Univerzita Karlova v Praze
1. 1ékarska fakulta
Autoreferat disertacni prace

Vliv mastnych kyselin na lipidovy metabolismus
a redukci télesné hmotnosti

MUDr. Petr Hlavaty

Praha, 2011



Doktorské studijni programy v biomediciné
Univerzita Karlova v Praze a Akademie véd Ceské republiky

Obor: Fyziologie a patofyziologie ¢lovéka

Piedseda oborové rady: Prof. MUDr. Jaroslav Pokorny, DrSc.
Skolici pracovisté: Endokrinologicky tistav

Skolitel: Doc. MUDr. Marie Kune$ov4, CSc.

Disertatni prace bude nejméné pét pracovnich dnl pired kondnim obhajoby zverejnéna
k nahliZeni verejnosti v tiSténé podobé na Oddéleni pro védeckou c¢innost a zahranicni styky
Dékanatu 1. 1ékaiské fakulty.



Obsah

ADSIIAKL ... e 5
AADSITACT ... 6
L5775 OO 7
HYPOLEZY @ CIIE PIACE .....eiueiiiiiicie e 8
Materidl @ METOATKA ....c.veiiiiiiie ittt e e e et e beeeeee e 9
YA ] (516 1 2 PP PPRPPR 11
DUSKUSE ...t 13
< o ST PR PP PR PPN 15
CRLOVANA TTEETATUTA. ... eeviiievi ettt ettt ettt et st b e s e e ke e s st e e sbe e s ab e e beeenteesbeesbeesnee s 16



Pouzité zkratky

BMI - index télesné hmotnosti (body mass index)

CE - estery cholesterolu

CT - pocitacova tomografie (computed tomography)

DHA - dokosahexaenova kyselina

DHEA - dehydroepiandrosteron

DHEAS - dehydroepiandrosteron sulfat

EPA - eikosapentaenova kyselina

FA - mastna kyselina (fatty acid)

FABP - fatty acid binding protein

FFM - beztukova hmota (fat free mass)

HDL - lipoproteiny o vysoké hustoté (high density lipoproteins)

LCFA - mastné kyseliny s dlouhym retézcem (long-chain fatty acids)

LDL - lipoproteiny o nizké hustoté (low density lipoproteins)

PCR - polymerazové retézové reakce (polymerase chain reaction)

PL - fosfolipidy

PUFA - polynenasycené mastné kyseliny (polyunsaturated fatty acids)

RFLP - polymorfismus délky restrikénich fragmentl (restriction fragment length
polymorphism)

SAAT - subkutdnni abdominalni tukova tkan

SHBG - steroidni hormony vazajici globulin (sex hormon binding globuline)

TAAT - celkova abdomindlni tukova tkan

TG - triacylglyceroly

VAAT - visceralni abdominalni tukova tkan

VLCD - velmi prisna nizkoenergeticka dieta (very low calorie diet)



Abstrakt

Tukova tkan hraje dstiedni roli ve vyvoji metabolického syndromu. Rada slozek metabolického
syndromu miiZe byt zlepSena dietnimi opatfenimi, v¢éetné zvysSeného prijmu PUFA rady n-3.
Vedle efektu PUFA rady n-3 se jiz dlouhou dobu diskutuje i 0 mozném vlivu vyssiho prijmu
vapniku na ovlivnéni redukce hmotnosti a energetického metabolismu. Vedle nutri¢nich faktort
se vSak na ovlivnéni hmotnosti a lipidového a glukdzového metabolismu vyznamnou mérou
podileji i genetické faktory.

Ve studii A bylo sledovano 40 obéznich Zen béhem 3tydenniho redukcéniho rezimu. Sledované
Zeny byly ndhodné rozdéleny do 2 skupin. Prvni skupina dostavala jogurty obohacené PUFA
fady n-3, druhd konzumovala jogurty bez suplementace. Vysledky ukazuji, Ze suplementace
nizkou davkou PUFA rady n-3 v jogurtu v kombinaci s nizkokalorickou dietou zvySuje podil
PUFA rady n-3 v sérovych lipidech a zabranuje nepfiznivym zménam ve sloZeni FA v séru po
kratkodobé nizkokalorické dieté.

Ve studii B jsme sledovali vliv suplementace PUFA rady n-3 pii kratkodobém reduk¢nim rezimu
s VLCD u dvaceti Zen s téZkou obezitou, které byly nahodné rozdéleny do dvou skupin. Prvni
skupina dostavala VLCD obohacenou o PUFA rady n-3, druha skupina VLCD s placebem. Pridani
PUFA tady n-3 rybiho piivodu k velmi prisné nizkoenergetické dieté mélo za nasledek vétsi
redukci BMI a obvodu bokt. K vyznamnému zvyseni hladiny beta-hydroxybutyratu u skupiny s
pridavkem PUFA rady n-3 doslo pravdépodobné v diisledku zvySené 3-oxidace FA.

Studie C se Ucastnilo 67 Zen s nadvahou nebo obezitou, které podstoupily komplexni ¢tyrtydenni
lazensky redukéni program. Cilem bylo zjistit vliv riiznych forem vapniku pridaného k redukéni
dieté na antropometrické, biochemické, hormondlni a psychobehavioralni parametry. Vyssi
piijem vapniku v pribéhu redukéniho rezimu vedl u Zen se suplementaci k nizSimu poklesu
FFM ve srovnani s kontrolni skupinou. Zaroven jsme zaznamenali, v zavislosti na vapnikové
suplementaci, rozdilnou reakci hladiny resistinu na redukci hmotnosti.

Posledni ¢ast prace je vénovana problematice vlivu mutace v genu pro intestinalni formu FABP
(FABP2). Ve studii D jsme se zamérili na vliv mutace Ala54Thr genu FABP2 na distribuci tukové
tkané, antropometrické parametry a parametry lipidového a gluk6zového metabolismu u 117
obéznich Zen. Nasledujici studie E pracuje oproti predchozi studii s rozsifenym souborem a
vedle sledovani vlivu mutace Ala54Thr na vySe jmenované parametry je zamérena i na mozné
ovlivnéni hladin inzulinu, C-peptidu, testosteronu, somatotropinu, kortizolu, SHBG, DHEA a
DHEAS. Z vysledkt studii D a E vyplyva mozna souvislost mezi Thr54Thr polymorfismem a nizsi
hodnotou BMI a moZné ovlivnéni distribuce tukové tkané. Polymorfismus Thr54Thr genu
FABP2, ve srovnani s homozygoty Ala54Ala a s heterozygoty, by mohl vést ke sniZenému
ukladani tukové tkané predominantné v abdominalni oblasti.

Vysledky nasich studii ukazuji, Ze nutri¢ni faktory mohou vyznamnym zptisobem zasahovat do
energetického, glukézového a lipidového metabolismu a ovliviiovat i uspéSnost redukcniho
rezimu. Vedle nutri¢nich faktort se uplatnuji i faktory genetické, jejichz vliv je vSak potrebné
ovérit na rozsahlejSim souboru jedinct.



Abstract

Fat tissue plays a main role in the development of the metabolic syndrome. Many components of
the metabolic syndrome may be improved by dietary arrangements, including an increased
intake of n-3 PUFA. In addition to the positive effect of n-3 PUFA, a possible effect of a higher
calcium intake on influencing weight loss and energy metabolism has also been discussed for a
long time. In addition to nutritional factors, genetic factors significantly contribute to
influencing weight and lipid and glucose metabolism.

In study A, 40 obese women were observed during three weeks of weight reduction
management. Women were randomly divided into two groups. The first group received yogurt
enriched with n-3 PUFA, and the second group consumed yoghurt without the supplementation.
The results show that low-dose supplementation with n-3 PUFA in yogurt in combination with a
reduced energy intake increases n-3 PUFA content in serum lipids and prevents adverse
changes in the composition of FA in serum after a short-term low-calorie diet.

In study B, we monitored the influence of n-3 PUFA supplementation on short-term weight
management with VLCD in 20 women with severe obesity, who were randomly divided into two
groups. The first group received VLCD enriched with n-3 PUFA, the second group VLCD with a
placebo. The addition of fish-origin n-3 PUFA into a very strict low-energy diet resulted in a
greater reduction in BMI and hip circumference. A significant increase in levels of beta-
hydroxybutyrate in the group with the addition of n-3 PUFA was probably due to increased 3-
oxidation of FA.

In study C, 67 overweight or obese women underwent a complex four-week spa weight
reduction program. The aim was to determine the effect of different forms of calcium
supplementation in a diet on anthropometric, biochemical, hormonal and psycho-behavioral
parameters. Higher calcium intake during the weight reduction process led to a lower decrease
in FFM in women with supplementation in comparison with the control group. We also noticed,
in relation to calcium supplementation, different levels of resistin in response to a weight
reduction.

The last part is devoted to an influence of mutations in the intestinal form of the FABP gene
(FABP2). In study D, we focused on the effect of FABP2 gene mutation Ala54Thr on the
distribution of adipose tissue, anthropometric parameters, and parameters of lipid and glucose
metabolism in 117 obese women. A following study E has extended the cohort in comparison to
the previous study, and - in addition to monitoring the impact of mutations Ala54Thr on the
above mentioned parameters - it is focused on the possible effects on insulin levels, C-peptide,
testosterone, somatotropin, cortisol, SHBG, DHEA and DHEAS. The results of studies D and E
show a possible association between polymorphism Thr54Thr and lower BMI, and possible
effects on the distribution of adipose tissue. Thr54Thr FABP2 gene polymorphism in
comparison with heterozygote forms and homozygotes Ala54Ala could lead to a reduced
storage of fat predominantly in the abdominal area.

The results of our studies indicate that nutritional factors can significantly affect the energy,
glucose and lipid metabolism and influence the success of the weight management. Besides the
nutritional factors, genetic factors are also involved. Their influence needs to be verified on a
larger group of subjects.



Uvod

Obezita se stala vsoucasné dobé celosvétovou epidemii, ktera postihuje jak rozvinuté, tak
rozvojové zemé. V Evropé dosahuje prevalence obezity 10-20 % umuZzi a 15-25 % u Zen.
V Ceské republice ma priblizné 52 % dospélé populace hmotnost nad horni hranici normy dle
indexu télesné hmotnosti (BMI - Body Mass Index), 35 % je v pAsmu nadvahy a 17 % jiz trpi
obezitou.

Obezita predstavuje zavazny zdravotni a socidlné ekonomicky problém, nebot je spojena s vyssi
morbiditou a mortalitou. Vyznamné zvysuje riziko rozvoje diabetu 2. typu, hypertenze a dalSich
kardiovaskularnich chorob, dyslipidémie, degenerativnich onemocnéni pohybového ustroji a
nékterych nadort. Vyznamné jsou i psychosocialni komplikace - spolecenska diskriminace,
nizké sebevédomi, deprese a tizkosti. U obéznich jedincti je Casta zhorsena kvalita Zivota a nizsi
primérny veék.

Tukové tkan hraje ustredni roli ve vyvoji metabolického syndromu. Abnormalni uvoliiovani
adipokinti z visceralniho tuku muZe prispét k rozvoji inzulinova rezistence a poskytuje dtilezité
spojeni mezi tukovou tkani a metabolickym syndromem (1). Metabolicky syndrom je casto
spojen s naruSenim fady fyziologickych pochodii a to vrlzném potfadi a vrlzné mire
zavaznosti. Jedna se o poruchy gluk6zového metabolismu, poruchy utilizace a tvorby lipidd,
zvySeny tonus sympatiku a hypertenzi, ektopické ukladani tuku do jater a sval(i, prokoagulac¢ni a
prozanétlivy stav. Rada slozek metabolického syndromu miZe byt zlep$ena dietnimi
opatfenimi, véetné zvySeného piijmu polynenasycenych mastnych kyselin (PUFA) rady n-3.
Nejcastéji je popisovan pozitivni efekt zvySeného piijmu PUFA fady n-3 na vyznamné sniZeni
plazmatickych hladiny triacylglyceroli (TG) a volnych mastnych kyselin (FA) nala¢no a
postprandialné (2). PUFA rady n-3 mohou prispét ke zlepSeni télesného sloZeni vlivem na
potlaceni chuti k jidlu a podporou apoptézy adipocytt (3, 4). Efekt na télesnou hmotnost a
mnozstvi télesného tuku je pravdépodobné zprostiedkovan ovlivnénim exprese geni
zapojenych do regulace metabolismu tukd v radé tkani. Prijem PUFA tfady n-3 vede ke zvysSeni
exprese genu a proteinii podilejicich se na oxidaci FA v jatrech, stievu, myokardu a kosternim
svalstvu, a k potlaceni exprese genti zapojenych do lipogeneze v tukové tkani. To vede k posunu
metabolického profilu ve prospéch oxidace tuki pred jejich ukladanim (3). Vedle efektu PUFA
fady n-3 se jiz dlouhou dobu diskutuje i 0 mozném vlivu vy$siho prijmu vapniku na ovlivnéni
redukce hmotnosti a energetického metabolismu (5, 6). Rada studii potvrdila vyznamny
negativni vztah mezi prijmem vapniku a télesnou hmotnosti (7). V dalsich studiich byl popsan
negativni vztah mezi ptrijmem vapniku nebo spotfebou mlécénych produktli na jedné stané a
obezitou a syndromem inzulinové rezistence na strané druhé (8), nebo prijmem vapniku a
mlécnych vyrobkl a nizS§im vyskytem metabolického syndromu u Zen stfedniho a pozdniho
véku (9). Existuje vSak i fada studii, ve kterych vliv vapniku na télesnou hmotnost a sloZeni téla
potvrzen nebyl (10, 11, 12). Vedle nutri¢nich faktort se vSak na ovlivnéni hmotnosti a
lipidového a glukézového metabolismu vyznamnou mérou podileji i genetické faktory. Jednim
ze sledovanych geni je i gen pro FABP (fatty acids binding proteins), respektive jeho
polymorfismus Ala54Thr. FABP jsou skupinou bilkovin s nizkou molekularni hmotnosti, které
jsou pritomné v mnoha tkanich a jsou pravdépodobné schopné regulovat absorpci FA s dlouhym
retézcem (LCFA), jejich prenos do bunky a jejich intracelularni metabolismus (13, 14, 15).
Klinické rysy spojené s mutaci Ala54Thr jsou vyssi BMI, zvySena inzulinémie a inzulinové
rezistence, vyssi hladina LDL cholesterolu, apolipoproteinu B (ApoB) a TG nala¢no (16, 17, 18).
Existuji ale i studie, které tyto vysledky nepotvrzuji (19).



Hypotézy a cile prace

V prvnich dvou studiich, které jsou zakladem moji disertacni prace, bylo cilem zhodnotit vliv
suplementace PUFA rady n-3 v priibéhu redukéniho reZimu. Prvni studie (studie A) méla za cil
porovnat vliv konzumace jogurtu obohaceného o PUFA fady n-3 v kratkodobém reduk¢nim
reZimu u Zen s mirnou obezitou na zmény ve sloZeni lipidii v séru. V druhé studii (studie B) jsme
sledovali vliv suplementace PUFA fady n-3 pri kratkodobém redukénim rezimu s VLCD (very
low calories diet) za hospitalizace u Zen s tézkou obezitou.

Vedle vradé studii popsaného vlivu PUFA fady n-3 na sloZeni lipidii a ovlivnéni lipidového
metabolismu, inzulinové rezistence a genové exprese je v literature popisovan i vliv pfijmu
vapniku na dspésnost redukéniho rezimu. Na tuto problematiku byla zamérena intervencni
studie (studie C), jejimZ cilem bylo zjistit vztah mezi vyS$Sim prijmem vapniku a zménou
antropometrickych, biochemickych, hormonalnich a psychobehavioralnich parametrii béhem
kratkodobého reduké¢niho rezZimu.

Posledni ¢ast prace je vénovana problematice vlivu mutace v genu pro intestinalni formu FABP
(FABP2). V pilotni studii (studie D) jsme se zamérili na vliv mutace Ala54Thr genu FABP2 na
distribuci tukové tkané, antropometrické parametry a parametry lipidového a glukézového
metabolismu. Dalsi studie (studie E) pracuje oproti predchozi studii s rozsifenym souborem a
vedle sledovani vlivu mutace Ala54Thr na vySe jmenované parametry je zaméfena i na mozné
ovlivnéni hladin nékterych hormont.



Material a metodika

Ve studii A bylo sledovano 40 obéznich Zen. Vlastnimu reduk¢nimu reZimu v trvani 21 dni
predchazelo 3denni obdobi stabilizace hmotnosti. Redukéni program zahrnoval presné
definovanou nizkoenergetickou dietu (5500 kJ/den, 22,7 % bilkovin, 28,7 % tukt a 48,6 %
sacharidi), kazdodenni mirnou pohybovou aktivitu pod dohledem fyzioterapeuta a kognitivné
behavioralni terapii. Sledované Zeny byly nahodné rozdéleny do 2 skupin. Prvni skupina
dostavala jogurty obohacené PUFA tady n-3 (790 mg/den, z toho eikosapentaenova kyselina
(EPA) a dokosahexaenova kyselina (DHA) tvorily 620 mg), druhd konzumovala jogurty bez
suplementace. Antropometrické vySetireni zahrnovalo stanoveni télesné vySky a hmotnosti,
zméreni obvodu pasu a boki a tloustky 4 koZnich ras. Télesné sloZeni bylo stanoveno pomoci
bioimpedance. Z laboratornich parametrt jsme sledovali celkovy cholesterol, HDL cholesterol,
LDL cholesterol, TG, glykémii, inzulin, C-peptid a C-reaktivni protein. Psychologické vySetieni
zahrnovalo trislozkovy dotaznik jidelnich zvyklosti a stanoveni skdére deprese dle Becka.
Vsechna vysSetreni byla provedena pred zahajenim reduk¢niho reZimu a nasledné po 21 dnech.

Studie B se ucastnilo dvacet Zen s tézkou obezitou, které byly ndhodné rozdéleny do dvou
skupin. Prvni skupina dostavala VLCD obohacenou o PUFA fady n-3, druha skupina VLCD
s placebem. Obé skupiny se od sebe na zacatku sledovani vyznamné neliSily. Studie byla
zahijena sedmidenni stabilizatni periodou s eukalorickou dietou, béhem které byly Zeny
sledovany ambulantné. Poté nasledoval tritydenni redukéni program za hospitalizace.
V priibéhu stabiliza¢ni periody a poslednich 3 dni hospitalizace byla hmotnost Zen stabilni.
Redukéni rezim se sklddal z VLCD o energetickém obsahu 2200 k]J/den. U skupiny se
suplementaci byla obohacena o 2,8 g PUFA rady n-3. Reduk¢ni reZim dale zahrnoval lehkou az
stiedni fyzickou aktivitu v délce asi 60 min/den. U sledovanych Zen byly provedeny odbéry krve
nalacno na zacatku studie a ve 3., 7. a 21. dnu reduk¢niho rezimu. Sledovany byly hladiny beta-
hydroxybutyratu, volnych FA, celkového cholesterolu, HDL cholesterolu, TG, glykémie, inzulinu,
superoxiddismutazy, malonyldialdehydu a vitamint C a E. Na zacatku sledovani a ve 21. dnu
redukéniho pobytu byla provedena analyza zastoupeni FA v sérovych lipidech (fosfolipidy - PL,
TG a estery cholesterolu - CE), zaroven byla provedena biopsie subkutanni tukové tkané na
biiSe. Antropometrické zhodnoceni mnozstvi télesného tuku bylo provedeno méienim koznich
fas. Obvody pasu a boktli a sagitalni abdominalni primér v urovni L4/5 byly méreny dle
normalizovanych postuptli. Dale bylo provedeno stanoveni télesného tuku pomoci méfeni
bioelektrické impedance.

Studie C se ucastnilo 67 perimenopauzalnich Zen s nadvahou nebo obezitou, které podstoupily
komplexni Ctyrtydenni lazenisky redukéni program. Do studie byly zarazeny pouze Zeny, které
mély stabilni hmotnost v pribéhu prvniho tydne sledovani pii dennim energetickém ptijmu
7000 KJ. V nasledujicich 3 tydnech byla energeticka hodnota diety redukovana na 4500 kJ/den a
primérny denni prijem vapniku c¢inil 350 mg. Doporucena pohybova aktivita zahrnovala
aerobni cvi¢eni a chiizi pod dohledem fyzioterapeutt. Zeny byly rozdéleny podle véku a BMI do
tfi skupin. Prvni skupina dostavala vapnik ve formé uhli¢itanu vapenatého, druha skupina
uzivala Lactoval, ktery reprezentoval vapnik z mlé¢nych produkti. Denni ddvka vapniku byla v
obou skupindch 500 mg. Posledni, kontrolni skupina, uZivala placebo. Pred zahajenim a po
skoncenti tritydenniho redukéniho rezimu byla provedena antropometrickd méteni a odbér krve
nalac¢no pro stanoveni biochemickych a hormonalnich parametri. Psychologické parametry byly
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sledovany pomoci dotazniku jidelnich zvyklosti (Eating Inventory podle Stunkarda a Messicka)
a skore deprese podle Becka (Beck Depression Inventory). Biochemicka vySetreni glykémie,
glykovaného hemoglobinu, kyseliny mocové, celkového cholesterolu, HDL cholesterolu, LDL
cholesterolu, TG a C-reaktivniho proteinu byla provedena dle standardnich laboratornich
postupli. Hladiny hormont (thyroideu stimulujici hormon, tyroxin, trijodthyronin, inzulin, C-
peptid, prolaktin, ristovy hormon, IGF-1, kortizol, SHBG (steroidni hormony vazajici globulin),
leptin, ghrelin, peptid YY, neuropeptid Y, adiponectin a resistin) byly stanoveny pomoci
radioimunoanalyzy.

Do studie D bylo zahrnuto 117 obéznich Zen z obezitologické ambulance Endokrinologického
ustavu. Alelické varianty FABP2 byly stanovena pomoci polymerazové tetézové reakce
(polymerase chain reaction, PCR), po némZ nasledovala analyza polymorfismu délky
restrikénich fragmentii (restriction fragment length polymorphism, RFLP). MnozZstvi
intraabdominalni tukové tkané bylo stanoveno pomoci CT vySetreni provedeného ve 3 fezech v
oblasti pupku. Vyhodnoceni tydenniho jidelnicku bylo provedeno pomoci PC programu
Nutrition a zhodnoceni jidelnich zvyklosti pomoci dotazniku Eating Inventory. Antropometricka
stanoveni byla provedena dle standardizovanych postupt. Z biochemickych parametrli jsme
sledovali plazmatické hladiny glykémie, inzulinu, C-peptidu, celkového cholesterolu, HDL
cholesterolu, LDL cholesterolu a apolipoproteinii A a B nalac¢no.

Ve studii E tvofilo sledovany soubor 119 obéznich Zen z obezitologické ambulance
Endokrinologického ustavu. Alelické varianty FABP2 byly stanoveny pomoci PCR, po némz
nasledovala analyza RFLP. MnoZstvi intraabdominalni tukové tkané bylo stanoveno pomoci CT
vySetieni provedeného ve 3 fezech v oblasti pupku. Antropometricka stanoveni byla provedena
dle standardizovanych postupi. Vyhodnoceni tydenniho jidelnicku bylo provedeno pomoci PC
programu Nutrition a zhodnoceni jidelnich zvyklosti pomoci dotazniku Eating Inventory.
V laboratornich analyzach se jednalo o stanoveni la¢nych hodnot glykémie, celkového
cholesterolu, HDL cholesterolu, LDL cholesterolu a apolipoproteini A a B v plazmé. Dale jsme
sledovali plazmatické hladiny inzulinu, C-peptidu, testosteronu, somatotropinu, kortizolu, SHBG,
dehydroepiandrosteronu (DHEA) a dehydroepiandrosteron sulfatu (DHEAS).
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Vysledky

Ve studii A jsme ve skupiné se suplementaci zaznamenali zvySeni hladiny HDL cholesterolu,
zatimco v kontrolni skupiné doslo k poklesu. K poklesu hladiny LDL cholesterolu doslo v obou
skupinach, vyssi pokles byl u skupiny kontrolni. Hladiny TG byly signifikantné vyssi na zacatku
studie u kontrolni skupiny a také pokles hladiny TG na konci sledovani byl u této skupiny
vyraznéjSi. Rozdily v parametrech glukézového metabolismu jsme nenalezli. Zmény
v psychobehavioralnich parametrech také nebyly statisticky vyznamné.

Ve vsech sledovanych frakcich lipida (PL, TG a CE) doslo u skupiny se suplementaci k vzestupu
zastoupeni PUFA fady n-3. Tento vzestup byl doprovazen i signifikantnim poklesem podilu
PUFA rady n-6 vsérovych PL ve srovnani s kontrolni skupinou. Naopak jsme u kontrolni
skupiny zaznamenali vyznamné zvySeni zastoupeni Kkyseliny arachidonové (20:4 n-6) a
palmitové (16:0) v sérovych PL. K poklesu mnoZstvi kyseliny stearova (18:0) v PL séra doslo v
obou skupinach, pokles byl signifikantné vyssi u kontrolni skupiny. Zmény v zastoupeni FA byly
nejvyraznéjsi v PL séra, zmény sloZeni v TG a v CE nebyly tak vyrazné.

Ve studii B byl pokles hmotnosti (7,55 + 1,77 vs. 6,07 + 2.16 kg, p < 0,10), BMI (2,82 + 0,62 vs.
2,22 + 0,74 kg/m? p < 0,05) a obvodu boki (4,8 + 1,81 cm) vyssi ve skupiné se suplementaci
PUFA rady n-3. V laboratornich parametrech jsme zaznamenali u suplementované skupiny
mirny vzestup beta-hydroxybutyratu a tendenci k mirnému poklesu fibrinogenu. U skupiny se
suplementaci doslo k vzestupu EPA a DHA v sérovych TG i PL. Zaroven byl ve srovnani s
kontrolni skupinou vyznamné vyssi pokles kyseliny palmitolejové (16:1 n-7) a vakcenové (18:1
n-7) a signifikantni vzestup zastoupeni kyseliny olejové (18:1 n-9) v TG séra. K vyznamné
vyS$Simu poklesu kyseliny palmitolejové (16:1 n-7) v TG doSlo u skupiny se suplementaci PUFA
fady n-3. U této skupiny jsme rovnéZ zaznamenali signifikantni zvysSeni zastoupeni kyseliny
olejové (18:1 n-9) v TG. Zaroven jsme zjistily negativni korelaci mezi zménou hladiny beta-
hydroxybutyratu v séru a zastoupeni kyseliny palmitolejové (16:1 n-7) v PL, TG a CE. Silné
pozitivni korelaci jsme pozorovali mezi zménou hladiny kyseliny arachidonové (20:4 n-6) v PL,
TG a CE se zménou hladiny beta-hydroxybutyratu a vyznamné negativni korelaci mezi zménou
hladiny beta-hydroxybutyratu a zménou hladiny kyseliny palmitové (16:0), stearové (18:0) a
linolové (18:2 n-6) v PL. Vzestup mnozstvi DHA v PL signifikantné koreloval s poklesem BMI.
Zmény v hladinach sérovych TG, volnych FA a glykémie se vyznamné neliSily mezi sledovanymi
skupinami.

Ve studii C jsme zaznamenali ve vSech skupinach vyznamny pokles hmotnosti, BMI, obvodu
pasu a boki, tloustky koznich rfas a mnozstvi télesného tuku. Vyznamné rozdily ve zménach
téchto parametrii mezi skupinami jsme nezaznamenali. U skupin, které uzivali substituci
vapnikem, vSak doSlo k vyznamné nizSimu poklesu beztukové hmoty, tedy ztrata hmotnosti byla
dana zejména poklesem mnozstvi télesného tuku. Z biochemickych a hormonalnich parametri
doslo k vyznamnému poklesu hladiny gluk6zy, inzulinu, leptinu a neuropeptidu Y a k vzestupu
hladiny SHBG. Nezaznamenali jsme Zadné signifikantni zmény hladiny adiponectinu a resistinu
po skonceni redukéniho rezimu. U skupin se suplementaci vapnikem byl na konci redukéniho
rezimu zaznamendn vyznamny vzestup hladiny HDL cholesterolu.

V odpovédi na komplexni redukéni program doslo k poklesu Beckova skére deprese, skore
hladu a disinhibice, zatimco skore restrikce se zvySilo. Skupiny substituované vapnikem
vykazovaly mensi skore hladu oproti skupiné placebové. Pri hodnoceni zmén hladiny resistinu v
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jednotlivych skupinach jsme prokazali signifikantni rozdil mezi skupinou s placebem a obéma
skupinami s vapnikovou suplementaci. U jedincti, ktef{ dostavali substituci vapnikem doslo k
poklesu hladiny resistinu, na rozdil od skupiny s placebem, u které doslo k vzestupu.

Ve studii D byla prevalence polymorfismu Ala54Ala, Ala54Thr a Thr54Thr 54,0 %, 39,8 % a 6,2
%. Zjistili jsme vyznamné niz$i hodnoty BMI u skupiny homozygotli Thr54Thr. Po rozdéleni
subkutanni abdominalni tukové tkané (SAAT) na superficidlni a hlubokou, podle ohraniceni
superficialni fascii, jsme zaroven u této skupiny zaznamenali i vyznamné nizZ$i mnoZstvi hluboké
SAAT. MnoZzstvi visceralni abdominalni tukové tkané nebylo mezi skupinami vyznamné odliSné.
V laboratornich parametrech jsme také nezaznamenali Zadné vyznamné rozdily mezi
skupinami.

Ve studii E byla prevalence Ala54Ala, Ala54Thr a Thr54Thr polymorfismu 50,4 %, 42,9 % a 6,7
%. Zjistili jsme vyznamné niz$i hodnoty BMI u skupiny homozygotii Thr54Thr (p = 0,05). Ve
skupiné Zen s polymorfismem Thr54Thr jsme nalezli také vyznamné nizZsi mnozstvi a to jak
celkové abdominalni tukové tkané (TAAT) (p < 0,01), tak i SAAT (p < 0,01) a visceralni
abdominalni tukové tkané (VAAT) (p < 0,05). V parametrech lipidového metabolismu, hladiné
glukézy a sledovanych hormoni jsme nezjistili Zddné vyznamné rozdily mezi skupinami.
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Diskuse

PredloZené prace prezentuji vysledky nékolika studii, ve kterych jsme se zamérili na vliv
suplementace PUFA rady n-3, podavani vapniku pfi redukénim reZimu a mutaci v genu pro
FABP2.

Vliv suplementace PUFA fady n-3 miZe ovliviiovat svym plisobenim na expresi fady geni,
fluiditu buné¢né membrany a aktivitu fady enzymil uspésnost redukcéniho rezimu, ale i
vyznamné zasahovat do lipidového a gluk6zového metabolismu. V nasi studii jsme zjistili, Ze
suplementace PUFA tady n-3 vedla, ve srovnani s kontrolni skupinou, ke vzestupu EPA, DHA a
celkového mnozstvi PUFA rady n-3 v sérovych lipidech. ZvySeni HDL cholesterolu v souvislosti
s konzumaci rybiho tuku je popsano napi. ve studii Barreta a Wattse (20). Tento pozitivni
ucinek PUFA rady n-3 na hladinu HDL cholesterolu jsme potvrdili i v nasi studii. V radé studii
popisovany efekt PUFA fady n-3 na sniZeni hladiny TG (21, 22, 23) se ndm nepodafilo potvrdit.
MozZnou pricinou mohla byt vyssi pocatecni hladina TG v kontrolni skupiné a vyraznéjsi vliv
nizkokalorické diety a redukce hmotnosti na sniZzeni hladiny TG, nez byl efekt malé
suplementace PUFA frady n-3. Davka doporucovana pro terapii hypertriacylglycerolémie je
priblizné 2-4 g/den (24), tedy mnohem vyssi, neZ jsme pouZili v nasi studii. NeZadouci zmény ve
slozeni FA v sérovych lipidech jsou popisovany u kratkodobych redukénich rezimi (25, 26, 27).
V nasi studii jsme zjistili, Ze pridani nizké davky PUFA fady n-3 do bézné potraviny jako je
jogurt, vedlo ke zvySeni podilu EPA a DHA v sérovych lipidech (PL, TG, CE) béhem
nizkokalorické diety. Vliv pouzivani novych potravin obohacenych o n-3 PUFA byl potvrzen i ve
studii u mladych muzi, ktera ukdzala zvySeni podilu EPA a DHA v plazmé a také v PL
mononukleard a trombocyti pii konzumaci potravin prirozené obsahujicich PUFA fady n-3
nebo potravin obohacenych o rybi tuk (28). Zmény ve sloZeni FA byly nejvétsi v PL, zatimco
zmény slozeni FA v sérovych TG a CE byly méné vyrazné. NaSe vysledky potvrzuji, Ze
plazmatické PL jsou citlivymi markery sloZeni FA v potravinach a také odrazi slozeni FA
v bunéénych membranach. Naopak sloZeni CE odraZzi dlouhodobi prijem FA (29).

PUFA frady n-3 ovliviiuji dspésnost redukéniho reZimu a jejich zvySena konzumace zvySuje
uroven [-oxidace FA (30). VnaSi studii u silné obéznich Zen jsme zjistili Ze VLCD se
suplementaci PUFA rady n-3 vede k vyznamné vétSimu poklesu BMI a sniZeni obvodu bokd.
Dal$im ndlezem je vyznamné zvySeni hladiny beta-hydroxybutyratu u suplementované skupiny.
ZvySena Kketogeneze je pravdépodobné zplisobena vyssi mirou (-oxidace FA prfi zvySeném
prijmu PUFA rady n-3. Vyssi produkce ketolatek pri dieté s obsahem PUFA rady n-3 ve srovnani
s nasycenymi tuky byla prokazana i u zvirat (31, 32). VySSi pokles zastoupeni kyseliny
palmitolejové, jako markeru lipogeneze (33, 34), v TG séra jsme zaznamenali u skupiny se
suplementaci PUFA rady n-3. Vysoce vyznamna negativni korelace mezi zménou hladiny beta-
hydroxybutyratu v séru a zastoupeni kyseliny palmitolejové v PL, TG a CE mliZe naznacovat
vysokou miru B-oxidace vjatrech. AvSak miuze také indikovat niz§i droven lipogeneze.
Vyznamné Kkorelace zmény hladiny beta-hydroxybutyratu se zménou zastoupeni kyseliny
arachidonové (AA) ve vSech lipidovych tridach séra a zejména v PL byly demonstrovany poprvé.
Zvyseni hladiny AA po redukénim rezimu u obou skupin mohlo byt zplisobeno jejim vysSsim
uvolnovanim z tukové tkané. U lidi, Phinney et al. zjistil, Ze mnoZstvi AA vzrostlo béhem VLCD a
pokleslo po skonceni ketogenni diety (26). U skupiny se suplementaci PUFA rady n-3 byla
patrna i tendence ke sniZeni hladiny fibrinogenu, coz by odpovidalo popisovanym

v

protizanétlivym dc¢inkiim PUFA tfady n-3 (35).
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Vedle vlivu PUFA tady n-3 na vysledek redukéniho rezimu je v radé studii popisovan i vliv
zvySeného prijmu vapniku. V nasi studii jsme sledovali vliv podavani vapniku v denni davce 500
mg a zjistili, Ze tato suplementace nevedla k vy$Simu poklesu télesné hmotnosti béhem
kratkodobého redukéniho rezimu ve srovnani s kontrolni skupinou. Ve vSech predchozich
studiich byl vapnik suplementovan ve formé uhli¢itanu vapenatého, citratu vapenatého nebo
vazany na citrat-malat. V nasi studii byly pacientlim podavany tablety pripravené z mléka, které
obsahovaly vapnik ve formé fosforecnanu, citratu a laktatu. Ve studii Zemela et al. je popisovan
rychlejsi pokles hmotnosti a mnozstvi tuku pri energetické restrikci u skupiny s vysokou
spotifebou mlécnych vyrobkil a skupinou s vdpnikovou suplementaci, ve srovnani se skupinou
s nizkym prijmem mlécnych vyrobki (5). Nicméné ndm se nepodarilo prokazat zadny vyznamny
rozdil vredukci hmotnosti mezi skupinou suplementovanou 500 mg vapniku ve formé
uhli¢itanu vapenatého a skupinou uzivajici tablety obsahujici vapnik mlé¢ného ptivodu.
Nepotvrzeni role vapniku v podpore redukce hmotnosti v nasi studii mohlo byt dano jednak
krat$i dobou sledovani, podilet se mohla i vyraznéjsi restrikce energetického prijmu, ktera
mohla prevysit ucinky vapniku. Na druhou stranu je popsana i rada studii, ve kterych nebyl
zaznamenan zadny efekt vapnikové suplementace ve srovnani s placebem (36). Podarilo se nam
vSak potvrdit protektivni vliv vapniku na beztukovou hmotu (FFM), ktery byl popsan i v jiné
studii (37). Vliv diet s vysokym prijmem vapniku z mlé¢nych produktt sledoval i Zemel et al.,
ktery popsal nejen vyssi pokles mnozstvi télesného tuku, ale také vyrazné nizsi pokles FFM
oproti dieté s nizkym pi{jmem vapniku z mlécnych produktt (38, 5, 39). Protektivni vliv
mlécénych produkti na FFM miZe byt dan vysokym obsahem vétvenych aminokyselin v
bilkovinach mléka. Predchozi studie prokazaly, Ze dieta s vy$Sim prijmem vapniku nebo vys$Sim
prijmem mlécnych produktli mliZe sniZit riziko rozvoje diabetu mellitu 2. typu (40, 41). Mezi
mechanismy, které se podileji na sniZovani rizika rozvoje diabetu, mohou patfrit hormonalni
vlivy, které ovliviiuji citlivost tkani k inzulinu (42, 43, 44). Vna$i studii jsme zaznamenali
vyznamny rozdil ve zméné hladiny resistinu mezi jedinci se suplementaci vapnikem a
uZzivajicich placebo.

V dalSich dvou studiich jsme se zabyvali vlivem polymorfismu Ala54Thr v genu pro FABP2.
Tento polymorfismus je v literatufe zminovan pro svlij mozny vztah Kkrozvoji obezity a
ovlivnéni lipidového spektra. Vysledky nasi pilotni studie ukazuji u Zen s mutaci 54Thr FABP2 v
obou alelach, po adjustaci na BMI a vék, niZ$i hodnotu BMI a mnoZstvi hluboké SAAT. Po
rozsireni sledovaného souboru se nam dale podarila prokazat vyznamna asociace polymorfismu
Thr54Thr s niZ$im mnoZstvim jak TAAT, tak i s niZSim mnoZstvim SAAT a VAAT. Obdobné
vysledky popsala ve své studii i Lara-Castro et al. u afroamericanek a indoevropanek, ve které
mutace Thr54Thr vyznamné korelovala s niZ$im mnoZstvim TAAT i VAAT u indoevropanek po
adjustaci na celkové mnozstvi tukové tkané (45). Naopak u afroameri¢anek Zadna vyznamna
korelace nalezena nebyla. V jiné studii Yamada et al. popisuje u muzi vyssi hodnoty VAAT
meéfené pomoci ultrazvuku u homozygoti Thr54Thr (46). Diivodem pro tyto rozdilné vysleky
mohou byt jednak rozdily mezi jednotlivymi etniky a samoziejmé i moZné pohlavni rozdily.
Predpoklada se, Ze zména v konfiguraci z FABP2 miZe vést ke zméné v absorpci LCFA ze streva
(47, 16). FABP s 54Thr mutaci vykazuje in vitro zvySenou vazebnou afinitu k LCFA ve srovnani s
54Ala variantou. Ve studiich popisované vlivy mutace Ala54Thr jako je vy$Si BMI, zvySena
hladina inzulinu, LDL cholesterolu, apoB a TG nala¢no (16, 17, 18) se ndm nepodarilo potvrdit.
Obdobné negativni vysledky ve vztahu mutace 54Thr a obezity nebo inzulinové rezistence jsou
vSak popisovany i v dalsich studiich (48, 49).
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Zavéry

Vysledky naSich studii ukazuji, Ze suplementace nizkou davkou n-3 PUFA v jogurtu béhem
nizkokalorické diety zvysSuje podil n-3 PUFA v sérovych lipidech a zabranuje nepiiznivym
zménam ve sloZeni FA v séru po kratkodobé nizkokalorické dieté. Pridani PUFA tfady n-3 rybiho
ptivodu k velmi prisné nizkoenergetické dieté ma za nasledek vétsi redukci BMI a obvodu boki
u Zen s téZkou obezitou béhem kratkodobého redukcéniho reZimu za hospitalizace. Vyznamné
zvyseni hladiny beta-hydroxybutyratu u skupiny s piidavkem PUFA rady n-3 je pravdépodobné
v disledku zvysené (3-oxidace FA. Vyznamna korelace poklesu BMI se zménou koncentrace DHA
v PL naznacuje kauzalni vztah.

Vyssi prijem vapniku v pribéhu redukéniho reZimu miiZe vést k rozdilné reakci hladiny
resistinu na redukci hmotnosti, kterd se miiZe podilet na redukci rizika rozvoje diabetu mellitu
2. typu a metabolického syndromu. Zaroven se vyssi prijem vapniku v priibéhu redukcéniho
rezimu miiZe uplatiiovat protektivnim ti¢cinkem na pokles FFM.

Z vysledku studif sledujicich vliv polymorfismu FABP2 vyplyva moZna souvislost mezi Thr54Thr
polymorfismem a niz$i hodnotou BMI a moZné ovlivnéni distribuce tukové tkané. Vysledky
naznacuji, Ze u obéznich Zen by polymorfismus Thr54Thr genu FABP2, ve srovnani
s homozygoty Ala54Ala a s heterozygoty, mohl vést ke sniZzenému ukladani tukové tkané
predominantné v abdomindlni oblasti. Zaroven je mozna i souvislost mezi polymorfismem
Thr54Thr genu FABP2, ve srovnani s homozygoty Ala54Ala a sheterozygoty, a sniZenym
ukladanim tukové tkané predominantné v abdominalni oblasti.

Vysledky naSich studii ukazuji, Ze nutri¢ni faktory mohou vyznamnym zptisobem zasahovat do
energetického, glukézového a lipidového metabolismu a ovliviiovat i dspéSnost redukcéniho
rezimu. Vedle nutri¢nich faktort se uplatnuji i faktory genetické, jejichz vliv je vSak potrebné
ovérit na rozsahlejsim souboru jedinci.
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