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1. Uvod

Za velky problém moderniho svéta je dnes povazovan celosvétovy nariist obezity.
Obezita neni jen kosmeticky problém. Odvracenou stranou obezity je soubor
doprovodnych komplikaci ¢i onemocnéni, kterd se nazyvaji metabolicky syndrom.
RGzné definice metabolického syndromu v posledni dob& zaznamendavaji vyvoj ke stale
pfisn&j$im kritériim. Definice formulovédna vroce 2005 organizaci ,, mezinarodni
diabetologicka federace® (ALBERTI a spol. 2005) vyzaduje pfitomnost centralni
obezity (obvod pasu u Zen a muzt > 80, resp. 94cm, hodnoty platné pro evropské
etnikum) a nejméné dvou z dal$ich faktort, kterymi jsou:

e hypertriglyceridémie ( hladina TG v plazmé vetsi nez 150mg/dl, tedy 1,7mmol/l

nebo specificka [éEba tohoto stavu)

e niz$i HDL-cholesterol (mensi nez 40 mg/dl, tedy 1,03mmol/l u muzi a 50

mg/dl, tedy 1,29 mmol/l u zen, nebo specificka Ié¢ba tohoto stavu)

e hypertenze (systolicky tlak > 130, resp. 80 mm Hg, nebo Iécba jiz

diagnostikované hypertenze)

e hyperglykémie (glykémie na lacno > 100 mg/dl, tedy 5,6 mmol/l, nebo jiz

diagnostikovany T2D).

V Ceské republice je obezita Gastym jevem dospélé populace. Budeme-li se
zabyvat nadvahou (BMI>25 kg/m? ), nalezneme v nadi populaci okolo 50% muzi a
35% zen s timto BMI. Hlavni pricinou celosvétového narlistu obezity je zména
zivotniho stylu, nedostatek fyzické aktivity a pfijem vysokoenergetické stravy bohaté na

tuky.
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Graf 1: Ukazuje miru obezity ve vybranych zemich.
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Graf 2: zvySena incidence nemoci spojena se zvySujicim se BMI

Kromé klasifikace podle BMI, je vyznamna 1 klasifikace kvalitativni podle
zavaznosti obezity. Podle rozlozeni tuku v téle rozliSujeme obezitu tzv. muzského typu
(androidni, typ jablko, ukladani tuku na bfiSe a v pase) a obezitu Zenského typu
(gynoidni, typ hrudka, ukladani tuku pfedevS§im na stehnech a hyzdich). Je treba
zduraznit, Ze tyto formy nejsou vazany na muzZe a Zeny. Obezita muZského typu je
provazena fadou metabolickych komplikaci, v€etn€ rozvoje cukrovky a aterosklerozy.
Gynoidni obezita byva naopak hlavné€ kosmetickym problémem.

Dilezitou roli pfi studiu a objasfiovani vzniku obezity hraji modelové
organismy. Mezi nejCastéji pouzivané patii hlodavci, a to jak krysy, tak 1 mySi. U mysi
je vySlecht€éno mnoho linii, které se odliSuji nachylnosti (respektive odolnosti)
k obezit¢. Mnoho dilezitych poznatki nam také pfinasi genetické modely mysi, které
maji nefunkéni jeden nebo vice genu (,knock-out geny®), hrajici dulezitou roli
v lipidovém metabolismu. Svou nezastupitelnou roli zde hraji i transgenni organismy.

V soucasné¢ dob¢ se mnoho védeckych tymi snazi najit strategii k ovlivnéni
obezity, inzulinové rezistence a diabetu. Laboratof, ve které jsem vypracoval svou
diplomovou praci, se jmenuje Oddé¢leni biologie tukové tkan€ a jednim z jejich cild je
pfispét k objasnéni vzniku obezity a inzulinové rezistence (IR). MUj pfinos v této
laboratofi spocival v méfeni genové exprese, a to jak v tkanich v experimentech na
mysich, tak i u lidskych vzorki. Prace se sklada ze dvou hlavnich ¢asti, kterym

odpovidaji 1 oba hlavni cile. V1. Casti jsem se zaméfil na popis unikatniho



experimentalniho my$iho modelu dietou indukované obezity a inzulinové rezistence.
Ve 2. ¢&asti popisuji vysledky na lidské studii, kterda byla provddéna ve spoluprici
s Endokrinologickym udstavem (Narodni 8, Praha 1). Mezi nadé€jné kandidéty, ktefi
ovliviiuji prevenci a léCbu obezity a s ni spojené inzulinové rezistence, patii n-3
vicenenasycené mastné kyseliny (n-3 PUFA) a jejich derivaty. Moje diplomova préce se
zabyva predevSim vlivem téchto latek na prevenci a lécbu obezity a inzulinové
rezistence.

Cast vysledki byla publikovana v zahraniénim &asopise (viz. ptiloha)



2. Literarni prehled

2.1. Obezita a genovd predispozice

Ackoliv je obezita podminéna fadou vnéjSich faktorii, hraje zde svou podstatnou
roli i genetickd predispozice. Obezita ma predevsim polygenni charakter, tzn. Ze je
ovlivnéna kombinacemi polymorfizmi né€kolika rGznych, na sobé nezavislych gent.
V dnesni dobé je znamo priblizné 250 genl ptispivajicich k rozvoji obezity a jejich
pocet se stale zvySuje. Tyto geny nejen Ze interaguji mezi sebou, ale i s fadou faktorQ
vnéjSiho prostfedi. Studium téchto komplexnich vztahii (interakce gen-gen, gen-
prostredi ) je na pocatku, ale ukazuje se, Ze pravé tudy vede cesta k pochopeni slozitych
vztahl genetickych predispozic vedoucich k obezité.

Hlavni podminkou preziti ¢lovéka byla jeho schopnost 3etfit energii a pekonat
rizné dlouha obdobi nedostatku potravy. Pezivali pouze ti jedinci, kteti méli geneticky
vhodny soubor ,,8etrnych® genli umoznujicich co nejefektivnéji ukladat energii.V dnesni
dobé, kdy nepocitujeme nedostatek potravin, ndm takto naprogramovany metabolismus
spiSe Skodi.

Metabolicky syndrom ovlivituje fadu metabolickych drah, signélnich transdukci
i patofyziologickych systémi. U konkrétniho jedince se mohou jednotlivé slozky
vyskytovat v rizné intenzité, nékteré mohou zcela chybét. S postupujicim vé€kem jich
obvykle pribyva. Kratkodobé pisobici pozitivni energeticka bilance obvykle aktivuje u
zdravych jedinci fyziologické regula¢ni mechanismy, které zabrani vzestupu hmotnosti.
U jedincli nachylnych ke vzniku obezity byvaji tyto regulaéni mechanismy poruseny.
Dlouhodobé pozitivni energetickd bilance v3ak vede k hromadéni tukovych zasob a

vzestupu hmotnosti i u jedinct, ktefi nemaji predispozice pro rozvoj obezity.

2.2. Mitochondrie

Jednou z moznosti, jak ovlivnit mnozstvi triacylglyceroll v tkénich, je ovlivnéni
ptfimo energetického metabolismu buriky.
Mitochondrie predstavuji nepostradatelny zdroj ATP pro buiiku a ovlivnéni

jejich oxidaéni kapacity mlze vést ke zméné€ metabolismu buiiky. Probihaji v nich
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fosforylace. Elektrony vznikajici b€hem oxidace NADH a FADH; jsou postupné
ptenaseny oxidoreduk¢énimi komplexy dychaciho fetézce a soucasné s tim na né€kolika
mistech fetézce (komplex I, komplex III, komplex IV) dochazi k pfenosu protont do
mezimembranového prostoru mitochondri. Timto vznika protonovy gradient, kterého

se vyuziva pti tvorbé ATP (VOET. 1994).
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Obr. 1: OdpraZeni oxidacni fosforylace ( prevzato COLLINS et al.1999 ,International
Journal of obesity)

Komplexy dychaciho Fetézce generuji gradient elektrochemického potencidlu H . ATP-
synthasa vyuZiva volnou energii tohoto gradientu k tvorbé ATP. Odprahujici proteiny
mohou zvySovat propustnost vnitini mitochondridlni membrany pro H' ionty, které se
pak navraceji do matrix jinou cestou neZ Iy sektorem ATP-synthasy. Volnd energie
gradientu elektrochemického potencidlu H' tak neni vyuZita k produkci ATP, ale

uvoliiuje se ve formé tepla.

Energie uloZena v elektrochemickém potencidlu vak nemusi vzdy slouzit jen na
tvorbu ATP z ADP pomoci ATP — syntasy. lonty H' miZou prochazet vnitini
mitochondridlni membranou, aniz by se tvofilo ATP, za soucasného uvoliiovani tepla.
Mezi proteinové komplexy umoziiujici prichod H' iontd patfi tzv. odptahujici proteiny
(UCP). Odptazeni oxidatni fosforylace ma za nasledek sniZeni syntézy mastnych
kyselin, klesa koncentrace malonylu-CoA, ktery blokuje aktivitu karnitin-palmitoyl
transferasy (CPT-1) a vice mastnych kyselin vstupuje do mitochondrii. Odpfazeni tedy
stimuluje B-oxidaci. U savci bylo zatim popsdno 5 typti UCP. Ruzné typy UCP se od

sebe 1i§i nejenom riznym stupném homologie, ale i mistem vyskytu (viz.tab. 1).

-10 -



Protein | Tkan

UCPI hnéda a bila tukova tkan

UCP2 bila tukova tkai
slinivka b#isni

zaludek

UCP3 kosterni a srde¢ni
svalstvo

hnéda tukova tkan

CP4 Mozek

UCP5 mozek a dalsi tkané

Tab. 1: Lokalizace odprahujicich proteinii u savci, upraveno dle (BRUN a spol. 1999).

2.2.1. Biogeneze mitochondrii
Kli¢ovou roli zde hraje PGC-1a ( Peroxisome Proliferator-activated Receptor-y

Coactivator 1 a), jehoz exprese je vyrazné stimulovand chladem nebo adrenergni
stimulaci (BOSS a spol. 1999). PGC-1la stimuluje expresi NRF-1 (nuclear respiratory
factor 1), ktery se vaze do promotorové oblasti mitochondrialnich genii kédovanych
v jadfe buriky. Jsou to geny pro B-ATP syntasu, cytochrom c, cytochrom-c-oxidasu a
mitochondridlni transkripéni faktor A (mtTFA). mtTFA je translokovan zjadra do
mitochondrii, kde stimuluje mitochondridlni DNA replikaci a transkripci.

PGC-1la je se v3ak nepodili jen na biogenezi mitochondrii, ale také na glukoézové
homeostaze a na stimulaci genil ucastnicich se oxidace mastnych kyselin (LEHMAN a

spol. 2000; VEGA a spol. 2000).

2.3. Tukova tkari

Z morfologického hlediska je tukova tkar slozena z tukovych bunék (adipocyti),
které jsou usazeny v systému kolagenniho vaziva, protkaného hustou siti kapilar a
nervy, spolu s preadipocyty ¢i buiikami imunitniho systému. Tukova tkan je pfitomna

jiz pti narozeni a ukladd se v nékterych obdobich vice (puberta), v jinych relativné
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ubyva (SHIMOKATA a spol. 1989). Tukova tkar je pfirozenou soucdsti lidského téla,
pro které ma svlij vyznam: 1. zasobarna energie, 2. sekre¢ni, 3. izola¢ni, 4. funkce
mechanické ochrany. Tato tkan je slozend zvelkého mnozstvi tukovych bunék
(adipocytti), které si uchovavaji svoji energii ve form& nepolarnich tukd
(triacylglyceroll, TG). Té€lo nema jinou srovnatelnou moznost energii ukladat. Energie
uloZzend v jaternim glykogenu pfedstavuje jen “pohotovostni zdsobu®, ktera by byla
vyCerpana b&hem nékolika desitek minut. Tukovd tkdn ma tedy naprosto
nepostradatelnou ulohu pro preziti i v kratkodobych obdobi bez pfijimani potravy, jinak
by dochézelo k odbouravéni svalii i jinych bilkovin pro tvorbu ATP.

V lidském t¢le miizeme nalézt dva hlavni typy tukové tkané, bilou tukovou tkan,
ktera je specializovdna na uchovéavéani energie ve formé triacylglyceroli a ma
nezastupitelnou roli v sekre¢ni funkci a hnédou tukovou tkan (BAT), ktera slouzi jako
termogenni organ. Tyto tkan¢ se lii nejen fyziologii, ale také morfologii (CINTI.
2005).

Bilad tukové tkan, jak jiz bylo feceno, je specializovand na uchovavani TG a
proto az 90% objemu adipocytu zaujima tukova kapénka. Ostatni kompartmenty jsou
,»hatlaceny* k plazmatické membran¢. Mitochondrie bilé¢ tukové tkané€ jsou mensi a
mén¢ pocetné, vyznacuji se menSi oxidacni schopnosti (CINTI. 2005).

V této préaci je pouzivano oznaeni ,gonadélni tukové depo” (GON), pro
tukovou tkéan obklopujici pohlavni organy a ,,dorzo-lumbalni tukové depo* (DL), pro
podkozni tukovou tkan oblasti zad. V gonadalnim tukovém depu tvofi adipocyty vétSinu
buné¢né masy, dorzo-lumbalni tukové depo je z velké Casti tvofeno intersticidlnimi
burikami a krevnimi kapilarami (CINTI. 1999).

Hnéda tukova tkan je oproti bilé tukové tkani velmi aktivni. Hné&dotukové
adipocyty obsahuji mnozstvi tukovych kapének a velké mnozstvi mitochondrii (viz.obr
2). V literatufe jsou tyto buriky popisovany jako multilokuldrni. Vyskytuji se
v typickych lokalizacich mezi lopatkami, mezi Zzebry, mezi krénimi svaly a kolem
dilezitych cév. Tkar je siln€ prostoupena cévami a husté inervovana pies sympaticky
nervovy systém (CINTI. 2005). Pouze kolem 40% bunék hnédé tukové tkané tvoti zralé
hnédé adipocyty, zbytek jsou intersticialni buiiky a preadipocyty, které mohou byt
pfeménény ve zralé hnédé tukové buiiky (HIMMS-HAGEN a spol. 1992). Buiiky hnédé
tukové tkané se vyznaCuji vysokou oxidacni kapacitou, kterd vede k vzniku velkého
membranového potencialu. Tento elektrochemicky gradient protont je ,,zkratovan® pfes

UCP 1 (NICHOLLS a spol. 1984) a akumulovana energie se uvolni ve formé tepla.
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Obr. 2: (A) Snimek adipocytu bilé tukové tkané v elektronovéem mikroskopu.
Unilokularni burnka obsahuje jednu tukovou kapénku (T), mitochondrie (M) jsou spolu
s jadrem zatlaceny na periférii burnky. (B) snimek casti adipocytu hnédé tukové tkane.
Multilokularni bunka obsahuje vice tukovych kapének (T) a mnoho mitochondrii (M).
Prevzato a upraveno podle (CINTI. 2005).

2.3.1. Lipidovy metabolismus

Prvnim mistem vstiebavani tukl je tenké stfevo, kde jsou rozlozeny na smés
mastnych kyselin (FFA), monoacylglyceroli (MAG) a diacylglyceroli (DAG). Poté
jsou tyto mastné kyseliny prevadény ve stfevnich buikach na TG a pomoci
chilomikronii transportovany krevnim fe€i§tém do jater, kde jsou pievedeny do
lipoproteinti (napf.VLDL) a uvolnény do krve. Tyto ¢éstice jsou ve vlase€nicich tukové
¢i svalové tkéani hydrolyzovéany lipoproteinovou lipasou (LPL) na FFA a glycerol. FFA
jsou oxidovany nebo ulozeny v tukové tkani (VOET-VOETOVA. 1994).

Oxidace mastnych kyselin probiha hlavné v mitochondriich a v peroxisomech.
Ulohou peroxisomii je zkracovat dlouhé fetézce mastnych kyselin a tim usnadnit jejich
zpracovani v mitochondriich. Mastna kyselina musi byt pfed vlastni reakci aktivovana
enzymem acyl-CoA syntetasou (ACS), kdy je acylovy zbytek mastné kyseliny prenesen
na koenzym A, za soucastné spotieby ATP. Acyl-CoA je pfes vnitfni mitochondrialni

membranu, ktera je nepropustnd pro Acyl-CoA, transportovan prostrednictvim Karnitin-
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palmitoyl transferasy (CPT-1, CPT-2). Acetyl-CoA je déle metabolizovan v citratovém
cyklu (VOET-VOETOVA. 1994).

Organismus vSak neni odkdzan jen na pfijem mastnych kyselin z potravy, ale
dokéaze je taky syntetizovat. Biosyntéza mastnych kyselin je vSak velmi energeticky
narocny proces a proto je ATP limitujicim faktorem. Mistem biosyntézy mastnych
kyselin je cytosol jaternich, tukovych i jinych bun€k. Vychozi molekulou pro de novo
biosyntézu mastnych kyselin je malonyl-CoA, ktery vznikd reakci katalyzovanou
enzymem Acetyl-CoA-karboxyldsou (ACC) z acetylu-CoA. Pomoci enzymu syntasou
mastnych kyselin (FAS) dochazi k dalsimu prodluzovani malonylu-CoA az na kone¢ny
produkt palmitoyl-CoA. K vytvofeni celé Skdly mastnych kyselin dochazi
v mitochondrialni matrix pomoci elongas a desaturas (VOET-VOETOVA. 1994).

V dobé¢ hladovéni je hydrolyza TG v tukové tkéni na glycerol a FFA esencialni
pro mnoho tkanich jako jsou jatra, svaly a ledviny, které vyuZzivaji oxidaci mastnych
kyseliny jako hlavni zdroj energie . Hormon-sensitivni lipasa (HSL) je enzym, ktery
hydrolyzuje intracelularni TG a DG. Je to jedna z kli€ovych molekul kontrolujici
lipolyzu. Aktivita HSL je stimulovana katecholaminy, glukokortikoidy, TSH a
ristovym hormonem. Inhibi¢ni G¢inek na HSL ma zejména inzulin.

Nejlépe prostudovanym mechanismem je cAMP modulovana lipolyza. Po vazbé
ligandu na B3-adrenergni receptor adipocytu dochazi k aktivaci trimérnich G-proteinG a
tim k aktivaci adenylcyklasy. ZvySeni intracelularni hladiny cAMP vede k aktivaci
protein kindsy A (PKA). Nafosforylovanim perilipinu dojde k pfistupnéni povrchu
tukové kapénky hormon sensitivni lipase a nasledné lipolyze (obr.3) (BELFRAGE a
spol. 1980; KAWAMURA a spol. 1981; SCHIMMEL a spol. 1980).
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Obr.3: Schématicky zndzornuje lipolyzu zavislou na hladiné cAMP. Prevzato a

upraveno podle(CALDER. 2006)

V adipocytech muzeme nalézt i cAMP nezéavislou drahu aktivace HSL. Tato
aktivaci zafina vazbou pankreastatinu (PST) na receptor v plazmatické membrané
adipocytt. Pri transdukci signalti dochézi k aktivaci fosfolipasy C (PLC) a uvolfiovani
inositol-1,4,5-trisfosfatu (IP3). Nardst intracelularni koncentrace Ca®" vede k aktivaci
proteinkinasy (PKC). Tato kinésa spolu s Ca® aktivuje ERK 1/2, které nasledné zvysuje
aktivitu HSL (obr. 4) (GONZALEZ-YANES a spol. 2000).
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Obr. 4: Ukazuje cAMP nezavislou cestu aktivace HSL. Prevzato a upraveno podle

(CALDER. 2006).
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Presna kontrola lipolyzy je daleZitd pfi udrZzovani stalé hladiny FFA v krvi. Pri
disregulaci dochazi k vysokému narGstu FFA v plazmé&. Vysoka hladina FFA pfispivéa
k inzulinové rezistenci a podili se na mnoha kardiovaskularnich onemocnéni (CHAN a

spol. 2002).

2.3.2. Tukova tkan jako endokrinni organ

Tukova tkan je velmi aktivni sekre¢ni organ. Sekretuje fadu latek, které hraji
vyznamnou Ulohu v metabolismu tuki, udrzovani energetické rovnovahy, homeostaze a
inzulinové rezistence (TILG a spol. 2006). Mezi proteiny tvofenymi tukovymi buiikami
patii mimo jiné TNF alpha, adipsin, leptin, vistafin, rezistin a adiponectin (FANTUZZI.
2005; TILG a spol. 2006). Jejich funkce jsou rtizné a zatim ne dost pfesné vymezené.
Strukturni studie ale jednozna¢né prokazaly, ze jde o latky obdobné cytokiniim,
tvofenymi burikami imunitniho systému. Proto pro né bylo zavedeno kolektivni
oznaceni adipokiny.

Leptin - Leptin je medidtorem fyziologické reakce na hladovéni, kdy dochazi
k poklesu jeho produkce a sekrece. Hlavnim mistem produkce je bila tukova tkan, dale
placenta a Zaludek. Leptin a jeho receptor hraji v regulaci télesné hmotnosti dulezitou
roli ovlivnénim chuti k jidlu (mnoZzstvi pfijaté potravy) a regulaci energetického vydeje
(HUKSHORN a spol. 2004). Leptin plsobi jednak centralng, jednak pfimo v cilovych
tkanich. Uginkuje v obloukovitych jadrech hypothalamu a je schopen zablokovat ptijem
jidla tim, Zze snizi hladinu neuropeptidu Y a zvyS$i uvolfiovani melanocytd stimulujici
hormonu (alpha-MSH), coz mé vliv na celkovou té€lesnou hmotnost (HILLEBRAND a
spol. 2002; KONTUREK a spol. 2005). Leptin nejenze piisobi pies centralni nervovy
systém, ale ma i parakrinni a autokrinni efekt na adipocyty a jejich tukovy
metabolismus:  inkubace mySich adipocyti s leptinem stimuluje lipolyzu
intracelularnich TG. I v ostatnich tkanich leptin inhibuje lipogenezi a zvySuje B-oxidaci
(MARGETIC a spol. 2002).Vyznamnym cilem piisobeni je predevsim kosterni sval.

Leptin pfimo plsobi na 5°- AMP-aktivovanou protein kinasu (AMPK), coZ ma
za nasledek zvyseni katabolickych drah, jako jsou B-oxidace mastnych kyselin nebo
glykolyza. Pisobi také na mitochondridlni biogenezi s naslednym zvySenim oxidacni

kapacity mitochondrii (LONG a spol. 2006). Leptin vSak neptisobi jen na katabolické

vvvvvv
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leptinem, je acetyl CoA karboxylasa (ACC) (STEINBERG a spol. 2003). Tento enzym
hraje kli¢ovou roli pfi synteze de novo mastnych kyselin.

Nejveétsi nadéje pro terapeutické vyuziti se vklada do adiponectinu. Nejcastéji je
zminovan pro svou schopnost zlepSovat senzitivitu tkani k inzulinu. Adiponectin snizuje
jaterni glukoneogenezu ¢&imz stoupd vstup glukozy do jater. ZvySuje také oxidace
mastnych kyselin a zabraiiuje jejich vstupu do netukovych tkani, jako jsou napfiiklad
svaly.

Adiponectin se vyznaCuje ochrannou funkci proti mnoha nemocem, jako je

napiiklad inzulinova rezistence, dyslipidémie, ateroskleréza a ischemické choroby
srde¢ni (KADOWAKI a spol. 2005).
Adiponectin se vyskytuje v n€kolika formach: V plné délce, ktery miize trimerizovat
(adiponectin o nizké molekulové hmotnosti), hexamerizovat (adiponectin o stfedni
molekulové hmotnosti ) a oligomerizovat (adiponectin o vysoké molekulové hmotnosti)
a jako produkt proteolytického $t€peni, kterym vznika globulérni forma (TILG a spol.
2006). Tato forma muze trimerizovat, avSak uz ne oligomerizovat (WAKI a spol. 2005).
Hlavnim hraem pfi tvorbé globularniho adiponectinu z adiponectinu o plné délce jsou
buriky imunitniho systému (TILG a spol. 2006). Visceralni obezita snizuje hladiny
adiponecktinu v plazmé. Niz8i hladiny adiponectinu byly také naméfeny u lidi, u
kterych se vytvofila inzulinovad rezistence. UZ pfi mirném uUbytku vahy dochazi
k nartstu poméru adiponectinu o vysoké molekularni hmotnosti k adiponectinu o
sttedni molekulové hmotnosti a ke snizeni mnozstvi adiponectinu o nizké molekulové
hmotnosti v krvi (HUG a spol. 2004). Pravé tento pomér je dulezity pro zlepSeni
senzitivity tkani k inzulinu.

Nedavno byly identifikovany dva receptory pro adiponectin (ADIPORI a
ADIPOR2) (YAMAUCHI a spol. 2003). Zda se, ze globularni adiponectin aktivuje
ADIPORI1, zatimco ADIPOR?2 je aktivovan adiponectinem o plné délce (YAMAUCHI
a spol. 2003). Exprese adiponectinu je také regulovana prozanétlivymi cytokiny, jako je
IL-6, ktery inhibuje transkripci a translaci adiponectinu v adipocytech (FASSHAUER a
spol. 2003).

Rezistin- Exprese rezistinu byla nalezena v rozli¢nych tkéanich, zahrnujicich
tukovou tkan, hypothalamus, kosterni svalstvo, slinivka bfisni, zaZivaci trakt
(KUSMINSKI a spol. 2005). Zda se, Ze exprese rezistinu u my$i je omezena pouze na
adipocyty, zatimco u lidi je syntetizovan v adipocytech, ve svalech, v burikéch slinivky

bfisni a v makrofazich. Exprese rezistinu je zvySovdna prozanéltivymi cytokiny, jako
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jsou IL-1, IL-6 a TNF (KASER a spol. 2003). Rezistin je davan do souvislosti
s inzulinovou rezistenci a jeho exprese stoupd s mnozstvim tuku v téle (STEPPAN a
spol. 2001).

Adipsin- Tukové tkan produkuje nékteré slozky alternativni komplementové
kaskady, které jsou soucasti nespecifické imunitni obrany. Faktor D (adipsin) je
serinova proteasa sekretovana adipocyty a jeji exprese klesd se vzriistajici obezitou
(WHITE a spol. 1992).

Jeden z nedavno objevenych adipokinti, ktery je sekretovany adipocyty ve
visceralnim tuku, je Visfatin (FUKUHARA a spol. 2005). Tato molekula aktivuje
inzulinovy receptor. Predpoklada se, Ze na inzulinovém receptoru existuji nejméné dvé
odlisna vazebna mista, a to pro inzulin a vistafin. Visfatin se podili na gluk6zovém
metabolismu a sniZzovani rizika inzulinové rezistence (TILG a spol. 2006).

Hotamisligil et al. jako prvni ukazali, Ze tukova tkan zvySuje expresi Tumor
necrosis factor-a (TNF-a) pfi obezit€¢ a inzulinové rezistenci. Predtim byl tento
prozanétlivy cytokin nalezen u makrofagl jako reakce na zénétlivé onemocnéni. TNF-a
je inhibitor syntézy adiponectinu, coz mize vysvétlovat nizké hladiny v séru u obéznich
pacientl (MAEDA a spol. 2002). TNF-a se také podili na vzniku inzulinové rezistence
tim, Ze zabranuje fosforylaci IRS-1 a nésledné zplsobuje inhibici pfenosu signélu pfes
inzulinovy receptor (INOKUCHI. 2006). Pri obezit¢ mizeme nalézt i dals$i markery,
které ndm naznacuji, Ze obezita je v jistém smyslu brana jako zanétlivé reakce, ktera je
charakterizovana abnormalni produkci cytokind a aktivaci prozanétlivych signdlnich
drah (WELLEN a spol. 2005). Je to napf. IL-6, ktery potlacuje aktivitu lipoproteinlipasy
v tukové tkani, interleukin-1, CC-chemokine ligand 2 (CCL2, MPC1) a inhibitor-1
plasminogenového aktivatoru (PAl-1). O téchto cytokinech je znamo, Ze jsou to duileziti
hraéi v imunitni reakci.

Obezita je doprovazena infiltraci makrofagi do tukové tkan¢ (WEISBERG a
spol. 2003b; XU a spol. 2003). Po¢ate¢ni studie na hlodavcich ukazuji, Ze tato infiltrace
makrofagli do tukové tkané ma svij pocatek v kostni dfeni. Makrofagy, vyskytujici se
v tukové tkani pfispivaji k zvySovani koncentrace mediatori zéanétlivé reakce
vzestupem hladiny MCP1. Makrofagy se zdaji byt hlavnim zdrojem TNF-a. Samotné
adipocyty u obéznich pacientd prispivaji asi 1/3 kcelkové koncentraci IL-6
(FANTUZZI. 2005).
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Obr.5: Hypoteticky model chronického zanétu a inzulinové rezistence adipocytu. Po
dosaZeni urcité velikosti tukové tkané, dochazi k vzestupu sekrece latek, které indukuji
aktivaci makrofagu a jejich infiltraci do tukové tkané. Aktivované makrofagy sekretuji
cytokiny, které sniZuji senzitivitu adipocytu k inzulinu a ddle zvysuji infiltraci tukové
tkané. Preadipocyty, pod vlivem TNF-a, sekretuji také mnohé cytokiny podilejici se na
infiltraci této tkané makrofagy. Toto zesilovani signdlu muZe vést aZ k navozeni

inzulinové rezistence na systémové urovni. Obr. prevzat = (XU a spol. 2003).

2.4. Polynenasycené mastné kyseliny

Tuky v pfiméfeném mnoZstvi jsou nedilnou soucasti nasi stravy. Jsou zdrojem
nejen energie pro organismus, ale také vitaminl rozpustnych v tuku (vitamin A, D, E a
K) a esencialnich mastnych kyselin (linolové a a-linolenové kyseliny). Mastné kyseliny
rozliSujeme na nasycené (v alifatickém fetézci se nevyskytuje zddna dvojna vazba) a
nenasycené (n€které vodikové atomy jsou nahrazeny dvojnou vazbou). Dale mizeme
tfidit mastné kyseliny podle nasycenosti: a to na mononenasycené¢ (MUFA) - obsahuji
jednu dvojnou vazbu a polynenasycené (PUFA) - dvé a vice dvojnych vazeb.

PUFA muzeme rozdélit do dvou hlavnich skupin: n-6, které se vyznacuji prvni
dvojnou vazbou (od metylového konce) na uhliku 6 a n-3 majici dvojnou vazbu na
uhliku 3. Hlavni zdroj n-6 PUFA jsou napf. slune¢nicovy a kukuficny olej.

Nejvydatné€jSim zdrojem n-3 PUFA je fytoplankton, zakladni ¢lanek potravinového
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fetézce motskych zivo€ichi. Dale jsou obsazeny v zeleniné€ a olejninach (fepka, soja).
Kazda skupina polynenasycenych mastnych kyselin ma sviij vlastni prekurzor. U n-6
PUFA je to kyselina linolova (LA), u n-3 kyselina alpha-linolenova (ALA). Vychozi
esencidlni mastné kyseliny (LA, ALA) jsou pievazné v jatrech elongovany a
desaturovény za katalytického pusobeni pfislusnych enzymi. K metabolické pfeméné
ALA na dokosahexanovou kyselinu (DHA) dochéazi u ¢loveéka priblizng€ ze 4 — 5 %.
Tato konverze je v8ak pro organismus nedostacujici, z ¢eho vyplyva nutnost pfijimat

tyto mastné kyseliny v potrav¢.

Evening pnmrose ol Fish oil
Sunflower oil Hemp oil
Com oit Flax oil
Safflower oil Green leaves
Linoleic acid (LA) 18:2 18:3 Alpha-inolenic acid (ALA}

A-G-desaturase l

Gamma-linolenic acid (GLA) 18:3 18:4

l elongase l

Dihomogammalinolenic acid 20:3 20:4

DGLA
(0GLA) l A-&desaturasel

Arachidonic acid (AA) 20:4 20:5 Eicosapentanoic acid (EPA)
elongase l
244 «— 224 225 —» 245

l l

24:5 A-4-desaturase 246

) ~

22:5 22:6 Docosahexanoic acid (DHA]

Obr. 6: Biochemicka drdha konverze n-3 a n-6 vicenenasycenych mastnych kyselin
z prekurzoru, kdy diky prislusnym elongasam a desaturdasam se stavaji delsimi a vice

nenasycenymi. Prevzato a upraveno dle M Haag 2005
Z hlediska obsahu n-3 a n-6 PUFA v dieté je dllezité nejenom jejich absolutni

mnozstvi, ale také jejich vzajemny pomér. Zvyseny piijem n-6 PUFA ma za nasledek

zvySenou proliferaci a diferenciaci adipocytli a tim i nartst obezity (MADSEN a spol.
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2005). V dnesni dob¢ je hlavnim problémem vysoky pomér n-6/n-3 v diet¢ a tento
pomér stale stoupd (BROADHURST a spol. 2002).

Nenasycené mastné kyseliny jsou vyznamnou strukturdlni  soucésti
plazmatickych membran. Po jejich inkorporaci mizou ménit jejich fyzikalné-chemické
vlastnosti a tim ovliviiovat i aktivitu enzyma s nimi asociovanych.

Mnoho biologickych G¢inkti LC-PUFA fad n-6 a n-3 zavisi na ptisobeni jejich aktivnich
metabolitl — eikosanoidi (SMITH. 2005). Tyto latky vznikaji po uvolnéni LC-PUFA
z fosfolipidu jednak z kyseliny arachidonové (AA) — prostaglandiny (PG) a tromboxany
(TX) 2.série a leukotrieny(LT) 4.série a jednak z kyseliny eikosapentaenova (EPA) —
prostaglandiny a tromboxany 3.série a leukotrieny 5.série. Tvorba prostaglandinii a
leukotriend zavisi na aktivité cyklooxygenazy, pro kterou je lep$im substratem AA nez
EPA, a aktivit¢ lipooxygenazy, u které jsou preference opa¢né (SMITH. 2005).
Kompetice mezi LC-PUFA fad n-6 a n-3 o spole¢né metabolické kroky ma svij
prakticky vyznam; i malé zvySeni pfijmu n-3 LC-PUFA vyrazné brzdi syntézu
eikosanoidii z AA. Timto mechanismem lze ziejmé vysvétlit mnoho ptiznivych vlivi n-
3 LC PUFA, zejména potlaceni zanétu, krevni srazlivosti, proliferace nadorovych a

tukovych bungk, i bolesti.

Q
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Obr. 7: Tvorba eikosanoidu pomoci prislusnych enzymu (cyklooxygendzy,

lipooxygendzy) z eikosapentaenova a arachidonové kyseliny.
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2.4.1. n-3 PUFA - efekt na genovou expresi

Dieta obohacena o n-3 PUFA se podili na snizovani tukové tkané a potlaceni vzniku
obezity (FLACHS a spol. 2005; RUZICKOVA a spol. 2004). Ackoliv bylo
identifikovano  né&kolik  nuklearnich  receptori, které  jsou  stimulovany
polynenasycenymi mastnymi kyselinami, neni tento jev stale dostate¢né objasnén. n-3
PUFA, jako signdlni molekuly, piisobi bud’ jako aktivatory nebo represory transkripce
gendl, které se Gcastni lipidového metabolismu (SAMPATH a spol. 2004). Pfedpoklada
se, ze mohou ovliviiovat nasledujici transkrip&ni faktory:

1) receptory aktivované peroxisomalnimi proliferatory (PPAR, ,peroxisome

proliferator activated receptors™) a, /3, y

2) jaterni X receptor (LXR, liver X receptor) typu a a fB

3) jaterni nuklearni faktor-4a (HNF, hepatic nuclear factor)

4) SREBP-1 a -2 (sterol regulatory element-binding factor)

Ve vztahu k metabolismu a pidsobeni PUFA n-3 jsou v soucasné dobé nejvice
prozkoumany jaderné receptory PPAR. Aktivace vSech tii izoforem PPAR probihd
v n€kolika krocich. Nejdfiv dojde k navézani ligandu (LC-PUFA, fibraty) na PPAR a
poté k navazani a vytvofeni heterodimeru s receptorem 9-cis retinové kyseliny. Takto
vytvofeny komplex nased4 na odpovidajici sekvenci na DNA (,,peroxisome proliferator
response element“, PPRE), ¢imZz dojde k aktivaci nebo k represi cilovych geni
(DUPLUS a spol. 2002).

Vsechny tii izoformy PPAR se lisi jednak svou lokalizaci v organismu, tak i svou
funkci v pfislusné tkéani. V jatrech je prevazné exprimovand PPARa. Jeji aktivaci
dochazi ke zvySovani exprese bilkovin nutnych pro vstup mastnych kyselin do nitra
bunék (CPT-1) i enzymi zucastnénych v ketogenezi a p-oxidaci. [zoforma PPAR 7y se
vyskytuje prevazné v tukové tkani, ucastnici se v diferenciaci adipocytli a uskladiovani
TG. PPAR /3 byla zjisténa ve vétSiné tkani a organt a podili se na diferenciaci svald,

kize, tukové tkang, bunek nervového systému (ZAK a spol. 2005).
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2.4.2. Efekt n-3 PUFA na genovou expresi v jatrech

Nejvyznamnéjsi efekty n-3 PUFA v jatrech jsou ziejmée spojeny s aktivaci PPAR
a a naslednou zvysenou B-oxidaci mastnych kyselin. Nezanedbatelny vliv maji n-3
PUFA na snizeni exprese transkriptniho faktoru SREBP-1, coz vede k inhibici

lipogennich enzymi a sniZeni tvorby mastnych kyselin (LOMBARDO a spol. 2006).

2.4.3. Inzulinova citlivost a vliv n-3 PUFA

Inzulinova rezistence, neboli snizend schopnost inzulinu in vivo inhibovat jaterni
produkci glukdzy a stimulovat transport a utilizaci glukézy v perifernich tkanich vCetné
kosterniho svalu, jater a tukové tkané. PrestoZe je kosterni svalstvo prevazujicim
mistem inzulin dependentniho utilizace glukozy (= 80 %) a pouze 4-5 % je
metabolizovano v adipocytech, ma tukova tkan nezastupitelnou roli pfi regulaci
gluk6zové homeostizy (BLOOMGARDEN. 2004; BODEN. 2002). Dé&je se tak
prostiednictvim volnych mastnych kyselin (FFA), které jsou uvoliovany zTG a
parakrinnim a endokrinnim plsobenim adipokinl. Prvni znamky IR se jiz projevuji
v tukové tkéni, kterd se projevuje ztratou schopnosti inzulinu potlacovat lipolyzu. Pro
kapacitu vychytavat mastné kyseliny nez hypertrofované adipocyty. Predpoklada se, ze
malé buriky funguji jako ,,pufr pro lipidy a omezuji tak lipotoxickému poskozeni ve
svalu a dalSich tkéani (KINTSCHER a spol. 2005).

2.4.3.1. Vztah inzulinové rezistence ke svalu
Zvyseny tok FA do kosterniho svalu a jejich akumulace je nejvyznamnéjSim

ukazatelem IR kosterniho svalstva. Rozvoj IR v kosternim svalstvu zplsobuji FA
zhruba né€kolika mechanizmy: 1. Akutni vzestup FFA zpisobi ,,postvazebny* typ IR.
Zvyseny prisun FA do bunky ma za nasledek jejich vyuziti jako hlavniho
metabolického substratu. Dochazi ke zvySovani poméru acetyl-CoA/CoA s néslednym
vzestupem hladiny citratu. Citrdt plsobi jako inhibitor pyruvat dehydrogenasy a
fosfofruktokinasy, coz vede k intracelularni akumulaci glukézy a inhibici jejiho
transportu do buiiky.

2. Dlouhodobé ucinky zvyseného prisunu FA do kosterniho svalu vede k IR odlisnym

mechanizmem. ZvySeny pfisun FA do svali a akumulace intermedialnich metabolitt
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indukuje expresi protein kinasy C, specialné izoforem B a o, které inhibuji fosforylaci
IRS-1, aktivitu PI3K a translokaci glukézového transportéru (GLUT-4).
3. Vyznamnym faktorem inzulinové rezistence svalu je lipotoxicita. Tento jev souvisi

s nedostate¢nym ektopickym ukladani lipida.

2.4.3.2. Vztah inzulinové rezistence k jatram

Zvyseny tok FA do jater je spojovan s fadou metabolickych a¢ink, které vedou
k IR i dal§im zménadm v samotnych jatrech: zvySuje se produkce glukdzy, snizuje se
citlivost inzulinu k jatrim a v neposledni fadé zvy3eny piisun FA ma za nasledek vznik
aterogenni dyslipidémie. ZvySend produkce glukézy jatry nebo neschopnost potlaceni
produkce glukoézy jako odpovéd’ na hyperinzulinémii dale zhorSuje IR a odsun glukézy
perifernimi tkdnémi (LOWELL a spol. 2005).

Je prekvapivé, ze EPA i DHA uc¢inné brani rozvoji IR, ale nedokdzou jiz
rozvinutou [R zvratit. Hlavnim spole¢nym jmenovatelem plsobeni n-3 PUFA na
citlivost k inzulinu je prevence ukladani TG a snizeni lipotoxicity ve svalu (STORLIEN
a spol. 1991). Je pravdépodobné, ze EPA, DHA dokazi zamezit ukladani lipidd ve
svalu v disledku pfimého plsobeni na tukovou tkan a jatra, zejména inhibici lipogeneze
a aktivaci oxidace mastnych kyselin. Dojde-li v8ak jiz k nadmérnému hromadéni tuku
v téle a TG ve svalu, cestou vedouci ke snizeni jejich obsahu ve svalu pod toxickou
hladinu je ve sniZzeni nabidky mastnych kyselin z €asto jiz hypertrofované tukové tkané.
Zejména je vSak zapotiebi zvySit oxidaci mastnych kyselin ve svalu. V tomto ohledu
jsou samotné n-3 PUFA pravdépodobné malo a¢inné. Napt. u potkanti bylo prokazano,
po podavani EPA a DHA, mocné indukce oxidace mastnych kyselin v jatrech, ale ne ve
svalu (NESCHEN a spol. 2002).

2.4.4. Polynenasycené mastné kyseliny a zanétliva reakce

Jak jiz bylo zminéno, n-6 a n-3 PUFA jsou prekurzory aktivnich latek-
eikosanoidi. Tyto latky maji dulezitou roli jako mediatory a regulatory zanétu.
Fosfolipidy imunokompetentich bun€k obsahuji 6-10% kyseliny linolové, 1-2%
dihomo-y-linolové a 15-20% kyseliny arachidonové. Namisto toho, obsah EPA a DHA
ptitomnych ve fosfolipidech se pohybuji okolo 1%, respektive 3% (GIBNEY a spol.

1993). Proto se AA stava hlavnim substratem pro syntézu eikosanoidd. Jedny z nejvice
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prostudovanych eikosanoidi jsou PGE, a LTBs. PGE; se podili na mnoha pro-
zanétlivych reakcich, zahrnujicich horecku, zvySuje vaskuldrni permeabilitu a
vasodilataci. Podili se také na zvySovani produkce interleukinu-6 (IL-6) makrofagy
(BAGGA a spol. 2003). LTBy4 je silny chemotakticky €initel pro leukocyty, zvySuje
tvorbu reaktivniho kysliku a tvorbu zanétlivych cytokint jako TNFa (tumor necrosis
factor a), IL-1 a IL-6. Pti zvySeném piijmu rybich olejd, se zvySuje koncentrace n-3
PUFA (EPA, DHA) v plazmatické membrané a tim i zména nabidky pro tvorbu
eikosanoidi. LTBs ma prokazatelné¢ mensi chemotakticky u€inek pro leukocyty nez
LTB; vznikajici zn-6 PUFA (GOLDMAN a spol. 1983; LEE a spol. 1984).
Protizanétlivy efekt byl také prokazan pii u€inku PGE; jako inhibitor cyklooxygenazy 2
zménou genoveé exprese a pusobeni na signalni drahy gend Gcastnicich se zanétlivé
reakce. Bylo dokazano, ze n-3 PUFA snizuje aktivitu NF-xB (nuclear factor xkB). EPA
predchazi aktivaci NF-kB tim, Ze inhibuje fosforylaci a naslednou degradaci inhibi¢ni
podjednotky NF-xB (IxB) (ROSS a spol. 1999). Zda se, ze mnoho benefi¢nich G¢inki
n-3 PUFA na imunitni systém jde prave pies inhibici NF-xB.

OHA --- - > Arachidonic acid in NFeB
5 membrane phospholipids
: 1
[ Phospholipase A, i B
Free arachidonic acid
Inflammatory
offocts

Lo BB R =
D series 2-serles 4 series LT J series t series Sseries LT

N A

Anti Anti  Inflammatety Inflammatory Inflammatory Less Anti Less
inflammatory inflammatory effects effects oifects inflanmatory  inflammatory  inflammatory
offecs elfecs elfecs elfects effects

Obr.8: Prevzato a upraveno (CALDER. 2006)
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3. Cile prace

1) Popsat efekt n-3 PUFA na genovou expresi a akumulaci tkanovych

lipidii na mys$im modelu obezity a inzulinové rezistence.

2) Oveéfrit vysledky ziskané na my$im modelu u lidskych pacientt
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4. Chemikalie a pristroje

Centrifuga 3KI8. ..o Hettich, Néemecko
Homogenizator Ultra-Turrax T8.01...........cooiiiiiii i IKA, Némecko
Spektrofotometr AG BioPhotometer...............cccooveiiiiiinnnns. Eppendorf, Némecko
Pipety rozsahu 1-1000 pl.........ooo Gilson, Francie
pHmetrInLablevel ... ..o, WTW, Némecko
vahy AEP-150G...........ccoiiiiiiiiiic i ceveeeeeseeneen ... .Adam Instruments, USA
spektrofotometr UV-Vis8453. ... .o Hewlett Packard, USA
aparatura na horizontalni elektroforézu nukleovych kyselin....Biometra G45/0, Némecko
LightCycler. ..o e Roche, Svycarsko
termobloK. .. ... Biometra TB1, Némecko
pfistroj na revezni transkripCi..........coooviiiiiii i Biometra, Néemecko
vaKuova SUSICKa. . ... Heto VR-1
Chemikalie

Albumin (hovézi Sérovy) Serva..............cceeeeevvneeiiineeenesncesevenennnnn. Lachema,CR
QEEEYIELET ...ttt e e et a et es e Lachema,CR
EDTA . oottt s r e e e Sigma ,USA
Agaroza pro elektroforézu............ooooiii i Invitrogen.Gibco BRL, Némecko
TRIZOL. ... Invitrogen, Vinco BRL, Némecko
ChIoroform. .. .oeoie e Lachema,CR
2-1ZOProPanOl. . ....e et e Penta, CR
N0k, o e Lachema,CR
Ethidium bromid....... ... Sigma, USA
Rneasy® Lipid Tissue Mini Kit ............ooooiiiiiiiiii s Qiagen, Némecko
GIUKOZA. . ..ot Penta, CR
KOlagenoza. ... ..coooiiiii i Sigma, USA
Oligo T (TOO M).ceviiniii e Invitrogen, Gibco BRL, Némecko
5x pufr pro reverzni transkripci.............................[nvitrogen, Gibco BRL, Némecko
DTT (0.1M) (1,4-dithio-L-threitol)............oooiiiiiiii i, Sigma, USA
ANTP (10MM) .o Invitrogen, Gibco BRL, Némecko
M-MLVreverzni transkriptaza (200 U/pl) ................Invitrogen, Gibco BRL, Némecko
Hydroxid draselny..........co.ovriiiiiiiii i Penta, CR



Kyselina Chlorista..........o.ooiiiii e Acros, USA

HydroXid SOANY .. .....ovueiiee et Ppenta, CR
dyNAmo Capillary SYBR Green qPCR KIT ...t Finnzymes, Finsko
Free Glycerol Reagent......... ..o i Sigma, USA
pneumoxid (95%02,5%C02). ... cevueie e, Linde,CR
DNA Marker155-970........cuoviuereeireieeeeeieieieaesese e sesesse e sssessessss s ssssesanes Top-Bio,CR
primery pro PCR...............ooiiiiiincieecvencenennnn. Invitrogen, Gibco BRL, Némecko
ChIOTIA SOANY ....eiiiiieeee ettt Lachema, CR
ChIOTIA ArASEINY ......vvivieeeieeeieeeeeeeee ettt eeernanene Lachema, CR
ChIOTIA VAPENALY........ovviveeeieeeeeeee et es s aes Lachema, CR
fosforednan draselny.. ..o Lachema, CR
URTICTEAN SOANY ...ceiiieiiiieteei ettt ebe ettt sbaese e besabenas Lachema, CR
SIFAN NOTEENALY ...evviieieeiietieeetetee ettt sttt et sae et easeees Lachema, CR
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5. materialy a metody

5.2. PouZité metody:

5.2.1. Izolace RNA z mySich tkani
Chemikadlie:

TRIzol (Gibco BRL)
Chloroform

[zopropanol

Etanol 75% (v DEPC H,0)

Na vyizolovani RNA ze vzorku jsem zvolil izolaci TRIzolem. Trizol je
monofazicky vodny roztok fenolu a guanidiumizothiokyanatu . Pfidani chloroformu
umozni oddéleni fazi. Chloroform je organické rozpoustédlo, které se nemisi s vodnym
roztokem bunééného lyzatu, takze se smés rozdéli na dvé faze-horni vodnou a dolni
organickou. Protiepavanim dochazi k miseni fazi, pfi kterém fenol srazi proteiny
ptitomné ve vodném lyzatu. Po protiepani je roztok z centrifugovan pro dokonalé
oddéleni fazi. Horni vodna faze obsahuje RNA, mezifaze proteiny, a dolni fenolova faze
DNA.

Dalsi kroky vizolaci RNA zajituji jeji sraZzeni a promyti od soli.
Vzorky RNA je potieba i po izolaci chranit proti piisobeni RNéaz skladovanim pfi -70
°C, ptip. i pfidanim specifického inhibitoru RNaz.
Homogenizace:
1. Do 2 mililitrové mikrozkumavky vlozime vzorek a pfidame 1 ml TRIzolu,
zhomogenizujeme a nechame odstat 5 minut na ledu.
2. Centrifugujeme 10 minut pfi 12 000 g ve 4°C. Do nové mikrozkumavky
piepipetujeme stiedni fazi obsahujici RNA.
3. Odebranou stiedni fazi inkubujeme 5 minut za pokojové teploty.
4. Oddéleni fazi:
5. Pridame 0,2 ml chloroformu a dtkladné promichdme a poté inkubujeme 10
minut pfi pokojové teploté.
7. Centrifugujeme 15 minut ve 4 °C pfi 14 000g. Odebereme do Cisté
mikrozkumavky vrchni vodnou fazi tak, abychom nenabrali proteinovou

mezifazi.
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8. Srazeni RNA:

9. K odebrané vrchni fazi ptiddme 0,5 ml izopropanolu. Vzorky nékolikrat ru¢né
protfepeme a 10 minut pfi pokojové teploté srazime RNA.

10. Centrifugujeme 10 minut ve 4 °C pfi 12 000 g.

11. Opatrné odsajeme supernatant tak, abychom neodsali pelet.

12. Promyvani RNA:

13. K peletu pfiddme 1 ml 75% etanolu, protiepeme a inkubujeme 10 minut pfi
pokojové teploté.

14. Centrifugujeme 5 minut ve 4 °C pfi 12 000g a odebereme supernatant tak,
abychom neodsali pelet. Centrifugujeme na stolni centrifuze a odebereme zbyly
etanol.

15. Susime ve vakuovém vysouSe€i dokud je v mikrozkumavce viditelny roztok
etanolu. Pfi suSeni vzorky kontrolujeme miniméln¢ jednou za 5 minut, abychom
vzorek nepfesusili, coz by mohlo zplisobit problémy pfi rozpousténi.

16. Rozpousténi RNA:

17. K vysu$enému peletu ptidame 11pl sterilni redestilované vody nebo formamidu.

Rozpoustime 15 minut pfi 60°C. Kazdych 5 minut protfepeme.

5.2.2. Izolace RNA lidskych biopsii

Rneasy® Lipid Tissue Mini kit
chemikdlie:

Chloroform

70% ethanol,

Sterilni mikrozkumavky a $picky
Homogenizator

Chlazena centrifuga 4°C

Kit f. Qiagen. Navrzen pro izolaci RNA z tkani bohatych na tuk — tj. Tukova
tkan a mozek. Pomoci tohoto kitu se izoluji v§echny molekuly RNA > 200 bp. Pomoci
tohoto kitu ziskame obdobné vysledky jako pfi centrifugaci pfes CsCl gradient, kde

malé RNAs nesedimentuji.
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Maximalni RNA vazebna kapacita kolonek je 100 ¢
Max.objem, ktery je mozno nanést na kolonku je 700pl
Min. Eluéni objem 30ul

Max. poc¢ate¢ni mnozstvi tkan¢ 100mg

Postup izolace:

1.

vyjmeme tkan ze zvifete nebo z mrazaku a ihned pfidame Iml Qiazole lysis
reagent, umistime do homogenizétoru.

ihned zhomogenizujeme (20-40sec.), mikrozkumavku s homogenatem nechat
Smin pfi lab. teploté v klidu

pfidame 200ul chloroformu, vortex 15sec., vzorky nechdme stat 2-3min pfi lab.
teploté; centrifugujeme 12 000g/15min/4°C. Po skonceni nechat centrifugu pro
dal$i pouziti ohfat na lab. teplotu.

po centrifugaci se vzorek rozdéli do 3 fazi — horni bezbarvd vodna faze
obsahujici RNA, bild mezivrstva a spodni ¢ervend organickd faze. U vzorki
s vysokym obsahem tuku muize byt jest¢ vidét 4 bild faze pod organickou
¢ervenou. Objem vodné faze by mél byt ~ 600ul

pfed dalSim krokem si pfipravime a popiSeme 2ml ,colection tubes” s
kolonkami

odebereme horni vodnou fazi do nové mikrozkumavky. a pfiddme stejny objem
70% ethanolu, vortex, necentrifugovat a ihned pokracujeme v dal$im kroku
prepipetujeme max. 700ul vzorku na kolonku, mikrozkumavku uzavfit a
centrifugovat 10 000 rpm/15ses/lab. teplota. To co pro$lo kolonkou vylijeme.
Pfidame zbyvajici ¢ast vzorku a opakujeme krok 5.

piidime 700ul Buffer RWI1 na kolonku, uzavieme mikrozkumavky.,
centrifugovat 15sec/10000rpm. — promyti kolonky. Prosly obsah vyhodime
spolu s mikrozkumavkou.

kolonku umistime do nové 2ml mikrozkumavky, ptidame 500pl Buffer RPE,
mikrozkumavky. uzavieme a sto¢ime 15ses/10 000rpm. To co proslo kolonkou
vylijeme

ptidame dalSich 500pul Buffer RPE, mikrozkumavky. uzavieme a sto€it 2min/10

000rpm. To co proslo kolonkou vylijeme
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9. umistime kolonku do nové mikrozkumavky. a sto€it Imin/10 000rpm. —
kompletni odstranéni jakéhokoliv pufru z membréany kolonky

10. umistit kolonku do nové, sterilni 1.5ml mikrozkumavky., pfiddme 30-50u1 H,O
steril. Rnase-free do stfedu kolonky, uzaviit mikrozkumavky. a centrifugace
Imin/10 000rpm.

11. opakovat krok 10 snovym objemem sterilni Rnase free water nebo

s pfedchozim eluatem

Na méreni integrity RNA jsem pouzival pristroj Agilent 2100 bioanalyzer.
Tento pfistroj je schopen méfit RNA jiz pfi koncentracich 500 ng/ul.
Materidl:
Agilent RNA 6000 Nano Kit
Agilent RNA 6000 Nano Chips
Postup
Priprava gelu
1. vlozenime 550 pl ,RNA 6000 Nano gel matrixu“ na filtr a centrifugovat pfi
1500g/10min.
2. rozpipetujeme gel na 65 pul aliquoty
Priprava ,, Gel-dye Mix"
1. zvortexujeme ,,RNA 6000 Nano dye“ 10 sekund, sto¢ime a odpipetujeme 1 pl do
65 ul gelu
2. dokonale zvortexovat a sto¢it 13000g/10 min pti pokojové teploté
Naneseni gelu
1. vlozime novy RNA ¢&ip do ,,Chip Priming Station*
2. napipetujeme 9 pl ,,Gel-dye mixu® do ptFislusné pozice a zatla¢ime na pist (gel se
pod tlakem rozlije po celém povrchu €ipu)
3. do kazdé pozice ptidame Sul RNA 6000 Nano Markeru
4. do prislusnych pozic napipetujeme 1 ul vzorku
5. do pozice pro zebticek napipetujeme 1 pl RNA 6000 ZebiiCku
Takto pfipraveny RNA ¢ip se vlozi do vortexu na 1 minutu pfi 2400 rpm. Po dokon&eni
vortexovani se vlozi RNA ¢&ip do pfistroje a spusti se pfislusny program. Analyza

jednoho Cipu trva priblizné 30 minut.
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Obr.9: Ukdzka idealni kfivky nedegradované RNA. Jsou zde vidét hlavni vrcholy pro
58S, 188, 28S RNA.

5.2.3.

Izolace adipocytii z podkoZniho a gonadalniho tukového depa mysi

Materidl

kolagenaza (Collagenasa Cruda) alternativn¢ Collagenasa, SIGMA C6885

- 15 ml polypropylenové centrifuga¢ni zkumavky s uzavé€rem — sterilni nebo 15 ml
SARSTEDT

plastové nebo sklenéné trychtyfe,

nylonova sitka zatavena do tvaru a velikosti pouzivaného trychtyte. Velikost ok
sitka musi byt o néco vetsi nez je maximalni velikost izolovanych bunék (pro
my$i adipocyty zepididymalni tuku cca 160-200um). Sitka pouzivame
opakovang, po pouziti se namoc¢i na cca 24 hod do nasycené¢ho roztoku NaOH
(n€kolik zrni¢ek do redestilované vody) a skladujeme v ethanolu. Pfed pouZitim
sitka oplachneme a ponofime do redestilované vody a poté oplachneme KRB
mediem.

jednorazové 2-3 ml plastové pasterovy pipety

sefiznuté 2001 zluté $§picky — autoklavované

dlouhé duté jehly nebo kanyly — autoklavované/sterilni a pfislusné injekéni
stiikaCky

termoblok na 370C

jemnéj$i nizky na tkan
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Roztoky:

Krebs Ringer bikarbonatovy pufr s polovi¢ni koncentraci CaCl,....... KRB

KRB michame vzdy &erstvé (kazdy den) ze zasobnich roztoki ulozenych ve 4°C a
»probublame® 10 min pneumoxidem (95%0,,5%CO0,). Zkontrolujeme, pfipadné
upravime pH na 7,4. Pokud se pH pfili§ 1isi od této hodnoty, je potfeba namichat
nové zasobni roztoky. Zasobni roztoky pfipravujeme ze sterilni redestilované vody
(kvalita pro tkanové kultury) a skladujeme v lednici (n€kolik tydni az mésict).

Po ,,probublani“ a upravé pH pridame:

5mM glukézu 0.116g/cca 128 ml KRB (M=180.2)
4%BSA (frakce 5) 5g/ cca 128 ml KRB (Albumin, bovine, pH 5.2)

Pti izolaci pouzivame zahfaté KRB medium na teplotu 37°C

Postup:

piipravime KRB ze zasobnich roztokd, ,,probublame®, upravime pH, doplnime

glukézu a BSA

- zapneme lazen na 37°C, kde mame stale zahiivané KRB

- vypreparujeme tkan¢ do vyhratého média, pfi delSim odbéru je nutné pouzit
blo¢ek s 24-jamkovou desti¢kou a 1-2x za hodinu doplnit ,,probublané* medium
nebo probublat (pfi odbéru na RNA pottebuji na konci 100pl bunék, tj. na
zacatku cca 200mg tkang)

- pfipravime KRB s kolagenazou......7,5mg kolagenazy /vzorek(max.1g) do 2,5ml
KRB s albuminem a glukézou

- postupné odsajeme z misky s tkani médium a tkan peclivé nastfihdme na malé
kousky (pfip. vyjmeme zbytky jinych tkani)

- nastiihanou tkan dame do 15ml Sarstedtky a pfiddme 2,5ml KRB media
s kolagendzou, zkumavku uzavieme

- inkubujeme GON — 60min a DL — 90 min ve 37°C za stalého mirného tfepani
(cca 120 ot/min) a ob&asného promichani pneumoxidem (1-2x za hodinu)

- pfipravime si trychtyfek se sitkem, které navlhé¢ime a propldchneme malym

mnozstvim KRB (pasterkou)
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natravenou tkafovou suspenzi prefiltrujeme pomoci trychtyrku pres silikonové
sitko do dalsi 15ml Sarstedky a doplnime zahfatym KRB mediem na stejné
objemy (pouzita sitka proplachneme vodou a KRB, lze je hned znova pouzit)
buné€nou suspenzi opatrné centrifugujeme (150rpm/1 min)

po stofeni doSlo k rozdéleni adipocytli (horni vrstva) od ostatnich bunék a
necistot (spodni vrstva), pomoci pasterky (pfi zasouvani pfes tukovou vrstvu
najdeme nejtenci vrstvu a jemné zahybame pasterkou kvili uvolnéni nalepenych
adipocyti na povrchu) odsajeme spodni vrstvu, kterou schovdme nebo
vyhodime.

Do zbylé vrstvy adipocytli pfidame asi 5-ti ndsobny objem zahratého KRB a
znovu centrifugujeme. Cely postup opakujeme podle potieby Cistoty bunék
(aspori 1x), spodni vrstvu (pouze pfi prvnim ¢isténi) pfidame k predchazejici
ptip. vyhodime

Adipocyty po vyc€isténi a odséti spodni vrstvy odsajeme ufizlou Zlutou Spickou
100ul adipocyti a zamrazime v N,. (zamrazujeme postupné-nejdiive spodek

zkumavky a pak celou)

Pro zamrazeni adipocytd lze pouzit i TRISOL, 1 ml Trisolu do 100pl adipocytii a

zamrazime v -80°C, takto zamraZené lze pouzit pouze na RNA

Spodni ¢ast pod adipocyty lze stogit na 300g po dobu 5 min a pelet rozpustit v 0,5ml

nebo 1ml Trisolu a zamrazit v -80°C. (pouze na RNA) — stromato-vaskularni frakce

5.2.4.
1.

2.
3.

Izolace DNA z gelu
Pfedem si rozehiejeme termoblo¢ek na 50°C. Dame predehrat TE na 70°C.

Vyftizneme fragment z gelu, tak aby objem vyfiznutého gelu byl co nejmensi.
Vyfiznuty gel zvazime.

Zvazeny gel umistime do 1.5ml mikrozkumavky (maximélné¢ 400mg na
mikrozkumavku).P¥idame 30ul Gel Solubilization Buffer (L.1) na kazdych 10
mg gelu(plati pro gel o koncentraci maximalné 2%).

Inkubujeme pfi 50°C o 5 minut déle nez gel vypadéd rozpusténé, ale minimalné
15 minut. V prib&hu inkubace promichavame v intervalech 3 min.

Kolonku umistime do 2ml mikrozkumavky (2ml ,,wash tube*).Rozpustény gel
piepipetujeme do kolonky a centrifugujeme pfi 12000g 1 minutu. Vylijeme

roztok, ktery prosel kolonkou.
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7. (tento krok se doporucuje pokud jsme na jednu kolonku pouzili vice nez 250mg
gelu) Vratime kolonku do 2ml mikrozkumavky. Pfidame 500ul Gel
Solubilization Buffer (L1) do kolonky, inkubujeme 1 min pfi pokojové teploté,
centrifugujeme pfi 12000g 1 minutu. Vylijeme roztok, ktery prosel kolonkou.

8. Kolonku vratime do 2ml mikrozkumavky a napipetujeme do ni 700ul ,,Wash
Buffer”. Inkubujeme 5 minut pfi pokojové teploté.

9. Sto¢ime pti 12000g 1 minutu. Vylijeme roztok, ktery prosel kolonkou a znovu
centrifugujeme pfi 12000g 1 minutu.

10. Pfendame kolonku do 1.5ml mikrozkumavky (1.5ml recovery tube). Pfiddme 50
ul predehiatého TE do stfedu kolonky. Inkubujte 1 minutu pfi pokojové teploté a
centrifugujeme pfi 12000g 2 minuty. Roztok prosly kolonkou obsahuje

izolovanou DNA

5.2.5. Kvantitativni PCR v realném case
Princip pouzity v systému LightCycler (fa ROCHE) je v sou¢asné dobé jednou z

nejvyznamné&jsich inovaci v oblasti PCR. Zmény teplot v rdmci amplifika¢niho profilu
jednotlivych teplotnich krok@i PCR cyklu se dosahuji michanim horkého vzduchu
ohfatého tepelnym zdrojem a vzduchu pokojové teploty pfichazejiciho zvenci. Teplotni
senzory v termalni komofe jsou schopny zajistit naprogramovanou teplotu s pfesnosti
+0,3°C. V kombinaci samplifika¢nimi tenkosténnymi kapilarami vyrobenymi z
borosilikatového skla. Jejich vyhodou je dobra tepelné a optickéa vodivost. To umoziuje
rychlé zmény teplot a snadnou detekci intenzity zafeni na konci kapilary. Pristroj je diky

tomu rychlejsi a piesnéjsi a omezi se degradace enzymu v pribéhu PCR reakce.
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Schematic of the LightCycler

Sealed 20 pl sample
capillary with superior
surface-to-volume ratio

Air heating and cooling
for rapid temperature \

rRmping

!

Heating coll — P
» Carousel fwi(h
. TR capacity for
- ) i e ova W 32 samples
Stepper mator
— top
fluorimeter

Thermal Chamber

Stepper motor
to position samples Fan
over optics

F*’*‘E‘EE’

Filters

Photohybrids

Maintenance-free

LED light source Microvolume fluorimeter with

Rodenstock quality optics

Obr.10: Prev:zat : oficialni stranky fa ROCHE

Protokol pro LightCycler:
1) Pouzival jsem DyNAmo Capillary SYBR Green qPCR KIT (Finnzymes, Espoo,

Finsko).
2) Rozpis reagenci na jednu reakct :
1x (ul)

Dynamo kit

master mix

(2x) 5

Hzo 3

5p 0,5

3'p 0,5

Vzorek 1

3) vlozeni vzorku do LightCycleru
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Experimentalni protokol:

Program: pre incubation and denanuaton Type None Cycles: 1
Seg Temp e ‘Hold Time Slope 2° Target Step Size Step Delay ‘Acquisifion
Number © Target (°C) (se0) Che) . TempO ALY (Cyeles) Made -

1 @5 600 26 0 ] g Naoue
Program: PCR Type. Quantificanon Cycles: 13
Segment Temperature Hold Tims Slope 2° Target Step Size Step Delay Acquisition
Number Target °C) {sec) (Csec) Temp (°C} 4L (Cycles) Mode

1 93 1C 20 ] Q 0 Nowe

2 60 0 20 0 ] 0 None

3 72 20 20 Y] a 0 Single
Program: nelung curve Type: Meltng Curves Cycies: 1
Segment  Temperature . Hold Time ' Siope "I 2%Twrget | Step Size SiepDelsy  Acquisition
Number Target (°C) (seS) - (COhecy Temp(Cy 1 (€9 T (Cydes) - Mode

1 93 0 20 0 o] 0 None

2 57 13 20 0 0 None

3 o8 0 0.1 0 [} Contnuous
Program: <ooling Type:  Nowne Cycies: 1
Segment Temp 3 Hold Time Slope 2° Target - Step Size ‘Step Delay Acquisition
Number Target C) (sec) (C/sec) Temp O () {Cycles) Mode

1 10 10 20 ] 0 [ None

Vyhodnoceni mnozstvi pivodni DNA

Pifed vlastnim méfenim je potfeba proméfit kalibracni kfivku pro kazdy
jednotlivy transkript. PCR fragment pro tuto kfivku ziskdme ze vzorku RNA, o kterém
vime, Ze pfisludny transkript obsahuje, tak ze provedeme reverzni transkripci a PCR
reakci a vyizolujeme fragment z PCR smési. Poté zméfime koncentraci fragmentu a
vytvofime fedici fadu, kterou na pfistroji proméfime.
Pro potieby vyhodnoceni vychoziho mnozstvi je podstatny téméi linedrni Gsek v okoli
inflexniho bodu kfivky zavislosti fluorescence (na konci amplifika¢ni faze, kdy je DNA
dvouretézcovd) PCR smési na poCtu cykli. Kalibrace je provedena tak, ze pfimka
protinajici kfivky fluorescence PCR smési umoziiuje ptifadit kazdému standardu
cyklus, v kterém tato pfimka protind zdznam PCR reakce, a tyto hodnoty jsou pak

pouzity k linearn€é regresni analyze zavislosti na logaritmu vychozi koncentrace

fragmentu. Z této regrese poté piistroj vypoc€ita vychozi koncentraci cDNA.
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Cycle Number
/
//

D D 0 D 0 0 0 0 0 v D ]
50 as a0 38 30 26 20 RE3 10 08 0o 0s 10

Log Concentration

Kalibraéni kfFivka. Kalibracni kiéivka je vynosem cyklu, v kterém primka protne
amplifikacni kFivku oproti logaritmu koncentrace PCR fragmentu. Z tohoto linearniho

vynosu pristroj odecita vychozi koncentraci cDNA.

Ve sterilnim boxu byl nejprve pfipraven master mix (uvedené objemy slozek se
nasobily po¢tem Kkapilar) a do kazdé kapilary, umisténé ve vychlazeném bloCku a
dekontaminovaném UV zéfenim, bylo napipetovdno 9 ul tohoto mixu. Mimo sterilni
box bylo pak do jednotlivych kapilar napipetovano po 1 pl desetkrat natedéného
produktu reverzni transkripce, kapilary byly zaviCkovany a kratce (asi 15s)
centrifugovany (2 800rpm). Kapilary byly poté naskladany do karuselu LightCycler a
byla spusténa amplifikace. VSechny vzorky byly méfeny duplicitné. Hladiny méfenych
genu byly vztdhnuty na mnoZzstvi referencniho genu ,housekeeping® genu. Pro mysi
experiment jsem pouzival cyclophilin ( Ppib) a elongaéni faktor la ( EF-la ) a pro
lidskou studii EF-1a a B-actin
Sekvence pouzitych primert viz. pfiloha
5.2.6. Protokol pro reverzni transkripci

Timto krokem se prepiSe vyizolovand RNA do cDNA s pouzitim poly dT primeru.
- Pristroj Biometra

- stanovované vzorky RNA o konc. ~ 300 ng / 1l

- reakce: (celkovy objem 20 pl)

= |pl RNA (stanovovany vzorek)
= 0,5ul oligo T (100 uM)
= 10,5ul H0O

- vortex, vzorky do pfistroje a spustit program

-39 .



- po 10 min. pfi 70°C - pause, vzorky vyjmout z mainky a zchladit na ledu
- ptridame:
- 5x RT buff. 4 ul

0,IMDTT 2 ul

10mM dNTP 1 pl

- nechat 2 min pfi 37,5°C
- pridame lpl enzymu (200 units) M-MLYV reverzni transkriptaza (Invitrogen).
1 hod 37,5°C

10 min 72°C (inaktivace enzymu)

5.2.7. Stanoveni obsahu triacylglyceroli v tkani

Pristroje:

spektrofotometr HP 8453 ( kyveta QS 1000)

Roztoky:

65% EtOH; 65 ml abs. EtOH a 35 ml H,O

3M KOH( v 65% EtOH); alkoholic KOH

2,5 N HCIO4

IN NaOH

standard glycerolu (1mg/1 ml); skladovan pfi — 20°C

Free Glycerol Reagent (katalog.¢islo F6428); skladovano pfi 2 - 8°C

Pted pouzitim zfedéno v 40 ml rd H,O.

Postup:

Do mikrozkumavek, obsahujicich zhruba 50 mg tkané priddme 150 pul KOH
(,»alcoholic® KOH). Vzorky inkubujeme pii 70°C v termobloku po dv€ hodiny, béhem
inkubace vzorky dvakrat zvortexujeme. Po inkubaci vzorky kratce centrifugujeme. K 50
ul takto zpracovaného vzorku pridame 450 ul H,O a pomoci 2,5 N HClO4 a 1 N NaOH
vzorky zneutralizujeme. Do jinych mikrozkumavek napipetujeme 80 pl ,,Free Glycerol

Reagent” a k nému pfidame 4 pl vzorku. V pripadé slepého vzorku k 80 pl ,Free
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Glycerol Reagent® pripipipetujeme 4 pl H,O a v pfipad¢ standardu 1pl standardniho
roztoku glycerolu. Vzorky promichame a inkubujeme po dobu 5 minut pfi 37°C.

Absorbance byla mérena pfi A = 540 nm proti blanku.

Zjisténi triacylglyceroll je zaloZzeno na stanoveni mnozstvi volného glycerolu, ktery
je uvolnén zédsaditou hydrolyzou triacylglycerolti pomoci KOH a ethanolu.Stanoveni je
zalozeno na sprazené enzymové reakci, kdy je volny glycerol pifeménén
glycerolkinazou (GK)
na glycerol -1- fosfat, ktery je dale glycerolfosfatoxidazou (GPO ) pfeveden na
dihydroxyacetonfosfat za vzniku H,O, . Vznikly peroxid vodiku a peroxidaza (POD) se
acastni reakce 4 — aminoantipyrinu (4 — AAP) s N—ethyl-N—( 3— sulfopropyl)-m—
anisidinem (ESPA), kterou vznika chinon — iminové barvivo.Tato barvivo ma absorp&ni

maximum pfi vinové délce 540 nm.

Glycerol + ATP ———» Glycerol -1- fosfat + ADP ; GK

Glycerol -1- fosfat + O, —— dihydroxyaceton —fosfat + H,O, ; GPO

H,O, + 4-AAP + ESPA — chinon - iminové barvivo + H,O ; POD

Zvysena absorpce je imérna koncentraci glycerolu ve vzorku.

mg triacylglyceroli na gram tkané€ = (((Av/ Asq) x 10)/ (( V x C ) /1000)) / 1000
A, — absorpce vzorku

Asia — absorpce standartu

V — objem vzorku

C — koncentrace zredéného vzorku
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Statistické vyhodnoceni

Vysledné hodnoty byly statisticky zpracovany. Statistické testy byly provedeny
pomoci programl SigmaStat3.1 od firmy Systat software a NCSS od firmy NCSS
Statistical software. V3echny hodnoty jsou uvadény jako vybérové pruméry, variability
jako stredni chyby vybérového pruméru (SE). Za predpokladu na normalitu dat byla
pouzita dvojcestné ANOVA pro vicenasobné porovnani s Holm-Sidak post-hoc testem,
pokud neni uvedeno jinak. Hladina statistické vyznamnosti byla p<0,05.

Hladiny genové exprese jednotlivych diet, byly vztazeny k genové expresi HF diety

pfislusné tukové tkané.
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6. Experimentalni ¢ast

6.11. Experiment na my$im modelu

Cil pokusu: Popsat efekt n-3 PUFA na genovou expresi na mySim

modelu obezity a inzulinové rezistence

V experimentu byly pouzity samci mySiho kmene CS57BL/6J, chovany pfi
prumérné teploté 22°C. V experimentu bylo zahrnuto 12 mysi na skupinu. Ve véku 3
mésicu byli rozdéleny do 4 skupin a nasazeny na ptislusnou dietu. Schéma pokusu se
sklada ze dvou diet a jejich modifikaci.

1. skupina mysi byla krmena vysokotukovou dietu (HF) a méla volny pfistup ke krmivu
ad libitum

2. skupina mysi byla pfevedena na HF dietu obohacenou o n-3 PUFA (HF-F1) a m¢la
volny pfistup ke krmivu ad libitum

3. skupina zvifat nasazena na HF + o 10% snizeny piijem potravy (HF + R)

4. skupina zvifat nasazena na HF- F1 + 010% snizeny pfijem potravy (HF-F1 + R)

|---1 = 1tyden
HF HF
narozeni o mmme|emnn || soe oo mn|oeee] o= -] eutanazie  HF

HF-F1

o||-------|-==-}--=-]-—--| eutanazie HF-F1
HF+R

. " weee]-me|memieeen -o--] eutanazie HF+R
HF-F14R

. " —-=-]-==|-=-= -=--:----] eutanazie HF-F1+R

Obr.11: Schéma pokusu u mysiho modelu. Zvifata po odstavu byla krmena dva mésice
vysokotukou dietou (HF). Po dvou mésicich na této dieté byly mysi rozdéleny na
prislusné diety a jejich modifikace.
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HF g HF- F1 g

celkové mnozstvi diety
celkové mnozstvi diety [g] 1000

[g} 1000
STl 400

STI 400
SUNAR 340

SUNAR 340
Meizena 10

Meizena 10
VEGETOL 250

VEGETOL 195
EPAX 1050TG 0

EPAX 1050TG 55
n-3 PUFA (EPA/DHA) 0% n-3 PUFA (EPA/DHA) 9,6%

Tab. 2: Ukazuje sloZeni dvou zdkladnich diet pouZivanych pri experimentu.

Mysi po odstavu byly 2 tydny krmeny HF dietou. Po dvou tydnech na této dieté
byly rozdéleny na dvé diety a jejich modifikace. Po 5 tydnech na dietdch byly mys3i
usmrceny a odebrany tkéné na pozd¢;jsi analyzu.

V tomto pokusu jsme se chtéli dozvédét, jak zareaguji mysSi, které jsou
vystaveny riznym typim diet a jejich modifikaci. Zajimal nas nejen celkovy pohled,
jako je zména vahy experimentalnich zvifat nebo zmény v hmotnosti tukovych a jinych
tkani, ale také jsme se snazili objasnit pfi¢inu t€chto zmén. K popisu zmén na genové
arovni jsem pouzival pfedev§im kvantitativni PCR v redlném case. V3echny méfené
geny byly vztdhnuty na dva referen¢ni geny Ppib a EF-la.

Vicenanysycené mastné kyseliny fady n-3 maji komplexni vliv na cely
organismus i na jednotlivé tkan€. Mysi krmené riiznymi typy diet, zareaguji odli$né, coz
muizeme vidét na rizném pribéhu vahovych kfivek (graf 3 ). Zménu ve vahovém
pfirdstku mizeme vidét jiz mezi skupinami zvifat krmenych na HF a HF-F1. Tento
Ubytek hmotnosti je vyraznéj$i u mysi, které byly vystaveny kombinované dieté
zalozené na sniZzeném pfijmu potravy. Z grafu je patrné, Ze ke snizeni vahy pfispélo

nejen omezeni pfijmu potravy, ale hraje zde svou roli i EPA/DHA.
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Véahovy pfinistek

—e—HF-ad lib
= —O—HF-F1-ad lib.
- —e—HFR
=
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£
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£
2
a
20,00
15,00 4 , , . : ,
‘ 0 1 2 3 4 5
| tydny

Graf 3: Vahovy prirustek mysi za uplynuly cas. Kazda skupina zahrnovala 12 mysi.
Mysi krmené vysokotukovou dietou pribyvaji nejvice na vdze, zatimco mysi na
kombinované dieté obohacené o EPA/DHA prokazatelné ubyvaji na vaze. Rozdily mezi

HF ad libitum a HF+R, HF-FI+R jsou statisticky vyznamné.

Po ukon&eni pokusu, kdy byly mysi usmrceny a odebrany tkéné€, jsme se
soustiedil na analyzu gen, které by mohly hrat dalezitou roli pfi snizovani hmotnosti a
biogenezi mitochondrii. Tyto kandidatni geny nebyly vybirany ndhodné, ale byly
ziskany z pfedchozich experimentl. Mezi odebrané tkané patfila hnéda tukova tkan,

gonadalni a dorso-lumbalni tukové depo, jatra a kostern{ sval.
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obsah TG
v

kosterni  kosternim obsah TG
Dieta GON (mg) D-L (mg) BAT (mg) jatra(mg) sval (mg) svalu v jatrech
1912,54 +{67892 +|192,69 <+|1701,36 168 +122,02 +£]75.00 =+

HF 135,96 44,50 10,14 + 30,75 8,29 3,1 4,13
1741,08 £{639,62 +|140,69 +]1592,77 +]|159 +12575 +]52,56 +

HF-F1 126,28 40,36 5,42 68,17 7,20 3,63 2,46
1402,08 +{475 +1139,42 +|1263,58 +| 164 +129,46 +]62,04 <+

HF+R 72,60 23,38 4,78 32,24 9,94 6,87 3,67
917,5 £(326,92 +(9558 £|1114,58 +]|154,5 +]29,52 +|4491 <+

HF-F1+R | 82,44 16,98 4,90 41,07 8,83 6,24 2,88

Tab. 3: Hmotnosti odebranych tkani pri pokusu. V poslednich dvou sloupcich jsou
uvadeény hodnoty namérenych triacylglycerolii v kosternim svalu a v jatrech ( prumér +

SE ).

6.1.2. Hnéda tukova tkan
Toto tukové depo je dilezité pro malé savce jako termogenni orgén. V tomto

meéfeni jsem se snazil prokazat, ze za snizovdnim hmotnosti u téchto mysi neni
zodpovédna BAT a jeji systém odptahujiciho proteinu 1 (UCP 1). Jak je ukazano
v tab.4, tak geny ucastnici se oxidace mastnych kyselin a biogeneze mitochondrii se pod

vlivem diety neméni.

dieta
Gen cHF cHF-F1 cHF +R cHF-FI +R
CyPH 0,42 + 0,03 0,46 + 0,03 0,47 £ 0,04 0,50 £ 0,05
PGC-la 2,92 +£0,24 4,12+ 0,38 2,93+0,30 2,65+ 0,10
CPT-1a 1,23+0,14 1,13+ 0,09 1,16 £ 0,07 1,14 £ 0,17
NRF-1 0,87 + 0,06 0,7 £ 0,05 0.83+0,03 0,78 £ 0,05
UCP-1 40748,38 £2176 |44694,78 £ 1062 | 50049,16 + 4141 }41804,78 = 3576

Tab. 4. Hodnoty namérenych genu v hnédé tukové tkani vztahnutych na referencni gen

Ppib ( prumeér + SE ).
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6.1.3. Jatra

EPA/DHA inhibuje v jatrech lipogenezi a aktivuje geny, které se u¢astni oxidace
mastnych kyselin. V naSem pokusu nepozorujeme zadnou zménu mezi dietami HF,
HF+R, HF-F1, zatimco nejvétsi narlist pozorujeme u zvitat na kombinované diet¢ HF-
F1 + R. Rozdily v3ak nejsou signifikantni. AvSak pfi méfeni TG v celé tkani se ukazalo,

ze 1 samotnd EPA/DHA je schopna snizovat obsah TG v této tkani.

dieta

Gen

HF

HF+F1

HF+R

HF-F1+R

PGC-1la

0,21+ 0,03

0,18 + 0,02

0,27 £ 0,04

0,32+ 0.04

PPARa

9,36 + 0,68

7,62 £ 0,53

9,32 £ 1,06

11,20+ 0,80

CPT-1a

3,33+0,33

2,61+0,13

3.35+0,40

4,23 +£0,51

Tab. 5: Primérna relativni mnozstvi mRNA mérenych genu v jdtrech, vztahnutych na

referencni gen Ppib ( prumér = SE ).

6.1.4. Sval
Z pokusu vyplynulo, ze EPA/DHA vtak malych koncentracich, nedokéaze

dostatecné stimulovat geny, dilezitych pro lipidovy a glukdézovy metabolismus. V této
tkani nebyly nalezeny zadné zmény v genové expresi gend, které by napovidaly o
zvy$ené oxidaci mastnych kyselin. Ani pfi méfeni mnozstvi TG na Grovni celé tkané

nebyly nalezeny zddné zmény mezi dietami.

dieta
Gen HF HF-F1 HF +R HF-F1+R
PGC-la 0,55+ 0,08 0,62 £ 0,15 0,57+ 0,11 0,65 = 0,09
PPARa 0,88 + 0,20 0,66 + 0,28 1,05+ 0,17 0,10+ 0,29
CPT-1P 1,03+ 0,10 0,92+ 0,08 1,07 £ 0,11 1,00+ 0,10
GLUT-4 0,92 + 0,09 0,77+ 0,14 1,00 £ 0,16 1,07 £ 0,21
PDK 4 0,89+0,13 0.59+ 0,08 0,66 + 0,11 0,87+0,18

Tab. 6: Hladina mRNA mérena v kosternim svalu a vztaZena na referencni gen Ppib

( prumér + SE ).
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6.1.5. Bila tukova tkan
Zajimav€j$i zmény viak mizeme nalézt v bilé tukové tkani. Abychom dokazali

rozliSit specificky efekt bud’ na adipocyty nebo na stromato-vaskularni frakci,

naizolovali jsme adipocyty z tukové tkang.

6.1.5.1. Genovd exprese na urovni celé tukové tkané
Zda se, ze v gonadalni tukové tkdni miZeme pozorovat nejvétsi efekt

kombinované diety HF-F1+R na expresi gent, G¢astnicich se mitochondrialni biogeneze
(NRF-1, COX3, PGC-1a, PPARa). Tyto zmény jsou signifikantn€¢ vyznamné. Zda, ze
dillezitym , katalyzatorem® stimulace genli n-3 vicenenasycenymi mastnymi kyselinami
je pravé omezeni pristupu ke krmivu. Nezanedbatelny vliv EPA/DHA je také na
genovou expresi SCD-1. Samotna EPA/DHA dokaze expresi tohoto enzymu, dilezitého
pifi syntéze FA, signifikantné snizovat.V takto dimenzovaném experimentu jsme
nevidéli efekt na CPT-la. U dorso-lumbélniho tukového depa, jsme na urovni celé
tkané, nenalezli u vétSiny genli zddné zmény v genové expresi mezi jednotlivymi
dietami. Jedna z méla signifikantnich zmén, ktera byla namétena, byla u PPARa a

CPT-la.

6.1.5.2. Genova exprese v izolovanych adipocytech
Na drovni izolovanych adipocytl jsme vidéli nékteré zmény, které jsme nebyli

schopni detekovat na celé tkdni. U dorso-lumbalniho tukového depa jsme nalezli zmény
v hladinach mRNA u sledovanych genli, mezi vysokotukovou dietou a dietou obsahujici
EPA/DHA. Ukazal se i efekt na SCD-1, ktery jsme nevidé€li na urovni celé tkdn€. Tyto
zmény byly statisticky vyznamné. Jedin€ u transkriptu pro PPARa jsme nepozorovali
zménu, kterd byla viditelna na Grovni celé tkang.

Na izolovanych adipocytech v GON tuku jsme mohli pozorovat, Ze i samotna
EPA/DHA stimuluje geny, které hraji dilezitou roli v biogenezi mitochondrii a

v lipidovém metabolismu.
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Nasledujici grafy ukazuji zmény genové exprese u studovanych genii (NRF-1, COX 3,
PGC-1a, PPARa, CPT-1a, SCD-1) v gonaddlnim a dorso-lumbdlnim tukovém depu (
prumér + SE ). Hladiny genové exprese jednotlivych diet, byly vztazeny k genové expresi

HF diety prislusné tukové tkané.
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6.1.6. Vliv n-3 PUFA na sekreci adipokinu
Tento pokus byl dimenzovany podobnym zplsobem jako predchozi, aviak pfi

odebirani tkani bylo odebrano i ¢ast tukového depa do KRB média na izolaci adipocytii.
Tento pokus mél ukazat, jestli EPA/DHA podporuje sekreci ,,prospéSnych* adipokinli a
tim i zlepSuje celkovy lipidovy obraz v organismu. V tomto pokusu jsem se také zaméfil
na to, zda je rozdil pfi méfeni genové exprese mezi izolovanymi adipocyty a adipocyty
v celé tukové tkéni.

Pfi tomto pokusu bylo odebrano gonadalni a dorso-lumbalni tukové depo.

5.1.6.1 Ovlivnéni genové transkripce adipokinii v gonadalnim tukovém depu
Hladina sekrece leptinu je zavisla na mnoZzstvi adipocytd, které ho produkuji. Pfi

HF diet¢ je hladina nejvyssi. Uz pfi nizkych koncentracich EPA/DHA muzeme

pozorovat snizenou expresi leptinu. Snizeny pfijem potravy tuto hladinu déle snizuje a
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nejvyssi pokles genové exprese vidime u skupiny mysi krmenych EPA/DHA spolu se

snizenym piijmem potravy.

Leptin
genova exprese v celé tkani

)
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3
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HF ad libitum HF-F1 ad libitum HF+R HF-F1+R

Graf 4. Mnozstvi mRNA leptinu v gonaddlnim a dorso-lumbdlnim tukovém depu (

prumeér = SE ).

U adiponectinu je tento trend opa¢ny. SniZzeny pfijem potravy a EPA/DHA
zvy3uji transkripci genu pro adiponectin v GON tukovém depu. Jesté vyrazn€jsi zmeény
se ukazi na izolovanych adipocytech, kdy EPA/DHA prokazateln¢ stimuluje genovou

expresi adiponectinu. Tyto zmény jsou signifikantn¢ vyznamné.

Adiponectin ‘ Adiponectip ‘
genova exprese v cele tkani genova exprese v zolovanych adipacytech
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Grafy 5, 6: Ukazuji rozdil v genové expresi v genu pro adiponectin v celé tkani a

v z izolovanych adipocytech v gonadalnim tukovém depu ( prumér + SE ).
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6.1.6.2. Ovlivnéni genové transkripce adipokinii v dorso-lumbalnim tukovém
depu

Hladina transkripce pro adiponectin na dGrovni celé tkdn€¢ se nemeéni.
Signifikantni rozdily v$ak pozorujeme na izolovanych adipocytech. Zda se, Ze
EPA/DHA pusobi i na adipocyty v DL tukovém depu, zvy$enim transkripce genu pro
adiponectin.
Jak je vidét z grafli, rozdily naméfené genové exprese adiponectinu, v izolovanych
adipocytech a na urovni celé tukové tkdné jsou nejmarkantné€j$i u dorsol-lumbélniho
tukového depa. Takto velké rozdily v méfeni mizou byt zplisobené tim, ze DL tukové
depo neobsahuje pouze adipocyty, ale celou $kélu riznych bunék. Tyto buriky miZou
na ruzné diety odpovidat riznym spektrem transkripce RNA. V izolované RNA teda
nemame pouze RNA z adipocytli, ale pravé i RNA z téchto buné€k, které ndm ovliviiuji

vysledky méteni. Tento problém se vSak vyresi izolaci adipocytil z tukové tkang.

]
Adiponectin Adiponectin
genova exprese v cel tkani genova exprese v Zolovanych adipacytech
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Graf 7, 8: Zmény v transkripci pro adiponectin v dorso-lumbalnim tukovém depu.

Genova exprese je méfena v celé tkani a v izolovanych adipocytech ( primér + SE ).
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6.2. Experiment na vzorcich z lidskych pacientii

Cil pokusu: Ovérit vysledky ziskané na mySim modelu u lidskych

pacientu

Do pokusu byly zafazeny zeny s prumémym BMI 35. Primérmny v€k pacientek byl
53 let. Pacientky byly rozdéleny do dvou skupin: 1. skupin€ bylo podavano placebo, 2.
skupina byla lé&ena EPAX1050TG™ (Pronova Biocare a.s). Davkovani bylo vzdy pied
jidlem 8 ml preparatu. Pied zaCatkem pokusu byla pacientkdm odebrana prvni biopsie
(A) (pomoci jehly) visceralniho tuku. Po tfech mésicich na ur€itém preparatu byla
odebrana druha biopsie (B) stejnym postupem. Takto odebrané vzorky vazily v pruméru
70 mg. Vzorky byly zamrazeny v kapalném dusiku aZ do doby nez byly analyzovany.
V kazdé skupin¢ bylo riizny pocet pacientek. Placebo skupina obsahovala 12 pacientek,
skupina na EPAX1050TG obsahovala 9 pacientek.

Bohuzel v tomto projektu jsme neprokazali téméf zadné zmény genové exprese,
které jsme vidéli v pokusech na myS$ich. Pfi méfeni transkripénich faktord ( NRF-1q,
PGC-1a, PPARa, PPARy ) byla hladina mRNA pod hranici detekovatelnosti. Po
neuspéchu s méfenim transkripénich faktort, jsem se rozhodl zkusit méfit genovou
expresi enzymdu, které se ptimo ucastni lipidového metabolismu. Ani tady se vSak
neukazaly zadné rozdily mezi pacienty na placebu a na EPAX1050TG. Jediny
prokazatelny rozdil je v genové expresi adiponecktinu. Adiponectin se u skupiny na

EPAX1050TG zvy3uje narozdil od placebo skupiny.

Adiponectin/p-actin

25
&
[ =
% 15
he)
2 T
1.0 -
0.5 4 1
oo . .
EPAX PLACEBO

Graf 9: Vyhodnoceni genové exprese pro adiponectin. Gen byl vztdhnut na

referencni gen f-actin.
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EPAX1050TG placebo
gen A B A B
SCD-1 5,89+22 4,15+1,10 [3,18+0.63 |3,24+0,53
FAS 1,07+£025 |1,50+0.37 {0,57+0,09 |0.88+0,16
LEPTIN |1.06+023 |1.11£0,19 |0,81+0,08 1,20 £ 0,22
HSL 0,46+0,08 |0,64+0,14 |035+0,06 |0,48+0,12

Tab. 7: Pred zacdtkem pokusu byla pacientkam odebrana prvni biopsie (A) a po
tfech mésicich uzivani urcitého prepardtu jim byla odebrdna druha biopsie (B).
Takto ziskané vzorky byly dal analyzovdany a namévené hodnoty mRNA vztaZzeny na

referencni gen pro S-actin ( primér + SE ).
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7. Diskuze

7.1. efekt n-3 PUFA na genovou expresi na mySim modelu obezity a
inzulinové rezistence

Timto pokusem bylo prokdzano, Ze nahrazeni ¢asti tukl n-3 vicenenasycenymi
mastnymi kyselinami ma velky vliv na Ubytek vdhy a zmé&nu genové exprese
lipidového metabolismu. Tento vliv je je§t€ umocnén snizenym pfijmem potravy. n-
3 PUFA zvys3uji transkripci genil, které se ucastni oxidace mastnych kyselin a
biogeneze mitochondrii. Sila efektu EPA/DHA je v3ak odli$na od typu tkéané. Podle
vysledkil se zd4, ze nejmenSi vliv vykazuje kosterni sval. V kosternim svalu se
nezvySuje exprese studovanych genl pod vlivem Zadnych experimentalnich diet.
Ani na Grovni celé tkané nebyly nalezeny Zddné zmény v mnozstvi triacylglycerolt.
Ani u hnédé tukové tkdn€ jsem nenaSel zddnou zmeénu v genové expresi. To vSak
znamena, Ze za poklesem hmotnosti experimentalnich zvifat, neni zodpovédna tato
tkan. Mnohem lépe stimulovatelnou tkani n-3 vicenenasycenymi kyselinami je bila
tukova tkarn. Prednostné EPA/DHA pusobi na gonadalni tukové depo. Zde ma
EPA/DHA na genovou expresi svou nezastupitelnou roli, aviak nejvétsi rozdily na
arovni celé tkan¢, vidime az pfi kombinaci EPA/DHA spolu se sniZzenym
mnozstvim potravy. Pri takto upravené diet€, mySi zvySuji transkripci geni,
ucastnicich se oxidace mastnych kyselin. I geny, které se podileji na biogenezi
mitochondrii byli signifikantné zvySeny u mysi krmenych HF-FI + R dietou.
Podobné vysledky byly viditelné i na izolovanych adipocytech. Z téchto vysledki
Ize usoudit, Ze i samotnd EPA/DHA zved4 metabolicky obrat této tkan€. U dorso-
lumbalniho tukového depa jsou zmény, zpisobené n-3 PUFA, nejlépe pozorovatelné
na izolovanych adipocytech. EPA/DHA toto tukové depo stimuluje, avSak s urcitosti
nemiiZzeme fici, jestli tato stimulace vede ke snizovani hmotnosti experimentalnich

zvirat.

-55-



\WVAVAVAVA \VYAYAVAVA \WAVAVAVA

l l l

OXPHOS genes CPT1A ADIPONECTIN

T |

Oxidative capacity of adipose tissue Systemic effects

Obr.11: Souhrny obrazek pravdépodobného piusobeni n-3 PUFA na genovou expresi.

7.2. Vliv n-3 PUFA na sekreci adipokinii

SniZeny pfijem potravy a nahrazeni ¢asti tuki n-3 vicenenasycenymi mastnymi
kyselinami, ma velky vliv na sekreci adipokinti. EPA/DHA je velmi potentni, hlavné co
se tyce sekrece adiponectinu. Genova exprese adiponectinu se vyrazné zvySuje jak u
GON tak i DL tukového depa. Tyto rozdily mezi HF a HF-F1 dietou se jes§t¢ zvyrazni
pii méfeni na izolovanych adipocytech. Adiponectin ma mnoho pozitivnich vlivii na
organismus, vetné¢ zvySovani oxidace mastnych kyselin (viz.Obr. 12). Je mozné, ze
zvy$ena exprese adiponectinu hraje zasadni roli pfi snizovani hmotnosti a vylepSeni
lipidového profilu u experimentalnich zvitat. Cast vysledkéi ohledn& aktivace
adiponectinu a jeho kladného ptisobeni na organismus byla publikovana v zahrani¢nim
Casopise (viz. pfiloha). Zmény exprese leptinu jsou opa¢nd neZz u adiponectinu.

Mnozstvi transkriptu pro leptin se méni v zavislosti na diet€. Zatimco mysi krmené HF
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To v$ak muze byt zapfiinéno tim, Ze se sniZuje hmotnost mysi a tim i mnozstvi tukové

tkang. Cim je méné tukovych bunék tim je i méné transkriptu pro tento gen.

Adpose
Trasue

M,M,\

Vascular
¥ inflammaton

v FFA
influx

AN

A neuiin v Glucose v TG
Sensitivity 4 Insuiin
Sensitivity

Obr.12: Vliv adiponectinu na ruzné typy tkani.

7.3. OvéFit vysledky ziskané na mySim modelu u lidskych pacientit
Experimentalni data z lidského projektu nam nepfinesla vysledky, které jsme

vidéli na myS$ich experimentech. Divodem by mohlo byt, ze RNA vyizolovana
z tukové tkané byla degradovana. K tomuto zavéru jsem doSel po testovani RNA na
Agilent 6000 RNA ¢ipu, ktery ukazal zna¢ny stupen degradace. I pies tuto informaci
jsme se vSak snazili zméfit genovou expresi. Dal$im problémem byl nedostate¢ny
pocet pacientt ve skupin€. To zapfi€inilo, spolu s vysokou nehomogenitou vysledki
ve skupinach, vzniku velkych standardnich odchylek. Pokud EPA/DHA méla néjaky
vliv na genovou expresi, pak se tyto zmény ztratily pravé v téchto odchylkach.
Avsak i tento projekt ukazal, ze EPA/DHA zvySuje expresi genu pro adiponectin.
V budoucnu bude lepsi pii takovych experimentech odebirat vzorky do RNA
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Lateru. Nebylo by taky na $kodu zamyslet se nad odebirdni biopsii. Vyrazn¢ lepsi

vysledky by pfineslo odebirani biopsii operativn¢ a ve vétsich navazkach.
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Obr.13: Zaznam 12 vzorkit z RNA Cipu na kontrolu integrity RNA. Kromé vzorku ¢.5
neni na ostatnich vzorcich viditelné vrcholy pro 35S, 18S, 285 RNA. Ztoho se da

usuzovat, Ze tato RNA je degradovana.

8. Zavér

1) EPA/DHA hraji dilezitou roli pfi prevenci vzniku obezity indukovatelnou dietou a
inzulinové rezistence. Zda se, Ze tento efekt plsobi ptes ovlivnéni bilé tukové tkané a
tento efekt n-3 PUFA se znasobi pfi kombinaci se snizenym pfijmem potravy.

2) Prokazali jsme, ze EPA/DHA ovliviiuje mnoZstvi a slozeni adipokinii

3) Vysledky lidské studie ukazaly vyhodu kombinaci riznych pfistupti, v tomto ptipade
EPA/DHA s kombinaci se sniZenym pfijmem potravy. AvSak v disledku nizké kvality
RNA a nizkému poctu lidskych vzorkil se nam nepodafilo zcela prokéazat vysledky
pozorované v mysim experimentalnim modelu . Prokazali jsme narust exprese genu

kodujiciho adiponectin.
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9. Seznam zkratek

AA
ACC
ACS
ADIPOR 1
ADIPOR 2
ALA
AMPK
ATP
BMI
cAMP
CPT-1
CPT-2
DAG
DHA
D-L
EPA
ERK
FA
FABP-1
FADH2
FAS
FAT
FFA
GLUT-4
GON
HDL
HNF 4a
HSL
IL-1
IL-6

kyselina arachidonova (,,arachidonic acid*)
acetyl-CoA-karboxylasa (,,acetyl-CoA carboxylase)
acetyl-CoA-syntasa

adiponektinovy receptor 1

adiponektinovy receptor 2

a-linolenova kyselina (,,a-linolenic acid”)

5’-AMP-aktivovatelna protein kindsa

adenosin 5'-trifosfat

body-mass-index

cyklicky adenosin 5°- monofosfat

karnitin-palmitoyl transferasa I (,,carnitine palmitoyl transferase I*‘)
karnitin-palmitoyl transferasa Il (,,carnitine palmitoyl transferase I1°)
diacylglycerol

dokosahexaenova kyselina (,,Docosahexaenoic acid™)
dorso-lumbélni tukova tkan

eikosapentaenova kyselina (,,eicosapentaenoic acid”)

»extracellular signal-regulated kinase”

mastna kyselina (fatty acid)

,.fatty acid binding protein”

flavinadenindinukleotid

syntaza mastnych kyselin (,,fatty acid synthase*)

(,.fatty acid translocase**)

volné mastné kyseliny (,,free fatty acid”)

glukoézovy transportér 4

gonadalni tukova tkan

lipoproteiny s vysokou hustotou (,,high density lipoprotein™)
jaterni nuklearni faktor-4a. (,,hepatic nuclear factor 4a”)
hormonalné citliva triacylglycerollipasa (,,hormone sensitive lipase*)
interleukin-1

interleukin-6
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IP3 inositol 1,4,5-trifosfat

IR inzulinova rezistence (,,insulin resistance’)

IRS-1 (,,insulin receptor substrate 1)

IxB inhibi¢ni podjednotky NF-xB

LA kyselina linolova (,,linoleic acid”)

LC-PUFA polynenasycena mastnd kyselina s dlouhym fetézcem

LPL lipoproteinova lipéasa (,,lipoprotein lipase®)

LT leukotrieny

LXR jaterni X receptor (,,liver X receptor”)

MAG monoacylglycerol

MPC-1 (CCL2) ,,CC-chemokine ligand 2”

mtTFA mitochondrialni transkrip&ni faktor A

MUFA mononenasycené mastné kyseliny (,,monounsaturated fatty acid”)
NADH nikotinamidadenindinukleotid (,,nicotinamide adenine dinucleotide”)
NF-xB ,,huclear factor kB”

NRF-1 »nuclear respiratory factor 17

PAI-1 inhibitor-1 plasminogenového aktivatoru (,,plasminogen activator inhibitor-1")
PAK protein kinasa A

PG prostaglandiny

PGC-la ,Peroxisome Proliferator-activated Receptor-y Coactivator 1 o
PI3K fosfatidyl inositol 3 kinaza ,, (Phosphoinositide 3-kinases™)
PLC fosfolipasa C

PPAR receptory aktivované peroxisomalnimi proliferatory

PPRE peroxisome proliferator response element

PST pankreastatin

PUFA vicenenasycena mastna kyselina (polyunsaturated fatty acid)
SREBP (,,sterol regulatory element binding protein®)

T2D Diabetes mellitus 2. stupné

TG triacylglycerol

TNFa Tumor Necrosis Factor a

TSH thyroid-stimulating hormone

TX tromboxany

ucCp odprahujici protein (,,uncoupling protein‘)
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VLDL lipoproteiny s velmi nizkou hustotou (very low density lipoprotein)

a-MSH melanocyty stimulujici hormon a (,,melanocyte-stimulating factor a *)
SCD-1 ,stearoyl-CoA desaturase 1

Ppib cyclophilin

EF-la Elonga¢ni faktor 1a

rpm Otacky za minutu
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Abstract

Aims/hypothesis Diets rich in n-3 polyunsaturated fatty acids, namely eicosapentaenoic
acid (EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), protect against insulin resistance and obesity
in rodents and increase insulin sensitivity in healthy humans. We tested whether the anti-
diabetic effects of EPA and DHA involve enhanced production of the endogenous insulin
sensitiser, adiponectin.

Methods We studied the effects, in an obesity-promoting high-fat diet, of partial
replacement of vegetable oils by EPA/DHA concentrate (6% EPA, 51% DHA) over a 5-
week period in adult male C57BL/6J mice that either had free access to food or had their
food intake restricted by 30%. At the end of the treatment, systemic markers of lipid and
glucose metabolism and full-length adiponectin and leptin were measured. Adiponectin
(Adipoq) and leptin (Lep) gene expression in dorsolumbar and epididymal white adipose
tissue (WAT) and isolated adipocytes was quantified and adipokine production from WAT
explants evaluated.

Results In mice with free access to food, plasma triacylglycerols, NEFA, and insulin levels
were lower in the presence of EPA/DHA, while glucose and leptin levels were not
significantly altered. Food restriction decreased plasma triacylglycerols, glucose, insulin
and leptin, but not adiponectin. EPA/DHA increased plasma adiponectin levels,



independent of food intake, reflecting the stimulation of Adipog expression in adipocytes
and the release of adiponectin from WAT, particularly from epididymal fat. Expression of
Lep and the release of leptin from WAT, while being extremely sensitive to caloric
restriction, was unaltered by EPA/DHA.

Conclusions/interpretation Intake of diets rich in EPA and DHA leads to elevated systemic
concentrations of adiponectin, largely independent of food intake or adiposity and explain,
to some extent, their anti-diabetic effects.

Keywords Adipokines - Adiponectin - Adipose tissue - Fish oil - High-fat diet - »-3
PUFA

Abbreviations Adipog Gene encoding adiponection - AMPK AMP-activated protein
kinase - cHF diet Composite high-fat diet based on chow - cHF-FI diet Composite high-
fat diet with partial replacement of lipids by fish oil concentrate - DHA Docosahexaenoic
acid - EPA Eicosapentaenoic acid - EPA/DHA Concentrate of EPA and DHA from sea
fish (6% EPA and 51% DHA) - Lep Gene encoding leptin - Ppib Gene encoding
peptidylpropyl isomerase P, also called Cyclophilin B - PUFA Polyunsaturated fatty acids
- gRT-PCR Quantitative real-time RT-PCR - Slc2a4 Gene encoding solute carrier family
2 member 4, also called Glut4 - WAT White adipose tissue.

Introduction

Intake of polyunsaturated fatty acids (PUFA) of marine origin, namely eicosapentaenoic
acid (EPA; 20:5 n-3) and docosahexaenoic acid (DHA, 22:6 »n-3), has numerous beneficial
effects on health. EPA and DHA act as hypolipidaemics, exert prophylactic effects on
cardiovascular disease, protect against insulin resistance and obesity in rodents fed high-fat
diets, and reduce insulin response to glucose in healthy humans [/, 2, 3 and references
therein]. We, and others, have shown [/] that in a semi-synthetic high-fat diet rich in a-
linolenic acid (18:3 n-3) partial replacement of lipids with concentrate of EPA and DHA
from sea fish (EPA/DHA) resulted in suppression of insulinaemia. It also protected against
down-regulation of solute carrier family 2 member 4 (Slc2a4, also called Glut4) in white
adipose tissue (WAT) by the high-fat diet. The effect on Slc2a4 was part of a complex
modulation of WAT gene expression and metabolism, resulting in stimulation of lipid
oxidation and inhibition of lipogenesis, especially in the epididymal fat, which led to
reduced accumulation of this tissue while food consumption remained unaffected [/, 4].

The aim of this work was to test the hypothesis that the anti-diabetic effects of EPA and
DHA involve induction of adiponectin, an adipocyte-derived hormone, which stimulates
glucose utilisation and fatty acid oxidation in muscles and decreases hepatic
gluconeogenesis as a result of the activation of AMP-activated protein kinase (AMPK) [3].
We show that partial replacement of dietary lipids with EPA/DHA in a composite high-fat
(cHF) diet in rodents stimulates expression of the gene encoding adiponectin (4dipoq) and
increases adiponectin production in epididymal WAT as well as systemic levels of
adiponectin by mechanism(s) relatively independent of food intake or adiposity.



Materials and methods

Animals and diets Experiments were performed on adult male C57BL/6J mice as
described previously [/, 4]. Mice were imported from the Jackson Laboratory (Bar Harbor,
ME, USA) and bread at the Institute of Physiology for up to 16 generations. The animals
studied were habituated for 2 weeks to the cHF diet, which was derived from standard
chow and contained 35% (wt/wt) lipids of very low n-3 PUFA content, and then assigned
for 5 weeks to the cHF diet, or a diet of the same composition, i.e. a composite high-fat diet,
but with partial replacement of lipids by fish oil concentrate (cHF-F1 diet) such that 15%
(wt/wt) of lipids was replaced by the EPA/DHA concentrate containing 6% EPA, 51%
DHA, and 4 mg/g a-tocopherol as antioxidant (EPAX 1050TG; Pronova Biocare, Lysaker,
Norway). Detailed analysis of fatty acid composition of the diets was performed previously
[/]. When indicated, the ration was reduced by 30% (caloric restriction) compared with
mice on the same type of diet but with free access to chow. Mice were killed by cervical
dislocation, and subcutaneous dorsolumbar and epididymal WAT depots were dissected.
Tissues were used immediately for explant studies or isolation of adipocytes [4], or stored
in liquid nitrogen for RNA analysis (see below). EDTA plasma was obtained from truncal
blood and stored at —70°C. The experiments were conducted according to the Institute’s
guidelines for the use and care of laboratory animals.

WAT explants Tissue (100 mg) was incubated in 1.0 ml of serum-free medium (Cellgro;
Mediatech, Herndon, VA, USA) for 24 h at 37°C/5% CO,. At the end of the incubation the
culture supernatant was stored at —70°C.

Quantification of metabolites and hormones in plasma and supernatant from white adipose
tissue explants Triacylglycerol, NEFA, glucose and insulin were estimated as described
before [/]. Leptin and full-length adiponectin were measured by 2-site ELISA (R & D
Systems, Minneapolis, MN, USA) with inter- and intra-assay CVs of 5.8 and 8.9 for leptin
and 6.3 and 9.4% for adiponectin.

Quantitative real-time RT-PCR Total RNA was isolated as before [4] and quantitative
real-time RT-PCR (qRT-PCR) was performed using a qPCR kit
(DyNAmoCapillarySYBRGreen; Finnzymes, Espoo, Finland) and LightCycler (Hoffman-
La Roche, Basel, Switzerland). Levels of transcripts were standardised using the gene
encoding peptidylpropyl isomerase B (Ppib, also called cyclophilin B) and expressed in
arbitrary units [4]. Lasergene software (DNASTAR, Madison, WI, USA) was used to
design oligonucleotide primers (forward/reverse) for the following genes: Adipoq —
TCCGGGACTCTACTACTTCTCTTACCAC / GTCCCCATCCCCATACACCTG; Ppib —
ACTACGGGCCTGGCTGGGTGAG / TGCCGGAGTCGACAATGATGA; and leptin
(Lep) — CCGCCAAGCAGAGGGTCAC / GCATTCAGGGCTAACATCCAACT.
Statistics The data were evaluated by ANOVA as described before [£]. The level of
significance of all tests was set at p=0.05.

Results

Mice that had free access to cHF or cHF-F1 diets or a calorie—restricted diet for 5 weeks
were compared (Table 1). In accordance with our previous results in mice with free access
to standard chow [/, 4], the cHF diet induced obesity, while the cHF-F1 diet resulted in
2.7 g lower mean body weight and about 30% reduction of epididymal fat mass, with no
change in dorsolumbar fat. Under these conditions, food consumption was not affected [4].



Caloric restriction resulted in net loss of body weight and adipose tissue mass [/, 4]

(Table 1). Plasma levels (Table 1) of NEFA were lower in cHF-F1 than cHF mice with free
access to food, but they were not affected by the diet in animals on the calorie—restricted
diet, and no independent effect of caloric restriction on NEFA levels was seen. In mice with
free access to food, levels of triacylglycerols were lower in cHF-F1 than in cHF mice, but
the effect of the cHF-F1 diet was masked by caloric restriction, which decreased
triacylglycerol levels (Table 1). Glucose and leptin levels were not affected by the cHF-F1
diet, but they were reduced by caloric restriction. Insulin levels were substantially lower in
cHF-F1 than cHF mice, independently of food intake. Also caloric restriction decreased
insulin levels, but to a much lower degree than the decrease induced by cHF-F1 diet. Levels
of adiponectin were increased by cHF-F1 diet to a similar extent in mice with free access to
food as in the mice on a calorie-restricted diet (34 and 22%, respectively), with this effect
being independent of caloric restriction.

Table 1 Effects of EPA/DHA and caloric restriction on body weight, markers of lipid and
glucose metabolism, and adipokines in plasma

Diet

Free access to food  Caloric restriction | ’

cHF cHF-F1 cHF ¢HF-F1 n
Body weight (g)* 375412 34.8+1.2° 25.1£0.4° 25.2+0.6° 10
Plasma levels of: — “ _ - | o —
NEFA (mmol/l) 0.47+0.02 0.33£0.02° 0.44+0.05 0.38+0.05 '10
Trlacylglycerols (mmol/l) 1.46£0.11 0.79£0.07° 0.51£0.06° 0.52+0.05° 10
Glucose (mmol/l) 10.104£0.22 10.04+0.38 7.55+0.44° 7.27+0.33°. 107
Insulin (ng/ml) 2.77+0. 52 0.1740.04° 1.68+0. 22 0.16£0.06° 7
Adiponectin (pug/ml)  9.0£0.3  12.120.5° 9.2+1.1 j11.2&0.5" 10
Leptin (ng/ml) 42579 40.120.9 2.4+£04° 2.5+02° 10

Mice had either free access to cHF or cHF-F1 diets or were subject to caloric restriction. Data are
means+SEM. *Animals were used in our previous study [1]. "Significant effect of diet. “Significant
effect of caloric restriction

The effect of EPA/DHA on the expression of Adipog and Lep and production of the
adipokines was investigated in WAT of mice with free access to chow (Table 2). At the
whole-tissue level, no significant effect of the diet on expression of either Adipoq or Lep
was detected. However, in adipocytes isolated from both depots, transcript levels for both
adipokines were much higher than in the whole tissues, and Adipoq expression was
stimulated by EPA/DHA, while Lep expression was unaffected. The stimulation of Adipog
expression was more pronounced in epididymal than in dorsolumbar fat (2.5- and 1.9-fold
stimulation, respectively). Production of adiponectin was significantly increased by
EPA/DHA in explants of epididymal but not dorsolumbar fat, while production of leptin
was unchanged in the depots studied.



Table 2 Gene expression and adipokine production in WAT depots of mice with free
access to cHF or cHF-F1 diets

Dorsolumbar fat  Epididymal fat
¢HF  cHF-F1 c¢HF  cHF-F1 n
Gene expresswn - - — - —

e e . 5
Adipog (AU)  0.77+0.08 0.94+0.07 0.82+0.03 0.88+0.06 10
Lep (AU) ;6’.'"5'i"i0.05 fdl"4gio.o3 g0.61:&0.04 30.4710.07 10 |
Adlpocytes e i - - .

Adzpoq (AU) 3.210. 25 6.130. 87b 2.83+0.23 7.18+0.82° 7-8
Lep (AU) 2.92:0. 83 3 57+0.91 1.70£0.40 3 11£1.06 7-8

Adlpoklne productlon - - - - i
Adlponectm (ug/ml) 0.310. 04 0.3240.03 0.32+0.03 0.47+0.03° 9

Leptm (ng/ml) 36 143.1 34.7£3.6 33.6£6.4 20.9£33 9

Transcript levels were evaluated by gRT-PCR using RNA isolated from whole tissues or
collagenase-liberated adlpocytes Tissue explants were used to measure adipokine production.
Data are means+SEM 3Levels in medium after incubation of WAT explants (see Materials and
methods). Slgnlflcant effect of diet. AU, arbitrary units

Discussion

This study demonstrates that caloric restriction and the intake of n-3 PUFA of marine origin
both lead to weight loss and a decrease in adipose tissue. The latter treatment,
corresponding to about 5.3% of total energy intake derived from EPA and DHA, led to a
significant reduction of weight gain, involving preferential reduction of epididymal fat in
the abdomen [/]. Of note, however, is the differential effect of these two treatments on
glucose and lipid metabolism and systemic adipokines. While changes in circulating
glucose and leptin were almost entirely mediated by caloric restriction, NEFA, insulin and
adiponectin were regulated predominantly by dietary EPA and DHA, and triacylglycerols
levels were decreased by both treatments. Various effects of caloric restriction and
EPA/DHA respectively reflect modulation of metabolism in several tissues and all the
interactions are difficult to dissect. However, as demonstrated in this report, one of the
main effects of EPA/DHA is the stimulation of Adipog expression in mature adipocytes and
the production of adiponectin, mainly in epididymal fat, leading to increased plasma
adiponectin levels.

Plasma levels of adiponectin decrease in obese humans [6]. In our study, however, the
induction of adiponectin by EPA/DHA could not result from reduction of adiposity, since
the strong decrease of fat content due to caloric restriction did not influence adiponectin
levels. In contrast to adiponectin, leptin plasma levels were decreased dramatically by
caloric restriction, but neither these nor Lep expression were affected by EPA/DHA,
supporting the idea that circulating leptin correlates with adiposity and glucose metabolism



in adipocytes [ 7]. The induction of adiponectin but not of leptin by EPA/DHA indicates
that the mechanisms controlling the expression of genes for these two adipokines are
different. As with thiazolidinediones, EPA and DHA may upregulate Adipoq by acting as
ligands of peroxisome proliferator-activated receptor-y, the transcriptional regulator
interacting directly with Adipog promoter [§]. The stimulation of Adipoq may also depend
on the activation of AMPK, since AMPK in adipocytes stimulates Adipoq [9] and EPA and
DHA activate hepatic AMPK [/0].

In accordance with other studies in rodents fed high-fat diets and in healthy humans [1, 3],
our insulin data indicate that EPA and DHA exert a large improvement in insulin
sensitivity/action. Indeed, EPA/DHA prevented a rise in plasma insulin due to the cHF diet,
since insulin levels in mice fed a standard chow diet were much lower than in the cHF mice,
i.e. 0.59+0.10 ng/ml [/] (compare with Table 1). Our results suggest that protection against
insulin resistance induced by a high-fat diet is at least partially mediated by adiponectin,

but not leptin. Since EPA and DHA in humans were able to prevent but not reverse insulin
resistance [3], it should be established whether the failure of dietary EPA and DHA to
reverse type 2 diabetes is due to an inability to sufficiently induce adiponectin. Interestingly,
an association between circulating adiponectin and plasma n-3 PUFA, and DHA in
particular, was recently found in healthy humans [//].

In conclusion, we show for the first time that EPA and DHA stimulate Adipog expression
and increase the levels of circulating adiponectin, an effect that is relatively independent of
food intake and body fat mass. Our findings are relevant for prevention and treatment of
obesity-associated pathologies.
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