Uéinek melatoninu, interleukinu-10
a interleukinu-4 v nizkych davkach na
mechanismy lipolyzy a adipogeneze

zace predstavuji klicové charakteristiky obezity, stejné jako meta-
bolického syndromu. Tukovd tkdn neni pouhou zdsobdrnou tuku,
ale endokrinnim orgdnem schopnym regulovat riizné metabolic-
ké cesty. Deficit sekrece cytokinii vede k patologickym staviim, z
nichz je nejdulezitéjsim chronicky zdnét. Za ticelem obnoveni fy-
ziologického stavu pacientii byla v neddvné dobé navrzena rada
pripravki s obsahem cytokinii v nizkych ddvkdch odpovidajicich
ddvkdm fyziologickym. V této predbézné studii jsme studovali
ucinky dlouhodobého vystaveni (az do 11 dni) plisobeni cytoki-
num IL-4, IL-10, melatoninu a kombinaci melatoninu s IL-4 na mysi
preadipocyty 3T3-L1. Cytokiny negativné neovlivnily prezivdni
bunék, ukdzalo se vsak, Ze fungovaly jako cytoskelet a modulova-
ly ptsobeni proteinu jako je cadherin a vimentin.

Tyto experimenty pfinesly kontroverzni vysledky. Doslo sice k redukci
obarveni barvivem Oil Red O u bunék vystavenych plsobeni cytoking,
nikoli v3ak ke snizeni akumulace triglyceridd. Neprokazalo se, ze by cyto-
kiny ovlivnily na lipolyzu, zde jsou vsak nezbytné dalsi experimenty, které
umozni hlubsi pochopeni této problematiky. Hlavnim prokdzanym ucin-
kem vystaveni bunék plsobeni cytokinl byla schopnost téchto cytokind
chrénit bunky pred stresovymi faktory LPS a H202. Budou provedeny dalsf
studie umoznujici lepsi pochopeni Ucinku cytokind v nizkych davkach na
modely 3T3L1 in vitro podrobnéjsim zkoumanim odpovidajicich moleku-
larnich cest.

Klicova slova
Lipolyza, adipogeneze, melatonin, Interleukin-10,
Interleukin-4.

Uvod

Tato studie si klade za cil stét se vychodiskem zkoumani mechanism
ucinku mediciny nizkych davek (low dose medicine) na buné¢nych mo-
delechin vitro, jez by umoznilo odhaleni molekularnich drah zapojenych
do tohoto typu stimulace. Zde predkladand data je tfeba povazovat za
predbéznd; predstavuji urcité vychodisko pro interpretaci v soucasnosti
jiz probihajicich studif.

Vzhledem k celkovému nérUstu kvality lidského Zivota a vyssi prameérné
délce Zivota doslo k tak sirokému rozsiteni nékterych chronickych one-
mocnéni v populaci, Ze je Ize povazovat za skute¢né a mimoradné ohroze-
ni zdravi. Zvlasté obezita se povazuje nejen za jeden z hlavnich zdravotnich
problém, ale také za jeden z hlavnich rizikovych faktor( vzniku zavaznych
metabolickych chorob, napf. diabetu, hypertenze, aterosklerézy, neurode-
generativnich onemocnéni a mnoha dalsich (1-4).

Pro obezitu je charakteristickd nerovnovéha mezi kalorickou hodno-
tou prijimané potravy a energetickym vydejem jedince; dochazi pfi ni ke
zvysené akumulaci lipidQ (triglycerid®) a nérdstu zastoupeni adipocytd v
tukové tkani, zvlasté v brisni oblasti. Vzestup objemu tukové tkdné zavist
na rdznych faktorech: na bunécné proliferaci s naslednym nérdistem poctu
bunék (hyperplazie), na zméné jejich objemu (hypertrofie), na tvorbé no-
vych bunék (adipogeneze) (5).

Tukova tkdn nepredstavuje pouze Ulozné misto,tuku’, jednéd se rovneéz
o endokrinni organ, schopny vylucovat velké mnozstvi biologicky aktiv-
nich molekul — adipokint. Tyto molekuly se podili na regulaci energetic-
kého metabolismu, svou roli vsak hraji také v regulaci kardiovaskuldrniho
tonu a imunitni odpovédi (6). Produkce a sekrece téchto messengerd je
u obéznich jedincl pozménénd, coz mé zévazné dusledky pro celkovy
metabolismus (7).

Obezitu je mozné povazovat za,benigni’, pokud neprogreduje smérem
k metabolickému syndromu. Timto pojmem se oznacuje souhrn poruch,
ktery zahrnuje hypertenzi, inzulinovou rezistenci, hypertriglyceridemii,
snizenou hladinu HDL cholesterolu, zvysenou hladinu LDL cholesterolu a
mikroalbuminurii (8); vsechny tyto faktory pfispivaji ke vzniku kardiovasku-
larnich chorob, diabetu a onkologickych onemocnéni.

Souhrn téchto poruch pfispivé ke vzniku zanétlivych procest. Za nor-
maélnich okolnosti predstavuje zanét obranny mechanismus, fyziologic-
kou reakci organismu na vnéjsi (fyzikalni, chemické, biologické) stimuly;
reakci, kterd slouzi k uchovani homeostazy. Normdlni akutni zanétliva
odpoved predstavuje koordinovanou ¢innost rdznych bunécnych typt a
molekuldrnich medidtord. Zahrnuje migraci leukocyt( a slozek plazmy do
mista poskozeni, tento proces je dlsledkem aktivace tkdnoveé specifickych
makrofagd a mastocyt(, které produkuiji riizné molekuldrni mediatory (9).

Klicovou Ulohu pri zanétech hraji cytokiny, které predstavuiji tfidu che-
mickych mediétord, jejichZ syntéza a uvolfiovani jsou spojeny s aktivaci



makrofagy, ale i jinych bunék, napt. neutrofild, fibroblastl, lymfocytl a
endotelidlnich bunék. Hlavnimi prozanétlivymi cytokiny jsou interleukin-1
(IL-1), interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-8) a faktor nddorové nekrdzy a
(TNF-). Zanétlivy proces je spoustén cytokiny IL-13 a TNF-q, jejichz hla-
dina roste v prvnich 24-48 hodindch a poté se vraci na svou normalni
fyziologickou hodnotu. Nasledné je zanétlivy proces udrzovan aktivni
uvoliovanim IL-6 a posléze ukonceny aktivaci interleukinu-10 (IL-10) a
transformuijiciho rlistového faktoru 3 (TGF-B3)(10). Pokud proces aktivni za-
nétlivé odpovédi nemize dospét ke svému konci z dlvodu pritomnosti
skodlivého faktoru ¢i néjakého zasahu do normélniho procesu uzdravova-
ni, dochazl k pfechodu k chronickému zanétu.

Chronicky zanét tedy predstavuje dlouhotrvajici odpoved, béhem které
koexistuji zanét, poskozeni tkdné a snahy o jeji opravu. Chronicky zanét
nizkého stupné (chronic low-grade inflammation), ktery doprovazi me-
tabolicky syndrom a obecnéji obezitu, nesouvisi s infekci a nezabranuje
poskozeni tkani. Jeho pric¢inou je samotna obezita a souvisi predevsim s
nardstem objemu brisni tukové tkéné.

Jak jsme jiz zminili, tukova tkan predstavuje dllezity endokrinni organ
tvoreny rlznymi typy bunék jako jsou adipocyty, fibroblasty, endotelial-
ni buriky a imunitni bunky, které mohou produkovat rizné mediatory
schopné ovliviiovat své okoli, zvIasté cytokiny a adipokiny, jako je adipo-
nektin, IL-6, IL-8, leptin, resistin a mnohé dalsi. Mezi témito latkami mdze-
prozanétlivy medidtor, ktery indukuje produkci prozanétlivych cytokin(
(TNF-q, IL-6, IL-12), podporuje fagocytdzu makrofagy a indukuje aktivaci,
proliferaci a migraci monocyt(. Naproti tomu adiponektin ma protizénétli-
vy Ucinek, nebot potlacuje produkci TNF-a a interferonu y (INF-y) a spousti
produkci protizanétlivych cytokind (napf. IL-10)(11). Hypertrofie adipocytl
u obéznich jedincl vede ke zvysené produkci prozénétlivych cytokind tu-
kovou tkani, napt. leptinu a resistinu.

LokéIni makrofagy uvolriuji chemoatraktanty, tedy molekuly, které pfita-
hujf dalsi makrofagy, coz je pficinou chronické povahy zanétu. Akumulace
téchto bunék totiz hraje ddlezitou roli v narlistu prozanétlivych mediatord,
napt. IL-6, IL-8 a TNF-a. Tyto cytokiny pfispivaji k udrzovani inzulinové re-
zistence, dyslipidémie a nedostatecné funkenosti endotelu (12).

V poslednich desetiletich se velkd pozornost vénovala Uloze IL-6: rliz-
né studie prokdzaly, ze zvysené hladiny tohoto cytokinu, napf. pfi obe-
zité, korelujf se zvysenou mortalitou z kardiovaskularnich pficin. V sou-
Casnosti se posuzuji riizné kardioprotektivni terapie, které se zaméfuji na
snizovani hladiny cirkulujiciho IL-6 (13). Vétsina terapeutickych navrhd
lécby téchto patologickych stavld se zaméfuje na obnovu rovnovéhy
imunitniho systému prostrednictvim podavani cytokint, moznosti apli-
kace téchto molekul ve vysokych davkach je vsak omezena vzhledem k
velkému mnozstvi nezddoucich vedlejsich Gcinkd, veetné rizika vzniku
zavaznych chorob jako je autoimunitni thyreoiditida, psoridza ¢i roztrou-
send sklerdza.

Soucasné studie ukézaly, ze pouziti nizkych davek cytokind, aktivo-
vanych prostfednictvim metody SKA (Sequential Kinetic Activation) ma
mensi pocet nezddoucich ucinkd spojenych s vétsi prospésnosti lécby
psoridzy ve srovnani s vyuzitim standardnich déavek rekombinantnich
cytokinl (resp. jejich blokatord, napt. infliximabu, blokdtoru TNF-a)(14).
Dalsi studie in vitro prokézala natolik vyrazny imunomodula¢ni Gcinek
cytokinu IFN-y aktivovaného SKA, Ze byl navrzeny jako prostiedek zlep-
seni protinddorové aktivity NK-bunék u pacientd s karcinomem tlustého
streva (15).

Farmaceuticka technika SKA umozriuje, aby nanokoncentrace (koncen-
trace nizsi nez hodnota definovand jako miniméalni ic¢inna davka) pasobily

aktivné, ¢im se prekonavé problém nizké biologické dostupnosti téchto sig-
naliza¢nich molekul pfi perorlnim podani. Cytokiny vyuzivané v této studii
byly v koncentracich povazovanych za fyziologické, ve vodnim roztoku a ak-
tivované prostiednictvim procedury SKA. Zvl&sté bylo ve studii hodnoceno
pUsobent IL-4, IL-10, melatoninu a kombinace melatoninu a IL-4.

IL-10 predstavuje nejucinnéjsi protizanétlivy cytokin, jakym lidsky or-
ganismus disponuje; jeho imunomodulacni Ucinek je zprostredkovan
aktivaci drédhy JAK/STAT (16), ma ochranny Ucinek vedouci k ukoncent
zanétlivé reakce. U obéznich jedincl dochézi ke snizeni syntézy IL-10
ve slezing, pravdépodobné v disledku snizeni poctu beta bunék, zpd-
sobeném oxidac¢nim stresem a procesy apoptdzy, k nimz v tomto orga-
nu dochdzi (17). K produkci IL-4 dochézi v lymfocytech T CD4+ Th2; IL-4
predstavuje prvni stimul k produkci protildtek IgE a vyvoji Th2 bunék T
pomocnymi naivnimi CD4+ lymfocyty. Rozsahlé genetické studie ukéza-
ly, ze zmény v genech kédujicich tyto cytokiny jsou spojeny s vzrdstem
predispozice k obezité (18). IL-4 se ukdzal Uc¢innym v modulaci chronické

Déle se studie se zaméfila na melatonin, ubikvitni hormon, ktery je
zapojen do velkého mnozstvi metabolickych procest organismu. Me-
latonin je napfiklad nezbytny pro spravnou syntézu, sekreci a Ucinek
inzulinu. Jedna se také o zékladni chronobiologickou latku, kterd pro-
stiednictvim cyklu bdélost/spanek reguluje rlizné casové faze energe-
tického metabolismu. Snizeni hladiny melatoninu vede k inzulinové
rezistenci, intoleranci glukdzy, poruchdm spanku a obezité (19).

Material a metody

Cytokiny

V této studii byly vyuzity nasledujici pfipravky obsahujici cytokiny: GU-
NA-Interleukin 4 (I.-4), GUNA-Interleukin 10 (IL-10), GUNA-Melato-
nin, GUNA-Melatonin + GUNA-Interleukin 4.

Pripravky byly podéavéany kazdy den v dévce 2 fg na kazdych 106 bunék.

Bunécny model

Buriky pouzité v této studii byly 3T3-L1, buriky odvozené z linie mysich
fibroblastd 3T3-NIH, které jsou pfi prislusné stimulaci schopné diferenciace
na adipocyty. Buriky se udrzuji v kulture v zivné ptidé DMEM High Glucose
(EuroClone) doplnéné antibiotiky (Penicilin-Streptomycin, EuroClone, 1%),
L-glutaminem (EuroClone, 2%) a dialyzovanym FBS (EuroClone, 10%).

V den vysevu (GO) byly k burikdm aplikovéany cytokiny IL-4, IL-10, melato-
nin a melatonin + IL-4. Aplikace cytokinC v nizkych davkach byla opakovéa-
na kazdy den, zivna plda se ob-ménovala kazdy druhy den.

Indukce adipogenni diferenciace

Sesty den (G6) byly bunky vyjmuty, vysety do substratovych desticek
s 48 jamkami s hustotou 10.000 bunék na cm? a udrzovény v kompletni
Zivné pldé s kazdodennim pridavanim cytokint. Osm dni po vyseti (G8)
byl k burikdm pridan indukéni substrat pro adipogenni diferenciaci, tvo-
feny kompletni Zivnou pldou doplnénou dexometazonem (1 pM, Sig-
ma-Aldrich), IBMX (3-isobutyl-1-methylxanthin, 0.5 mM, Sigma-Aldrich) a
inzulinem (10 pg/ml, Sigma-Aldrich) po dobu 48 hodin. Buriky 3T3-L1 byly
udrzovany v kulture az do doby analyzy udrzovaciho substratu (DMEM HG
10% dialyzovany FBS a 5 pg/mL inzulinu). Cytokiny se do systému pfidava-
ly kazdy den a zivnd plda se ménila kazdy druhy den.

Hodnoceni riistu a fenotypu
Bunécny rlst se hodnotil ode dne GO prostrednictvim testu metabo-
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lické aktivity MTT. MTT (tetrazoliovd stl, 0.5 mg/mL, Sigma-Aldrich) Zluté
barvy se dodavé burikdm, kde diky plsobeni mitochondridlnich enzym(
vzniké formazanova stl fialové barvy. Na konci celé procedury trvajici 3
hodiny se urcila absorbance MTT pfi vinové délce 490 nm. Bunécny feno-
typ byl vyhodnoceny v den G8 prostiednictvim imunofluorescence. Bun-
ky umisténé na sklicka se fixovala paraformaldehydem v koncentraci 4%,
opléachly a obarvily specifickymi protildtkami pro vimentin a N-cadherin
(Cell Signaling). K vizualizaci doslo pod fluorescen¢nim mikroskopem (A1-
-Nikon) prostrednictvim software NIS (Nikon).

Urceni miry adipogeneze a lipolyzy
Pro vyhodnoceni adipogeneze v den G12 se jako prvni metoda pouzila

kvantifikace barviva Oil Red O (Sigma-Aldrich). Toto lipofilni barvivo proni-
k& do bunky a trvale se vaze na mastné kyseliny. Buriky byly nejdfive vyfo-
tografovéany pfi mikroskopickém zobrazeni (TS100, Nikon), posléze omyté
a rozdrcené. Mnozstvi barviva Oil Red O z vnittku bunék bylo ur¢eno spek-
trofotometricky. Druhy vzorek byl posouzeny prostfednictvim specidlniho
kitu (Adipogenesisi Detection Assay Kit — Abcam), jenZz umoznuje urcenf
mnozstvi triglycerid( akumulovanych burkami. Buriky se rozrusi, trigly-
ceridovy obsah rozpusti v glycerolu, které je posléze schopny oxidovat
chromogenni sondu (O.D.max = 570 nm). Mira lipolyzy byla ur¢ena pro-
strednictvim lipolytické bunécné aktivity stanovené kitem Lipolysis Assay
Kit (Abcam), jenz dokaze méfit mnozstvi glycerolu uvolnéného po indukci
lipolyzy Isoprenalinem (100 nM).
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Indukce stresu a jeho vyznam

Buriky byly vystaveny stresu v den G6 dvéma odlisSnymi procedurami.
Prvni z nich bylo vystaveni plsobeni lipopolysacharidu (LPS, 20 ng/mlL,
Sigma-Aldrich) po dobu 24 hodin. Nésledné se hodnotila sekrece IL-6
prostrednictvim testu ELISA (Booster) supernatant. V prabéhu nékolika

samostatnych experimentl byly bunky oznaceny barvivem CellROX©
Orange Reagent (Thermo Fisher); vzorek ziskava vice ¢i méné intenzivni
barvu v zavislosti na obsahu volnych radikald v bunkach, které se posléze
osetfily roztokem H,0, (50 uM) po dobu 30 minut a nakonec se pozoruijf
pod fluorescencnim mikroskopem.
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Obr. 2. Uéinek piisobeni cytokinii v nizkych ddvkdch na diferenciaci na adipocyty a na lipolyzu.

2A. Zobrazeni diferenciaci v osmém dni. Ctrl: negativni kontrolni kontrola, Fisiologica: pozitivni kontrola s fyziologii, IL-10, IL-4, melatonin,

melatonin + IL-4.

2B. Na ose X jsou zndzornéné aplikované cytokiny, Fisio: pozitivni kontrola, na ose Y jsou zndzornény zmény v absorbanci Oil Red O

vyhodnocené spektrofotometricky.

2C. Urceni miry adipogeneze, vyhodnocené prostiednictvim stanoveni mnoZstvi vnitrobunécnych triglyceridd, urcenych jako procentudl-
ni rozdil vzhledem ke kontrolni skupiné, Fisio: pozitivni kontrola.

2D. Lipolyza vyhodnocend prostrednictvim urceni miry sekrece glycerolu, Fisio: pozitivni kontrola.
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Vysledky a diskuse

Ucinek aplikace cytokinii v nizkych davkach na kultury bunék

Nejdiive se hodnotila vitalita bunék po aplikaci cytokinG a pfipadny
dopad téchto cytokind na proteinové markery. Obrazek 1 ukazuje, ze zad-
ny z cytokind neovliviuje vyrazné zmény absorbance (O.D.) v MTT, coz

znamend, Ze aplikace cytokinl nijak neovlivnila preziti a proliferaci bunék.
K dokonceni charakterizace bunék byly vyhodnoceny rovnéz specifické
markery tohoto bunéc¢ného typu; nékteré z nich nalezneme v obrézku 1B.

Vimentin, protein nalezici do rodiny intermedidrnich filament, byl vy-
raznou mérou exprimovan v kontrolnich vzorcich, ukazalo se viak, ze jeho
exprese byla slaba v burikéch vystavenych pdsobeni cytokinli po dobu 8
hodin. Vimentin je jednou ze slozek cytoskeletu, ktery je zapojeny nejen



do syntézy steroidll (20), ale také do transportu glukdzy a jejiho uptake
(21). Podili se rovnéz na procesu diferenciace adipocyt(, pfi které dochézi
k delokalizaci proteinu, ktery se presouva z bunky do oblasti kolem vznika-
jicich lipidovych kapek (22).

Ackoliv se v rlznych vzorcich neprokézaly kvantitativni rozdily v dife-
renciaci N-cadherinu, je zfejmé jinym zplsobem organizovan v bunkach
vystavenych plsobeni cytokinl — obrazek 1B ukazuje, ze ma kompakt-
néjsi strukturu. Z literatury vime, Ze se hladiny cadherinu v krvi ménf
u obéznich zivocicht a lidi a stabilizuje se az po snizeni vahy. Nékteré
izoformy cadherinu navic ovliviuji diferencia¢ni potencial adipocytd v
takové mife, Ze je mozné je povazovat za biomarkery zdravotniho stavu
tukové tkdné (23). Reorganizace tohoto proteinu uvniti bunék vystave-
nych plsobeni cytokind, kterou ukazuji nase predbézné data, se stane
objektem dalstho vyzkumu, nebot se jedna o velmi zajimavou skutec-
nost, kterd nema snadné vysvétleni. Data o vitalité bunék, spole¢né se
ziskanymi imunofluorescenc¢nimi obrazky nas vedou k hodnocent, ze vy-
staveni bunék cytokiniim je pro bunky zcela bezpe¢né a dochazi k roz-
diltim v expresi nékterych markerd ve srovnani s kontrolnimi skupinami.

U¢éinek cytokint na diferenciaci adipocyti

Dospéli jsme k urcitym predbéznym zavérdm ohledné bunék 3T3-L1
indukovanych k diferenciaci na adipocyty, s pfidanymi cytokiny v nizkych
davkach ve dnech predchéazejicich a nasledujicich proces navozené dife-
renciace. Jak je vidét z obrdzku 2A, cytokiny neinhibuiji diferenciaci a z ob-
razk( je také zfejmé, Ze je obtizné najit rozdily mezi burikami vystavenymi
cytokintim, kontrolnim vzorkdm a mezi burikami s rdznymi typy cytoki-
nU. Barvivo proniknuté do bunék bylo proto rozpusténo, aby byla mozné
spektrofotometrické meéfeni (Obréazek 2B). Trebaze pocet vzorkd nedovo-
loval ziskat statisticky vyznamna data, zda se, Ze sledované druhy cytokind
mohou diferenciaci omezit. Neocekavali jsme, Ze tento vysledek nepotvrdi
dalsi typ testu, ELISA, urceny k vyhodnoceni mnozstvi nitrobunécnych tri-
glyceridd. Test ELISA ukézal, ze se mnozstvi triglycerid( v bunkdch do urci-
té, tfebaze ne vyrazné miry, zvysilo v bunkach vystavenych melatoninu ¢i
kombinace melatoninu + IL.-4 (Obrazek 3C).

Hodnotili jsme rovnéz schopnost lipolyzy triglyceridd v burikach
predem vystavenych cytokintim, které se diferencovaly za pfitomnosti
cytokin po dobu 6 dnf a stimulovanych isoprenalinem v den G12.
Nezjistili jsme zadny rozdil mezi skupinami (Obrazek 2D), coz nazna-
Cuje, ze predchozi vystaveni bunék cytokinlim nijak neovliviiuje regu-
laci tff hlavnich enzym (lipdz) zapojenych do této metabolické cesty:
triglyceridlipdzy tukové tkdné (ATGL), hormonsenzitivni lipdzy (HSL) a
monoacylglycerollipdzy (MGL)(24).

Tato predbézna data naznacuji, ze delsi vystaveni bunék 3T3-L1 sti-
mulovanych smérem k diferenciaci na adipocyty cytokindm v nizkych
davkach ma urcité ucinky, ale jejich presnéjsi charakteristika vyzaduje
pokracovani tohoto vyzkumu, které jiz v nasi laboratofi probiha.

Uéinek pisobeni cytokinti v nizkych davkach na buriky vysta-
vené stresu

Nakonec jsme v této predbézné studii hodnotili, zda predchozi vy-
staveni bunék cytokindim v nizkych davkach muze zlepsit prezivani bu-
nék vystavenych stresu. V prvni skupiné experimentt byl hodnocena
sekrece prozénétlivého cytokinu IL-6 v burkach stimulovanych LPS,
generickym aktivatorem zénétlivé odpovedi (Obrazek 3A). Predbézné
vysledky, zobrazené na obrazku 3B, ukazuji, ze v tomto kontextu je nej-

slibngjsim cytokinem IL-10. Z grafu si mizeme vsimnout, Ze sekrece
IL.-6 je vyraznou mérou snizend v pfipadé, ze 3T3-L1 jsou vystaveny
pusobeni IL-10 v nizkych davkéach po dobu 6 dni.

Byla hodnocena rovnéz reakce na oxidac¢ni stres (plsobeni
volnych radikald) prostfednictvim stimulace bunék pomoci H O, a
ur¢eni mnozstvi volnych radikdld v bunkach obsazenych pomoci
barviva CellROX, jez umozriuje méfit oxidacni stres prostrednictvim
fluorogenni sondy vytvorené k méreni volnych radikal (ROS) v Zivych
bunkach.V tomto pfipadé obrazky ziskané imunofluorescenci ukazujf,
Ze cytokin IL-4 je nejschopnéjsi eliminovat volné radikaly, jak vidime
na zakladé méné intenzivniho zbarveni vzorku s IL-4 ve srovnani s
kontrolni skupinou. Méné intenzivni zbarveni je vsak pfitomné i na
obrazcich ze vzorkd vystavenych plsobeni ostatnich cytokind.

Zaver

Trebaze jsou data ziskand v této studii pouze predbézna a je treba
je dale ovérit bud opakovanim experimentt ¢i hlubsim zkoumanim
mechanismU Ucinkuy, jsou slibnd a ukazuji velmi zajimavé moznosti.
Bunky 3T3-L1 predstavuji siroce vyuzivany bunécny model studia adi-
pogeneze a lipolyzy; stoji velmi malo a snadno se s nimi manipuluje.
Tyto bunky nepredstavuji dokonaly model lidské fyziologie, nebot po-
chézeji z jedné bunécné linie, Ize je povazovat za model vhodny pro
inicidlni metabolické studie in vitro. Vzhledem k tomu, Ze se jedné o
Siroce pfijimany model, jsou metodiky indukce a inhibice adipogeneze
u téchto bunék velmi dobre konsolidované. Vétsina studif vyuziva vel-
k& mnozstvi molekul, at jiz cytokinG, syntetickych ¢i pfirodnich latek,
po dobu 24/48 hodin a témér nikdy po delsi dobu, navzdory tomu,
jaké je fyziologické trvani téchto proces(, v nichz jsou zapojeny latky
s vyrazné nizsi koncentraci, které vsak vydrzi déle. Jsme presvédceni,
7e metodologie kratkodobého vystavovani bunék ldtkdm neodpovida
pfirozenému plsobeni endogennich cytokind, nebot v téchto typech
modell je stimulus velmi intenzivni a ¢asové velmi omezeny. Rozhodli
jsme se proto predem vystavit buriky nizkym koncentracim cytokind
po delsi dobu, dokonce i v prabéhu stimulace k diferenciaci.

Jak jsme uvedli vyse, v téchto koncentracich cytokiny neovliviuji
vitalitu bunék, maji vsak Ucinek na bunécny fenotyp, nebot modifi-
kuji expresi a lokalizaci dvou markerd, jimiz je vimentin a N-cadherin.
Kdyz jsou tyto bunky vystavené plsobeni molekul v nizkych déavkach
indukované k adipogenezi, pozorujeme plsobeni, které navzdory za-
tim nedostatec¢né velikosti vzorku zfejmé maji — tfebaze jen ¢astecny
— inhibi¢ni charakter. Nejsilnéjsi data se tykaji IL-10, ktery podle testu s
barvivem Oil Red O zifejmé ma inhibi¢ni Ucinek a poskytuje koherent-
néjsi data ohledné sekrece triglyceridl. Nezda se vsak, Ze se projevuje
néjaky Ucinek ve smyslu ovlivnéni schopnosti lipolyzy. | tento aspekt
budeme déle vyhodnocovat prostrednictvim odlisného protokolu ex-
perimentélniho setu.

Zajimavy je rovnéz vysledek tykajici se reakce na stres. U bunék pre-
dem vystavenym cytokinlim se ukazuje omezend aktivace pfi stimulaci
s LPS (vystaveni cytokinu IL-10), ¢imz se snizuje sekrece prozanétlivych
cytokind, jak prokazuje snizeni obsahu ROS (vlivem cytokinu IL-4) pfi vy-
staveni plsobeni H202. V soucasné dobé v nasi laboratofi provadime
dalsi experimenty pro potvrzeni téchto vysledk( a k upfesnéni s nimi
souvisejicich mechanismd tcinku.
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