

4) Vylev Ca?* zintraceluldrnich zdsob indukovany jednak cAMP-GEFII a jednak zvySenim
koncentrace intraceluldrniho Ca®*( Ca**indukovany vylev Ca")

5) Mobilizace Ca®* aktivuje mitochondridini syntézu ATP, ktery zavienim Katp kandli zpiisobuje
depolarizaci. ATP je také potieba pro stimulaci vylevu vackii s inzulinem.

6) Ca®* stimulovand exocytoza inzulinu podporena zvysenim cAMP po GLP-1 aktivaci.

6.4.2.3 Lécba diabetu GLP-1 preparaty

Diky svym pozitivnim ucinkiim je GLP-1 v posledni dobé studovan jako mozny 1€k pro 1écbu
diabetu. Jeho vyhodou oproti ostatnim 1éktiim pouzivanych k 1é¢bé diabetu je fakt, Ze jeho ucinek
je zavisly na hladiné glukézy, a proto je jeho uzivani spojeno s niz§im rizikem vzniku
hypoglykémie.

Kratkodobé snizeni hyperglykémie je mozné intravenozni nebo podkozni injekci GLP-1, ale pro
dlouhodobou 1é¢bu diabetu je snazsi aktivovat GLP-1R nebo prodlouzit pusobeni GLP-1 tim, Ze

se zabrani jeho degradaci v cirkulaci. Bylo vyvinuto né€kolik agonistt GLP-1R (exenatid,
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liraglutid), stejné jako inhibitord DPP IV (vildagliptin, sitagliptin) a dlouho ptsobicich agonistt
GLP-1R (exenatid s dlouhodobym uvoliiovanim, GLP-1 vazany na albumin).

Exendin-4 byl ptvodné objeven v jestéréim jedu. Je z53 % totozny s lidskym GLP-1 a je
rezistentni k degradaci DPP IV. Synteticky Exendin-4 (exenatid) byl vyvinut k 1é¢bé diabetu.
V klinickych studiich se az u poloviny pacienti vyvinuly protilatky, které vsak méli vétSinou
slabou afinitu a nizkou koncentraci a neovliviiovali tak antidiabetické plisobeni exenatidu.
V porovnani s podavanim inzulinu mél exenatid slabsi uc¢inek u pacientii na la¢no, ale dokazal
ucinnéji snizovat hladinu glukézy po jidle. Exenatid téZz zpusobuje mirny uUbytek télesné
hmotnosti, na rozdil od inzulinu, ktery naopak podporuje vahovy pfirastek. Exenatid muze
negativné ovlivnit gastrointestinalni trakt a vyvolat pocit nevolnosti nebo prijem, nicméné tyto
vedlejsi ucinky po del$im uzivani odeznivaji. Ve Spojenych statech byl schvalen jako 1ék na
T2DM v roce 2005, v Evropé ziskal povoleni az v roce 2007.

Liraglutid je dalsi analog GLP-1, ktery je rezistentni k ptusobeni DPP IV. Ma delsi pisobeni nez
exenatid, takze sta¢i jedna injek¢ni aplikace denné. Liraglutid rovnéZ snizuje hladinu glukézy po
jidle a pusobi preventivné proti nartstu té€lesné hmotnosti.

DPP 1V inhibitory snizuji aktivitu DPP IV o vic nez 80 % a pusobi az po dobu 24 hodin. Maji
stejny ucinek na sekreci inzulinu a glukagonu jako GLP-1R agonisté, nicméné nezpomaluji
vyprazdnovani zaludku a nesniZuji télesnou hmotnost. U DPP IV inhibitori nebyly popsany

vedlejsi efekty na GIT (Drucker and Nauck 2006)

6.5 Polynenasycené mastné Kyseliny rady n-3

Polynenasycené mastné kyseliny s dlouhym fetézcem fady n-3 (n-3 LC-PUFA) z motskych ryb
hraji dileZitou tlohu v ochrané organismu pfed nepfiznivymi projevy MS. Maji pozitivni vliv na
metabolismus lipidi a zabranuji rozvoji aterosklerdzy, cévnich a srde¢nich chorob, IR i dietou
indukované obezity. Mezi n-3 LC-PUFA patii pfedevsim kyselina eikosapentaenova (EPA, 20:5
n-3) a dokosahexaenova (DHA, 22:6 n-3). n-3 LC-PUFA pusobi jako prirozena hypolipidemika,
snizuji hladinu TAG a LDL cholesterolu, zatimco zvySuji HDL cholesterol v cirkulaci. Brani
akumulaci TAG v perifernich tkanich, zlepsuji gluk6zovy metabolismus a navic modifikuji
skladbu mastnych kyselin ve fosfolipidech bunéénych membran, a tim ovliviiuji inzulinovou
signalizaci, aktivitu lipdz a biosyntézu eikosanoidi (Clamp et al. 1997). n-3 LC-PUFA pusobi
V celém organismu, nicméné jednim z hlavnich cilovych organt je tukova tkan (Lombardo, Hein

and Chicco 2007, Flachs et al. 2009).
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6.5.1 PUSOBENI n-3 LC-PUFA VvV TUKOVE TKANI

Nahrazeni mastnych kyselin v diet¢ EPA a DHA ptisobi preventivné proti ukladani tuku v btisni
duting a Caste¢né tedy i proti vzniku obezity a IR (Flachs et al. 2009). n-3 LC-PUFA ovliviuji
specificky metabolismus tukové tkang, jejich ucinky jsou shrnuty na obr.12.

Metabolické efekty n-3 LC-PUFA v tukové tkani jsou zprostiedkovany zejména transkripénimi
faktory jaderné¢ho receptoru PPARy a aktivaci AMPK. EPA a DHA zvySuji expresi
mitochondrialnich gent a regulacnich faktort, jako je napt. PPARYy koaktivator la (PGC-1la).
PGC-lo aktivuje biogenezi mitochondrii a oxidaci mastnych kyselin, ¢imz brani vzniku
hypertrofickych adipocytd. n-3 LC-PUFA inhibuji diferenciaci adipocytd a snizuji expresi
enzymu ucastnicich se lipogeneze a uvoliiovani mastnych kyselin do cirkulace, ¢imz brani
lipotoxickému ptsobeni mastnych kyselin. Tyto uc¢inky n-3 LC-PUFA jsou dominantni zejména
v abdominalnim tuku (Flachs et al. 2005).

Pouzitim koncentratl s riznym pomérem EPA a DHA bylo prokézano, ze za hypolipidemicky
ucinek n-3 LC-PUFA odpovida zejména EPA a jeji metabolity, zatimco DHA redukuje télesnou
hmotnost inhibici diferenciace novych adipocytu (Flachs et al. 2009).

n-3 LC-PUFA také ovlivituji hladiny adipokint, které zvysuji citlivost k inzulinu. Nahrazeni
tukd v dieté¢ rybim olejem zvySovalo hladinu adiponektinu a leptinu bez zmény v jejich genové
expresi (Rossi et al. 2005). Nova prace (Tishinsky, Ma and Robinson 2011) demonstruje rozdil v
pusobeni EPA a DHA na adipokiny. DHA ptisobi prostiednictvim aktivace PPARY, zatimco
EPA ovliviiuje sekreci adiponektinu 1 pies dalsi, zatim nezndmy, mechanismus. ZvySeni hladiny
adiponektinu ptedstavuje jeden z mechanismt, kterym n-3 LC-PUFA ovliviiuji dietou
indukovanou IR.

Nahrazeni 15 % tuki v diet¢ koncentratem EPA/DHA zvySovalo expresi adiponektinu
Vv epididymalnim tuku, nikoli v podkoznim tuku (Flachs et al. 2006).

Naopak hladiny zanétlivych cytokinti (TNF-a, IL-1, IL-6, atd), které snizuji citlivost k inzulinu,
jsou pisobenim n-3 LC-PUFA snizovany (Mullen, Loscher and Roche 2010). Nahrazeni casti
tuk koncentratem n-3 LC-PUFA branilo infiltraci makrofagii do tukové tkané a snizovalo

expresi genti zanétlivych faktor. Zaroven nebylo ovlivnéno mnozstvi akumulovaného tuku, coz

-----

et al. 2006).
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vysokotukova dieta

vysokotukova dieta + n-3 LC-PUFA
Tukova
tkan
T hypertrofie/hyperplazie adipocyt | hypertrofie/hyperplazie adipocyti
T infiltrace makrofagu 1 infiltrace makrofagu
T uvolfiovani NEFA 1 uvolfiovani NEFA
T TNFaq, IL-6, MCP-1,... { TNFa, IL-6, MCP-1,...
| expresel/sekrece adiponektinu T expresel/sekrece adiponektinu
1 oxidaéni kapacita mitochondrii T oxidaéni kapacita mitochondrii

Inzulinova rezistence
(B-buniky, jatra, kosterni sval)

T ektopické ukladani tukd
T inzulinova rezistence

dyslipidémie
hypertenze

hyperglykémie nalacno MS

glukézova intolerance

.

selhani B-bunék
hyperglykémie

!

Diabetes 2.typu,
kardiovaskularni onemocnéni

(upraveno podle Flachs et al. 2009)

Obr.12. Benefi¢ni ucinky n-3 LC-PUFA na rozvoj obezity a inzulinové rezistence
Vysokotukova dieta vede ke vzniku hypertrofickych adipocytii, zanétu tukové tkané a infiltraci
makrofagii. Adipocyty a makrofagy produkuji zanetlivé cytokiny (TNF-a, IL-6, MCP-1) a
Sekretuji mensi mnozstvi adiponektinu. Hypertrofické adipocyty maji nizsi oxidacni kapacitu
mitochondrii a uvolnuji mastné kyseliny do obéhu. Naruseni jejich fyziologické funkce vede k
nedostatecnému vychytavani mastnych kyselin, které se pak ukladaji do dalsich tkani jako jsou f5-
bunky pankreatu, jatra nebo kosterni sval, kde zpusobuji vznik inzulinové rezistence. V dusledku
techto zmén dochazi k rozvoji metabolického syndromu (MS), pozdéji az k hyperglykémii, selhani
[-bunek a rozvoji diabetu a kardiovaskuldarnich onemocnéni.

Nahrazeni casti tukii Vv diete n-3 LC-PUFA vyrazné zlepsuje vSechny vysSe zminéné negativni

projevy nadmérného prijmu vysokoenergetické potravy.
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6.5.2 PUSOBENI n-3 LC-PUFA Vv DALSICH ORGANECH

V jatrech a kosternim svalu mohou byt metabolické ucinky n-3 LC-PUFA Céstecné
zprostredkovany AMPK (Jelenik et al. 2010). AMPK zaroven piedstavuje terapeuticky cil pro
1écbu T2DM spojeného s obezitou jako je tomu Vv piipadé antidiabetickych 1éku jako je
metformin a TZD (Moller 2001).

V jatrech n-3 LC-PUFA potlacuji de novo lipogenezi snizenim transkripce nékterych geni jako
je syntaza mastnych kyselin (FAS) a PDHc, zatimco zvySuji oxida¢ni kapacitu jater stimulaci
transkripce acyl-CoA oxidazy (AOX) a vstupu mastnych kyselin do mitochondrii pfes CPT1
(Neschen et al. 2002). n-3 LC-PUFA tak snizuji obsah TAG v jatrech i v cirkulaci a snizuji
sekreci VLDL c¢astic. n-3 LC-PUFA zabraiiuji hromadéni tuk a jejich lipotoxickému puisobeni
ve tkanich.

Ovliviuji také glukézovy metabolismus — zvySenim citlivosti organismu k inzulinu podporuji
napt. vstup glukézy do bunék kosterniho svalu stimulaci exprese GLUT-4 (Lombardo et al.
2007, Yamauchi et al. 2002).

V pankreatu n-3 LC-PUFA ptisobi ptiznivé proti akumulaci metabolitd mastnych kyselin, které
narusuji funkci B-bunék. Akumulace TAG v ostriiveich pankreatu vede k inhibici aktivity
komplexu PDH prostiednictvim PDH kindzy, coz vede ke snizeni oxidace gluk6zy. Snizeni
oxidace glukdzy, které piedstavuje signal pro syntézu a sekreci inzulinu, nejspis hraje dilezitou
roli v abnormalni sekreci inzulinu u zvifat na dieté¢ S vysokym obsahem cukrt (Pighin et al.

2003).

6.5.3 METABOLISMUS LC-PUFA

EPA a DHA jsou esencidlni mastné kyseliny, jejichz hlavnim zdrojem je motsky fytoplankton.
Proto je moZzno konzumaci motskych ryb ziskat dostatecné mnozstvi téchto mastnych kyselin.
Savci jsou schopni syntetizovat EPA a DHA z prekurzoru, kterym je kyselina a-linolenova
(ALA, 18:3 n-3) a to pomoci elongace a desaturace uhlovodikového fetézce. Ale ALA
kompetuje o enzym A6 desaturazu s kyselinou linolovou (LA, 18:2 n-6), takze nadbytek LA
V potravé negativné ovliviiuje syntézu EPA a DHA z ALA. Nicméné tato syntéza je i bez
inhibice velmi pomala, proto ma piijem EPA a DHA vyznam i pii dostatku ALA Vv potravé.

VétSina biologickych uUc¢inktt n-3 LC-PUFA je zprostfedkovana jejich aktivnimi metabolity
(eikosanoidy). Ty jsou tvoteny po odstépeni EPA nebo kyseliny arachidonové (AA, 20:4 n-6)
z pozice sn-2 membranovych fosfolipidi pusobenim fosfolipazy A, (PLA;) (obr.13).
Eikosanoidy pusobi autokrinng€ i parakrinné ve vSech tkanich, v imunokompetentnich bunkéch a

krevnich destickach. Syntéza prostaglandinli, tromboxanti a leukotrieni z PUFA zavisi na
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aktivit¢ enzymu cyklooxygenazy (COX), o kterou spolu EPA a AA kompetuji. ZvySeni piijmu
EPA a DHA brzdi syntézu eikosanoidi z AA, které maji prozanétlivé ucinky na rozdil od
metaboliti n-3 LC-PUFA, které jsou schopné potlacit zanét v tukové tkani spojeny s obezitou
(Flachs et al. 2009).

Naproti tomu enzym lipooxygenaza (LOX) tvoti z EPA lipidovy mediator resolvin E1 (RVE1) a

w1

poskytuji ochranu pied poskozenim (Schwab et al. 2007).

2 fosfolipid
)
POX
l{ o
fosfolipaza
e (PLA;) Ce—
- 2 <2 — A - o =5 o
kys. a;aoc?dgnova cys. eikosapentaenova kys. dokosahexaenov
(20.4n-6) (EPA; 20:50-3) (DHA; 22:6n-3)
4 N Z N
tyklooxyganaza\ / lipooxygenaza tyklooxygenaza lipooxygenaza
feoRetic2) Q’ LOX) (COX-1.-2) 2-, 12-, 16-LOX
v v v v ' 9
prostanoidy 2.série 4. série prostanoidy 3. série J. série Lipoxiny (LX) || Resolviny Rv)
Prostaglandiny (PG) Leukotrieny Prostaglandiny (PG) || Leukotrieny Protektiny (P)
Tromboxany (TX) @ Tromboxany (TX) LT
| Prostacykliny (PGI) Prostacykliny (PGI)
prozinétlivé mirné prozanétliveé protizanétlivé

(upraveno podle Flachs et al. 2009)

Obr.13. Formace aktivnich metabolitii 7 LC-PUFA
LC-PUFA jsou fosfolipazou A; (PLAy) wuvolnovany z membrdanovych fosfolipidii a jsou
substrdatem pro cyklooxygendzu (COX) nebo lipooxygendzu (LOX), které je metabolizuji za

vzniku pro- a protizanétlivych mediatorii (prostaglandiny, tromboxany a leukotrieny).
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6.6 Interakce n-3 LC-PUFA a inkretinu

Zpétnovazebné signaly z tenkého a tlustého stfeva generované pfi piijmu potravy jsou dilezité
pro spravnou regulaci gastrointestinalnich funkci.

EPA a DHA vyznamné zvysSuji hypoglykemicky efekt inzulinu, pravdépodobné prostfednictvim
ovlivnéni endogenni sekrece GLP-1, podobn¢ jako v piipadé podani ALA (Adachi et al. 2006).
U mysiho modelu podani EPA nebo DHA do tlustého stfeva zvySovalo hladinu inzulinu rychleji
a bylo dosazeno vyssich hodnot ve srovnani s ALA. U¢inek EPA a DHA je zavisly na davce
mastnych kyselin, coz naznacuje moznou stimulaci GLP-1 sekrece, ktera je vyssi u DHA nez u
EPA. Také byl prokazan jejich mistné-specificky ucinek. Naptiklad pti podani do tlustého stfeva
se stimulovala sekrece GLP-1, zatimco pii podani do zaludku nebo do tenkého stieva stimulace
sekrece pozorovana nebyla a také hladiny inzulinu byly vyrazné nizsi. Nicméné pii podani EPA
a DHA do tenkého stfeva doslo ke snizeni hladiny gluk6zy bez zvySeni sekrece inzulinu, coz
naznacuje, ze n-3 LC-PUFA zvysuji citlivost organismu k inzulinu (Morishita et al. 2008).
Naopak ve studii na lidech (Robertson et al. 2002) podani diety obohacené o n-3 LC-PUFA v
porovnani s nasycenymi mastnymi kyselinami (SFA), mononenasycenymi (MUFA) a n-6 LC-
PUFA bylo spojené s pomalejSim uvoliiovanim cholecystokininu a niz§imi hladiny GLP-1, a
tedy 1 rychlej$im vyprazdiiovanim zaludku.

Cholecystokinin je uvolfiovan po piijmu tuki, stimuluje uvoliiovani Zluc¢i do duodena a inhibuje
plnéni zaludku. Nizsi sekrece cholecystokininu v odpovéd na podani n-3 LC-PUFA miize byt
zpusobena nizsi koncentraci TAG v chylomikronech, které ¥idi jeho uvoliiovani (Raybould et al.
1998).

Vliv chronického podavani n-3 LC-PUFA na sekreci GLP-1 zatim neni dostate¢né objasnén, ale
dlouhodobé podavani ALA potkanim krmenych vysokotukovou dietou signifikantné zvysilo
hladiny GLP-1, coz vedlo ke zvyseni sekrece inzulinu a také pozitivné ovlivnilo proliferaci B-
bunék (Tanaka et al. 2008).

receptoru GRP120, ktery je exprimovan nejen ve stfeveé, kde indukuje sekreci GLP-1, ale také
v makrofazich a adipocytech tukové tkané. EPA a DHA timto mechanismem potlacuji produkci

zanétlivych cytokint a tedy 1 tvorbu zanétu v tukové tkani.
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[/ Cile diplomové prace

1. Charakterizovat benefiéni ucinky chronického podavani n-3 LC-PUFA na metabolismus

mysi krmenych vysokotukovou dietou.

2. Charakterizovat vliv n-3 LC-PUFA v diet¢ na regulaci gluk6zové homeostazy pii oralnim a

intraperitonealnim podéani glukézy.
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8 Experimentalni ¢ast

8.1 Obecné schéma pokusu

Modelovy organismus

V pokusech byli pouziti samci inbredniho mysiho kmene C57BL/6J (kmen se sklonem k
rozvoji dietou indukované obezity). Mysi byly chovany v konven¢nim zvéfinci Fyziologického
Gstavu AV CR.

Experimentalni diety

e standardni laboratorni dieta R/M-H (STD); Ssniff Spezialdidten, Némecko

e vysokotukova dieta (CHF); dieta byla piipravena ve FgU AV CR
- slozeni diety (1 kg):
400 g standardni diety
340 g Sunaru
250 g kukuficného oleje (Oleofarm, Polsko)
10 g kukufi¢ného Skrobu (Maizena)
0,21 g a-tokoferolu
o vysokotukova dieta s 15 % koncentratu EPA/DHA (cHF+F); piipravena ve FgU AV CR
- slozeni diety (1 kg):
400 g standardni diety
340 g Sunaru
197,5 g kukufi¢ného oleje (Oleofarm, Polsko)
52,5 g koncentratu EPAX 1050 TG (EPAX, Lysaker, Norsko)
(obsahuje 14% EPA a 46% DHA ve formé TAG, 4 mg/g a-tokoferolu)
10 g kukuti¢ného skrobu (Maizena)
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Tabulka 1. Zastoupeni makronutrientu a energeticky obsah experimentalnich diet

STD cHF cHF+F
Sacharidy (% hm) 55,3 35,4 35,4
Lipidy (% hm) 3,4 35,2 35,2
z toho n-3 LC PUFA (% hm z celkovych lipidi) 0 0 15
Proteiny (% hm) 19,3 20,5 20,5
Energeticky obsah (kJ/g) 13 22,8 22,8

Tabulka 2. SloZeni mastnych kyselin v experimentalnich dietach

Fatty acid (g100g)  Chow cHF cHF+F
80 - 0.33 0.40
10:0 - 0.56 0.59
12:0 0.04 215 222
14:0 0.15 2.06 215
14:1 n-5 - 0.11 0.11
16:0 1518 13.67 1277
16:1 n-9 0.05 0.03 0.04
16:1 n-7 0.1%8 0.27 0.40
18:0 254 297 3.10
18:1 n-0 16.18 27.10 24.00
18:1 n-7 1.00 0.83 0.85
18:2 n-6 5778 47.63 40.44
18:3 n-6 - 0.01 0.01
183 n-3 6.01 1.7 1.65
184 n-3 - 0.05 0.18
20:0 0.17 0.16 0.30
20:1 n9 0.30 0.12 031
20:2 n-6 0.07 0.06 0.11
20:3 n-6 - - 0.02
20:4 n-6 - - 0.19
20:3 m-3 - - 0.03
204 n-3 - - 0.10
20:5 n-3 (EPA) - 0.02 210
220 0.18 0.00 0.14
22:1no 0.02 - 0.04
224 n-6 - - 0.03
225 n-6 - - 0.19
22:5n-3 - - 0.52
22:6 n-3 (DHA) - - 711
240 0.09 0.05 -
Sum SFA 184 21 216
Sum MUFA 178 285 257
Sum n-6 PUFA 5379 47.7 41.0
Sum n-3 PUFA 6.0 1.8 11.7
SloZeni mastnych kyselin stanoveno plynovou chromatografii. (prevzato z Kuda et al. 2009)

MUFA — mononenasycené mastné kyseliny
SFA — nasycené mastné kyseliny

9 9y <091%
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Uspotadani experimentu

Pokus probihal po dobu 10 tydnd. Zvirata byla rozdélena do tii skupin — kontrolni skupina (STD)
byla krmena standardni laboratorni dietou, druhd skupina (cHF) byla krmena vysokotukovou
dietou za ucelem rozvoje dietou indukované obezity, a tfeti skupina (cHF+F) byla krmena
vysokotukovou dietou s podilem n-3 LC PUFA.

V devatém tydnu pokusu byl u mys$i proveden glukézovy tolerancni test (GTT) — u poloviny
zvifat byl proveden intraperitonealni glukézovy tolerancéni test (IPGTT), druha polovina
absolvovala oralni gluk6zovy toleran¢ni test (OGTT).

V desatém tydnu byl pokus ukoncen, mySi V éterové narkoze usmrceny a nasledoval odbér

plasmy a tkani.

Podminky chovu a manipulace se zvifaty

Pokusna zvitata byla chovana pii teploté 22°C za standardnich svételnych podminek (12 hod
svétlo : 12 hod tma). Po odstavu od matek byla umisténa do kleci (2 - 4 mysi/klec) a krmena
standardni laboratorni dietou.

Ve véku tii mésict byly mysi nahodné rozdéleny do jednotlivych experimentalnich skupin (STD,
CHF a cHF+F). Mysi mély volny pfistup k vod¢ a potravé. V pribéhu experimentu byla mySim
kazdy tyden vyménéna podestylka, kazda mys byla zvaZena a zaznamenavan vahovy pfirstek
(na zacatku pokusu vazili mysi v priméru 25,8 g a mezi skupinami nebyly vyznamné rozdily).
Dvakrat tydné byla métena spotieba diety. Dieta byla zvazena a umisténa do klece a nasledujici
den byl zvazen zbytek diety v kleci. Vzhledem k tomu, Zze mysi nebyly chovany samostatné,

spotieba diety na mys byla vypoctena z mnozstvi diety vydélené poctem mysi v kleci.

Odbér tkani a plazmy

Mysi byly usmrceny V etherové narkdze dislokaci kréni pétefe. Krev byla odebrana do
mikrozkumavek obsahujicich 5ul 0,5 M EDTA (kyselina ethylendiamintetraoctova), aby se
zabranilo jejimu srazeni. Byla v ni stanovena koncentrace glukdzy a nasledné byla krev stocena
na centrifuze (10 min, 7000 ot/min, 4°C) za ucelem izolace plasmy, ktera byla zamrazena
k pozdéjsi analyze.

Vybrané tkané¢ byly odebrany, zvazeny a okamzit¢ zamrazeny v tekutém dusiku pro pozdéjsi

analyzu.
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8.2 Metody

8.2.1 GLUKOZOVY TOLERANCNI TEST

e Intraperitonealni glukdzovy toleranéni test (IPGTT)
e Oralni glukézovy toleranc¢ni test (OGTT)

Ptistroje:
Glukometr OneTouch Ultra + testovaci prouzky (LifeScan, USA)

Roztoky:
IPGTT: D-glukoéza (Sigma-Aldrich, USA); 10 % roztok v H,O

OGTT: D-glukéza (Sigma-Aldrich, USA); 30 % roztok v H,O

Postup:

Mysi byly vecer pfed méfenim odstaveny od potravy. Po celono¢nim hladovéni (cca 15 h) byly
mysi zvazeny a byla zméfena hladina glukozy v krvi na laéno. Poté byly mysi rozdéleny na dvé
¢asti podle zptsobu podani glukoézy. Bylo analyzovano 6 skupin mysi: skupina STD, cHF a
CHF+F, ktera absolvovala IPGTT a skupina STD, cHF a cHF+F, ktera absolvovala OGTT.
Skupiné na IPGTT byla intraperitonealni injekci podana 10 % glukoza v davce 1mg/g télesné
hmotnosti. Skupiné na OGTT byla oraln¢ podana 30% gluko6za jako bolus v davce 150 mg/mys.
Hladina glukozy v krvi (glykémie) byla méfena pomoci glukometrd v intervalu 15, 30, 60, 120 a
180 minut po podani glukézy. Glykémie byla zmétena z kapky krve, ktera byla odebrana
Z nastfizeného konce ocasu.

Mysim byl také v pribéhu testu odebran z ocasu vzorek krve na pozdé€jsi stanoveni hladiny
inzulinu v plasmé. Ve stavu na la¢no bylo odebrano pfiblizn¢ 120 pl krve a 30 minut po podani

glukézy dalsich 80 pl krve do mikrozkumavek obsahujicich 2 pl 0,5M EDTA.

8.2.2 METABOLITY A HORMONY V PLAZME

8.2.2.1 Stanoveni triacylglyceroli a cholesterolu

Princip metody:

Reagenty Liquid od firmy BIOLASTEST slouzi k enzymatickému fotometrickému stanoveni
triacylglycerolll nebo cholesterolu v plazmé.

Triacylglyceroly ve vzorku jsou rozlozeny lipazou (LPL) na glycerol a volné mastné kyseliny.
Glycerol je v pfitomnosti glycerolkinazy (GK) fosforylovan a vznikly glycerol-3-fosfat je
oxidovan glycerolfosfat-oxidazou (GPO) na dihydroxyacetonfosfat a peroxid vodiku (H,O,).
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Vznikly peroxid reaguje s 4-aminoantipyrinem a 4-chlorofenolem za vzniku chinon-iminového

barviva, které se kolorimetricky stanovuje pii vinové délce 500 nm.

Schéma reakce:

TAGs — glycerol + FFAs

Glycerol + ATP — glycerol-3-P + ADP
Glycerol-3-P + O, — Dihydroxyacetonfosfat + H,0,

H20, + 4-aminoantipyrin + 4-chlorofenol — chinon-iminové barvivo + 4 H,O

Vypocet koncentrace:

C [mmol/ 1] = (AAVZ - AAb|) / (AAstd - AAb|) . Cstd

Pristroje:
Spektrofotometr Sunrise; Tecan, Rakousko
Chemikalie:
triglyceridy: TG Liquid 1x1000

standard TG Lyonom kalibrator
cholesterol: Chol Liquid 1x1000

standard Chol Lyonom kalibrator
(vie od firmy BIOLATEST Lachema, Cesk4 republika)

Postup:

Postup je stejny pro stanoveni triacylglycerolti i cholesterolu, li§i se pouze V pouzitych
reagenciich.

Plazma byla uchovéavana na ledu a pfed pipetovanim vortexovana. Na 96-jamkovou desticku
byly napipetovany 3 pl od kazdého vzorku, jako blank byly pouzity 3 pl deionizované H;0, a
dale 3 pl standardu. Potom bylo co nejrychleji pfiddno 300 pl reagentu TG Liquid pomoci
osmikanalové pipety, desticka pfikryta alobalem a vzorky inkubovany 10 min v termostatu pfi
37°C. Thned po inkubaci byla na spektrofotometru zmétfena absorbance pti vinové délce 500 nm.

V piipadé, Ze byly ve vzorku bubliny, byly odstranény pomoci jehly.
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8.2.2.2 Stanoveni neesterifikovanych mastnych kyselin

Princip metody:

NEFA-HR(2) Set je in vitro enzymatickd kolorimetricka metoda pro kvantitativni stanoveni
neesterifikovanych mastnych kyselin v plazmé. Tato metoda je specificka pro volné mastné
kyseliny a neni ovlivnéna ostatnimi plazmatickymi komponentami.

NEFA ve vzorku reaguji s koenzymem A (CoA) v pfitomnosti acyl-CoA-syntetazy (ACS).
Naslednym pfidanim acyl-CoA oxidazy (ACOD) vznikd peroxid vodiku, ktery v pfitomnosti
peroxidazy (POD) dovoluje oxidativni spojeni 3-methyl-N-ethyl-N-(B-hydroxyethyl)-anilinu
(MEHA) s 4-aminoantipyrinem (4-AAP) a tim vznika fialové zbarveny produkt, ktery muze byt

kolorimetricky stanoven pfi vinové délce 550 nm.

Schéma reakce:
NEFA + ATP + CoA — Acyl-CoA + AMP + PPi
Acyl-CoA + O, — 2,3-trans-enoyl-CoA + H,0,

4-aminoantipyrin + MEHA — fialovy pigment + 3 H,O

Vypocet koncentrace:

¢ [mmol/l] = (AAy; - AAp) / (AAstd - AAp) . Csid

Ptistroje:

Spektrofotometr Sunrise (Tecan, Rakousko)
Chemikalie:

NEFA-HR(2) Set (Wako Diagnostics, Japonsko)
Wako NEFA Standard (Wako Diagnostics, Japonsko)

Postup:

Plazma byla uchovéavana na ledu a pfed pipetovanim vortexovana. Na 96-jamkovou desticku
byly napipetovany 2 pul od kazdého vzorku, jako blank byly pouzity 2 pl deionizované H,O, a
dale 2 pl standardu. Potom bylo do kazdé jamky piidano 86 pl reagentu Rla pomoci
osmikanalové pipety a vzorky inkubovany 10 min v termostatu pti 37°C. Po prvni inkubaci bylo
ptidano jest¢ 43 pl reagentu R2a a vzorky opét inkubovany 10 min v termostatu. lhned po
inkubaci byla na spektrofotometru zmétena absorbance pii vinové délce 550 nm. V piipadé, Ze

byly ve vzorku bubliny, byly odstranény pomoci jehly.
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8.2.2.3 Stanoveni inzulinu metodou RIA

Princip metody:
Metoda Radioimmunoassay (RIA) vyuziva v

Q"‘—radinakﬁvni antigen

znamou koncentraci radioaktivné
< g 125 - , L ,
znac¢ené¢ho ~~’l-inzulinu, ktery je inkubovan ‘? Lprimérni protilatka

s konstantnim mnozstvim protilatky. Po

v s « . , @ .

pfidani neznaCeného inzulinu nastane O neznaceny antigen (@)
®

kompetice mezi znaenym a neznacenym

radioaktivni antigen (@)

@
Neznaceny inzulin vytésnuje radioaktivni b neznatenym
v § p antigenem

inzulin a snizuje tak mnozstvi vazané

inzulinem o vazebna mista na protiltce. ® Q
o nahrazen

radioaktivity.

. sni kiivk ; B srazeni a tvorba komplexu
Kalibra¢ni fivka se  sestavl  pomocl antigen-protilatka se sekundarni protildtkou
o

standardli obsahujicich znamé koncentrace
radioaktivita supernatantu

neznacen¢ho inzulinu. Z kalibraéni kiivky = volny antigen

lze pomoci regresni rovnice vypocist
mnozstvi inzulinu VvV nezndmém vzorku

radioaktivita sraZeniny
(ng/ml). Tyto vypoCty se provadi pomoci =navézany antigen
predvoleného programu v pfistroji Gamma sekundarni protilitka
Counter.

Obr.14. Princip RIA metody

(upraveno z http://users.rcn.com/jkimball.ma.ultranet/BiologyPages/R/Radioimmunoassay.html)

Ptistroje:
centrifuga 3K18 (Sigma, Velka Britanie)
gamma-counter Cobra Il (Packard, USA)

Material a chemikalie

nepotahované borosilikatové zkumavky
Sensitive Rat Insulin RIA kit (LINCO Research, USA)
- protilatka (Guinea Pig anti-Rat insulin Serum)
- zna&eny inzulin: 1 — inzulin (specifick4 aktivita 367 uCi/ug), lyofilizovany
- inzulinové standardy: Krysi inzulin o koncentraci: 0,02; 0,05; 0,1; 0,2; 0,5a 1 ng/ml
- kontroly kvality 1 a 2: purifikovany krysi inzulin; hydratujici pufr

- precipitacni reagent: kozi anti-Guinea Pig IgG sérum
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Postup:

Nejprve byly pipetovany roztoky standardii na kalibra¢ni kiivku do zkumavek 1-22 podle

navodu (obr.15)

Kwvtli relativné dobré citlivosti kitu a malému objemu ziskané plazmy byly vzorky o neznamé
koncentraci pipetovany nasledovné: u hladovych mysi cca 50 pl, u mysi krmenych ad libitum
podle vahy 20-30 pl. Objem pufru byl dopocitan do celkového objemu 200 pl a napipetovan do
zkumavek. Poté byly napipetovany vzorky plazmy a dale se jiz postupovalo podle pipetovaciho
shéma. Treti den byl dle ndvodu pfidin 1 ml vychlazeného precipitacniho reagentu. Po

zvortexovani byly vzorky inkubovany 20 min ve 4 °C a poté sto¢eny na centrifuze (30 minut,

2499 g, 4°C).

Stejny postup byl proveden i u zkumavek s blankem a inzulinovymi standardy pro kalibraéni

kfivku. Vysledna radioaktivita v peletu byla zmé&fena na Oddéleni radiometrie AV CR.

Tabulka 3. Pipetovaci schéma Insulin RIA kitu

1. den 2. den 3. den
) ) ) ptidat
pridat standard / QC / pridat piidat o
Srazecl
pufr vzorek protilatku | & | l-inzulin | U
% % reagent
12 R - 100 pl 5 100 pl 5 - © |
34 | 300l - 100 ul f‘; 100 ul f‘: im | & g
o [\ =]
56 | 200 pl - 0ou | & 100 pl & 1ml = 5
78 | 100pl | 100p002ng/ml | 100pul | § ou | € m | S | =
@] o < <
o o] >
9,10 100 pl 100 pl 0,05 ng/ml 100 pl % 100 pl g 1ml % E
11,12 | 100 ul | 100 ul 0,1 ng/ml o | 3 100 pl = im | £ |8
13,14 | 100 ul | 100 ul 0,2 ng/ml 100 pl _%‘ 100 pl g Iml § S
> >t D
15,16 | 100 pl 100 pl 0,5 ng/ml 100 pl = 100 pl s 1ml g 2
< < £ ]
17,18 | 100 pul | 100 ul 1,0 ng/ml 100 pl § 100 pl § 1ml E 5
Q Q
19,20 | 100 pl 100 pl QC1 100 pl § 100 pl § 1ml
21,22 | 100 pl 100 ul QC2 100 pl N 100 pl N 1ml
23 100 pl vzorek 100 pl 100 pl 1ml
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8.2.3 LIPIDY VE TKANI

8.2.3.1 Stanoveni obsahu triacylglyceroli v jatrech

Chemikalie:

3M KOH v 65% EtOH

TG Liquid 1x1000, BIOLATEST (Lachema, Ceska republika)

standard TG Lyonom kalibrator, BIOLATEST (Lachema, Cesk4 republika)

Princip + Pristroje + Chemikalie

stejné jako u stanoventi triacylglycerolll v plazmé.

Postup:

Bylo odebrano cca 50 mg jater a zamrazeno v tekutém dusiku. Hmotnost vzorku byla
zaznamenana do protokolu kvuli vypoétu koncentrace.

Zmrazena tkan byla posléze prenesena do 2 ml mikrozkumavky a pfidano 150 pl 3M roztoku
KOH tak, aby byla tkan ponofena. Mikrozkumavky byly zvortexovany a poté stoeny na
mikrocentrifuze. Vicka mikrozkumavek byla zajisténa a tkan rozpousténa po dobu 2 hod
v termobloku pfi teploté 70°C za pribézného vortexovani. Po rozpusSténi se obsah znovu
zvortexoval, sto¢il na mikrocentrifuze a odebralo se 50 pul supernatantu do nové mikrozkumavky.
Supernatant byl 10x zfedén redestilovanou vodou, zvortexovan a stocen.

Dale byl postup stejny jako v pfipadé méfeni koncentrace triacylglycerolti v krevni plazmé.

8.2.3.2 Barveni lipidi v kryorezech jater

Princip metody:

Olejova cervenl je barvivo rozpustné v tucich, urené k biochemickému barveni TAG a
neutralnich lipidi v zamrazené tkani (alkoholova fixace by odstranila z tkané lipidy).

Ptistroje:

Kryostat CM 1850 (Leica, Némecko)

Svételny mikroskop AX 70 (Olympus, Japonsko)

- program: DP Olympus microscope, Japonsko

Chemikalie:

Olejova &erven (Oil red O) v 70 % ethanolu (Fluka, Sigma-Aldrich, Svycarsko)
Hematoxylin (Dako, Némecko)

montovaci médium Aqueous Mounting Medium (AbD Serotec, Velka Britanie)

formalin a ethanol
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Postup:

Zamrazena jaterni tkan byla nafezana v kryostatu pifi -20°C na 8 pm silné tezy, které byly
umistény na podlozni sklicka. Skli¢ka byla inkubovana 45 minut v 10 % formalinu a nasledné 10
minut v 50 % ethanolu. Vzorky se barvily 15 minut v olejové Cerveni a poté byly 5 minut
oplachovany v destilované vod¢. Nasledovalo barveni hematoxylinem po dobu 1 minuty. Vzorky

se osusily, zamontovaly do vodou rozpustného média a ihned se nafotily pod mikroskopem.

8.2.4 HISTOLOGICKE METODY

8.2.4.1 Imunohistochemicka detekce inzulinu v pankreatu

Princip metody:

Neptimé dvoustupniova imunohistochemickd metoda je zaloZena na imunologické vazbé znacené
sekundéarni protilatky na primarni protilatku. Nespecifické povrchy tkéné jsou zablokovany
blokovacim sérem ze zvitete, ve kterém byla pfipravena sekundarni protilatka, aby se zajistila co
nejvyssi specifita. Na tkanové tfezy se aplikuje primarni monoklondlni protilatka proti mySimu
inzulinu. Posléze se nanese znacena sekundarni protilatka, ktera se vaze na primarni protilatku.

K vizualizaci slouzi avidin-biotin komplex (ABC) a diaminobenzidin (DAB). Avidin obsahuje 4
vazebna mista pro biotin - nékterd jsou obsazena biotinem s navazanou kifenovou peroxiddzou
(HRPO), jina jsou volna pro navazani biotinylované sekundarni protilatky. Cely komplex se
zviditelni pfidanim diaminobenzidinu s H,O,. Peroxidaza reaguje se svym substratem H,O, a
oxiduje DAB, ktery se ucastni reakce jako donor elektrond. Vysledkem reakce je pak stabilni

hnédy produkt, ktery je nerozpustny v alkoholu.

Schéma reakce:

ABC metoda

HRPO
v+ [0
o—e avidin-biotin-
e
biotin HHEEOHCS HRPO + 2 H,0; — O, + 2 H,0 (pH 7.6)
Navidin 0, + DAB — hnédy nerozpustny produkt
biotinylovana

sekunddrni protilatka

primarni

protildtka
antigen

Obr.15. Princip dvoustupiiové imunohistochemické metody

(upraveno z http://www.springerimages.com/Images/RSS/1-10.1385 1-59259-771-8 073-0)
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Ptistroje:
Svételny mikroskop Olympus AX 70, Japonsko
- program: DP Olympus microscope, Japonsko

vyhodnocovaci program: NIS-Elements AR (Nicon Corporation, Japonsko)

Material a chemikalie:

Humid box (na udrzeni vlhkosti)

Dako pen; Dako, Némecko

Montovaci médium Eukitt (Fluka, Sigma-Aldrich, Svycarsko)

Blokovaci sérum: Normal horse serum (Vector Laboratories, USA)

Primarni protilatka: Monoclonal Anti-Insulin Antibody vyrobena v mysi (Sigma-Aldrich, USA)
Sekundarni protilatka: Biotinylated Horse Anti-Mouse IgG Antibody (Vector Laboratories, USA)
ABC kit (avidin-biotin complex) (Vector Laboratories, USA)

DAB tablets (diaminobenzidin) (Sigma-Aldrich, USA)

barvivo Hematoxylin (Dako, Némecko)

PBS (fosfatovy pufr)

H,0, (peroxid vodiku)

xylen a ethanol

Postup:

Pankreas byl odebran i s ¢asti duodena a sleziny kvili snazsi orientaci ve tkani a umistén do 20
ml 10% formaldehydu. Nésledné byl vzorek zalit do parafinovych bloc¢kil, nafezan na 4 pm silné
fezy a umistén na podloZni skli¢ko.

Pted barvenim je nejprve potfeba rozpustit parafin a zavodnit vzorek v sestupné alkoholové fad¢.
Sklicka s fezy byla zahtata v termoboxu pii 37°C po dobu 15 minut. Poté byla dana 2x na 10
minut do xylenu, 4x na 5 minut do 96% ethanolu, 5 minut do 75% ethanolu, 5 minut do 50%
ethanolu a 5 minut do destilované vody. Poté se dala sklicka se vzorky na 20 minut do 0,1%
roztoku H,O; v PBS, aby se zablokovala endogenni peroxidaza. Potom se vzorky oplachovaly 2x
15 minut v PBS. Po oplachu byla kolem fezli vytvoiena hydrofobni bariéra pomoci Dako pen,
aby se zabranilo vyliti nasledné€ pipetovanych roztoki. Nejprve se napipetovalo horse serum tak,
aby byly fezy uplné zality, reakce probihala po dobu 30 minut v humid boxu pii pokojové
teploté. Potom se horse serum slilo a napipetovala se primarni protilatka nafedéna v poméru 1 :
4000 v PBS. Reakce se nechala se ptes noc inkubovat v humid boxu pii teploté 4°C.

Druhy den se vzorky oplachovaly 2x 15 minut v PBS, potom se napipetovala sekundarni
protilatka nafedéna v poméru 1 : 200 v PBS a reakce probihala 1 hodinu v humid boxu pfi

pokojové teploté. Nasledné se vzorky opét oplachovaly 2x 15 minut v PBS, PBS se slil a na fezy
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se napipetoval pfedem namichany ABC roztok (1960 ul PBS, 20 ul roztoku A a 20 ul roztoku B)
a reakce probihala 30 minut v humid boxu pfi pokojové teploté. Po inkubaci se vzorky znovu
oplachovaly 2x 15 minut v PBS, pak se na fezy napipetoval pfedem namichany roztok DAB
(rozpusténo v 2,5 ml destilované vody) a po 3 minutdch v humid boxu pii pokojové teploté se
skli¢ka oplachovala 5 minut v kohoutkové vodé.

Nasledovalo barveni hematoxylinem po dobu 1 minuty, potom byla sklicka ihned oplachnuta
pod tekouci vodou. Aby bylo mozné fezy zafixovat, byly odvodnény vzestupnou alkoholovou
fadou - 10 minut v 50% ethanolu, 10 minut v 75% ethanolu a 10 v 96% ethanolu. Potom byly
fezy 1 hodinu susSeny v termoboxu pii 37°C a zafixovany pomoci montovaciho média pod kryci

sklicko.

Vyhodnoceni
Obarvené fezy byly nafoceny pod mikroskopem tak, aby z kazdého vzorku bylo alespoii 10

snimkl ndhodné vybranych Langerhansovych ostrivki a vysledky byly zprimérovany.

Ostravek byl definovan jako shluk vice nez sedmi bun€k a u kazdého ostrivku byla pomoci
programu NIS-Elements spocitana celkova plocha ostruvku, plocha oblasti s bunikami
produkujicimi inzulin, a dale pomér téchto ploch. Nasledné se spocital pocet jader (bungk)

v kazdém ostritvku a vypocetla se inzulin-pozitivni plocha na 1 jadro.

8.3 Statistické zpracovani vysledku

Vysledné hodnoty byly zpracovany v programu Microsoft Excel 2003. Vsechny hodnoty
Vv tabulkach a grafech jsou uvadény jako aritmeticky primér a variabilita je uvadéna jako stiedni
chyba priméru (SEM). Statistické testy byly provedeny pomoci programu SigmaStat 3.1 (Systat
Software). Pfi pfedpokladu normalniho rozloZeni dat byly ziskané hodnoty dvou srovnavanych
skupin testovany t-testem. V piipadé€, Ze test normality selhal, byl pouzit Mann-Whitney Rank

Sum Test. Za statisticky vyznamna byla povazovana data s hodnotou P < 0,05.
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9 Vysledky

9.1 Metabolické ucinky suplementace vysokotukové

diety koncentratem n-3 LC-PUFA

9.1.1 UCINEK N-3 LC-PUFA NA TELESNOU HMOTNOST A PRIJEM

POTRAVY

Na zacatku experimentu byla primérna hmotnost mysi 25,77 + 0,27 g. V prubéhu pokusu mysi
na vysokotukovych dietdch dosahovaly vyssi hmotnosti nez mysi na STD dieté. Nicmén¢ po 5.
tydnu cHF+F dieta zptsobila vyznamné niz§i nartist hmotnosti nez cHF dieta a tento stav
pokracoval az do konce pokusu (obr.17 a tab.3). Pti porovnani spotieby diet a jejich energetické
hodnoty nebyly pozorovany vyznamné rozdily v energetickém piijmu. Nejvyznamnéjsi podil na
rozdilech v télesné hmotnosti ma mnozstvi télesného tuku, jak naznacuje hmotnost gonadalniho
tuku, které bylo signifikantné niz§i u skupiny cHF+F (tab.3). VIliv diet na hmotnost srdce nebo
jater nebyl pozorovan (tab.3). Pokles télesné hmotnosti po 9 tydnu byl zplsoben tim, Zze mysi

podstoupily glukézovy toleranéni test v prubéhu 9. tydne (obr.17).

Narust télesné hmotnosti
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Obr.16. Pritbéh nariistu télesné hmotnosti

Graf zndzornuje priibéh naristu telesné hmotnosti behem 10-ti tydenniho pokusu. Vychozi
hmotnost byla u vSech zvirat priblizné stejna a béhem pokusu se zacaly projevovat vihové
rozdily mezi skupinami STD (n=18), cHF (n=15) a cHF+F (n=18). Jiz od 5. tydne se objevil

vyznamny rozdil V télesné hmotnosti mezi vysokotukovymi dietami (P < 0,05).
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Celkovy hmotnostni prirtistek
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Obr. 17. Celkovy hmotnostni pFiriistek a denni energeticky piijem

Ackoli denni energeticky prijem byl u vsSech skupin pribliznée stejny, hmotnostni priristek

kontrolni STD skupiny byl mensi ve srovnani se skupinami na vysoKotukové dieté. Také doslo k

vyznamnému snizeni hmotnosti U CHF+F ve srovndni s cHF skupinou (P < 0,05).

STD (n=18), cHF (n=15) a cHF+F (n =18) (hmotnostn{ priristek byl pocitin jako rozdil mezi

telesnou hmotnosti na zacatku pokusu - tyden 0 a télesnou hmotnosti na konci pokusu — tyden 9)

STD cHF CHF+F
Energeticka bilance
pocatecni vaha 25,85+ 0,57 ¢ 2585+£0,51 g 2564+£0,34 ¢
konec¢na vaha 29,87+ 0,59 ¢ 38,06+1,61g * 3397+£1,02¢g
vahovy piirtstek 4,02+0,17 g 1221+1,41g * 8,49+0,89 ¢
piijem potravy / den [g] 39+0,1g 25+00¢g 26+0,1g
piijem potravy / den [kJ] 50+ 1,2kJ 56+ 1,1 kJ 57,3+ 1,2KkJ

Vaha tkani

gonadalni tuk

548,82 + 30,89 g

1971,87 £209,12 g *

1443,13 + 135,93

(celk.tuk : hmotnost mysi)

srdce 141,69 £ 6,34 g 139,20+ 3,15 g 128,75+ 345 ¢
jatra 1488,18 + 24,61 g 1371,60+ 69,32 g 1220,81 + 44,82
hnéda tukova tkan 95,53+5,42 ¢ 134,67+ 11,46 ¢ 107,75+9,92 ¢
Index tucnosti

335+ 1,35 84+ 1722 68 £+ 4,65

Tabulka 4. Zdkladni charakteristiky mysi v pokusech

Tabulka obsahuje udaje o télesné hmotnosti na zacdtku a na konci pokusu, ddle hmotnostni

prirustek, prijem potravy v gramech a prepocet na energeticky obsah (kJ) a hmotnost vybranych
tkani. STD (n=17), cHF (n=15) a cHF+F (n=16);
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9.1.2 VLIV N-3 LC-PUFA NA LIPIDOVE METABOLITY V PLAZME

Analyza hladin lipidovych metaboliti v plazmé (obr.18) ukazala vyznamné snizeni koncentrace

TAG a NEFA u cHF+F skupiny ve srovnani s CHF skupinou. Vysokotukova dieta také obecné

zvySovala koncentraci celkového cholesterolu v krvi, jehoz hladiny jsou ale u cHF+F skupiny

vyznamné snizeny ve srovnani s CHF skupinou.

Cholesterol v plazmé
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Obr. 18. Lipidové metabolity v plazmé
Koncentrace lipidovych metabolitii v plazme
byla vyznamné snizena U CHF+F viuci cHF

skupiné (P < 0,005).

STD (n=17), cHF (n=15) a cHF+F (n=16)



9.1.3 VLIV N-3 LC-PUFA NA AKUMULACI LIPIDU V JATRECH

Z obr.19 je vidét, ze cHF dieta vyrazn¢ zvysovala obsah TAG v jatrech, zatimco u cHF+F

skupiny byla akumulace TAG v jatrech vyznamné snizena. Barveni lipidovych kapének

Vv kryotezech jater (obr.20) ukéazalo akumulaci TAG kolem periportalnich zilek v ptipadé¢ STD

diety. Oproti tomu u cHF diety se TAG nachazi téméf rovnomérné Vv celé jaterni tkani a tukové

kapénky jsou navic vyrazn¢ vétsi. U cHF+F diety je patrné snizeni akumulace lipidu a ¢aste¢na

normalizace jejich distribuce.
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Obr.19. Obsah TAG v jdtrech

Graf znazornuje obsah TAG v jaterni tkani u
Jjednotlivych skupin mysi. Je patrny vyrazny
narust TAG u cHF skupiny, naopak u
cHF+F skupiny je obsah TAG vyznamné
snizen (P < 0,05).

STD (n=17), cHF (n=15) a cHF+F (n=16)
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Obr.20. Vizualizace
lipidovych kapének

V jdtrech

Obrazek ukazuje akumulaci
TAG vjatrech barvenych
olejovou cerveni. Z kazdé
skupiny byl vybran jeden
reprezentativni vzorek.
Primérné hodnoty TAG

Vjdtrech u jednotlivych

skupin zvirat viz. obr.19.



9.1.4 VLIV N-3 LC-PUFA NA BETA-BUNKY PANKREATU

Produkce inzulinu v B-bunkach byla stanovena imunohistochemickym barvenim. Jak je vidét na
obr.21., u cHF skupiny ve srovnani s CHF+F skupinou byla zvétsena plocha jak ostravki, tak i
plocha inzulin produkujicich bun¢k v dusledku IR. Ackoli rozdily mezi skupinami nebyly
vyznamné, byl zde jasny pozorovatelny trend. Rozdily ve velikosti ostravki jsou vidét i
na obr.22, ktery navic ukazuje jejich svétlejsi zbarveni u cHF skupiny v dusledku vys$si sekrece
inzulinu z B-bunék. V pfipadé poméru plochy ostrivku a inzulin produkujicich bunék potom

vysla stejna hodnota u obou vysokotukovych diet (cHF = 0,79 + 0,03; cHF+F = 0,79 + 0,02).

Plocha ostravku Plocha inzulin produkujicich bunék
16000 16000

12000

12000 —

e £

3 msTD 5 ESTD
% 8000 - B cHF @ 8000 B oHE
9 BcHF+F| | 8 B cHF+F
2 4000 | S

4000 A

0 -

Obr.21. Plocha Langerhansovych ostritvki a plocha inzulin produkujicich bunék

Grafy znazornuji plochu pankreatickych ostruvki v histologickém rezu a plochu inzulin
produkujicich bunék imunohistochemicky obarvenych na pritomnost inzulinu. Bylo pozorovino
mirné, ale nesignifikantni zvétSeni plochy ostriuvku i inzulin produkujicich bunék u cHF skupiny
a jejich zmenseni u cHF+F. (Z kazdé skupiny bylo k vyhodnoceni vybrdno 6 jedincii, kteri se

nejvice blizili vahovému priuméru skupiny)
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Obr.22. Morfologie

Langerhansovych ostruvkii
Reprezentativni  obrdzek ostrivki
pankreatu u jednotlivych skupin
mysi z hlediska velikosti ostruvkii a
mnozstvi inzulinu. V priméru byly
ostruvky u cHF skupiny vetsi a
svetlejsi a mely mensi  inzulin-
porzitivni plochu, zatimco u cHF+F
skupiny byly ostrivky oproti STD
mensi a tmavsi. Nicméné vSechny
skupiny vykazovaly velkou

heterogenitu



9.1.5 VLIV N-3 LC-PUFA NA HLADINY INZULINU V PLAZME

Hladina gluk6zy méfena v krvi mysi v sytém stavu nebyla mezi skupinami vyznamné odli$na
(STD = 192,06 + 7,28, cHF = 207,33 + 10,57 a cHF+F = 204,69 + 5,99 mg/dl). Naopak u mysi
v cHF skupiné byla naméfena vysoka hladina inzulinu v plazmé (obr.23), zatimco u cHF+F

skupiny byla hladina inzulinu sniZena téméf na stejnou uroven jako v piipadé STD skupiny.

Inzulin v plazmé . ,
”o P Obr.23. Koncentrace inzulinu

Vv plazmé v sytém stavvu
1,5 4
Koncentrace inzulinu v plazmé mysi v sytéem
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B cHE stavu u skupiny cHF+F je oproti cHF

@ cHF+F

1,0

inzulin [ng/ml]

vyznamné snizena (P < 0,05).

STD (n=17), cHF (n=14) a cHF+F (n=16)
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9.2 Glukdzovy tolerancni test

9.2.1 POROVNANI UCINKU ORALNIHO A INTRAPERITONEALNIHO PODANI

GLUKOZY NA GLUKOZOVOU HOMEOSTAZU ORGANISMU

Jak je vidét z obr. 24 a 25, prubéh glykemickych kiivek z OGTT a IPGTT je odlisny. U OGTT
(obr.25) dochazi k rychlejsimu nastupu koncentrace glukézy a rychlejsimu vstiebani glukozy do
bun¢k, coz se projevilo strmé&jsim poklesem kiivky. Stav glukdzové tolerance se da vyjadfit
vypocétem inkrementalni a celkové plochy pod kiivkou (AUC) (obr. 26 a 27). Nicmén¢ absolutni
hladiny glukézy v pribéhu OGTT a hodnoty AUC byly vyssi ve srovnani s IPGTT také
z diivodu vyssi davky glukézy. Pouze v ptipadé OGTT byl pozorovan vyznamny rozdil ve vyse
uvedenych parametrech mezi skupinami cHF a cHF+F (obr.27).

Z prubéhu glykemické kiivky je téz patrny rozdil mezi skupinami na vysokotukové dieté. U
CHF+F skupiny byla v pfipadé IPGTT i OGTT vyznamné snizena glykémie v ¢ase 60 minut po
podani glukozy, zatimco Vv piipadé OGTT se objevil vyznamny rozdil i ve 120. minuté po podani
glukoézy. U OGTT se efekt n-3 LC-PUFA v cHF+F dieté projevil vyraznéji — prubéh glykemické
kiivky téméft kopiroval kiivku pro STD skupinu (obr.25).

U hodnot glukézy i inzulinu na lacno byl rozdil mezi cHF+F a cHF na hranici signifikance.
Hladina inzulinu byla méfena pied podanim glukézy (T0) a 30 minut po jejim podani (T30).

Rozdily v bazalnich hodnotach inzulinu mezi skupinami nejsou vyznamné, ale v ¢ase T30 se
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koncentrace inzulinu u v8ech skupin Vv pribéhu OGTT zvysila vic neZ dvojnasobné (obr.27). Pii
OGTT také doslo u cHF+F skupiny k vyznamnému zvyseni hladin inzulinu oproti cHF skuping,

které se ale v ptipadé IPGTT neprojevilo.

IPGTT
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200
100

O T T T T T T
0] 30 60 90 120 150 180

c¢as [min]

glukdza [mg/dl]

Obr.24. Intraperitonedlni glukozovy tolerancni test

Graf zndzornuje priubeh \PGTT. Hladiny glukézy v Krvi v 60 minuté po podani glukozy byly
vyznamné odlisné (P < 0,05) mezi cHF a cHF+F skupinami. Obé skupiny mély zdaroven vyssi
hladiny glukozy nez STD skupina, nicméné cHF+F skupina dosahovala nizsich hodnot glykémie
nez CHF skupina. STD (n=9), cHF (n=8) a cHF+F (n=9); * P < 0,05
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Obr.25. Ordlni glukozovy tolerancni test

Graf znazornuje priubeh OGTT. V case 60 a 120 minut po podani glukozy byla glykémie u skupin
cHF a cHF+F vyznamné odlisna (P < 0,05). U cHF+F skupiny doslo témer k normalizaci
glykémie na vuroven STD skupiny. STD (n=9), cHF (n=7) a cHF+F (n=9); *P <0,05
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Obr.26. Parametry glukozové homeostazy v pritbéhu |PGTT
Grafy zndzornuji inkrementalni a celkovou plochu pod kiivkou (AUC) Vv pribéhu IPGTT, a dale
Koncentraci glukozy v krvi ve stavu na lacno. Zndazornény jsou také hladiny inzulinu na lacno a

Vv case T30 po podani glukézy. STD (n=9), cHF (n=8) a cHF+F (n=9); *P <0,05
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OGTT - inkrementalni AUC OGTT - celkova AUC
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Obr.27. Parametry glukozové homeostazy v prithéhu OGTT

Grafy zndzornuji inkrementalni a celkovou plochu pod krivkou (AUC) v prubehu OGTT, a ddle
koncentraci glukozy v krvi ve stavu na lacno. U skupiny cHF+F bylo sniZeni hladiny glukozy na
hranici vyznamnosti (P = 0,057). Zndzornény jsou také hladiny inzulinu na lacno a v ¢ase T30

po podani glukézy.  STD (n=9), cHF (n=7) a cHF+F (n=9); *P < 0,05
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9.2.2 VLIV N-3 LC-PUFA NA HLADINY GLUKOZY A INZULINU VE STAVU
NA LACNO

Za ucelem zjisténi korelace parametrti gluk6zové homeostazy a vdhového ptirtistku byly hodnoty
glykémie a inzulinu ve stavu na la¢no u mysi analyzovanych v ramci jednotlivych skupin
v pribé¢hu IPGTT a OGTT spojeny dohromady, tak aby bylo dosazeno co nejvyssiho poctu
zvitat v jednotlivych experimentalnich skupinach.

Koncentrace glukézy v Krvi a inzulinu v plazmé byla puisobenim n-3 LC-PUFA v cHF+F dieté
vyznamné sniZzena ve srovnani se skupinou na cHF+F dieté (obr. 28). U cHF skupiny byla
zjiSténa pozitivni korelace mezi hladinou glukoézy i inzulinu na la¢no a vahovym pfirtstkem,

ktera ale nebyla pozorovana u cHF+F skupiny (obr. 30 a 31).

Stav IR organismu Ize vyjadiit pomoci tzv. ,,HOMA-IR indexu* (model hodnoceni homeostazy),
ktery se vypocita z koncentrace glukozy v Krvi a inzulinu v plazmé na laéno. HOMA-IR odhalil
rozvinutou IR u cHF skupiny a zéroven vyznamné vyssi citlivost organismu k inzulinu u skupiny

na cHF+F dieté ve srovnani se skupinou na cHF skupinou (obr.29).
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Obr.28. Hladiny glukozy a inzulinu ve stavu na lacno
Grafy zndzornuji bazalni hladiny glukozy a inzulinu v case T0 (P < 0,05).
STD (n=18), cHF (n=15) a cHF+F (n=18) (data ze skupin z IPGTT a OGTT jsou sloucena)

HOMA-IR
30
Obr. 29. Hodnoty ,,HOMA-IR indexu“
x 297 msD Graf zndzornuje hodnoty HOMA-IR.
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cHF: glukéza vs. vahovy pfirtistek cHF+F: glukéza vs. vahovy pfirtstek
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Obr.30. Vztah mezi hladinou glukozy na lacno a hmotnostnim piiriistkem

Na grafu je zndzornéna zavislost koncentrace glukozy v Krvi ve stavu na lacno na hmotnostnim
prirustku u cHF skupiny (P < 0,005, Spearmaniv korelacni koeficient = 0,782) a cHF+F
skupiny (P= 0,374, Spearmaniiv korelacni koeficient = 0,220). R? - koeficient determinace

cHF (n=15) a cHF+F (n=18)
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Obr.31. Vztah mezi hladinou inzulinu na lacno a hmotnostnim pfiriistkem

Na grafu je zndzornéna zavislost koncentrace inzulinu V plazme ve Stavu na lacno na
hmotnostnim pririustku u cHF skupiny (P < 0,005, Spearmanitv korelacni koeficient = 0,75) a
cHF+F skupiny (P = 0,285, Spearmaniiv korelacni koeficient = 0,263). R?* - koeficient
determinace. cHF (n=15) a cHF+F (n=18)
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10 Diskuse

Vliv n-3 LC-PUFA na tukovou tkan
Jak jiz bylo popsano diive v nasi laboratofi (Flachs et al. 2005), n-3 LC-PUFA (koncentrat EPA

a DHA) snizuji akumulaci tuku bez ovlivnéni piijmu potravy. Dochazi k metabolickému
pfeprogramovani V adipocytech, které zahrnuje zvySeni B-oxidace a biogeneze mitochondrii.
Snizeni akumulace télesného tuku bylo prokdzano i v tomto experimentu s pouzitim mysiho
kmene, ktery je nachylny k rozvoji dietou indukované obezity a IR. Na zacatku experimentu
mély vSechny mysi stejnou primérnou vahu, nicméné jiz po péti tydnech na vysokotukové dieté
byl pozorovan vyznamné niz§i hmotnostni piirtstek u cHF+F skupiny (s obsahem EPA/DHA
v dieté) ve srovnani se zvitaty na kontrolni vysokotukové dieté (CHF) a tento rozdil byl patrny az
do konce pokusu. Pokles vahy v 10. tydnu pokusu je dan tim, ze mysi v 9. tydnu podstoupily
glukézovy tolerancni test, ktery pro né predstavuje i pfi nejopatrnéj$§im zachdzeni znacny stres,
ktery se muize projevit nizsi spotiebou diety a naslednym poklesem hmotnosti.

Pti porovnani spotfeby experimentalnich diet nebyly pozorovany rozdily v dennim energetickém
pfijmu mezi jednotlivymi skupinami, coz naznacuje, ze rozdily v hmotnostnim piirtistku jsou
zpusobeny predev§im rozdilnym sloZenim experimentdlnich diet. Nejvyznamnégjsi podil na
rozdilech v _hmotnosti ma mnozstvi télesného tuku, zejména v gonadalnim depu, které bylo

pusobenim cHF+F diety sniZeno.

Vliv n-3 LC-PUFA na jatra

Metabolické pieprogramovani v tukové tkani ptisobenim n-3 LC-PUFA ma vliv i na dalsi
periferni tkané. Kromé stimulace oxidace lipidi n-3 LC-PUFA také inhibuji lipogenezi, a tak
snizuji uvoliovani mastnych kyselin a jejich lipotoxické puisobeni v dalsich organech (Flachs et
al. 2005). Také v jatrech n-3 LC-PUFA potlacuji de novo lipogenezi a zvySuji oxidaci mastnych
kyselin, coz je podkladem jejich antisteatotického ucinku (Dentin et al. 2005). Jak bylo
prokazano v tomto experimentu, vysokotukova CHF dieta vyrazné zvysSuje obsah TAG v jatrech,
coz bylo pozorovatelné i béhem odbéru tkani na konci experimentu, kdy byla jatra t€chto mysi
Casto steatoticka. Barveni lipidovych kapének v kryotezech jater ukazuje u kontrolni STD diety
obsah TAG jen v oblasti okolo periportalnich zilek, kde probihd oxidace mastnych kyselin
(Braeuning et al. 2006), zatimco u jedinci krmenych dietami S vysokym obsahem tuku (CHF,
CHF+F) jsou TAG akumulovany v celé tkani, ale v ptipadé cHF skupiny jsou tukové kapénky
vyrazn¢ vétsi. Akumulace TAG byla ale pisobenim EPA/DHA v cHF+F dieté vyznamné

redukovéna a doslo také castecné k normalizaci jejich rozmisténi.
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Vliv n-3 LC-PUFA na lipidové metabolity v plazmé

S obsahem TAG v jatrech a tukové tkani také souvisi hladiny lipidovych metabolitii. Benefi¢ni
pusobeni n-3 LC-PUFA na hladiny lipid v plazmé ptisobenim cHF+F diety bylo jiz v nasi
laboratofi prokazano (Kuda et al. 2009) a potvrdilo se i v tomto pokuse. Koncentrace TAG,
NEFA a cholesterolu byla u cHF+F skupiny vyznamn¢ snizena oproti kontrolam na cHF dieté.
Pouzita cHF dieta sice neobsahuje cholesterol, ale indukuje tvorbu endogenniho cholesterolu, a

proto jsou jeho hladiny predev$im u cHF skupiny velmi vysoké.

Vliv n-3 LC-PUFA na B-buiiky a produkei inzulinu v pankreatu

B-buniky jsou schopné adaptace na IR, u obéznich nediabetickych potkant napiiklad dochazi ke
zvySeni pocétu B-bun¢k a tedy zvétSeni Langerhansovych ostrivkt v disledku snahy
kompenzovat zvySenou IR (Jones et al. 2010). Hladina glukézy byla u vSech experimentalnich
skupin v tomto pokuse téméf shodna, bylo pozorovano pouze mirné zvySeni u vysokotukovych
diet. Naproti tomu byly pozorovany rozdily Vv hladin¢ inzulinu. ZvySena hladina inzulinu
Vv plazmé u cHF skupiny byla pisobenim cHF+F diety snizena téméf na shodnou uroven jako u
kontrolni STD diety.

Vyssi hladina inzulinu u mysi na cHF dieté naznacuje rozvinutou IR a adaptaci B-bunék. S tim je
ve shod¢ i zvétSena plocha ostrivkl a inzulin produkujicich bunék u skupiny na cHF dieté.
Naopak plocha ostravkt byla suplementaci EPA/DHA v cHF+F dieté snizena pod uroven
kontrolni STD skupiny. Nicméné z divodu vysoké heterogenity a malého poctu jedinct
Vv experimentalnich skupiniach bylo obtizné z vySe uvedenych vysledkil vyvodit jednoznaény
zavér ohledné ucinkt jednotlivych diet. Divodem muze byt i relativné kratkd doba na
vysokotukové dieté. V jiné studii bylo u nediabetickych potkanii zjiS§téno, ze k vyznamnému
zvySeni velikosti ostruvkl doslo az po 14 tydnech na vysokotukové dieté (Jones et al. 2010).
Dtivodem muze byt i fakt, Ze B-buniky jsou schopné produkovat ctyfikrat az pétkrat vic inzulinu,
zatimco jejich celkovy objem se zvysi jen asi 0 50 % (Butler et al. 2003). Nékteré ostruvky cHF
skupiny byly hypertrofické, jiné nikoliv. Podil na tom ma ziejmé i fakt, ze neogeneze B-bunék je
stimulovdna zejména vysokou hladinou gluk6zy nezéavisle na zménach v koncentraci inzulinu
(Paris et al. 2003). Naopak v nasem experimentu byly hladiny glukézy u vsech skupin ptiblizné
na stejné, relativné nizké trovni. Ddle, u obéznich potkani s diabetem byla pozorovana vyrazné
niz8i intenzita barveni na inzulin v B-bunkach, coz svéd¢i o hypersekreci inzulinu (Jones et al.
2010). Svétlejsi Langerhansovy ostrivky byly pozorovany i u cHF skupiny v tomto pokusu, i
kdyz i vtomto aspektu byla pozorovana vyrazna heterogenita. Také se u této skupiny Castéji

vyskytovaly buiiky neprodukujici inzulin, coZ naznacuje porusenou funkci B-bunék. Degenerace

66



ostrivkl byla v malé mife také pozorovana u nediabetickych obéznich potkanii v praci Jones et
al. (2010). V poméru plochy ostrivku a inzulin-pozitivni plochy nebyl mezi vysokotukovymi
dietami pozorovan vyrazny rozdil. U cHF skupiny bylo sice pozorovano vyssi procento -bungk,
které¢ jiz neprodukovaly inzulin, naproti tomu byla u této skupiny také pozorovéna vyssi
neogeneze B-bunc¢k Vv dusledku kompenzace vyssi potteby inzulinu pii IR, takze pomér ploch

zustal zachovan.

Vliv n-3 LC-PUFA na hladiny glukozy a inzulinu ve stavu na la¢no

n-3 LC-PUFA podporuji vstup glukézy do bunck nezéavisly na inzulinu aktivaci GLUT-4
Vjatrech a ve svalu (Lombardo et al. 2007) a zaroven snizuji glukoneogenezi v jatrech
(Yamauchi et al. 2002), ¢imz snizuji koncentraci gluko6zy v krvi. Benefi¢ni ptisobeni EPA/DHA
ve vysokotukové cHF+F dieté bylo pozorovano i vtomto experimentu, jak je patrné z nizsich
hladin glukozy i inzulinu ve stavu na la¢no. To potvrzuje i vypocet tzv. ,,HOMA-IR indexu®,
ktery odhalil rozvinutou IR u mys$i na cHF+F diet¢ a zdroveil vyznamné zvySeni citlivosti
organismu K inzulinu u cHF+F skupiny. Na druhou stranu byla u cHF skupiny prokazana
vyznamna korelace mezi hladinou glukézy na la¢no a hmotnostnim pfirtstkem, ktera ale nebyla
patrna U cHF skupiny. S tim souvisi i pozitivni korelace mezi hladinou inzulinu na la¢no a
hmotnostnim ptiristkem, ktera se rovnéz projevila jen u cHF skupiny. Absence vyse uvedenych
korelaci u cHF+F skupiny je ziejmé zptsobena tim, ze jednak nedoslo k tak vyraznému nardstu
hmotnosti u cHF+F skupiny a dale, ze n-3 LC-PUFA pozitivné ovliviiuji citlivost organismu

K inzulinu, ¢imz brani vzestupu jeho koncentrace v Krvi.

Porovnani oralniho a intraperitonedlniho podani glukdzy — moznv vliv inkretind

Inkretiny potencuji glukézou stimulovanou sekreci inzulinu o 50 az 70 % (Nauck et al. 1986).
Jejich sekrece je aktivovana prostiednictvim receptori ve stievé (Ahren 1998) a tedy
intraperitonealni podani glukozy by nemélo aktivovat jejich sekreci. Tento efekt se projevil na
odliSném prubéhu glukozovych kiivek béhem OGTT a IPGTT. V ptipadé OGTT dochazi
k rychlejsimu vzestupu koncentrace glukozy v krvi, diky lepSimu vstiebavani ve stieveé oproti
intraperitonealnimu podani, a také k rychlejsimu transportu glukézy do bunék, coz se projevuje
strmé&jSim poklesem glykémie. Celkové vyssi hladiny glukézy u OGTT jsou dény tim, Ze mys$i
dostaly vzhledem ke své vaze relativn€ vyssi davku glukozy nez v pripadé IPGTT.

Na glykemickych kiivkach v pribéhu OGTT a IPGTT je také vidét benefi¢ni vliv n-3 LC-PUFA.
Zatimco mysi na cHF diet¢ maji nizsi citlivost K inzulinu ve srovnani se STD skupinou, u mysi

ze skupiny cHF+F musi byt citlivost k inzulinu zlepsena, nebot’ n-3 LC-PUFA snizuji maximalni
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dosazenou hladinu glukézy v pribéhu OGTT 1 IPGTT. Navic hladiny inzulinu na la¢no, které
ptredstavuji nepiimy ukazatel citlivosti organismu k inzulinu, byly u cHF+F skupiny vyznamné
snizené ve srovnani s CHF skupinou.

Nameétené hladiny inzulinu Vv ¢ase 30 minut po podani glukozy se u IPGTT a OGTT vyrazné
lisily, coz nepfimo naznacuje pusobeni inkretinii a jejich vliv na glukézou stimulovanou sekreci
inzulinu, kterd byla u OGTT pfiblizné¢ dvakrat vyssi nez v ptipadé¢ IPGTT ve vSech
experimentalnich skupinach.

V piipadé OGTT byla také pozorovana vyrazna stimulace sekrece inzulinu po podani glukézy u
skupiny cHF+F, naopak u IPGTT se zadny rozdil mezi cHF a cHF+F skupinou neprojevil. To
naznacuje benefi¢ni vliv dlouhodobého podavani n-3 LC-PUFA (EPA/DHA) na gluk6zou
stimulovanou sekreci inzulinu, pravdépodobné prostfednictvim stimulace sekrece inkretind,
jejichz receptory jsou ucinkem n-3 LC-PUFA aktivovany pifi akutnim podani (Morishita et al.
2008). Benefi¢ni efekt EPA/DHA na sekreci GLP-1 doposud nebyl jinde testovan, nicméné
Tanaka et al. (2008) prokazali zvySeni hladin GLP-1 a potenciaci sekrece inzulinu u
dlouhodobého podavani ALA.

Také je znamo, ze B-buiiky jsou schopné adaptace na snizenou citlivost organismu K inzulinu.
Jednim z mechanismu této adaptace je zvySeni sekrece inzulinu diky vy$$im hladinam NEFA
(Itoh et al. 2003) nebo zvySeni senzitivity B-bun¢k K inkretinim u obéznich jedincu s IR
(Verdich et al. 2001). Nabizi se tedy i moznost, Ze by vysokotukova CHF+F dieta obohacena o n-
3 LC-PUFA mohla zatim neznamym mechanismem zvySovat citlivost -bunék K inkretinim a
potencovat sekreci inzulinu.

Jelikoz hladiny inkretini béhem OGTT a IPGTT nebyly zatim zméteny, neni mozné zapojeni

uvedenych mechanismi jednoznacné potvrdit.
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11 Zavéry

V ramci vytyCenych cili mé diplomové prace jsem zjistila, ze:

1) Nahrazeni ¢asti tuka Vv dieté n-3 LC-PUFA jednozna¢né snizuje narist hmotnosti pii pfijmu
vysokotukové diety a s tim souvisejici rozvoj IR. VIiv n-3 LC-PUFA na télesnou hmotnost se
projevil pfednostnim snizenim akumulace tukti v tukové tkani a vyznamnym snizenim hladiny
lipidovych metaboliti v plazmé&. V jatrech n-3 LC-PUFA brani akumulaci TAG, zatimco ve

stavu na laéno vyznamn¢ snizuji hladiny glukozy a inzulinu v cirkulaci.

2) Pouziti OGTT a IPGTT odhalilo vyrazné rozdily v regulaci gluk6zové homeostazy u mysi na
vysokotukové dieté. V ptipadé OGTT doslo k rychlejsimu vzestupu glykémie a k rychlejSimu
vstupu do tkani, a to pravdépodobné diky aktivaci sekrece inkretind, které zvysily glukézou

stimulovanou sekreci inzulinu na dvojnasobek ve srovnani s IPGTT.
3) V ptipad¢ OGTT doslo u skupiny cHF+F ve srovnani se skupinou cHF k vyznamnému

zvyseni hladin inzulinu po podéani glukézy, coz nepiimo naznacuje stimulaci sekrece inkretint

vlivem n-3 LC-PUFA.
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