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Abstrakt

Energeticky metabolizmus zahrnuje procesy pfijmu a vydeje energie a zahrnuje ukladani
piebytecné energie do tukovych zasob. Bila tukova tkan je zasobarnou energie a zaroven hraje
dilezitou roli v zajisténi energetické homeostazy. Zivocichové ziskavaji energii pomoci
oxidace substrati z potravy. Nepiima kalorimetrie je ¢asto pouzivanou metodou slouzici k
odhadu energetick¢ho vydeje na zékladé¢ méteni piijmu kysliku a vydeje oxidu uhli¢itého.
Pomér VCO,/VO, (respiracni koeficient) je indikatorem oxidace metabolickych substrata.
Schopnost jedince pfizptisobovat oxidaci substratl jejich dostupnosti se povazuje za métitko
metabolické flexibility. Snizeni metabolické flexibility souvisi se snizenou schopnosti
prizpusobit se zménam v dostupnosti metabolickych substratii a s nadmérnym ukladanim tuku
v téle. V této diplomové praci jsme zkoumali souvislost metabolické flexibility definované na
zéklad€ nepiimé kalorimetrie s metabolizmem tukové tkdné u dvou kment laboratornich mysi
C57BL/6J a A/, které se liSi nachylnosti k obezit¢ indukované dietou. MySi kmene A/J
vykazovaly vys$si metabolickou flexibilitu na urovni celého organizmu spole¢né s vyssi
schopnosti tukové tkdn¢ uvolnovat a piijimat lipidy. Studium rozdili v reakci na plisobeni
diety s vysokym obsahem tukd umoziiuje definovat rozdily v ,metabolicky zdravé®“ a
»metabolicky poskozené tukové tkani. Definovani téchto mechanizmi pak cili na pozdé;si

vyvoj 1éCiv na obezitu a souvisejici komorbidity.
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Abstract

Energy metabolism involves processes of energy intake and energy expenditure, including
storage of excessive energy in a form of lipids. White adipose tissue stores energy and plays
an important role in maintenance of energy homeostasis. Animals obtain energy by oxidation
of substrates from diet. Indirect calorimetry is a method for assessment of energy expenditure
based on a measurement of oxygen consumption and carbon dioxide production. The
VCO,/VO, ratio (Respiratory Quotient) indicates oxidation of specific metabolic substrates.
Metabolic flexibility is the ability of an organism to match substrate oxidation to its
availability. The decrease of a metabolic flexibility is linked to inability to adapt to available
substrate and with excessive lipid storage in the body. In this thesis we evaluated correlation
between the metabolic flexibility defined by indirect calorimetry and the adipose tissue
metabolism in two strains of mice, C57Bl/6J and AlJ, that differ in their propensity to diet-
induced obesity. Increased whole-body metabolic flexibility in A/J mice was connected to
higher ability of adipose tissue to release and uptake lipids. The study of reaction to high-fat
diet enables us to distinguish ,,metabolically healthy* and ,,metabolically unhealthy* adipose
tissue. The knowlegde of these mechnisms forms a basement for further development of anti-

obesity drugs.
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Uvod

Obezita je komplexnim chronickym onemocnénim, které v celosvétovém méfitku predstavuje
zatéz pro zdravotnicky systém. Obezita je dliisledkem poruSeni energetické homeostazy, coz je
rovnovaha mezi pfijmem a vydejem energie. Rlizné endogenni a enviromentalni faktory
mohou vést k rozvoji této nemoci, avSak hlavni pfi¢inou obezity je nadmérny ptijem potravy a
nedostatek fyzické aktivity. K néasledktim obezity patii kardiovaskuldrni onemocnéni, diabetes

mellitus druhého typu, metabolicky syndrom a jiné zdravotni komplikace.

Studium metabolické flexibility, kterd se projevuje mimo jiné i ve schopnosti organizmu
efektivné skladovat zZiviny z potravy a regulovat hladinu krevni glukézy v postprandialnim
stavu, mize vést k pochopeni mechanizmil energetické¢ homeostazy. Tukova tkan je dulezitym
orgdnem pro zajisténi celotélové metabolické flexibility a zachovani zdravého fenotypu.
Piijjem diety s vysokym obsahem tukii negativné souvisi s funkci tukové tkané udrzovat

procesy spojené s ukladdnim a uvoliiovanim energie ve vyrovnaném stavu.

Diplomové préace je zaméfena na pochopeni role bilé¢ tukové tkané v regulaci energetického
metabolizmu. Experimenty byly provadény na mySich modelech pro rozdilnou néchylnost k
dietou indukované obezité, coZ jsou inbredni kmeny C57BL/6J a A/J. Dieta s vysokym
obsahem tuku ma rGzny vliv na energeticky metabolizmus u téchto kment, coZ se projevuje v
jejich odlisné schopnosti pfizplisobovat se dieté. Soucésti této prace bylo stanoveni
celotélového metabolizmu metodou nepfimé kalorimetrie a propojeni téchto vysledkl s

metabolizmem bilé tukove tkan€ meéfenym na irovni genové exprese.

Pochopeni metabolizmu tukové tkan€ a metabolické flexibility by mohlo vést k rozvoji

novych farmaceutickych preparatli pro 1é€bu obezity a metabolického syndromu.



1. Literarni prehled

1.1. Energeticky metabolizmus
1.1.1. Energeticka rovnovaha
Zmény v télesné hmotnosti musi odpovidat prvnimu termodynamickému zédkonu (Ravussin,
Gutman et al. 2013). Zména energetického obsahu v téle je jednoznac¢né definovana celkovym
energetickym pfijmem a celkovym energetickym vydejem (Leibel, Rosenbaum et al. 1995).
Jednotlivé slozky této rovnovahy mohou byt pfimo zméfené a umoznuji stanovit obsah

energie v téle uskladnéné ve forme tuku.

Energeticky piijem (EI) je povaZovan za energeticky obsah ptijaty ve formé potravy. Energii
z potravy miizeme charakterizovat jako hrubou (obsah tepla uvolnény pti spalovani potravy
v bombovém kalorimetru), stravitelnou (hruba energie minus energetickd ztrata
v exkrementech), metabolizovatelnou (stravitelna energie minus energetickd ztrata v moci) a
Cistou (metabolizovatelna energie minus energeticka ztrata béhem traveni) (Hall, Melendez et

al. 2013).

Energeticky vydej (EE) je méfen zejména pomoci pfimé nebo nepiimé kalorimetrie a sklada
se ze 4 komponent: bazalni metabolicky obrat, termicky efekt piijmu potravy, energeticky
vydej spojeny s fyzickou aktivitou a tvorba tepla tfesovou nebo netfesovou termogenezi.
Energeticky vydej je moZné méfit na mnoha urovnich, v pfipadé méfeni celotélové
energetické homeostidzy se pouziva zejména piima a nepiimé kalorimetrie. Zatimco piima
kalorimetrie vyuZivad pro stanoveni energetického vydeje méfeni pfimého vydeje tepla
organizmem, nepiima kalorimetrie odhaduje energeticky vydej na zakladé méteni spotieby O,

a méteni uvolnéného CO; (Levine 2005).

Celosvétovy problém spojeny s nartistem obezity vyvolal velky zajem o studium mechanizmt
energetické homeostazy, tedy stanoveni rovnovahy mezi EI a EE. I kdyZ sou€asné metody
méteni EE u mysi jsou citlivé a Siroce pouzitelné, jejich schopnost odhadnout rozdily v EE je
limitovdna vinou rozdild v télesné hmotnosti studovanych objektd. Obezita miize byt
povazovana za diisledek trvalého zvySeni EI oproti EE. Nicméné toto jednoduché vysvétleni
nezahrnuje patofyziologické mechanizmy, jimZ je tfeba porozumét pro efektivni lécbu

obezity.



1.2. Neprima kalorimetrie
Vsechny zijici organizmy jsou zapojené do neustalé vymény energie s prostiedim. Oxidace
substratil v potravé poskytuje energii potfebnou pro zajistovani biologické homeostazy
(Simonson and DeFronzo 1990). NejbéznéjSim zplusobem ziskdni chemické energie ze
substratl je uplné oxidace na oxid uhlicity a vodu. Zarovei je teplo vytvofené u savci a ptakl
v pribéhu biologického spalovani potifebné pro udrzovani teploty téla (Ferrannini 1988).
Chemicka energie ulozena v chemickych vazbach hlavnich energetickych substrati je vyuzita
zejména pro zajisténi elektrochemickych gradientii pies bunééné membrany, pro biosyntézu
makromolekul jako jsou proteiny, glykogen a triacylglyceroly (TAG) a pro svalovou kontrakci

(Schutz 1995).

Termin ,,nepfimd kalorimetrie* souvisi s nepfimym odhadnutim energetického vydeje na
zékladé méfeni vymeény respiracnich plynli, na rozdil od pfimé kalorimetrie, kde je pfimo
méfen pienos tepla z organizmu (Schutz 1995). Pro subjekt za bazalnich podminek (pii
odpocinku, v termoneutrdlnim prostiedi a 3-5 hodin po jidle) predstavuje rozdil mezi

metabolickou produkci tepla a ztratou tepla tzv. tepelnou rovnovahu, kterou lze vyjadrit:
Produkce tepla = tepelné ztraty +/- uskladnéni tepla

Uskladnéni tepla miZe byt pozitivni, kdy je teplo ziskané, coz ve vysledku znamena zvySeni
vnitini télesné teploty. Uskladnéni tepla mize byt i negativni, kdy se teplo ztraci a télo se
ochlazuje. Veli¢ina uskladnéni tepla mlze byt vypoctena z télesné hmotnosti, specifické
tepelné kapacity téla (ktera zélezi na sloZeni t€la) a na poméru zmény ve vnitini télesné
teploté. V praxi tento vypocet neni jednoznacny, protoze zmény v teploté v ramci téla nejsou

rovnomerné rozlozené (distribuované) mezi tkdnémi (Schutz 1995).

Méfeni pfemény metabolické volné energie je uplatnénim termodynamiky v Zivo¢iSném
svéteé. Nepiima kalorimetrie je metodou stanoveni metabolického obratu na zakladé méteni
spotieby kysliku (O,) a produkce oxidu uhli¢itého (CO,) v organizmu. Tato metoda pouziva
princip prvniho termodynamického zakona — energie v izolované soustavé nemiliZze samovolné
vznikat ani zanikat, ale mize se vyménovat mezi organizmem a jeho prostiedim (Simonson

and DeFronzo 1990) (Ferrannini 1988).

Nepiima kalorimetrie je zaloZend na jednoduchych principech, avSak v praxi je technicky
slozitou metodou, protoze malé zmény v obsahu kysliku ve vzduchu detekované
v metabolickém boxu jsou zatizené velkou chybou méfeni, kterd je spojena se zménou teploty,

tlaku a vlhkosti vzduchu. Nepiimé kalorimetrie je nicméné b&Znou metodou pro zjisténi
3



energetické rovnovahy u zvifat 1 u lidi (Arch, Hislop et al. 2006) (Schadewaldt, Nowotny et
al. 2013).

1.2.1. Principy nepiimé kalorimetrie
Sacharidy, tuky a proteiny jsou hlavnimi energetickymi substraty pro produkci energie. Tyto
tf1 energetické substraty se lisi v pomérech spotfebovaného kysliku (7O;) ku produkovanému
oxidu uhli¢itému (V'CO,) a také v mnozstvi energie uvolnéné na gram substratu. Pomér mezi

V'CO,a VO, je charakterizovan jako respiracni koeficient (RQ):
RQ = VCO,/VO,

Pfi oxidaci sacharidii je RQ rovno 1,0; 15,7 kJ energie je uvolnéno na gram oxidované
glukézy. Pro glykogen je toto mnozstvi stanoveno na 16,7 kJ/g diky dodate¢né energii

ulozené v dasich chemickych vazbach.

D - glukéza glykogen
CH-0H OH __
o o\ 7
OH NN\ OH
IH-.'.\
OH OH oH OB
<
OH B /0 : Oy
N OH NN _OH
BO—— U | T
CH J_"_"‘—_\_‘!r o
N 7 e
};0_'\._--‘"?\%:._,_‘] J a-16
OH -
PTNTTN OH
oG
O L0,

Celkova rovnice je:
1g glukozy + 746 ml1 O, _, 746 ml CO, + 0,6 g H,O + 15,7 kJ (Even and Nadkarni 2012)

Pro lipidy se RQ blizi pfiblizné 0,705 v zavislosti na délce a stupni saturace daného lipidu; na

gram oxidovaného lipidu je uvolnéno pfiblizné 37,7 kJ energie. Celkova rovnice je:



lg palmitatu + 2,029 ml O, _, 1,430 ml CO, + 0,45 g H,O + 37,7 kJ (Even and Nadkarni
2012)

Pro proteiny se RQ pohybuje okolo 0,81 v zévislosti na aminokyselinovém slozeni dané¢ho
proteinu; na gram oxidovaného proteinu je uvolnéno cca 16,7 kJ energie. Celkovou rovnici
1ze popsat jen ptibliznou oxidaci standardniho proteinu kvuli variabilit¢ ve slozeni. Celkova

rovnice za predpokladu, ze mocovina je hlavnim odpadnim produktem, je:

1g proteinu + 966 ml O, — 782 ml CO; + 0,45 g H,O + 0,50 g mocoviny + 16,7 kJ (Even
and Nadkarni 2012)

Jak lze vidét z predchozich rovnic, oxidace glukozy a lipidil je Gplnd (vyslednymi produkty
jsou CO; a H,0), zatimco oxidace proteini neni Uplna diky exkreci dusiku ledvinami ve
form¢é¢ mocoviny [CO(NH,);]. Tvorba mocCoviny vyzaduje energii, a proto se
metabolizovatelna energie proteinu snizi na 16,7 kJ/g, podobné jako u sacharidi. U tuk

energeticky obsah a RQ zaleZi na jejich délce a stupni saturace (Even and Nadkarni 2012).

RQ mulze nabyvat i hodnot mimo interval 0,7-1,0. V pfipad¢, ze ptekrauje hodnotu 1,
pravdépodobné dochédzi k de mnovo lipogenezi. Pokud ma hodnotu niz§i nez 0,7, pak

pravdépodobné dochazi ke glukoneogenezi nebo ketogenezi (Schutz 1995).

1.2.2. Kalkulace substratové oxidace
Hospodareni se substraty v ramci organizmu
Koncepce ,,mizeni* sacharidi, lipidi a proteinti z jejich metabolickych zasob je kli¢ova pro
spravnou interpretaci kalorimetrickych dat. Ve vétsing ptipadd je hlavni metabolickou drahou
spotfebovani substratu oxidace. Nepfima kalorimetrie méfi Grovenn oxidace substratu bez
ohledu na metabolické pfemény. AvSak existuji i vyjimecné procesy, které mohou mit
podstatny vliv na rychlost substratové oxidace a energetické produkce. Témito procesy jsou
glukoneogeneze, ketogeneze nebo lipogeneze nebo oxidace substrati po podani diet
s neobvyklym sloZenim. V tomto piipadé€ terminy ,,zmizeni* a oxidace nejsou zaménitelné a
pro poskytnuti nezavislé kvantifikace glukoneogeneze, lipogeneze a ketogeneze musi byt
pouzita nepiima kalorimetrie kombinovana s vyuZitim radioizotopovych technik (Simonson

and DeFronzo 1990).
Oxidace standardniho sacharidu (glukézy) Gex a lipidu (palmitatu) Lox mohou byt stanovené
na zakladé vymény respiracnich plynid, zatimco jedinym zpiisobem stanoveni oxidace

proteinil Py je urceni exkrece dusiku v moc¢i (Even and Nadkarni 2012). Slozeni oxidovaného



proteinu reflektuje spis slozeni proteint v dieté nez slozeni zivoc¢isného svalu (Simonson and
DeFronzo 1990). Vzhledem k tomu, Ze dusik ptedstavuje 16% hmotnosti proteinu, oxidace

proteinti muze byt uréena pomoci kvantifikace exkrece dusiku z moci:

Pox (g) = 100/16 - N (g) = 6,25 - N (g) (Ferrannini 1988)

Rovnice oxidace sacharidi a lipidi:
Gox (mg) =4,55 - VO, (ml) — 3,21 - VCO; (ml) — 2,87 - N (mg) (Ferrannini 1988)
Lox (mg) = 1,67 - VO, (ml) — 1,67 - VCO, (ml) — 1,92 - N (mg) (Ferrannini 1988)

(kdyz se Pox bere v tvahu)

Gox (mg) =4,55 - VO, (ml) — 3,21 - VCO; (ml) (Even and Nadkarni 2012)
Lox (mg) = 1,67 - VO, (ml) — 1,67 - VCO, (ml) (Even and Nadkarni 2012)

(kdyZ se Pox nebere v tivahu)

Exkrece dusiku se obecné musi zahrnovat do vypoctu Gex a Lo, kdyZ proteiny ptispivaji vice

nez 10 -15 % k energetickému obsahu diety.

1.2.3. Vypocet energetického vydeje
Existuje vice rovnic pro vypocet EE, které poskytuji ptiblizné stejny odhad EE (maximélné
1% odchylka méfenych dat) vychdzejici ze zmén v koncentracich respirac¢nich plynt (Even
and Nadkarni 2012). NejbéZnéjsi ze Ctyt bézné pouzivanych je rovnice:

EE (kcal/min) = 3,91 VO, (1) + 1,10 VCO; (1) — 1,93 N (g) (Simonson and DeFronzo 1990)

Vzhledem k tomu, ze obsah dusiku v mo¢i nemusi piesné reflektovat oxidaci proteind, tak je
asto vliv oxidace proteini na EE zanedbavan (Simonson and DeFronzo 1990). VySe zminéna

rovnice se pak vyjadiuje jako:
EE (kcal/min) = 3,91 VO, (1) + 1,10 VCO; (1) (Even and Nadkarni 2012)

Pro spravnou interpretaci hodnoty energetického vydeje pii riznych teplotach okoli je tfeba

stanovit tzv. termoneutrdlni teplotu. V subtermoneutralnich podminkach je EE nepfimo
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umérny teploté¢ okoli, tak jak pozorovany objekt musi vyuzivat tfesové 1 netfesové
mechanizmy k tvorbé tepla a zvysit tim svou spotfebu energie. Zona kolem 30 °C pak
predstavuje pro laboratorni mysi termoneutralni zonu, pii které je metabolizmus na bazalni
urovni a v obdobi, kdy nedochazi k fyzickému pohybu, pak mizeme v termoneutralni teploté

zméfit odpocinkovy metabolicky obrat (Cannon and Nedergaard 2011).

1.3. Metabolicka flexibilita

Dieta ¢loveka obsahuje sacharidy a tuky v raznych pomérech. Efektivni skladovani zivin,
pochézejicich z potravy, a minimalizace vykyva hladin krevni glukozy po jidle jsou typickymi
znaky zdravého metabolizmu sacharida a tukti. Ten vyzaduje koordinovanou regulaci funkce
vyznamnych organii: pankreatu, jater, kosterniho svalu a tukové tkané (Storlien, Oakes et al.

2004).

Metabolicka flexibilita je schopnost systému (organizmu, tkdn€ nebo bunky) piepinat mezi
oxidaci lipidi za stavu vysokych hladin mastnych kyselin (FA) v krvi v pribéhu hladovéni a
potlatenim oxidace lipidi a zvySenim oxidace glukézy za inzulinem stimulovanych
podminek. Jinymi slovy je to udrZeni rovnovdhy mezi dvéma hlavnimi energetickymi
substraty (glukézou a lipidy) na zakladé jejich dostupnosti a pfizplisobeni oxidace substratu

jeho dostupnosti (Kelley and Mandarino 2000).

Metabolicka flexibilita zahrnuje celou fadu pfirozené se vyskytujicich stavil, jako naptiklad
prechod mezi oxidaci sacharidi a oxidaci tukti v prib&hu hladovéni nebo jako odpoveéd na
vysokotukovou dietu (HFD). Metabolicka flexibilita tésn€ souvisi s inzulinovou senzitivitou a
je ovlivnéna jak funkci kosterniho svalu, tak tukové tkané. Kosterni sval je zdkladni tkani,
ktera zajiStuje periferni inzulinovou senzitivitu a glukézovou homeostizu (Kelley and

Mandarino 2000).

Existuji dva zékladni znaky redukované (snizené) metabolické flexibility. Prvnim aspektem
snizené metabolické flexibility je sniZend oxidace tukli béhem stavu hladovéni (coz mize byt
detekovano jako relativné vyssi RQ proti flexibilnimu organizmu) a sniZzena oxidace glukézy
za inzulinem stimulovanych podminek (coz mize byt detekovano jako relativné nizs§i RQ
proti flexibilnimu organizmu). V laboratoti Kelleyho a kolegii (Kelley, Goodpaster et al.
1999, Kelley and Mandarino 2000) byla provedena studie, ve které charakterizovali flexibilitu
kosternich svalli v oxidaci substrati u zdravych a obéznich jedinci v hladovém stavu a za
inzulinem stimulovanych podminek. RQ u zdravého jedince se zvySuje z 0,8 na 1,0 mezi
hladovénim a inzulinem stimulovanym stavem, coz odpovidd pfechodu od oxidace lipida
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k oxidaci glukozy. Naopak, RQ 0,9 u obéznich jedincii pretrvavalo jak ve stavu hladovéni, tak
po infuzi inzulinu (Storlien, Oakes et al. 2004). Druhym aspektem je sniZena schopnost
regulace lipolyzy a nésledné schopnosti uvoliiovat neesterifikované mastné kyseliny (NEFA)
do krve pod vlivem inzulinu. SniZzend metabolicka flexibilita tzce souvisi se snizenou
schopnosti inzulinu potlacovat uvolnovani NEFA a také se sniZenou hladinou adiponektinu v
krvi (obr. 1). Tukova tkan proto hraje diilezitou roli v zajisténi metabolické flexibility. Bila
tukova tkan (WAT) skladuje energii v adipocytech ve formé¢ TAG v piipadé pozitivni
energetické rovnovahy a uvoliiuje energii ve formé NEFA, kdyz EE ptfevysuje EI. Schopnost
tukové tkané reagovat na inzulin je pak dulezitym aspektem metabolické flexibility

organizmu (Sparks, Ukropcova et al. 2009).

Metabolicka flexibilita je ¢asto narusend u jedinct rezistentnich k inzulinu a da se detekovat
zejména pfi  méfeni nepiimé kalorimetrie za podminek hyperinzulinemického-
euglykemického clampu. Inflexibilita je ptevazné disledkem snizeného vstupu glukozy do
bun€k. Pro porozuméni vzniku inzulinové rezistence pii zvySeném ukladani TAG do
svalovych vldken je modelovym stavem vznik metabolické inflexibility v prubéhu krmeni
HFD (Galgani, Moro et al. 2008). Metabolicka flexibilita zahrnuje nejen schopnost piepinat
mezi oxidaci sacharidl a tukd, ale také kapacitu pro vyuziti téchto substrati. Byl pozorovan
rozdil v oxidativni kapacité svalovych vlaken a také v morfologii mitochondrii mezi zdravymi
a obéznimi jedinci a také u jedinci s diabetem 2. typu. ZvySeny pomér svalovych vlédken typu
I, charakteristickych pomalym oxidativnim metabolizmem, je spojen s vysokou inzulinovou
senzitivitou a zdravym fenotypem, zatimco u vldken typu II, charakteristickych rychlym
oxidativnim nebo glykolytickym metabolizmem, se projevuje opacny fenotyp (Storlien,

Oakes et al. 2004).

Bylo zjiSténo, Ze metabolicka flexibilita negativné koreluje s obsahem tuku v téle, velikosti
tukovych bunék a pozitivné koreluje s potlacenim lipolyzy inzulinem. Metabolicky flexibilni
jedinci jsou méné obézni, maji mensi tukové bunky a vykazuji niz§i koncentrace NEFA v
plazmé po podani inzulinu. Metabolicky flexibilni jedinci také maji zdravejsi tukovou tkan a
niz$i zanét v tukové tkani, coz bylo prokazano na trovni nizsi exprese genli pro chemokiny

MCP-1 a MIP-1a a také markerti makrofagh CD8 a MAC-2 (Sparks, Ukropcova et al. 2009).



prebytek

energie
hypertroficke -
adipocyty F (5 ta
-~ )
\}" f' \,.a'
\.
1/ b )\ . \

- (9]
adlpcnektm ﬁu )
S 3
= 2—
= Fay
E E

N

zulinem stimulovany vstup a
oxidace glukozy

oxidace mastnych kyselin

Obr. 1: Role tukové tkané v zajisténi metabolické flexibility
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Prebytek energie vede k hypertrofii adipocytii. Hypertrofické adipocyty sekretuji chemokiny,

coz vede kinfiltraci tukové tkané makrofagy. Dusledkem je snizeni inzulinem stimulované

suprese lipolyzy a sniZeni sekrece adiponektinu. ZvySena koncentrace NEFA po vylevu

inzulinu a sniZend koncentrace adiponektinu v krvi vede k inhibici inzulinem stimulovaného

vstupu a oxidace glukozy v kosternim svalu a také snizeni kapacity pro oxidaci lipidii.

(ptevzato a upraveno podle (Sparks, Ukropcova et al. 2009))

1.3.1. Randliiv cyklus

V roce 1963 Randle a kol. navrhli cyklus zpétné regulace metabolizmu gluko6zy a FA (obr. 2),

ktery popisuje tok substrati a také vybér substrati urenych pro oxidaci.

charakterizuje kompetici v oxidaci mezi glukéozou a FA ve svalu a v tukové tkani. Tento

biochemicky mechanizmus kontroluje vybér substratu pro oxidaci a ptizpisobuje dodavku

substrati ve tkanich hormonim kontrolujicim koncentraci substrati v krvi.

kontrolujici lipolyzu v tukové tkani ovliviiuji koncentraci FA v krvi, FA zéaroven reguluji

vybér substratti pro oxidaci ve svalu. V hladovém stavu aktivace lipolyzy poskytuje tkdnim

FA, které se stavaji ptfednostnim substratem pro oxidaci. V jatrech B-oxidace FA slouzi jako
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lokalni zdroj energie a muze vést ke ketogenezi. Ketolatky jsou piednostné oxidované mimo
jatra. FA a ketolatky tlumi oxidaci glukézy a tim umoziuji pouziti glukdézy v mozku
v prabéhu hladovéni.

Bylo prokazano, ze potlaceni spalovani glukézy pomoci oxidace FA nebo ketolatek je
zprostiedkovano kratkodobou inhibici né¢kolika kroka glykolyzy. Nejsilngjsi je inhibice na
urovni pyruvat dehydrogenazy (PDH). Genetickd suprese PDH v srde¢nim a kosternim svalu
u mys$i ma dramatické néasledky — mlad’ata umiraji béhem odstavu. PDH-deficientni mysi

mohou pfezit, pouze pokud jsou krmené HFD, ale vyviji se u nich svalova hypertrofie a

srde¢ni poruchy (Hue and Taegtmeyer 2009).

SVAL PLAZMA TUKOVA TKAN
CO, 4— glukiza < glukdiza ————F—F glukdza —) Pyr
co, +« LCFA LCFA € LCFA + TAG

Obr. 2: Schéma Randlova cyklu

Cyklus je mechanizmem homeostazy pro kontrolu koncentraci glukozy a mastnych kyselin
v krvi. Termin ,,cyklus‘ je pouZit pro zndzornéni vzajemné kontroly mezi oxidaci glukozy a

mastnych kyselin.
LCFA-mastné kyseliny s dlouhym retézcem; TAG-triacylglycerol; Pyr-pyruvat

(ptevzato a upraveno podle (Hue and Taegtmeyer 2009))

1.4. Tukova tkan
Zivé organizmy potiebuji pro svoje pieziti pfijimat energii ve formé potravy. Uskladnéni
piebytecné energie v téle je nezbytnym fyziologickym procesem, ktery umoznuje preziti
organizmu v nepfiznivych podminkéach. Tukova tkan je pojivovou tkani, ktera je schopna
uskladiiovat pfebytecnou energii ve formé& lipidi a zajiStovat celotélovou lipidovou
homeostazu (Choe, Huh et al. 2016). Tukova tkan neslouzi pouze jako zadsobarna energie, ale

je také endokrinnim orgénem, ktery zajiStuje sekreci adipokinti, lipidd, cytokinl a jinych
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latek. Tukova tkan se primarn¢ sklada z adipocytii a stroma-vaskularni frakce, ktera zahrnuje

preadipocyty, fibroblasty, endotelové burniky, makrofagy a leukocyty (Luo and Liu 2016).

Tukova tkan je vSeobecné povazovana za pojivou tkan bez specifické anatomie. Nicméné dva
typy tukové tkané obsahujici adipocyty s rozdilnymi funkcemi mohou byt povazovany za
velky ,,tukovy orgdn“ s diskrétni anatomii, specifickou vaskularizaci, inervaci a vysokou
fyziologickou plasticitou (Cinti 2011). Takto definovany tukovy orgéan je tvoren né¢kolika
tukovymi depy, kterd jsou umisténa v téle ve dvou kompartmentech: pod kiizi a mezi organy,
pfipadné¢ jinde mezi svaly. U savcl je tukova tkan tvofena né€kolika samostatnymi depy,
tvoficimi jeden funkéné a anatomicky céasteéné provazany orgdn: anteriocervikdlnim,
supraklavikularnim, supraskapularnim, supraspindlnim, axilarnim, infraskapulédrnim,
klasickou interskapularni BAT, anteriornim subkutdnnim, ventrospinalnim, perirendlnim,
gonadalnim (epididymélnim nebo periovaridlnim) a inguindlnim tukovym depem (obr. 3)

(Zhang, Hao et al. 2018).

U savctl se z funkéniho hlediska vyskytuji dvé formy tukové tkané: bila tukova tkan (WAT,
white adipose tissue) a hnéda tukova tkan (BAT, brown adipose tissue). WAT je zasobarnou a
zdrojem energie, zajiStuje tepelnou izolaci a mechanickou ochranu vnitinich organti. BAT
hraje roli v termogenezi (Berry, Stenesen et al. 2013). Tukovy orgédn u mysi vystavenych
chladu je 1 makroskopicky v nékterych depech vyrazné hnédé zabarveny a ma hustsi inervaci,

neZ u mysi aklimatizovanych v termoneutralni teploté (Barbatelli, Murano et al. 2010).
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Obr. 3: Schéma lokalizace tukovych dep u mysi

(ptevzato a upraveno podle (Zhang, Hao et al. 2018))

Bilé adipocyty maji sféricky tvar a v cytoplazmé velkou tukovou kapénku, kterd se sklada
z TAG a esterti cholesterolu. Bilé adipocyty skladuji energii ve formé& lipidl a uvoliiuji energii
hydrolyzou lipidi. Tato funkce organizmu umoziuje vyuzivat ulozenou energii v obdobich

mezi jednotlivymi pfijmy potravy a v prubéhu dlouhodobého hladovéni.

Hnédé adipocyty jsou mens$i nez bilé a obsahuji velké mnozstvi malych tukovych kapének.
Hnéda barva BAT je déna rozsahlou vaskularizaci a pfitomnosti velkého poctu mitochondrii,
které vytvateji teplo pomoci funkce odptfahujiciho proteinu 1 (UCPI). Cévy v hnédé tukové

tkani zajistuji piisun zivin a odvadi teplo do dalSich casti téla (Coelho, Oliveira et al. 2013).

1.5. Metabolizmus lipidi

Akumulace tukt v téle je urcena rovnovahou mezi syntézou tukl (lipogenezi), ptijmem tukt z
potravy a S§tépenim tukl (lipolyzou). Tyto procesy probihaji a dynamicky se méni v obdobi

hladovéni a sytosti. Lipolyza je inhibovéna inzulinem (inhibice lipolytickych enzymi) po
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jidle a je aktivovana katecholaminy (aktivace lipolytickych enzymil) pii hladovéni.
Lipogeneze je aktivovana inzulinem a inhibovana piitomnosti tukli v potravé (Saponaro,

Gaggini et al. 2015).

1.5.1. Lipolyza
Vétsina tuka je uloZzena ve WAT ve formé TAG a esterit cholesterolu. Lipolyza je
biochemickym procesem, ktery zajiStuje katabolizmus lipidl v tukovych kapénkach, a tim se
uvolnuje ulozena energie ve form¢ NEFA. Lipolyza je zajisténa specifickymi lipdzami. U
savcl existuji nejméné tf1 lipazy hydrolyzujici TAG a estery cholesterolu (obr. 4).
Triacylglycerolova lipdza (ATGL) selektivné zajiStuje prvni krok hydrolyzy TAG na
diacylglycerol (DAG) a volnou FA a je limitujicim enzymem v hydrolyze TAG. Hormon
senzitivni lipaza (HSL) je schopna hydrolyzy riznych acylesteri véetné TAG, DAG a MAG.
HSL je limitujicim enzymem v katabolizmu DAG. V poslednim kroku monoacylglycerolova
lipaza (MGL) Stepi monoacylglycerol (MAG) na glycerol a volnou FA (Lass, Zimmermann et
al. 2011). U savcu existuji i jiné enzymy s lipazovou aktivitou. Napftiklad lysozomalni lipaza
v bunikach hydrolyzuje estery cholesterolu na volny cholesterol a FA (Li and Zhang 2019) a
pankreatickd a gastrickd lipdza zajiStuji hydrolyzu tukd v trdvici soustavé (Carriere,

Barrowman et al. 1993).

f’«'HTCIiL HSL MGL
SL
M GLYCERCL
TAG —T' DAG T. MA( —T'
NEFA NEFA NEFA

Obr. 4: Schéma lipolyzy

(ptevzato a upraveno podle (Lass, Zimmermann et al. 2011))

ATGL
Enzym je exprimovan hlavné v tukové tkéni, ale je také pfitomen v jinych tkanich, zejména

v jatrech, srde¢nim a kosternim svalu.

ATGL je ¢lenem rodiny proteinti obsahujicich tzv. patatinovou doménu a je kodovana genem

Pnpla2 (protein obsahujici patatinovou fosfolipdizovou doménu 2). Patatinovd doména
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vykazuje u nékterych ¢lent této rodiny fosfolipdzovou aktivitu, avSak fosfolipazova aktivita
ATGL je velmi nizka (Zimmermann, Strauss et al. 2004). V adipocytu se ATGL v neaktivnim

stavu nachazi v cytozolu (Granneman and Moore 2008).

V disledku lipolyzy zprostiedkované ATGL se uvoliuji FA, které hraji roli v intracelularni
signalizaci nebo jsou pfendsené pomoci komplexu CPT1-CACT-CPT2 (karnitin-palmitoyl
transferaza 1 — Kkarnitin-acylkarnitin translokdza — karnitin-palmitoyl transferdza 2)
transportniho systému do matrix mitochondrie, kde vstupuji do B-oxidace nebo jsou uvolnény
do krve jako energetické substraty pro dal$i tkané. V jadfe FA funguji jako ligandy pro
jaderné receptory a transkripéni faktory, zejména pro rodinu peroxizomalnim proliferdtorem
aktivovan¢ho receptoru (PPAR). ATGL =zajiStuje aktivaci PPARa prostiednictvim FA,
nasledkem je zvySend exprese enzymu pro oxidaci lipidi (Haemmerle, Moustafa et al. 2011).
Aktivace PPAR-9, zprostfedkovana ATGL, pak ma vliv na mitochondrialni aktivitu v hnédych
adipocytech a B-buiikach pankreatu (Mottillo, Bloch et al. 2012). U ATGL KO mysi se vyviji
jaterni steatza a poruSeni inzulinové signalizace v tukové tkani, jatrech a svalu. ATGL KO
mysi akumuluji lipidy v srdci a pred¢asné umiraji na srdec¢ni dysfunkce (Haemmerle, Lass et

al. 2006).

Aktivita ATGL je regulovana také pfitomnosti specifickych koaktivatori a represori.
Aktivatorem ATGL je komparativni genovy identifikator-58 (CGI-58), zatimco inhibitorem je
GO0/G1 prepinajici gen 2 (G0S2) (Lass, Zimmermann et al. 2006).

CGI-58 aktivuje ATGL v tukové tkani, jatrech, kosternim a srdecnim svalu. Ve WAT se CGI-
58 vaze na povrch tukovych kapének, interaguje s ATGL a tim zajiStuje jeji dostatecnou
enzymatickou aktivitu. Aktivita ATGL je také regulovdna pomoci strukturniho proteinu
perilipinu (PLIN). V tukové tkani je vysoce exprimovan PLINI, ktery je asociovan s
tukovymi kapénkami. Za bazalnich podminek PLINT1 chrani tukové kapénky pted pisobenim
CGI-58 a pred néslednou aktivaci ATGL. V podminkéch stimulovanych katecholaminy se
aktivuje adenylatcyklaza, kterd pfeméni ATP na cAMP. cAMP aktivuje protein kindzu A
(PKA), ktera nésledné fosforyluje PLIN. Fosforylace zpiisobuje uvolnéni CGI-58 z vazby s
PLIN a nasledné¢ se aktivuje ATGL (Zimmermann, Lass et al. 2009).

GO0S2 inhibuje aktivitu ATGL v tukové tkéni, jatrech a kosternim svalu. Hydrofobni doména
GO0S2 miiZze piimo vazat patatinovou doménu ATGL a tim zajistit jeji inhibici. GOS2 mulzZe
vazat ATGL nezavisle na CGI-58 pomoci nekompetitivniho mechanizmu (Laurens, Badin et

al. 2016).
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HSL

HSL hydrolyzuje TAG, DAG a MAG, a také cholesterol estery. Aktivita HSL vici DAG je
10x vys$si nez jeji aktivita vii¢i TAG a 5x vyssi nez jeji aktivita vii€éi MAG. HSL je limitujicim
enzymem pro hydrolyzu DAG a cholesteryl esterii v tukové tkani. HSL nevykazuje
detekovatelnou fosfolipazovou aktivitu. Schopnost $tépit rizné estery umoziuje enzymu
zajistovat riazné funkce v nékolika tkénich. HSL je zejména exprimovana v tukové tkéni, ale
také v kosternim a srdecnim svalu, varlatech a vaje¢nicich (Yeaman, Smith et al. 1994). V
bunice se HSL nachazi v cytozolu v neaktivnim stavu (Granneman, Moore, Location, location:
Protein trafficking, 2008). Hydrolyticka aktivita enzymu viici TAG a cholesteryl esterim je
stimulovana pomoci fosforylace protein kindzou A (Kraemer and Shen 2002). Za bazalnich
podminek chrani PLIN tukové kapénky pied ptisobenim HSL. Za stimulovanych podminek se
aktivuje PKA, kterd nasledné fosforyluje PLIN a HSL. Fosforylace PLIN usnadiiuje
translokaci HSL z cytozolu na tukovou kapénku (Kraemer and Shen 2006). HSL KO mysi
jsou rezistentni k obezité, vykazuji snizené mnozstvi WAT a zvySené¢ mnozstvi BAT. HSL KO
mysi na HF diet¢ vykazuji zvySeny obsah cholesterolu v tukové tkani (Harada, Shen et al.
2003). U téchto mysi byl také pozorovan zvySeny obsah makrofagh a hypertrofie adipocytt
ve WAT (Cinti, Mitchell et al. 2005).

HSL je aktivovana pomoci proteinu vazajiciho mastné kyseliny 4 (FABP4), ktery je také
nazyvan adipocytovy protein 2 (aP2). Proteiny véazajici mastné kyseliny (FABP) jsou rodinou
intracelularnich lipidovych chaperonti, které reguluji lipidovy pfenos (Furuhashi, Ishimura et
al. 2011). FABP mohou reverzibiln¢ véazat hydrofobni ligandy, jako jsou FA, eikosanoidy a
jiné lipidy (Coe and Bernlohr 1998). FABP4 je vysoce exprimovan v tukové tkani. Exprese
proteinu je vysoka zejména v pribchu diferenciace adipocytli a kontrola jeho transkripce je
zajisténa pomoci agonisti PPARy, FA, dexametazonu a inzulinu (Furuhashi, Saitoh et al.
2014). Pro zajisténi interakce musi FABP4 vytvaret komplex s FA a HSL musi byt ve
fosforylovaném stavu (Smith, Sanders et al. 2008). FABP4-deficientni mySi vykazuji
snizenou schopnost lipolyzy v adipocytech a také zvySeni télesné hmotnosti (Furuhashi,

Saitoh et al. 2014).
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1.5.2. Lipogeneze
Lipogeneze obecné je proces, ktery zahrnuje jak syntézu FA de novo, tak i esterifikaci FA do
TAG. Pro esterifikaci musi byt FA aktivovana na acyl-CoA, nicméné takto vznikly acyl-CoA
zaroven muze vstupovat i do dalSich metabolickych drah, jako je napt. -oxidace. Lipogeneze

probiha v jatrech a v tukové tkani (Coelho, Oliveira et al. 2013).

Syntéza FA de novo

Syntéza FA probiha v cytoplazmé a zafina postupnym pifidavanim dvouhlikatych zbytka k
acetyl-CoA (Kersten 2001). Nezbytné enzymy pro syntézu FA jsou syntdza mastnych kyselin
(FAS) a stearoyl-CoA desaturaza 1 (SCD1). FAS katalyzuje syntézu saturovanych FA de novo
z jednoduchych prekurzorti. Enzym je kdédovan genem Fasn. Primarnimi produkty reakce
katalyzované FAS je palmitat (C16:0), ale také stearat (C18:0) nebo kratsi FA. Substratem pro
FAS je acetyl-CoA, malonyl-CoA a NADPH. Elongace FA je zajisténd opakovanou
kondenzaci acetylu-CoA s malonylem-CoA nebo s acyl-CoA, ktery poskytuje 2 uhliky v
kazdém cyklu kondenzace. Syntéza palmitatu vyzaduje sedm cyklt ptipojeni malonylu-CoA k

acetylu-CoA (Jensen-Urstad and Semenkovich 2012).

FAS se podili na de novo syntéze lipidl jednak pro jejich uskladnéni do zasob ve formé TAG,
jednak pro export ve formé lipoproteinti o velmi nizké hustoté (VLDL) do krve. Na druhou
stranu se FAS ucastni syntézy ligandli pro PPARa, ktery ovlivituje transkripci genil pro uptake
a B-oxidaci FA (Dreyer, Keller et al. 1993). Enzym je pfitomen v jatrech, tukové tkani a
v plicich. V bunce je FAS pravdépodobné lokalizovana v cytoplazmé diky své rozpustnosti,
subcelularni lokalizace enzymu neni zatim dostate¢né prozkoumana (Semenkovich, Coleman

et al. 1995).

Celotélova absence Fasn zplsobuje letalitu mySich embryi, coz ukazuje na nezbytnost de
novo lipogeneze béhem rané¢ho vyvoje (Chirala, Chang et al. 2003). Mysi postradajici Fasn
specificky v jatrech maji normdlni koncentraci TAG v plazmé (Chakravarthy, Lodhi et al.
2009).

Stearoyl-CoA desaturaza (SCD) je limitujicim enzymem v biosyntéze mononenasycenych FA.
Enzym katalyzuje zavedeni cis dvojné vazby do acyl-CoA substratii v A9 pozici. Preferované
substraty SCD jsou palmitoyl-CoA a stearoyl-CoA, které jsou pfeménény na palmitoleoyl—
CoA (C16:1) a oleoyl-CoA (C18:1). Tyto FA jsou soucasti membranovych fosfolipidl, TAG a
esterti cholesterolu (Ntambi, Miyazaki et al. 2002).
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Existuji 4 znamé izoformy SCD u mysi. SCDI1 je nejznamnéjsi formou enzymu a hraje
dualezitou roli v regulaci energetického metabolizmu a v syntéze lipidi. U dospélych mysi je
SCDI1 exprimovana v jatrech, tukové tkani a mazovych zlazach. V buiice je enzym asociovan

s ER (Miyazaki, Dobrzyn et al. 2005) (Tracz-Gaszewska and Dobrzyn 2019).

Mysi s celotélovou deleci Scdl vykazuji zvySeni mnozstvi nasycenych (C16:0 a C18:0) FA a

nedostatecné mnozstvi TAG a estert cholesterolu v jatrech (Miyazaki, Kim et al. 2001).

Aktivace FA na acyl-CoA

Syntetazy acyl-CoA s dlouhym fetézcem (ACSL) katalyzuji prvni krok metabolizmu FA.
ACSL esterifikuji FA s dlouhym fetézcem na acyl-CoA. Estery acylu-CoA nasledné vstupuji
do anabolickych a katabolickych drah. U savcu existuje 5 izoforem ACSL (Mashek, Bornfeldt
et al. 2004).

ACSLL1 je nejvice studovanou izoformou této rodiny. ACSL1 mé vysokou substratovou
specifitu viici saturovanym FA s 16 a 18 uhliky a nesaturovanym FA s 16-20 uhliky. ACSLI je
pfitomna v jatrech, tukové tkani, srdci a svalu. Transkripce Ascll je regulovana pomoci
zastupct rodiny PPAR (Singh, Kan et al. 2016). ACSLI je dtlezitym enzymem pro syntézu
TAG v adipocytech a fibroblastech. V buiice je enzym lokalizovan v ER a v membranéch
asociovanych s mitochondriemi (MAM), coZ jsou mista, kde probihé syntéza TAG. ACSLI1 je
také pfitomna ve vezikulech spole¢né s GLUT4 transportérem v adipocytech a na plazmatické
membran¢ (Coleman, Lewin et al. 2002). Bylo zji§téno, Ze ASCL1 ma schopnost usnadiovat

vstup FA do buiiky a smérovat FA k riznym metabolickym draham (Mashek, Li et al. 2007).

Mysi postradajici Aes/l specificky v tukové tkani maji normalni tukové zasoby, ale silné
sniZzenou oxidaci FA, cozZ je diikazem funkce ACSL1 ve smérovani FA k mitochondrialni -

oxidaci (Ellis, Li et al. 2010).

Syntéza TAG

Syntéza TAG probiha dvéma biochemickymi drédhami. V enterocytech tenkého stfeva a
v tukové tkani probihda MAG-drdha. Béhem ni je 2-monoacylglycerol z potravy pfeménén na
DAG pomoci monoacylglycerol-acyltransferazy (MGAT). V jatrech a tukové tkani probiha
glycerol-3-fosfatova (G-3-P) draha. G-3-P drdha zajistuje syntézu TAG de novo a probiha
v endoplazmatickém retikulu. Béhem ni je G-3-P esterifikovan zbytky FA a pfeménén na
DAG. Na konci obou drah diacylglycerol-acyltransferaza (DGAT) pfeménuje DAG na TAG
(Cheng, Igbal et al. 2008). TAG se v tukové tkani uklada do zasob v tukovych kapénkach,
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zatimco TAG z hepatocyti je sekretovan ve formé VLDL do krve. VLDL pak transportuji
endogenni lipidy do jinych organt (Voet and Voetova 1994).

Diacylglycerol transferazy
U eukaryot je syntéza TAG zajisténa pomoci enzymu DGAT, ktery ma dv¢ izoformy: DGAT1
a DGAT2. Oba enzymy katalyzuji stejnou reakci kondenzace DAG a acylu-CoA na TAG.

Tyto enzymy vSak nejsou evolucné piibuzné (Yen, Stone et al. 2008).

DGAT1 patii k savéi acyl-CoA cholesterol-acyltransferazové (ACAT) genové roding, zatimco
DGAT?2 je ¢lenem rodiny acyltransferaz. DGAT1 je exprimovan v tenkém stfevé a v tukové
tkani, zatimco DGAT2 je exprimovan v jatrech, tukové tkani a kiZzi (Shi and Cheng 2009).
DGATI je lokalizovan v membrané ER s aktivni podjednotkou na lumindlni stran¢ ER
(Owen, Corstorphine et al. 1997). DGAT1 muze pienaSet acyl-CoA krom¢ DAG také na
retinol pro formaci retinyl esterli, a na alkoholy s dlouhym fetézcem pro formaci voskl. Na
rozdil od DGAT1, DGAT2 ma katalytickou podjednotku na cytoplazmatické strané¢ ER a je
vysoce specifickym enzymem pro syntézu TAG. DGAT2 se také mtize nachazet na tukovych
kapénkach, kde slouzi k ukladani TAG. DGAT1 vyzaduje vysokou koncentraci substrati pro
zahdjeni katalyzy, zatimco DGAT2 muze zajiStovat esterifikaci i za nizkych koncentraci
substrati (Chitraju, Walther et al. 2019). FA pochdzejici z lipolyzy mohou byt zpét
reesterifikované na TAG v pribéhu reesterifikacné-lipolytického cyklu. Tento dulezity
mechanizmus cyklovani sice spotfebovava neustdle energii pro aktivaci FA, ale zaroven
umozinuje rychlou odpovéd tukové tkané na energetické pozadavky v perifernich tkanich

(Wolfe, Klein et al. 1990).

DGAT1 KO mysi jsou metabolicky zdravé, vykazuji zvySeny EE a také jsou rezistentni
k obezité¢ vyvolané HFD a ke gluk6zové intoleranci. Tyto mysi maji o 50% nizsi obsah TAG
v tukové tkani (Chen, Smith et al. 2002).

DGAT2 KO mysi vykazuji poruseni kozni bariéry kratce po narozeni, coz vede k rychlé
dehydrataci a smrti. Bylo zjisténo, Ze DGAT2 KO mysi také mély méné nez 10% normalniho
obsahu TAG v tukové tkani (Stone, Myers et al. 2004). Mysi postradajici DGAT 2 specificky
v tukové tkani maji normalni tukové zasoby (Chitraju, Walther et al. 2019). Vzhledem
k letalnimu fenotypu DGAT2 KO mysi se da fici, Ze DGAT2 je nezbytnym enzymem pro

pfeziti organismu.
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1.6. Integrace metabolizmu lipidi

Lipidy, jako jsou TAG a cholesterol, jsou nerozpustné¢ ve vod¢€, proto musi byt vazané na
proteiny a pfenasené v krvi ve form¢ lipoproteint. Existuji dvé cesty vstupu lipida do krve -
endogenni a exogenni. Exogenni lipoproteinova draha zacina inkorporaci lipida z potravy do
chylomikrond v tenkém stfeveé. V krvi jsou TAG ve formé chylomikron hydrolyzované ve
svalech a v tukové tkani pomoci lipoproteinové lipazy (LPL), coz umoziiuje uvolnéni volnych
FA a nasledné¢ jejich vstiebani buitkami. Po hydrolyze vétSiny TAG jsou zbytky chylomikronti
vsttebané jatry (Feingold and Grunfeld 2000).

Endogenni lipoproteinova draha zacina formaci VLDL v jatrech. VLDL jsou sestavovany z
TAG, cholesterolu a apolipoproteinti. V krvi pak LPL opét hydrolyzuje TAG z VLDL c¢astic.
Tim je zajistén pfisun FA ke svalovym buiikam a adipocytim. Nakonec je takto VLDL
pfeménéna na lipoproteiny o stfedni hustot¢ (IDL) (Wang and Eckel 2009). Jaterni lipaza
(HL) zajistuje hydrolyzu zbyvajicich TAG, ¢imz se IDL pifeménuji na lipoproteiny o nizké
hustoté (LDL). LDL se vazi na LDL-receptor ve vétsSing tkani a zajist'uji ptisun lipidi nebo

slouzi k sestaveni VLDL v jatrech (Connelly 1999).

1.6.1. Vliv HFD na energetickou rovnovahu
Analyza EE u mySich modeli obezity je nezbytnym piistupem ke studiu obezity (Morton,
Cummings et al. 2006). EE se zvySuje se zvétSujici se télesnou hmotnosti, nicméné diky
menSimu poméru velikosti k povrchu téla neni pomér EE k hmotnosti linearni. Proto je nutné
EE standardizovat podle télesné hmotnosti a zejména piihlédnout k piipadnému zvySovani
metabolicky méné aktivni tukové tkané. Celkovou télesnou hmotnost TBM (total body mass)
1ze zhruba rozd¢€lit na hmotnost metabolicky aktivni tkdn¢ (LBM, lean body mass) a hmotnost
tuku (FM, fat mass) (Himms-Hagen 1997). Bylo prokazano, ze ackoliv je FM Ccasto
opomijena ve vypoctech zabyvajicich se EE, tak jeji pfispévek je signifikantni, a proto by se
jak FM tak LBM mély brat v iivahu pfi kalkulaci EE (Arch, Hislop et al. 2006). S ptechodem
ze standardni diety (STD) na HFD se EI u zdravych mysi prudce zvySuje v pribéhu prvnich
nékolika dnii a pak se postupné snizuje k plivodnim hodnotdm v pribéhu 1-2 tydni (Oh,
Thaler et al. 2010). I ptes to, Ze EI se ¢asem normalizuje, t€lesnd hmotnost ¢asto ve srovnani
s kontrolni skupinou na STD diet¢ nartistd po dobu nékolika tydnl. V nékterych
experimentech bylo prokazéano i sniZzeni EE u mysi pii pfechodu na HFD (Choi, Kim et al.

2015).
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Autofi Longo a kol. charakterizovali vztah mezi RQ a EI na modelu kratkodobého a
dlouhodobého ptijmu HFD. Mysi kmene C57BL/6J byly krmené HFD po dobu 4 dnti nebo 17
tydnit a nepfima kalorimetrie byla pouzita pro stanoveni RQ a EI a také pro urceni vlivu
spontanni pohybové aktivity v rozvoji obezity indukované dietou (DIO, diet-induced obesity).
24-hodinovy RQ se dal predikovat na zaklad¢ 24-hod EI, tento vztah byl zavisly na typu diety
(HFD nebo STD), ale nezavisly na délce krmeni HFD. DIO v rané fazi byla charakterizovana
hyperfagii a ukladanim lipidd v noc¢ni fazi méteni, coz bylo kompenzovano vyssi oxidaci
lipidi v pribéhu dne. DIO v pozdni fazi byla charakterizovand mirnéjs$i hyperfagii a nizsi

substratovou flexibilitou (Longo, Charoenthongtrakul et al. 2010).

Tukova tkdn je obecné zdrojem velkého mnozstvi adipokind, které umoznuji komunikaci
tukové tkané s dalSimi organy v téle, jako naptiklad s jatry, mozkem a se svaly. Patofyziologie
obezity zahrnuje jak zménénou interakci mezi geny a jejich prostfedim tak i naptiklad vliv
leptinu jako jednoho z hormontli produkovanych tukovou tkani na celotélovou energetickou
homeostazu. Leptin reguluje EI a EE a také pfispiva k zajisténi adaptanich zmén v hnédé
tukové tkani a v kosternim svalu (Rosenbaum, Goldsmith et al. 2005). ZvySeni EE u obéznich
mys$i muze byt disledkem zvysené cirkulace leptinu v krvi (Kaiyala, Morton et al. 2010).
Né&které studie ukazuji, Ze zmény v koncentraci leptinu v krvi jsou kli¢ovym mechanizmem
pro pochopeni vztahu mezi FM a EE. U leptin-deficientnich ob/ob mysi neni FM spolehlivym
faktorem pro odhad EE pomoci linedrni regrese na rozdil od WT kontrol. V pribéhu podavani
leptinu ob/ob mySim zména jeho koncentrace v plazmé ovliviiovala EE. To znamend, ze FM
muze mit ¢astecny vliv na EE prostfednictvim zmén v cirkulujici koncentraci leptinu. Obezita
leptin-deficientnich ob/ob mysi je zplisobena hyperfagii a snizenou EE v porovnani s WT

kontrolami (Kaiyala and Schwartz 2011).

1.6.2. Kaloricka restrikce
Kaloricka restrikce je rezim diety, ktery omezuje pfijem potravy, ale nezpiisobuje malnutrici.
Je proto vhodnéjsi pro studium efektli snizeného kalorického piijmu nez hladovéni, které u
mysi vyvolava vstup do torporu. Torpor je stav snizené fyziologické aktivity u zivoc€ichi v
disledku zredukované télesné teploty a metabolického obratu. Torpor umoznuje Zivo¢ichiim
ptezivat obdobi sniZzené dostupnosti potravy (Vuarin, Dammhahn et al. 2015). Bylo zjisténo,
ze kaloricka restrikce zpomaluje rozvoj chronickych onemocnéni a prodluzuje délku zivota.
Mysi na kalorické restrikci vykazovaly zvySenou expresi genti pro oxidaci FA a snizenou
expresi genu pro syntézu FA v porovnani se skupinou mysi krmenych ad [libitum (Cao,

Dhahbi et al. 2001). Experimenty ukazuji, ze dlouhodobé kaloricka restrikce vede k selekci
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substrati pro oxidaci a je v dennim profilu charakterizovana kratkou periodou zvysSené
syntézy FA v tukové tkani a naslednou dlouhotrvajici periodou zvysené celotélové oxidace
FA. Vysledky potvrzuji nazor, Ze absolutni rozsah celotélové oxidace FA je vyS$i u mysi na
kalorické restrikci v porovnani s kontrolami krménymi ad /libitum. Tukova tkan miize hrat u
v porovnani s jatry. Bylo zjisténo, ze po 3 hodinach pfistupu k potravé mysi akumulovaly 14
mg endogenné syntetizované¢ho palmitatu v subkutdnnim depu a 3 mg v epididymélnim depu.
Na rozdil od tukové tkang, v jatrech bylo ve stejném casovém useku akumulovéno jen 4 mg
endogenné syntetizované¢ho palmitatu. Navic, v prubehu 3 hodin po zacatku ptistupu k diete
se endogenné syntetizovany palmitdt akumuloval v subkutdnnim depu 5 krat rychleji u mysi
na kalorické restrikci nez u mysi krmenych ad libitum. V jatrech tento rozdil mezi skupinami
nebyl pozorovan (Bruss, Khambatta et al. 2010). Kalorickd restrikce tak svym vlivem na
endogenni syntézu lipid pravdépodobné vyznamné ovlivituje zdravi organizmu (Flachs, Ruhl

etal. 2011)

1.6.3. Vliv teploty
Mali homoiotermni zivoc€ichové, jako jsou mySi, maji vétsi ztraty tepla kvili mensimu
povrchu téla v porovnani s velkymi zivo€ichy, a proto jejich fyziologické mechanizmy jsou
vetsinou orientované na tvorbu tepla. T¢lesna teplota vétSinou zavisi na cirkadiannim rytmu a
na fyzické aktivité zivocCicha, ale také na teploté okoli. Bylo zjisténo, Ze télesna teplota se u
mysi zvySuje v prubehu nocni faze (obdobi aktivity u mysi) a v denni fazi méteni je télesna
teplota niz8i. V denni fazi se pak zvySuje jen pii zvySeni teploty okoli na 30-33 °C. Télesna
teplota mySi se sniZzuje v pfipadé, ze se teplota okoli snizuje na 4-12 °C. Variace v télesné
teploté u savcl je obecné vice ovlivnéna cirkadianni fazi a fyzickou aktivitou, nez teplotou

okoli (Abreu-Vieira, Xiao et al. 2015).

1.6.4. Cirkadianni regulace energetického metabolizmu
Homeostdza organizmu je zajiSt€éna pomoci koordinace fyziologickych odpoveédi mezi organy
a tkdnémi. Cirkadidnni hodiny hraji v tomto procesu diilezitou roli (Roenneberg and Merrow
2016). Metabolické choroby jsou c¢asto charakterizovany poruchou vzdjemné komunikace
cirkadiannich hodin v riiznych tkanich (Dyar, Lutter et al. 2018). Specifické metabolické
drahy jsou klicovymi regulatory cirkadiannich hodin. Oscilace metaboliti miize mit vliv na
synchronizaci biologickych hodin, na modulaci transkripce a na regulaci dostupnosti

chromatinu (Aviram, Manella et al. 2016).
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Dyar a kol. analyzovali na modelu C57BL/6J mysi profil metabolith v osmi raznych tkanich
v prub¢hu 24 hodin na STD a na HF diet¢, diety byly pfed experimentem podavany po dobu
10 tydnti. Tkané byly odebrany kazdé 4 hodiny v priabéhu 24 hodin. Mysi na HFD se nelisily
v EI od mysi na STD dieté. Metabolity ve WAT, jatrech, BAT, svalech a séru byly nejvice
ovlivnény HF dietou. 40-60 % metabolitii v téchto tkdnich a v séru vykazovalo signifikantni
cirkadianni zmény, nejvétsi pocet tvorily lipidy — FA s dlouhym fetézcem, polynenasycené
mastné kyseliny (PUFA), DAG, fosfolipidy, sfingolipidy, glycerolipidy, lysofosfolipidy.
Obsah lipidi, které vykazovaly signifikantni cirkadianni zmény, se liSil mezi tkanémi pod
vlivem obou diet. Vice lipidl, které vykazuji cirkadidnni zmény, bylo pozorovano v BAT,
medidlnim prefrontalnim kortexu (mPFC) a séru u my$i na STD diet¢ na rozdil od
suprachiazmatického jadra (SCN), svalu, WAT a jater. Byla také zjisténa ztrata oscilace lipida
u BAT, mPFC a séru vlivem HF diety. Glycerol a NEFA v jatrech a kosternim svalu byly u
myS$i na HF dieté velmi zvySené, coZ potvrzuje patologické ukladani lipidh pfi obezité a
inzulinové rezistenci. Na druhou stranu, velké snizeni obsahu NEFA v BAT u mysi na HF

dieté je zajimavé, protoze ptimo aktivuji UCP1 a tim tvorbu tepla (Dyar, Lutter et al. 2018).

Souhrnem lze fici, ze jak EE, tak i metabolity v krvi a v tkanich vykazuji vyznamny

cirkadidnni rytmus.
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2. Cile prace

Experimenty popisované v této diplomové praci byly provadény na mysich modelech
inbrednich kment C57BL/6 a A/J, které¢ se liSi nachylnosti k dietou indukované obezité.
Primérnim cilem bylo 1épe pochopit roli metabolizmu WAT v energetické homeostaze a

ov¢étit, ze metabolizmus WAT se mtize piimo podilet na vzniku metabolické inflexibility.

Specifické cile:

1. Po pfechodu na HF dietu definovat celotélovy metabolizmus metodou nepiimé
kalorimetrie a stanovit dobu, kdy se rozdiln¢ ptizptisobuje celotélovy metabolizmus
C57BL/6 a A/J kmenti mysi.

2. Zjistit, zda schopnost celého organizmu piizplsobit se HF dieté souvisi s pufracni
kapacitou WAT.

3. Zjistit, zda souvisi cirkadianni profil RQ a EE s cirkadidnni zménou hladin metabolita

v plazmé¢ a s metabolizmem NEFA ve WAT.
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3. Material

3.1. Seznam pouzitych pristroji

automatické pipety
centrifuga Universal 320R
glukometr One Touch Ultra
LightCycler® 480 RT PCR System
microtom Leica RM2235
mikroskop Olympus AX70
mini centrifuga

mini-Mitter ER 4000
nepiima kalorimetrie INCA Somedic
oscila¢ni mlyn MM400

PCR pfistroj Tgradient
software Lasergene 7.1
software NIS elements AR
spektrofotometr NanoDrop
spektrofotometr Sunrise basic
termoblok

trepaCka PST-60 plus Biosan
ttepacka WT 12

vahy ADAM

vakuova suSicka VR-1 Heto
vortex

zaznamové zatizeni DP 70
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Gilson, Francie

Hettich, Némecko
Lifescan, USA

Roche, Némecko

Leica Biosystems, CR
Olympus, Japonsko
Labnet, USA

Starr Life Sciences Corp., USA
Somedic, Sweden

Retsch, Némecko
Biometra, Némecko

DNA Star, USA

Nikon, Japonsko
NanoDrop, USA

Tecan, Svycarsko
Biometra, Némecko
Merci, Ceska republika
Biometra, Némecko
ADAM eqp., Velka Britanie
Thermo Scientific, USA
Scientific Industries, USA

Olympus, Japonsko



3.2. Seznam pouzitych chemikalii

5x RT pufr

ABC kit

DAB (3,3’-diaminobenzidin) tablety
DakoCytomation Retrieval Solution S170
dNTP

DTT

EDTA

etanol

glycerol kit

H,0,

chloroform

isopropanol

KCl

KH,PO4

KOH

kozi sérum S-1000

LightCycler® 480 SYBR Green [ Master
methanol

M-MLV RT

montovaci médium

Na,HPO,

NaCl

NaOH

NEFA liquid 250 S kit

Oligo T
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Invitrogen, Némecko
Vector, USA

Merck KGaA, Némecko
Agilent, USA
Invitrogen, Némecko
Invitrogen, Némecko
Serva, Némecko

Penta, CR

Randox, Velka Britanie
Penta, CR

Penta, CR

Serva, Némecko

Merck KGaA, Némecko
Merck KGaA, Némecko
Penta, CR

Vector, USA

Roche, Némecko

Penta, CR

Invitrogen, Némecko
Merck KGaA, Némecko
Merck KGaA, Némecko
Merck KGaA, Némecko

Penta, CR

Wako Chemicals, Némecko

Generi Biotech, CR



PCR primery

primarni protilatka 2138 proti mysimu ATGL

sekundarni protilatka BA-100 proti krali¢im IgG
Triacylglycerol liquid 250 S kit

Trizol

vodny roztok eozinu

vodny roztok hematoxylinu

xylen
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Generi Biotech, CR
CellSignaling
Technology,
Nizozemsko

Vector, USA

Erba Lachema, CR
Sigma, USA

Merck KGaA ,Némecko
Merck KGaA, Némecko

Penta, CR



3.3. Laboratorni zvirata
V pokusech zminovanych v této praci byli pouziti samci laboratornich mysi dvou inbrednich
kmenti: C57BL/6 (B6) a A/J. Kmen A/J je rezistentni, zatimco kmen B6 je nachylny k obezité
zpusobené dietou s vysokym obsahem tuku (Black, Croom et al. 1998). Mysi v chovu byly
ustdjené za standardnich podminek, tj. teplota chovu 22 + 2 °C, vlhkost 55 = 5 %, svételny

rezim 12:12 h, svétlo v 6 hod rano.

Pro prvni pokus byla pouzita zvifata chovana ve zvéfinci oddéleni Biologie tukové tkané
Fyziologického tstavu AV CR. Zakladem kolonie byly chovné pary dovezené z The Jackson
Laboratories (Bar Harbor, Maine, USA) v roce 1998. Pro druhy a tfeti pokus byly pouZzité
myS$i v SPF kvalit¢ C57BL/6JbomTac (Taconic) a A/JolaHsd (Envigo), dodané ve stafi 5
tydnti.

4. Experimenty

4.1. Experiment 1 - neprima kalorimetrie

V pokusu byli pouziti samci kment B6 a A/J. Mysi do 9. tydne véku mély 12-hod svételny
rezim, byly krmené standardni udrzovaci dietou (STD) Ssniff R/M control diet (Ssniff,
Némecko) a mély neomezeny pfistup k potravé a vode. V 5.-6. tydnu byly mySim v celkové
anestezii isofluranem implantované telemetrické cipy Mini-Mitter ER 4000 do
intraperitonealni dutiny pro sledovani télesné teploty a fyzické aktivity. Po operaci byly mysi
chované v klecich po jedné s neomezenym ptistupem k potravé a vode. Na pocatku 7. tydne
véku byly mysi umistény do finalni teploty (22 °C nebo 30 °C) na dobu dvou tydnu pro
aklimatizaci v laboratorni a nebo v termoneutralni teploté. V prubchu 9. tydne byly mysi
métené za svételného reZzimu ve 22 °C nebo 30 °C v systému nepiimé kalorimetrie (Somedic,
Sweden), ktery umoziuje kromé sledovani vymény respiracnich plynli 1 zdznam aktivity a
télesné teploty zvifete. Méfeni probihalo nasledovné: ve dni 0 mély mySi neomezeny piistup k
standardni dieté Ssniff R/M, nasledné ode dne 1 do dne 4 pokracovaly na STD dieté nebo jim
byla rdno vyménéna dieta za dietu s vysokym obsahem tuku (cHF) (Obr. 5). Podil zivin

v dietach (Rossmeisl, Pavlisova et al. 2018) je uveden v Tabulce 1.
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Ziviny STD cHF
Proteiny [g/100 g] 16,9 11,7
Sacharidy [g/100 g] 64,3 47,2
Tuky [g/100 g] 2,9 31,8
Energeticka hodnota [kJ/g] 14,9 21,8

Tabulka 1: Procentudlni zastoupeni Zivin v dietdach

Ve dnech 1-4 rano mezi 8.-9. hodinou probéhla udrzba systému nepiimé kalorimetrie, mysi
byly zvazeny, byla zvazena dieta a byly odebrany vSechny exkrementy z pfedchoziho dne.
Exkrementy byly zvazeny a uskladnény pii teploté -20 °C. Po 5 dnech bylo méteni ukonceno.
Nésledné byla zvifata uspana v éterové narkdéze a usmrcend cervikdlni dislokaci. Byla
odebrdna krev do mikrozkumavek s5 pul 0,5M EDTA a zméfena glykemie pomoci
glukometru. Mikrozkumavky byly stoceny (5320 g, 4 °C) po dobu 10 minut. Plazma byla

uskladnéna v -80 °C.

Celkem bylo proméfeno 8 skupin mysi preaklimatizovanych a métenych ve 22 °C nebo 30
°C, kmene A/J nebo B6 a na STD nebo cHF dieté (A/J 22 °C STD, B6 22 °C STD, A/J 22 °C
cHF, B6 22 °C cHF, A/J 30 °C STD, B6 30 °C STD, A/J 30 °C cHF, B6 30 °C cHF). V kazdé¢

skupin¢ n=7-8.

0. den na STD dieté

\L 1.-4. den na STD/cHF dieté
0 0 1
v 5-6.1'57('11:111‘ v 7-8.tydnu 9.tyden:
operace cipt do finalni teploty nepiima kalorimetrie

(22°C nebo 30°C)

Obr. 5: Schéma experimentu 1
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4.2. Experiment 2 - odbér po 3 dnech na dietach

Experiment 2 byl zaméfen jen na mysi preaklimatizované ve 22 °C, kmenti A/J a B6 a na
STD nebo cHF dieté. Cilem byl odbér tkani po 3 dnech na dietach. Pitva probehla v 9-11

hodin dopoledne v sytém stavu.

Mysi byly zvazeny a usmrceny podstiizenim v éterové narkdze. MySim byla odebréna krev do
mikrozkumavek s 5 ul 0,5M EDTA a zméfend glykémie pomoci glukometru (Lifescan, USA).
Vzorky krve byly nésledné centrifugovany (5320 g, 4 °C) po dobu 10 minut. Plazma byla
uskladnéna v -80 °C. Béhem pitvy byly odebrany vzorky pro dalsi analyzy: epididymalni
tukové depo, jatra, sval (m.gastrocnemius) a hnéda tukova tkan. Vzorky byly zamrazeny v

tekutém dusiku a nasledné uskladnény pfti teploté -80 °C.

4.3. Experiment 3 - cirkadianni rytmy
Experiment 3 byl zaméfen opét na mysi preaklimatizované ve 22 °C, kmeny A/J a B6 a pouze
na cHF diet¢. V tomto pokusu byly charakterizovany cirkadidnni rytmy v plazmatickych
parametrech a odebrany vzorky pro genovou expresi v riiznych tkanich. Cilem bylo propojit

data z nepfimé kalorimetrie s parametry na urovni jednotlivych tkani.

Pokus probihal 24 hodin v pribéhu tfetiho dne na dieté (zacatek v 6:00 rano). Celkovy pocet
mysi byl 56 v 7 skupinach (4 A/J a 4 B6 mysi v kazdém casovém bod¢). Disekce probihaly
kazdé 4 hodiny, tedy v 6:00 (¢as 0 hod), 10:00 (Cas 4 hod), 14:00 (¢as 8 hod), 18:00 (cas 12
hod), 22:00 (¢as 16 hod), 2:00 (¢as 20 hod), 6:00 (¢as 24 hod), v nocnich hodinach probehlo
usmrceni zvifat pod ¢ervenym osvétlenim. Zvifata méla neomezeny ptistup k potravé a vodé.
Byla zjisténa spotieba diety. Mysi byly zvaZeny a usmrceny podstiizenim v éterové narkdze.
Mysim byla odebrana krev do mikrozkumavek s 5 pl 0,5M EDTA a zméfend glykémie
pomoci glukometru (Lifescan, USA). Vzorky krve byly nasledné centrifugovany (5320 g, 4
°C) po dobu 10 minut. Plazma byla uskladnéna v -80 °C. Béhem pitvy byly odebrany vzorky
pro dal$i analyzy: epididymalni tukové depo, jatra, sval (m.gastrocnemius) a hnéda tukova

tkan. Vzorky byly zamrazeny v tekutém dusiku a nasledné uskladnény pfi teploté -80 °C.

5. Metody

5.1. Neprima kalorimetrie

Neptima kalorimetrie byla provedena v systému INCA Somedic (Somedic, Sweden). Systém
obsahuje 8 méficich beden vybavenych analyzatory a umoziluje monitorovani jednotlivych

myS$i (v klecich Eurostandard type II mouse plastic cages, 6000 ml, Techniplast, Italy).
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Kalibrace kyslikovych analyzatorii byla provedena pfed kazdym meérenim, kalibrace CO,
analyzatort kazdych 6 mésici. Méteni bylo provedeno za konstantniho prutoku vzduchu
(1000 ml/min). Spotteba kysliku VO, a produkce oxidu uhli¢it¢ho V'CO, byla zaznamendvana
kazdé 2 minuty. RQ, EE, Gy a Lo byly vypocteny na zaklade€ rovnic (viz. Kapitola 2.2):

RQ = VCO,/ VO,

EE (cal/min) = 3,9 - YO, (ml) + 1,1 - ¥CO, (ml)
Gox (mg) = 4,55 - VO, (ml) — 3,21 - ¥CO, (ml)
Lox (mg) = 1,67 - VO, (ml) — 1,67 - VCO, (ml)

5.2. Méreni koncentrace lipidovych metaboliti v plazmé
Koncentrace lipidovych metaboliti byla stanovena ve vzorcich plazmy ziskané v ramci
disekce a v homogenatech exkrementl. V plazmé byly méteny NEFA, TAG a glycerol. V

homogenatech exkrementii byla stanovena pouze koncentrace TAG.

K meéfeni byly pouzity diagnostické soupravy vcetné pfislusSnych standardi dodanych
vyrobcem (Erba Lachema, CR pro TAG; Wako Chemicals GmbH, Némecko pro NEFA;
Randox, Velka Britanie pro glycerol). Reakce probihala na 96-jamkovych destickach a
vysledek byl vyhodnocen pomoci spektrofotometru. Kazda desticka obsahovala jamky
pouzité pro blank, ktery slouzi jako pozadi reakce a jamky pro standard, nasledné byl zjistén
pramér dubleti métenych standardt. Podle doporu¢eného postupu byly vzorky plazmy nebo
homogenati exkrementi smichany s reakénim cCinidlem ze specifickych kitt. Kazdy vzorek

byl méfen paralelné ve dvou jamkach a jejich hodnoty byly nasledné zprimérovany.

Principem metody je méfeni zmény absorbance, ke které dochazi reakci barviva s
detekovanou latkou. Od namétené absorbance vzorkl byla odectena primérna hodnota blanku
a pak probehlo porovnani s absorbanci standardu. Mira absorbance piimo umérné odpovida

koncentraci metaboliti ve vzorcich.

5.2.1. TAG

V plazmé

96-jamkova desticka byla popsana a do kazdé jamky bylo napipetovano 3 ul destilované vody,
standardu nebo vzorku. Nasledné¢ bylo do jamek ptfidano 300 pl reakéniho ¢inidla a
desticka byla umisténa do tfepacky v termostatu pti 37 °C. Po 10 min byla zméfena
absorbance v jamkach na spektrofotometru Sunrise basic (Tecan, Svycarsko) pii vlnové délce

500 nm.
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V exkrementech

Ptiblizn€ 50 mg nadrcenych exkrementii bylo vlozeno do 2 ml mikrozkumavek a inkubovano
po dobu 2 hod pfi teploté 70 °C ve 300 pul 3 M KOH rozpusténého v 65 % etanolu. Po
inkubaci byly vzorky centrifugované po dobu 1 min. Nasledné byl odebran supernatant ze
vzorkl a byl zméien obsah TAG stejnym postupem, jaky byl pouzit v pfipadé méteni TAG v
plasmg.

Vzorky byly méfeny bez ptedchoziho tedéni a vysledek byl pfepoéten na mnozstvi

exkrementu.

Princip metody

_ lipoproteinlipaza , _
triacylglycerol + H,0 > glycerol + mastné kyseliny

glycerolkinaza i
glycerol + ATP ——— > glycerol- 3-fosfat + ADP

] glycerol- 3- fosfatoxidaza _ .
glycerol- 3-fosfat + O, > H,0, + dihydroxyacetonfosfat

] o peroxidaza
2H,0, + 4-aminoantipyrin + 4- chlorofenol ———

— > chinoniminové barvivo + 4H,0

5.2.2. NEFA
96-jamkova desticka byla popsana a do kazdé jamky bylo napipetovano 2 ul destilované vody,
standardu nebo vzorku. Nasledn¢ bylo do jamek pfiddno 86 pl reakéniho c¢inidla R1 a
desticka byla umisténa do tfepacky v termostatu pii 37 °C. Po 10 min byla desti¢ka ochlazena
na kovovém blocku z lednice po dobu 1 min a pak bylo do jamek piidano 43 pl reakéniho
¢inidla R2. Po dalSich 10 minutach na tfepacce pii 37 °C byla desticka zméfena na
spektrofotometru Sunrise basic (Tecan, Svycarsko) pii vinové délce 546 nm.

Princip metody

acyl- CoA- syntaza )
R- COOH + ATP + CoA > acyl-CoA + AMP + PPi

acyl- CoA- oxidaza
acyl-CoA + 0O, > H,0, + 2,3-trans- enoyl- CoA
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] o . peroxidaza
2 H,0, + 4-aminoantipyrin + 3- metyl- N- etyl- N- - hydroxyetyl- anilin ——

— > fialovy anilinovy pigment + 3 H,0

5.2.3. Glycerol
Diagnosticky kit obsahoval R1a pufr, R1b lyofilizované reakéni ¢inidlo a Standard. Nejprve
bylo pfipraveno reakéni ¢inidlo R1 smichanim R1b s 15ml pufru Rla. Naésledné podle
navodu byly za neustalého chlazeni ptipraveny nasledujici roztoky: roztok “Reagent blank™
obsahoval destilovanou vodu a R1, roztok “Standard blank” obsahoval Standard a R1a, roztok
“Standard” obsahoval Standard a R1, roztok “Vzorek blank” obsahoval vzorek a R1a, roztok
“Vzorek” obsahoval vzorek a R1. Roztoky byly rozpipetované na popsanou 96-jamkovou
desticku, ktera pak byla umisténa do tfepacky v termostatu pii 37 °C. Po 5 min byla desticka
zméfena na spektrofotometru Sunrise basic (Tecan, Svycarsko) pii vinové délce 520 nm.

Mg¢éteni probihalo oproti negativni kontrole “Reagent blank®.

Princip metody

glycerolkinaza i
glycerol + ATP ——— > glycerol- 3-fosfat + ADP

. glycerol- 3- fosfatoxidaza _ ]
glycerol- 3- fosfat + O, > H,0, + dihydroxyacetonfosfat

) ) ) ] peroxidaza
2H,0, + 3,5-dichloro- 2- hydroxybenzensulfonova kyselina + 4- aminofenazon ——

— > n- (4-antipyryl)- 3- chloro- 5- sulfonat- p- benzochinonimin

5.3. Kvantifikace mRNA
5.3.1. Izolace RNA

Vzorky tkani pro izolaci RNA byly skladované pfii teploté¢ -80 °C. Neni-li uvedeno jinak,
jednotlivé kroky probihaly za pokojové teploty.

Homogenizace

Do pfipravenych mikrozkumavek byla vlozena keramicka kulicka a ptfidan 1ml TRIzolu. Dale

byla do mikrozkumavek s TRIzolem pienesena zmrazena tkan (50-80 mg) a homogenizovana
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v oscilacnim mlynu po dobu 3-5 min podle druhu tkané. Nasledné¢ byl homogenat
centrifugovan (10 minut, 12000 g, 4 °C). Do novych mikrozkumavek byla odebrana ¢ira
mezifaze, kterd obsahovala RNA. Mezifaze byla inkubovand po dobu 5 min za pokojové

teploty.

Separace fazi

Do mikrozkumavek s mezifazi bylo pfidano 0,2 ml chloroformu a nasledné¢ byly zkumavky
dikladné vortexované po dobu 15 s. Vzorky byly inkubované po dobu 10 min za pokojové
teploty. Nésledné byly vzorky centrifugované (15 minut, 14000 g, 4 °C). Po centrifugaci byla
opatrné odebrana do novych mikrozkumavek vrchni vodnd faze tak, aby se nenabrala

proteinova mezifaze.

Precipitace RNA

K odebrané vodné fazi bylo ptidano 0,5 ml izopropanolu. Vzorky byly nésledn¢ nékolikrat
protiepané v ruce a RNA se nechala sraZet po dobu 10 min za pokojové teploty. Déle byly
vzorky centrifugované (10 minut, 12000 g, 4 °C). Po centrifugaci byl pozorovan bélavy nebo

gelovity pelet vysrazené RNA na dn€¢ mikrozkumavek. Supernatant byl poté odstranén.

Promvyvani RNA

Do mikrozkuvavek s peletem RNA byl pfidan 1ml 70% ethanolu. Vzorky byly nésledné
vorzexované¢ a inkubované po dobu 5 min za pokojové teploty. Dale byly vzorky
centrifugované (5 minut, 12000 g, 4 °C). Po centrifugaci byl odebran supernatant a nasledné

byl pelet suSen na vakuové susicce po dobu 5 min pii 40 °C.

Rozpusténi a zméreni koncentrace RNA

Vysuseny pelet byl rozpoustén v redestilované vodeé po dobu 20 min pii 60 °C za obcasného
vortexovani. Nasledn¢ byla stanovena koncentrace a Cistota RNA pomoci spektrofotometru
NanoDrop (NanoDrop, USA). Pomér absorbance pii riznych vinovych délkach reflektuje
Cistotu RNA. Pomér 260/280 nm zndzorfiuje kontaminaci proteiny, poméer 260/230 nm
znazoriuje kontaminaci organickymi rozpoustedly. Naizolovand RNA byla nasledné

skladovana pii teploté -80 °C. Oba poméry by mély byt kolem hodnoty 2.

5.3.2. Reverzni transkripce
Vzorky izolované RNA byly umisténé na led, aby se zabrdnilo degradaci RNA.Vzorky byly
nafedéné redestilovanou vodou na stejnou koncentraci (1000 ng/upl). Nasledné byly

piipraveny mix A a mix B v UV dekontamina¢nim boxu. SloZeni mixt je v Tabulce 2. Oligo T
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nukleotidy v mixu A se vazou k poly A konci mRNA a vystupuji jako primery. Tim je zajistén
piepis jen mRNA do cDNA. Do piipravenych mikrozkumavek byl napipetovan 1 pl natedéné
RNA a 11 pl mixu A. Nasledné¢ byly mikrozkumavky vlozeny do pfistroje TGradient
(Biometra, Némecko), ve kterém probihala reakce reverzni transkripce. Nejprve byly vzorky
zahtaté na teplotu 65 °C, za které probéhla denaturace. Poté byly vzorky rychle zchlazené na
teplotu 4 °C. V tomto kroku bylo do mikrozkumavek ptfidano 8 pl mixu B. Reverzni
transkriptaza v mixu B katalyzuje pfepis mRNA na cDNA. Reakce dale pokracovala po dobu
50 min pfi teploté 37 °C. Nésledn¢ byly vzorky zahtaty na teplotu 72 °C po dobu 10 min a
pak rychle zchlazené na teplotu 4 °C. Vzorky cDNA byly skladované pfi teploté -20 °C.

Mix A

redestilovana H,O 10,5 ul
oligo T primery 0,5 pl
Mix B

5x RT pufr 4 ul
DTT 2l
dNTP mix 1 ul
M-MLV RT 1l

Tabulka 2: SloZeni mixii (mnoZstvi na jeden vzorek)

5.3.3. Kvantitativni PCR
Metoda je zaloZena na amplifikaci cilového useku cDNA mezi specifickymi primery a méteni
je zajisténo pomoci fluorescencni sondy, kterd pii styku s dsDNA emituje signél
zaznamenavany po kazdém cyklu reakce. Jako fluorescen¢ni sonda slouzilo interkalacni
barvivo SYBR Green (Roche, Némecko). Software Lasergene 7.1 (DNA Star, USA) byl

pouzit pro navrZeni primerd. Seznam pouzitych primert je uveden v Tabulce 3.

Ze vzorki cDNA, ziskanych pomoci reverzni transkripce, byl vytvofen smésny vzorek

(cDNAmix). Nasledn¢ byla ze smésného vzorku vytvoiena fedici fada (fedéni 10x, 20x, 40x,
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80x a 100x). Redici fada slouzila pro vytvofeni kalibracni kiivky. Reakéni smés bez

piidaného cDNA slouzila jako blank.

Ve sterilnim boxu byla pfipravena reak¢ni smés (Tabulka 4) bez ptfidané cDNA, ktera byla
nasledné rozpipetovand do jamek 96-jamkové desticky. Vzorky cDNA byly 20x natfedéné
redestilovanou vodou. Na desticku byly napipetované natedéné vzorky a fedici fada. VSechny
vzorky byly pipetované v dubletech. Poté byla desticka kratce sto¢ena (2500 rpm, Z 300,
Hermle) a vlozena do méficiho pfistroje LightCycler® 480 Real-Time PCR System, ve

kterém probihala reakce. Faze reakce jsou uvedené v Tabulce 5.

Podle kalibra¢ni kiivky bylo stanoveno mnozstvi PCR produktu ve vzorcich. Vysledky
genové exprese cilovych genll byly vztazeny na geometricky primér méfeni referencnich
gent, jejichz hladina exprese je vyrovnana v ramci skupin pokusnych zvitat. Jako referencni

geny byly pouzity Hprt, 18S rRna a B2m.

Gen kod sekvence primeru délka teplota
GenBank produktu | nasedani
[bp] [°C]
Hprt 15452 5" GCTGAGGCGGCGAGGGAGAG 148 63

5" GCTAATCACGACGCTGGGACTGC

18S 19791 5" GCCCGAGCCGCCTGGATAC 299 61

rRna 5" CCGGCGGGTCATGGGAATAAC

B2m 12010 5" AATTGAAGTCTGTCACTGTGCCCAA 72 53

5" ACAAAAGCAGAAGTAGCCACAGGGT

Atgl 66853 5" CAAGGGGTGCGCTCTGTGGATGG 188 60

5" AGGCGGTAGAGATTGCGAAGGTTG

Cgi-58 | 67469 5" ATGCTTCAGCGGATAGGTGG 164 56

5" GCATACACATAATGCCCCGC

35




GO0s2 14373 5" AGCTGCGGGAAGCGTGTGAA 126 62
5" ACCGGCCTTAAGAGGCGTGC

Hsl 16890 5" TGCGCCCCACGGAGTCTATGC 137 61
5" CTCGGGGCTGTCTGAAGGCTCTGA

Fabp4 11770 5" CCAGGCCTCTTCCTTTGGCTCA 89 55
5" TGGTGACAAGCTGGTGGTGGAAT

Acsll 14081 5" GAAGCCGTGGCCCAGGTGTTTGTC 290 59
5" TTCGCCTTCAGTGTTGGAGTCAGA

Dgat2 | 67800 5" CCAGCCCCCAGGTGTCAGAGGAG 99 60
5" GGGGCCGACGGGTCCAGAAGAAG

Lpl 16956 5" AGCCCCCAGTCGCCTTTCTCCT 286 60
5" TGCTTTGCTGGGGTTTTCTTCATTCA

Fas 14102 5" TGGGTGTGGAAGTTCGTCAG 130 60
5" GTCGTGTCAGTAGCCGAGTC

Scdl 20249 5" GCTCCAGCCAAGGTGCCTCTTA 181 57

5

CAGAGTGTCCTCCTGAGCTGATGC

Tabulka 3: Seznam pouZitych primerii
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Slozka objem [pl]
2x master mix 5
redestilovand H,O 3

5’ primer 0,5

3’ primer 0,5

20x fedéna cDNA 1

Tabulka 4: Reakcni smés (mnoZstvi na jeden vzorek)

Faze teplota [°C] ¢as udrZovani teploty [s]

pocatecni denaturace 95 300

amplifikace (45 cykla)

denaturace 95 10
nasednuti primera 60 20
elongace 72 20

denaturacni analyza

denaturace 95 5
renaturace 65 60
postupna denaturace 98 -
zchlazeni 40 10

Tabulka 5: Faze kvantitativni PCR (LightCycler 480 Real-Time PCR System)
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5.4. Histologie
5.4.1. Barveni hematoxylinem a eosinem
Vzorky WAT z epididymalniho tukového depa byly fixovany v 4% formaldehydu,
dehydratované pomoci vzestupné alkoholové ftady, ndsledné¢ zalit¢ do parafinu a byly

vytvofeny fezy o tloustce 3 pum pomoci pfistroje Microtom Leica RM2235 (Leica

Biosystems, CR).

Barveni hematoxylinem a eosinem je jednou ze zakladnich metod pouzivanych v histologii.
Kombinace obou barviv zajistuje celkovy piehled struktur studované tkan¢ ve vzorku.
Hematoxylin je zasaditou slouceninou, ktera barvi hlavné bune¢na jadra, ale také jiné kyselé
slozky bunék tmavé fialové. Eozin je kyselym barvivem a barvi zasadité bunécné struktury

rizove (hlavné cytoplazmu a extracelularni matrix).

Pouzité roztoky:

xylen (Penta, CR)

96% etanol (Penta, CR)

75% etanol (Penta, CR)

50% etanol (Penta, CR)

vodny roztok hematoxylinu (Gill III Hematoxylin Labonord) (Merck KGaA, Némecko)
vodny roztok eozinu (Aqueous Eosin-Y Labonord) (Merck KGaA, Némecko)

montovaci médium (Eukitt quick-hardening mounting medium) (Merck KGaA,

Némecko)

Vzorky byly deparafinované a hydratované pomoci sestupné alkoholové fady (xylen -> 96%
etanol -> 75% etanol -> 50% etanol) po dobu 10 nebo 15 minut (pro xylen) v kazdém roztoku.
Nasledné byly vzorky oplachnuté 2 min v tekouci vod¢ a inkubovany v hematoxylinu po dobu
5 min. Po oplachnuti byly vzorky inkubovany v eozinu po dobu 10 min. Po oplachnuti byly
vzorky dehydratované (kratce v kazdém roztoku) pomoci vzestupné alkoholové fady (50%
etanol -> 75% etanol -> 96% etanol). Nasledné¢ prob&hlo suSeni vzorki a montaz
v montovacim médiu. Digitalni snimky vzorkd byly pofizeny na svételném mikroskopu
Olympus AX70 zdznamovym zatizenim DP 70 (Olympus, Japonsko) a nésledné byla
vyhodnocena jejich plocha s pouZzitim nastroje prahovani v softwaru NIS elements AR

(Nikon, Japonsko).
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5.5. Imunohistochemie v tuku (eWAT)
5.5.1. Barveni protilatkou proti ATGL
Imunohistochemické barveni probihalo s vyuzitim nepfimé trojstupiiové metody. V prvnim
kroku se k cilovemu antigenu (v naSem piipadé ATGL) v tkani vaze primarni protilatka.
V druhém kroku se k primarni protilatce vaze sekundarni protilatka. Sekundarni protilatka
musi byt vyvinutd proti IgG zZivociSného druhu, ve kterém byla vyvinuta primarni protilatka.
V naSem piipad¢ sekundarni protilatka byla biotinylovand, tedy méla na sobé navazany biotin.
V dalsim kroku do reakce vstupuji komplex avidinu a kienové peroxidazy, které jsou soucasti
ABC kitu. Avidin obsahuje n¢kolik vazebnych mist pro biotin, ktery je navazan na sekundarni
protilatku, a je na ném navazana peroxidaza. Vysledkem reakce je tvorba avidin-biotin
komplexi snavézanou peroxidazou. Substritem pro peroxiddzu je chromogen 3,3'-
diaminobenzidin (DAB), ktery je nasledné¢ pfiddn do reakce. Vysledkem oxidace DAB je
hnédé zabarveni, které indikuje pritomnost sledovaného antigenu (v nasem piipadé ATGL).
Vazbou avidinu k nékolika biotinylovanym sekundarnim protilatkdm je zajiSténa specifita
barveni, tedy nespecificky navdzana ojediné€la primarni protilatka neumozni vazbu komplexu
biotinu a peroxiddzy. Naopak navdzand peroxiddza umozni s délkou inkubace zvysit intenzitu

specifického barveni a tim je zajiSténa amplifikace signalu.

Pouzité roztoky:

xylen (Penta, CR)

96% etanol (Penta, CR)
75% etanol (Penta, CR)
50% etanol (Penta, CR)
30% H,0, (Penta, CR)

100% metanol (Penta, CR)

PBS (pH=7,4): NaCl 1.06404 24g (Merck KGaA, Némecko)
KCl P3911 1,2 g (Merck KGaA, Némecko)
Na,HPO4 - 12 H,O 71650 8,4 g (Merck KGaA, Némecko)
KH,PO4 795488 0,6 g (Merck KGaA, Némecko)
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DakoCytomation Target Retrieval Solution S170 (Agilent, USA)
kozi sérum S-1000 (Vector, USA)

primarni protilatka 2138, vyvinuta v kréalikovi proti mySimu ATGL (Cell Signaling
Technology, Nizozemsko)

sekundarni protilatka BA-1000 proti krali¢im IgG (Vector, USA)
ABC kit PK-6100 (Vector, USA)
DAB (3,3’-diaminobenzidin) tablety D4168 (Merck KGaA, Némecko)

montovaci médium (Eukitt quick-hardening mounting medium) (Merck KGaA,

Némecko)

Vzorky byly deparafinované a hydratované pomoci sestupné alkoholové fady (xylen -> 96%
etanol -> 75% etanol -> 50% etanol) vzdy po 10 nebo 15 minutach (15 min jen v xylenu) a
oplachnuté¢ destilovanou vodou 1-5 min. Nasledné byly vzorky inkubované v
DakoCytomation Target Retrieval Solution S1700 20 min pii 95 °C. Po vychladnuti byly
vzorky oplachnuté 2x 15 min ve fyziologickém roztoku pufrovaném fosfatem (PBS).
Nasledné byly vzorky 30 min inkubované s 0,3% H,O, v metanolu pro blokddu endogenni
aktivity peroxidaz ve vzorku a poté zase oplachnuté 2x 15 min PBS. V dal§im kroku byly
vzorky inkubované v boxu 30 min s kozim sérem, fedénym v PBS v koncentaci 1:50. Kozi
sérum blokuje nespecifické vazby primarni a sekundarni protilatky ke vzorku. Nésledné byla
ke vzorkim pfidana primarni protilatka fedénd v PBS (s 1% kozim sérem) v koncentraci
1:800. Inkubace probihala v inkuba¢nim boxu se zvySenou vlhkosti pii 4 °C ptes noc. Druhy
den byly vzorky oplachnuté 2x 15 min v PBS a nésledné byla pfidana sekundarni protilatka
fedéna v PBS v koncentraci 1:200. Inkubace probihala v inkuba¢nim boxu po dobu 30 min,
poté probéhlo oplachnuti 2x 15 min v PBS. Mezitim byl pfipraven ABC kit (20 pl roztoku A
+ 20 pl roztoku B + 1960 ul PBS). Po vyjmuti z PBS byly vzorky inkubované v ABC kitu. Po
1 hod inkubace byly vzorky oplachnuté 2x 15 min v PBS. V dal§im kroku byl ke vzorkiim
piidan DAB (1 tableta rozpusSténa ve 2,5 ml H,O). Po 2 min inkubace probéhlo promyti
vzorkli dvakrat tekouci kohoutkovou vodou. Nasledné byly vzorky inkubované
v hematoxylinu (barveni jader) 1 min a promyté tekouci vodou. V poslednim kroku byly
vzorky dehydratované pomoci vzestupné alkoholové fady (50% etanol -> 75% etanol -> 96%

etanol), ususené a zamontované médiem. Digitdlni snimky byly pofizeny na svételném
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mikroskopu Olympus AX70 zdznamovym zafizenim DP 70 (Olympus, Japonsko) a nasledné

vyhodnocené softwarem NIS elements AR (Nikon, Japonsko).

5.6. Statistické vyhodnoceni
Data byla statisticky vyhodnocena v programu GraphPad Prism (GraphPad Software, USA).
Byla pouzita jednocestndA ANOVA s Tukeyho srovandvacim testem nebo mnohonasobné t-
testy (Holm-Sidak method). Hladina statistické vyznamnosti byla stanovena na p < 0,05.
Vysledky jsou udavany jako pruméry a odchylky jsou vyjadieny jako stfedni chyby primérii
(SE).
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6. Vysledky

6.1. Neprima kalorimetrie

V experimentu 1 byli porovnavani samci dvou mysich kmenti B6 a A/J, preaklimatizovani a
méteni v riznych teplotach. Od 7. tydne byly mysi s implantovanymi Cipy umistény do 22 °C
nebo 30 °C a v 9. tydnu pak byly tyto mysi méfené v téze teplote, tedy ve 22 °C nebo 30 °C, v
systému nepiimé kalorimetrie. V pribéhu méfeni ve dni ,,0 9. tydne mély mySi neomezeny
ptistup k STD diet¢, ode dne ,,1* do dne ,,4“ pokracovaly na STD diet¢ nebo jim byla rano
vyménéna STD dieta za cHF dietu. Ve dnech ,,1-4“ rano prob¢hlo vazeni mysi, jejich diet a
byly odebrany exkrementy pro analyzu TAG. Data z nepifimé kalorimetrie byla pouzita pro
vypocet pribéhu, dennich a ptildennich primért pro veli¢iny EE, RQ, Lok a Gox.
6.1.1. Télesna hmotnost, prijem potravy, energeticky vydej a koncentrace
TAG v exkrementech

Ve 22 °C po piechodu AJ mysi na cHF dietu byla ve dni 2 télesnd hmotnost B6 mysi na cHF
dieté signifikantné nizsi v porovnani se vSemi ostatnimi skupinami. Po pfechodu obou kment
mysi na cHF dietu prudce stoupl ptijem potravy, signifikantni rozdil byl pozorovéan ve dni 1
v porovnani se skupinami na STD diet¢ a to jak ve 22 °C, tak i ve 30 °C. U skupiny AJ cHF
ve 22 °C ve dni 2 byl signifikantné vyssi piijem potravy v porovnani se skupinou na STD
dieté. Signifikantni rozdil v pfijmu potravy byl také pozorovan u mysi ve 30 °C ve dnech 2 a
3 (p < 0,05; Graf 1 C,D). Celkovy ptijem potravy byl vyrazné niz$i u mysi
preaklimatizovanych a mefenych v termoneutralni teploté nez u mysi z laboratorni teploty. EE
u skupiny AJ STD byl signifikantné niz8i v porovnani s AJ HF skupinou ve 22 °C ve dnech 1-
3 (p < 0,05; Graf 1 E). Celkoveé byla EE vyrazné niz§i u mysi preaklimatizovanych a
méfenych v termoneutrdlni teplot¢ nez u mySi z laboratorni teploty, coz odpovida
energetickému piijmu. Ve 30 °C skupina AJ STD méla signifikantn€ vyssi koncentrace TAG
v exkrementech v porovnani se skupinou AJ HF ve dni 3 (p < 0,05; Graf 1 G,H). Celkové¢
energie celého organizmu, exkrece TAG tudiZ nehraje velkou roli v energetické homeostaze

ani u jednoho kmene laboratornich mysi a to ani za riiznych dietnich podminek.
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Graf 1: Télesna hmotnost (BW) pii 22 °C (A) a 30 °C (B), pFijem potravy (FI) pii 22 °C (C)
a 30 °C (D), energeticky vydej (EE) pii 22 °C (E) a 30 °C (F) a obsah triacylglycerolii
(TAG) v exkrementech pii 22 °C (G) a 30 °C (H). Signifikantni rozdil ve srovnani s AJ STD
(“), AJ cHF (°), B6 STD (), B6 cHF (*) (p < 0,05; jednocestnd ANOVA,.
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6.1.2. Respiracni koeficient a oxidace lipidi a sacharidi
RQ vykazuje zachovany cirkadianni rytmus v pribéhu dne u skupin mysi na STD dieté¢ a
ztratu tohoto rytmu u skupin na HF diet¢. U mysi na STD dietach v obou teplotach jsou
hodnoty RQ vyssi pfes noc, coz odpovida vyssimu piijmu a oxidaci cukrii z potravy, a nizsi
pies den, coz odpovida vyssi oxidaci lipidi z télesnych zasob v obdobi snizené¢ho piijmu
potravy (Graf 2 A,B). Kfivky RQ se nicméné nelisily vyrazné u mysi métenych ve 22 a 30
°C.

Pti vyhodnoceni primérnych hodnot RQ za 12 hodin (tedy v denni a no¢ni fazi dne) byly
pozorované signifikantni rozdily mezi skupinami ve 22 °C (Graf 2 C) a ve 30 °C (Graf 2 D)
(p < 0,05). RQ u mysi na STD dieté¢ vykazuje v nékterych ptipadech v no¢ni fazi méteni
signifikantni rozdil mezi kmeny. Toto relativné vy$$i RQ v no¢ni fazi méfeni mtize byt dané
bud’ vyssi oxidaci cukri nebo vyssi lipogenezi, na coz by ukazovaly i hodnoty casto

ptekracujici 1.
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Graf 2: Priubéh respiracniho koeficientu (RQ) pii 22 °C (A) a 30 °C (B) a 12 hodinovy
primér RQ pii 22 °C (C) a 30 °C (D). Signifikantni rozdil ve srovnani s AJ STD (“), AJ cHF
(), B6 STD (), B6 cHF (“) (p < 0,05; jednocestnda ANOVA).
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Celotélova oxidace lipidi Lox vypoltend z vystupti nepiimé kalorimetrie vykazovala
zachovany cirkadianni rytmus u skupin mysi na STD dieté a ztratu cirkadidnniho rytmu u

A4 .

skupin na HF dieté. Hodnoty Ly jsou v pfipad¢ zachovaného cirkadianniho rytmu vyssi pres
den a nizsi pfes noc bez ohledu na teplotu méfeni (Graf 3 A,B). Signifikantni rozdily mezi
skupinami jsou pozorované ve 22 °C (Graf 3 C) a1 ve 30 °C (Graf 3 D) (p < 0,05), zejména
konzistentni a vétSinou signifikantni nariist Lox v no¢ni fazi méfeni u mysi na HF ve srovnani
se STD dietou pozorovany u obou mysich kment. Celkové je oxidace lipidi niz§i u mysi
preaklimatizovanych a métenych v termoneutralni nez v laboratorni teploté, coz odpovida i
niz§imu celkovému piijmu 1 vydeji energie. Oxidace lipidii u mysi preaklimatizovanych a
métfenych v termoneutrdlni teploté obecné vykazuje niz$i zmény mezi denni a no¢ni fazi
méteni. Zatimco u mysi AJ STD 22 °C klesa oxidace lipidi v no¢ni fazi méfeni pod 0 (coz
indikuje lipogenezi), u mysi AJ STD 30 °C k tomuto jevu nedochézi. U mysi na STD diet€ je

v no¢ni fazi méteni zejména ve 22 °C nesignifikantné niz8i Lox u AJ nez u B6 mysi.
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Graf 3: Priibéhova kiivka oxidace lipidit (L,y) pii 22 °C (A) a 30 °C (B) a 12 hodinovd
priomérna L, pii 22 °C (C) a 30 °C (D). Signifikantni rozdil ve srovnani s AJ STD (°), AJ
cHF (°), B6 STD (), B6 cHF (“) (p < 0,05; jednocestnd ANOVA).
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V prabéhovém grafu oxidace cukrit (Gox) byl pozorovan zachovany cirkadianni rytmus u
skupin mysi na STD dieté a ztrata cirkadianniho rytmu u skupin na HF dieté. Hodnoty Gy
jsou v ptipad¢ zachovaného cirkadianniho rytmu vyssi pfes noc a nizsi pres den bez ohledu na
teplotu preaklimatizace a méteni (Graf 4 A,B). Signifikantni rozdily mezi skupinami byly

pozorované ve 22 °C (Graf 4 C) a ve 30 °C (Graf 4 D) (p < 0,05).

Oxidace cukri je opét vySsi u mysi preaklimatizovanych a meéfenych v laboratorni nez
v termoneutralni teploté, coz odpovida vysSimu energetickému piijmu i vydeji, a vykazuje

vy$$i zmény v ramci cirkadianniho rytmu u mysi z laboratorni teploty.
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Graf 4: Pribéhova kiivka oxidace sacharidit (G,y) p¥i 22 °C (A) a 30 °C (B) a 12 hodinovd
G,x pii 22 °C (C) a 30 °C (D). Signifikantni rozdil ve srovnani s AJ STD (°), AJ cHF (b), B6
STD (), B6 cHF (%) (p < 0,05; jednocestna ANOVA).

Zavérem je mozné shrnout, ze zvysené RQ u AJ STD oproti B6 STD (Graf 2) v obou
teplotach je pravdépodobné vice ovlivnéné nesignifikantné vyssi lipogenezi nez oxidaci
sacharidii. Rozdily v RQ v no¢ni fazi méteni mezi AJ HF a B6 HF v obou teplotach,
pozorované ve dni 2 a 3 u mysi ze 22 °C a ve dni 2 u mysi ze 30 °C po ptrechodu na HF dietu,
indikuji vyssi metabolickou flexibilitu mysi kmene A/J (Graf 2). Vystupy RQ se vyrazné

neliSily u mysi preaklimatizovanych a métenych v termoneutralni a laboratorni teploté (Graf
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2), proto byly dalsi experimenty provedeny pouze na mysich z laboratorni teploty, které mély

navic indikaci zvySené lipogeneze.

6.2. Koncentrace lipidovych metabolitti v plazmé

Pro provazani vystupli z nepiimé kalorimetrie s funkci tukové tkdné v pufrovani hladin
lipidovych metabolitli v plazmé byly provedeny experimenty 2 a 3. V experimentu 2 byly
mysi umrceny po 3 dnech na pokusnych dietach, tedy v Case, kdy se liSilo RQ u AJ HF a B6
HF skupiny. V experimentu 3 pak probihala disekce mysi na HF diet¢ v prubéhu 3. dne
meéieni, tak, aby bylo mozno cirkadidnni profil v RQ propojit s profilem lipidovych
metabolitli v plazmé a s aktivitou metabolickych drah v tukové tkdni. V experimentu 2 byli
porovnavani samci kmenti B6 a A/J po 3 dnech na STD nebo cHF dieté a to pouze ve 22 °C.
Mysi byly usmrceny podsttizenim v éterové narkdze a byla jim odebrana krev. Po centrifugaci
krve byla odpipetovana plazma, ve které byla zmétena koncentrace lipidovych metabolitd.
Cilem bylo charakterizovat rozdil v plazmatickych parametrech mezi skupinami (Graf 5
A,C.E). V experimentu 3 byli porovnavani samci kment B6 a A/J pouze na cHF dieté a ve 22
°C. Pokus probihal 24 hodin v pribéhu tietiho dne na dietach. Cilem bylo charakterizovat
cirkadianni rytmy v plazmatickych parametrech (Graf 5 B,D,F).

Signifikantni rozdily jsou pozorované v koncentraci TAG mezi skupinami B6 STD a B6 HF
(Graf 5 E). Signifikantni rozdily jsou pozorované mezi skupinami v koncentraci NEFA v 0.
hodiné (Graf 5 B) a v koncentraci TAG v 16. hodiné (Graf 5 F). Ztrata cirkadianniho rytmu
v plazmatickych parametrech u mySi na HFD je v souladu s daty z neptimé kalorimetrie,
avSak narist hladin NEFA a glycerolu vnoci byl ptekvapivy. Celkové vyssi hladiny
plazmatickych parametrit NEFA a glycerolu u skupiny AJ HF v porovnani se skupinou B6 HF
potvrzuji vyssi schopnost tukové tkdné uvolnovat lipidy u AJ kmene (Graf 5 B,D). ZvySeni
hladin NEFA a TAG v no¢ni fazi v 16. hodin€¢ u AJ HF mysi pravdépodobné ukazuje na
reesterifikaci uvolnénych FA ztukové tkané v jatrech a jejich nasledujici vylouceni do
krevniho ob&hu ve formé VLDL c¢&astic (Graf 5 B,F). Pravdépodobny pivod NEFA
z potravnich zdroji disledkem ,,spill-over neni potvrzen nariistem genové exprese LPL ve
stejném Casovém bod¢. Nariist TAG v plazmé v tomto bod¢ pravdépodobné neni diisledkem

de novo lipogeneze FA v jatrech, protoZe neni detekovatelny na urovni nepiimé kalorimetrie.
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Graf 5: Koncentrace v plazmé: neesterifikované mastné kyseliny (NEFA) (A,B), glycerol
(C,D) a triacylglyceroly (TAG) (E,F). Experiment 2 (A,C,E), experiment 3 (B,D,F).
Signifikantni rozdily jsou vyznaceny v grafech (C,E; p < 0,05) a * mezi skupinami v case 0 (B)
av case 16 (F) (p < 0,05). Jednocestna ANOVA (4,C,E); mnohonasobné t-testy (B,D,F).
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6.3. Genova exprese v tkanich

V experimentech 2 a 3 v pribéhu disekce bylo kromé krevni plazmy u mysi odebrano i
epididymalni tukové depo a jatra pro zméfeni genové exprese enzymu lipidového
metabolizmu. Cilem obou experimentd bylo provazani vystupli z nepiimé kalorimetrie
s expresi gent lipidového metabolizmu. Cilem experimentu 2 bylo charakterizovat rozdil
vexpresi gent lipogeneze a lipolyzy mezi skupinami. Cilem experimentu 3 bylo
charakterizovat cirkadidnni rytmy v expresi gent lipogeneze a lipolyzy. Hodnoty ziskané
z kvantitativni PCR byly vztazeny na geometricky primér hladin referencnich genti Hprt, 18S
rRna a B2m.

6.3.1. Uptake lipidi, aktivace FA a reesterifikace v epididymalnim tukovém

depu

Signifikantni rozdily v expresi mRNA pro LPL jsou pozorované mezi skupinami AJ HF a B6
HF (Graf 6 A) a mezi skupinami na HF dieté v 20. hodiné€ (Graf 6 B). Signifikantni rozdily
v expresi mRNA pro ACSL1 jsou pozorované mezi skupinami AJ STD a B6 STD, AJ HF a
B6 HF (Graf 6 C) a mezi skupinami na HF dieté v ¢ase 0, 16 a 20 hodin (Graf 6 D).
Signifikantni rozdily v expresi mRNA pro DGAT?2 jsou pozorované mezi skupinami AJ HF a
B6 HF (Graf 6 E) a mezi skupinami na HF dieté v 16. hodiné (Graf 6 F).

Ocekavany celkovy nartst LPL v no¢ni fazi méteni nebyl pozorovan, avSak vyssi hladiny
mRNA pro LPL u AJ HF oproti B6 HF mysi ukazuji na vyssi schopnost pfijimat FA u kmene
AlJ. Hladina mRNA pro LPL v 16. hodinég také nesouvisi s narustem hladiny NEFA v tomto
bod¢, coz vylucuje pravdépodobnost vzniku NEFA dtsledkem ,,spill-over* (Graf 6 B).

Vyssi hladiny mRNA pro ACSL1 a DGAT2 u AJ mysi na obou dietach jak v denni tak i
v no¢ni fazi ukazuji na vyssi reesterifikacni aktivitu v tukové tkani tohoto kmene (Graf 6

C,D,E,F).
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Graf 6: Hladina genové exprese pro lipoproteinovou lipazu (LPL) (A,B), syntetizu acyl-
CoA s dlouhym ietézcem (ACSLI) (C,D) a diacylglycerol-acyltransferazu 2 (DGAT2) (E,F)
v epididymadlnim tukovém depu. Experiment 2 (4,C,E), experiment 3 (B,D,F). Signifikantni
rozdily jsou vyznaceny v grafech (A,C,E; p < 0,05) a * mezi skupinami v c¢ase 20 (B), v case
0,16,20 (D) a v case 16 (F) (p < 0,05). Jednocestna ANOVA (A,C,E); mnohondsobné t-testy
(B,D,F).
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6.3.2. Lipogeneze v jatrech
Signifikantni rozdily v expresi mRNA pro FAS jsou pozorované mezi skupinami AJ HF a B6
HF, B6 STD a B6 HF (Graf 7 A) a mezi skupinami na HF dieté v ¢ase 0 a 24 hodin (Graf 7
B). Signifikantni rozdily v expresi mRNA pro SCDI1 jsou pozorované mezi skupinami AJ
STD a AJ HF, B6 STD a B6 HF (Graf 7 C). Tyto rozdily na irovni genové exprese naznacuji,
ze lipogeneze by mohla byt vyssi a zachovanéd u AJ mysi na HF dieté v porovnani s B6 mySmi
na HF dieté a tento rozdil by mohl vysvétlit pozorované rozdily v RQ. Je nicméné zarazejici,
ze mRNA pro FAS nevykazuje vyrazny cirkadianni rytmus, ktery by Iépe odpovidal zménam

v RQ (tedy ze neni vyS$$i v no¢ni fazi méteni).
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Graf 7: Hladina genové exprese pro syntizu mastnych kyselin (FAS) (A,B) a stearoyl-coA
desaturazu (SCD1) (C,D) v jatrech. Experiment 2 (A,C), experiment 3 (B,D). Signifikantni
rozdily jsou vyznaceny v grafech (A,C; p < 0,05) a * mezi skupinami v c¢ase 0 a 24 (B) (p <
0,05). Jednocestna ANOVA (4,C); mnohonasobné t-testy (B,D).
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6.3.3. Lipolyza v epididymalnim tukovém depu
mRNA pro ATGL je signifikantné rozdilnd mezi skupinami AJ STD a B6 STD (Graf 8 A) a
mezi skupinami na HF dieté v ¢ase 0, 16 a 24 hodin (Graf 8 B). mRNA pro aktivator ATGL
CGI-58 se signifikantné 1i$i mezi skupinami AJ HF a B6 HF (Graf 8 C) a mRNA pro inhibitor
ATGL GO0S2 vykazuje signifikantni rozdily v cirkadidnnim rytmu mezi skupinami na HF dieté
v ¢ase 0 a 4 hodin (Graf 8 F). Stejné jako ATGL je 1 aktivator ATGL vyssi a inhibitor ATGL

niz8i u AJ mysi na HF diet€, coz ukazuje na zvyseni lipolyzy v eWAT u téchto mysi.

Signifikantni rozdily v expresi mRNA pro HSL jsou pozorované mezi skupinami AJ HF a B6
HF (Graf 9 A) a také mezi skupinami mysi na HF dieté v ¢ase 16 a 20 hodin (Graf 9 B).
Rozdily mezi skupinami v expresi mRNA pro FABP4, ktery na sebe vaze FA uvolnéné
z lipolyzy a je dalezity pro funkci HSL, nejsou signifikantni (Graf 9 C,D).

Ocekévané vyssi hladiny mRNA genil lipolyzy a jejich aktivatorii nebyly pozorované v denni
fazi (Graf 8,9 B,D). AJ mysi na obou dietdich vykazuji vysSi expresi lipolytickych genli a
jejich aktivatorti v porovnani s B6 mySmi (Graf 8,9 A,C), coz je dikazem vyssi lipolytické

aktivity tukové tkané u AJ mysi.
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Graf 8: Hladina genové exprese pro triacylglycerolovou lipazu (ATGL) (A,B), komparativni
genovy identifikdator-58 (CGI-58) (C,D) a GO/Gl piepinac genu 2 (GO0S2) (E,F)
v epididymadalnim tukovém depu. Experiment 2 (4,C,E), experiment 3 (B,D,F). Signifikantni
rozdily jsou vyznaceny v grafech (A,C; p < 0,05) a * mezi skupinami v case 0,16,24 (B) a v
case 0,4 (F) (p < 0,05). Jednocestna ANOVA (A,C,E); mnohondasobné t-testy (B,D,F).
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Graf 9: Hladina genové exprese pro hormon-senzitivni lipazu (HSL) (A,B) a protein
vazajici mastné kyseliny 4 (FABP4) (C,D) v epididymalnim tukovém depu. Experiment 2
(A,C), experiment 3 (B,D). Signifikantni rozdily jsou vyznaceny v grafech (A; p < 0,05) a *
mezi skupinami v case 16,20 (B) (p < 0,05). Jednocestna ANOVA (A,C); mnohondsobné t-
testy (B,D).

6.4. Barveni hematoxylinem a eozinem
6.4.1. Stanoveni velikosti adipocytii
Ze Ctyt skupin mysi z experimentu 2 (AJ STD, AJ HF, B6 STD, B6 HF) bylo odebrano
epididymalni tukové depo a nasledné vytvofeny fezy, které byly obarvené hematoxylinem a
eozinem (Obr. 5). Na svételném mikroskopu bylo vytvofeno 7 snimkil z kazdého fezu a
vypoctena plocha prafezu adipocytu pomoci nastroje prahovani (piiblizn€ vypovidajici o
velikosti adipocytu) v softwaru NIS elements AR. Signifikantni rozdily v takto stanovené

velikosti adipocytl jsou pozorovany mezi skupinami na HF dieté (p < 0,05; Graf 10).
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Obr. 5: Epididymalni tukové depo barvené hematoxylinem a eozinem. AJ STD (A), AJ HF
(B), B6 STD (C), B6 HF (D). Délka usecky 50 um, 20 x zvétSeni.

Velikost adipocytt
—, 4000
“E [ ]
=
et L]
= 3000 .
>
8 ° ° °
Q. 2000 o %o °
5 —o— -
& g -
s &
o 1000
=
©
>
0 T I
Q S Q &
S v’é & @“Q‘
\of 4

Graf 10: Velikost adipocytit. Signifikantni rozdily mezi skupiny AJ HF - B6 HF, AJ HF - B6
STD (p < 0,05, jednocestna ANOVA).
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6.5. Imunohistochemické barveni ATGL
V fezech vzorki epididymalniho tukového depa z experimentu 2 ze skupin mysi AJ STD, AJ
HF, B6 STD a B6 HF byla imunohistochemicky detekovana ATGL. Hnéda barva slouzi jako
indikator pfitomnosti ATGL ve tkéni (Obr. 6). Imunohistochemicka detekce neprokazala
vyraznou diverzifikaci mnozstvi proteinu mezi jednotlivymi adipocyty, intenzita barveni je

nicméné vyssi ve vzorcich z mysi kmene AJ nez B6 bez ohledu na dietu.
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Obr. 6: Imunohistochemicka detekce ATGL v epididymalnim tukovém depu. AJ STD (4), AJ
HF (B), B6 STD (C), B6 HF (D). Délka usecky 50 um, 20 x zvétseni.
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7. Diskuze

Cilem této prace bylo definovani vztahu mezi metabolizmem tukové tkané a metabolickou
flexibilitou. Mysi model inbrednich kmenti B6 a A/J, které se liSi nachylnosti obezite, byl
vystaven kratkodobé zatézi dietou s vysokym obsahem tukli. V obdobi 3 dni po pfechodu na
dietu byla sledovana celotélovd homeostdza pomoci nepifimé kalorimetrie. Zaroveii byl
charakterizovan metabolizmus tukové tkané a stanovena koncentrace lipidovych metaboliti

v plazmé.

7.1. Neprima kalorimetrie

Cilem experimentu 1 bylo charakterizovat celotélovy metabolizmus mySich kmenti B6 a A/J
metodou nepiimé kalorimetrie za riznych teplot a dietnich podminek a zjistit vliv kratkodobé
HFD na metabolickou flexibilitu. Samctim mysich kment B6 a A/J byl do bfisni dutiny v 5.
tydnu po narozeni implantovan telemetricky Cip a poté byli dlouhodobé krmeni STD dietou a
preaklimatizovani bud’ v laboratorni nebo v termoneutralni teploté¢ mezi 6 a 8 tydnem po
narozeni. Nésledné¢ byly mySi v 9. tydnu po narozeni umistény do systému nepiimé

kalorimetrie, kde pak probihal ptechod na HFD po dobu 3 dnd.

7.1.1. Celotélova energeticka homeostaza
V experimentu pouZité mySi kmene B6 a A/J se li§i nachylnosti k obezité¢ zplsobené dietou
s vysokym obsahem tuku. HFD u B6 mySsi zplisobuje DIO a inzulinovou rezistenci
(Alexander, Chang et al. 2006). AJ mysi jsou rezistentni k obezit¢ zptisobenou HFD (Wang
and Liao 2012). Prvni den po pfechodu mysi na HFD bylo pozorovano zvySeni EI, tedy
hyperfagie, bez ohledu na teplotu méteni. Hyperfagie je béZnou pocatecni odpovedi zdravych
mysi na dietu s vysokym obsahem tukti (Mercer and Trayhurn 1987) (Oh, Thaler et al. 2010).
T¢lesnd hmotnost u AJ mysi na HFD se zvySila u mysi chovanych a méfenych ve 22 °C, coz
by mohlo byt disledkem zvySeného EI. Nékteré studie také ukazuji, ze se po pfechodu na
HFD zvysuje i EE, coZ je interpretovano jako adaptace pro zamezeni pfibirani na vaze (Kus,
Prazak et al. 2008). My jsme vSak tento efekt pozorovali jen v ptipadé¢ mysi kmene AJ, které
bez ohledu na teplotu méfeni po ptrechodu na HF dietu zvySovaly EE. Méteni TAG
v exkrementech ukazalo, ze mnozstvi energie, které je touto formou vylucovano z téla, je
mnohonasobné niz§i v porovnani suUrovni EI a EE, a ukazuje na zanedbatelny vliv

vylouc¢enych TAG na energetickou homeostazu u vSech skupin mysi.

Celkové byly télesna hmotnost, EI, EE a koncentrace TAG v exkrementech niz$i u mysi

preaklimatizovanych a méfenych ve 30 °C, v porovnani s témi, které¢ byly preaklimatizovany
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a meieny ve 22 °C. Teplota 30 °C piedstavuje pro mysi termoneutralni teplotu, coz znamena,
ze do udrzovani télesné teploty je zapojen jen bazalni metabolizmus (Fischer, Cannon et al.
2018). Teplota 22 °C je pod termoneutralni zénou (28-35 °C) a ptedstavuje pro mysi chladovy
stres. V téchto podminkach se zvySuji energetické naroky na udrzovani télesné teploty a
zapojuje se mechanizmus netiesové termogeneze zajiStované funkci UCP1 proteinu v hnédé
tukové tkani (Cannon and Nedergaard 2004). Celkové nizSi oxidace lipidi a sacharidi,
vypoctena z vystupll nepiimé kalorimetrie, u mysi preaklimatizovanych a métenych ve 30 °C,
odpovida celkové niz§imu piijmu i vydeji energie.
7.1.2. Metabolicka flexibilita

Ztrata cirkadianniho rytmu v hodnotdich RQ u mysi po prechodu na HFD je v souladu se
studii autorti Longo a kol. (Longo, Charoenthongtrakul et al. 2010). Hodnoty RQ a rychlost
pfizpisobeni HFD byly pfiblizné stejné u mySi méfenych ve 22 1 30 °C, proto dalsi
experimenty probihaly s pouzitim mysi chovanych v laboratorni teploté. Zaroven z téchto dat
muzeme usuzovat, ze v rychlosti, jakou se mysi prizptisobuji HFD, nehraje roli aktivita BAT,
kterd je u mysi preaklimatizovanych po dobu 2 tydnl v termoneutralni teploté velmi nizka.
Pozorované niz8i hodnoty RQ v cirkadiannim rytmu v pribéhu denni faze méteni ukazuji na
zvySenou oxidaci lipidi z tukovych zésob a zvySené hodnoty L. v denni fazi méfeni toto
potvrzuji. Vy8§i hodnoty RQ v pfipadé¢ zachovaného cirkadianniho rytmu na STD dieté
v priabéhu noci ukazuji spisSe na de novo lipogenezi, nez na oxidaci sacharidl, coz potvrzuje
pokles Lox pod nulovou hodnotu zejména u AJ mysi preaklimatizovanych a méfenych ve 22
°C. Pii porovnani skupin na HFD byly pozorované vyssi hodnoty RQ v pribéhu nocni faze
meéfeni u AJ mysi, coz potvrzuje vyssi metabolickou flexibilitu tohoto kmene, pokud ji
definujeme jako zachovanou schopnost pfepinat mezi metabolickymi substraty a tim meénit
hodnotu RQ. Snizena metabolicka flexibilita souvisi u mySiho modelu se snizenou schopnosti
lipolyzy a uvoliovani FA do krve (Sparks, Ukropcova et al. 2009). Pokles metabolické
flexibility u mysi po kratkodobé konzumaci HFD byl jiz dfive pozorovan (Galgani, Moro et
al. 2008). Souhrnem je mozné fici, ze AJ, na rozdil od B6 mysi, vykazuji vyssi metabolickou

flexibilitu po pfechodu na HFD.

7.2. Koncentrace lipidovych metaboliti v plazmé

Cilem experimentli 2 a 3 bylo propojeni celotélového metabolizmu s aktivitou metabolickych
drah v tukové tkani. Jelikoz vystupy z nepiimé kalorimetrie, zejména metabolicka flexibilita

méfend na urovni RQ, se neliSily u mysi preaklimatizovanych a méfenych v raznych
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teplotach, byly tyto experimenty provedeny jiz jen ve 22 °C. V experimentech byli pouziti
samci mysich kmentit B6 a A/J v Case, kdy se vyrazn¢ lisila metabolickd flexibilita mezi
skupinami na HFD, tedy ve tfetim dni po pfechodu na HF dietu. V experimentu 2 byly
porovnavany mysi ve 3. dni po pfechodu na STD nebo cHF dietu. Cilem bylo zjistit
souvislost mezi schopnosti ptfizpisobeni HFD na trovni RQ a plazmatickymi parametry. V
experimentu 3 byly porovnavany mysi v prubé¢hu 3. dne po prechodu na HFD. Cilem bylo

zjistit souvislost cirkadianniho profilu RQ s cirkadianni zménou metaboliti v plazmé.

Zvysené plazmatické hladiny NEFA a glycerolu by mély reflektovat proces lipolyzy z
tukovych zasob pro zajisténi energetickych potieb organizmu. Hladiny NEFA ani glycerolu
v experimentu 2 se neliSi mezi skupinami, s vyjimkou rozdilu mezi AJ HF a B6 STD
skupinou v hladin¢ glycerolu. Nicméné v Case disekce, tedy mezi 8.-11. hodinou dopoledni, se
také nelisi urovenl oxidace lipidit zmétend pomoci nepiimé kalorimetrie. Plazmatické hladiny
NEFA a glycerolu v experimentu 3 vykazuji u AJ mysi na HFD narast hladin v noci. Ztrata
cirkadianniho rytmu v hladindch NEFA a glycerolu vlivem HFD je v souladu s literaturou
(Dyar, Lutter et al. 2018), nicméné po dlouhodobé HFD dochézi k Gplné ztraté cirkadidnnich
rytma v hladindich NEFA. Vzhledem k tomu, Ze mysi na STD dieté¢ vykazuji vyssi hladiny
NEFA v denni fazi a niz8i v no¢ni fazi, je nartist NEFA v no¢ni f4zi méfeni, zaznamenany u
AJ mysi po 3 dnech na HFD, piekvapivy (Dyar, Lutter et al. 2018). Celkové vyssi hladiny
NEFA u AJ mysi by pak mohly ukazovat na vyS$si schopnost mobilizace FA z tukové tkané.
ZvySeni hladiny NEFA v no¢ni fazi méteni u AJ HF by také mohl byt vysledkem funkce LPL,
ktera uvolnuje FA z TAG v lipoproteinovych ¢asticich. Po uvolnéni FA muze dojit k ,,spill-
over* efektu, kdy FA nejsou efektivné vstifebané tkani a uniknou do krevniho ob¢hu (A, C et
al. 2019). Avsak uroven genové exprese LPL v eWAT u skupiny AJ HF ve stejném Casovém

bod¢ to nepotvrzuje.

Hladiny TAG v plazmé pochézi z lipoproteinovych ¢éstic, coz jsou bud’ VLDL, IDL a LDL
castice nebo chylomikrony. TAG zvySené u AJ mysi na HFD v pribéhu noci mohou bud’
pochézet z potravy (lipogeneze v enterocytech tenkého stieva) a nebo z FA uvolnénych
z tukové tkanég, které jsou v jatrech vychytdvany a déale uvolnény do krevniho ob&hu jako
VLDL (Feingold and Grunfeld 2000), piipadné z FA, které jsou nove syntetizované v jatrech
(Hems, Rath et al. 1975). Vznik FA de novo je vSak vysoce nepravdépodobny, protoZe na
urovni nepiimé kalorimetrie byl pozorovéan jen u skupiny AJ STD. Naproti tomu nejvyssi
koncentrace NEFA v krvi v 16. hodin¢ odpovida nejvyssi koncentraci TAG, je proto mozné,

ze FA uvolnéné z tukové tkané jsou posléze detekovany ve formé TAG sekretovanych z jater.
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Hladiny TAG u B6 mysi na HFD jsou signifikantné nizsi v porovnani s B6 na STD diet¢. Tyto
vysledky souhlasi s vysledky prace Duarte a kol., kteti uvadéji, ze vétSina TAG pochazejicich
z jater u mysi krmenych HFD byly disledkem reesterifikace FA ztukové tkané nebo

z potravy, nejsou diisledkem de novo lipogeneze (Duarte, Carvalho et al. 2014).

7.3. Metabolizmus lipida v tkanich
Ve vzorcich jater a epididymdlni tukové tkan¢ byla meétfena exprese gent lipidového

metabolizmu. Vzorky byly odebrané v experimentech 2 a 3.

Co se tyka ptijmu FA z krevniho obéhu do tukové tkané, LPL v kapilarach tukové tkané
uvoliiuje FA z TAG v lipoproteinovych casticich a tim zajiStuje pfisun FA adipocytim
(Rinninger, Kaiser et al. 1998). Exprese LPL je u AJ bez ohledu na dietu vyssi nez u B6 mysi.
Zarovei v priab¢hu nocni faze méteni ve 20. hoding je signifikantné vyssi u AJ nez u B6 mysi
na HFD. Jelikoz procesy de novo lipogeneze v jatrech a lipogeneze v enterocytech tenkého
stfeva probihaji hlavné v noci (Sun, Feng et al. 2011), zvySené hladiny exprese LPL byly
oc¢ekavané v této fazi méteni. Nas vysledek na trovni genové exprese LPL v experimentu 3 to
nepotvrzuje - narist LPL v no¢ni fidzi méfeni nebyl pozorovan. Navic vrchol NEFA v plazmé
v 16. hodiné v noci neodpovida vrcholu exprese LPL ve stejném case, neodpovida tedy efektu

»spill-over®.

ACSLI a DGAT?2 se podileji na esterifikaci FA na TAG (Yan, Yang et al. 2015) (Choi, Savage
et al. 2007). mRNA pro oba geny je obecné vyssi u AJ v porovnani s B6 mySmi bez ohledu na

dietu, navic v no¢ni fazi méfeni dochazi ke zvyraznéni tohoto rozdilu.

ATGL s aktivatorem CGI-58 a inhibitorem GOS2 se podili na hydrolyze TAG v tukovych
kapénkach adipocyti (Lu, Yang et al. 2010). HSL s aktivatorem FABP4 se podileji zejména
na hydrolyze DAG, ale také i TAG v tukovych kapénkach adipocytli (Smith, Sanders et al.
2008). Oba enzymy zajiStuji lipolyzu, kterd by méla probihat hlavné ve dne u mysi pro
zajisténi energetickych potieb. Ocekavali jsme tedy vyssi expresi téchto enzymi v denni fazi
méteni, kterou jsme nicméné nepozorovali. Vyssi hladiny exprese ATGL u AJ HF mysi
v porovnani s B6 HF koresponduji s vy$§imi hladinami exprese CGI-58 a s niz§imi hladinami
exprese GOS2, na této urovni je tedy mozné fici, Ze lipolyza je vyS$i u AJ mysi. Exprese
mRNA pro HSL je také vyssi u skupiny AJ HF, avSak v ptipadé¢ FABP4 signifikance mezi
skupinami nebyla pozorovana. Tento vysledek koresponduje s vyssi hladinou NEFA v krvi u
AJ mysi.

Ani pfijem FA z krevniho ob&hu ani lipolyza a reesterifikace nejsou obecné detekovatelné na
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urovni nepiimé kalorimetrie, nicméné tyto vysledky naznacuji vyssi flexibilitu v pfijmu a
vydeji FA z tukové tkané€, a tedy 1 vyssi flexibilitu v odpovédi na nutriéni zmény u mysi

kmene AJ v porovndni s B6.

Na trovni nepiimé kalorimetrie bychom mohli pozorovat zmény v de novo lipogenezi, které
by se projevily poklesem hodnoty L,x pod nulu. Tento pokles byl nicmén¢ pozorovan jen u AJ
mysi na STD dieté. S tim koresponduje méfeni genové exprese FAS a SCD1 v jatrech, které
se podileji na syntéze FA, a tim i na de novo lipogenezi (Jensen-Urstad and Semenkovich
2012) (Ntambi, Miyazaki et al. 2002). Vysledek experimentu 2 ukazuje, ze u skupin na STD
dieté je signifikantné vyssi uroven exprese geni FAS a SCDI v jatrech v porovnani se
skupinami na HFD. Vysledek experimentu 3 v no¢ni fazi méfeni koresponduje s vystupy
z nepiimé kalorimetrie jen v piipadé FAS: AJ HF skupina je signifikantné vys$si v porovnani
s B6 HF skupinou (signifikance v ¢asovém bod¢ 24). Exprese genti FAS a SCDI1 v jatrech
nevykazuje vrchol v noci v 16. hodiné u skupiny AJ HF a nekoresponduje tedy s vrcholem
TAG v plazmé ve stejném bod¢, coz vyluCuje de novo lipogenezi jako zdroj detekovanych

TAG v plazmé.

Poruseni energetické rovnovahy miize byt pfi¢inou nadmérného ukladani energie ve formé

TAG do adipocytl, coz zplsobuje jejich zvétSeni (hypertrofie) nebo zvySeni poctu

rrrrrr

rrrrr

coz by spolu mohlo souviset s velikosti adipocyti u kmene Al.

Metabolickou aktivitu WAT jsme stanovovali pouze nepiimo pomoci méfeni genové exprese.
Ta nam ale nemuze poskytnout informace o aktivit¢ danych metabolickych drah in vivo,
protoze jednak syntéza jednotlivych enzymii podléha posttranskripnim Upravam a dale je

aktivita téchto enzymu regulovana dal§imi posttranslaénimi Gpravami.
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8. Zavér
U mysich modelt inbrednich kmen B6 a A/J, které se liSi nachylnosti k dietou indukované

obezit¢, jsme stanovovali vztah mezi metabolizmem tukové tkdn€ a metabolickou flexibilitou.

1. Definovali jsme celotélovy metabolizmus mysi metodou nepiimé kalorimetrie a stanovili
jsme dobu, kdy se rozdilné ptizptisobuje jejich metabolizmus po ptechodu na HF dietu, tedy
ve 3.dni méfeni. Zjistili jsme, ze zachovany cirkdianni rytmus RQ u mysi na STD dieté
souvisi s vyS$§im pfijmem a oxidaci sacharidii z potravy v noci a vyssi oxidaci lipidi z
tukovych zasob ve dne. Ztrata cirkadidnniho rytmu u skupin mysi na HF dieté, zejména v

ptipadé kmene B6, sv€dci o ztraté¢ metabolické flexibility.

2. Zjistili jsme, Ze schopnost celého organizmu piizpiisobit se HF dieté souvisi s pufracni
kapacitou WAT. Pozorovali jsme celkové vyssi hladiny plazmatickych parametrit NEFA a
glycerolu u AJ kmene na HF dieté, coz svédéi o vyssi schopnosti jejich tukové tkané
uvoliiovat FA a pravdépodobné je pak reesterifikovat v jatrech na TAG, jejichZ hladina byla
také zvySena. Celkové vyssi hladiny mRNA genl pro lipolyzu a lipogenezi u kmene A/J

potvrzuji vyssi lipolytickou a reesterifikacni aktivitu tukové tkané u tohoto kmene.

3. Zjistili jsme, ze cirkadianni profil RQ a EE nesouvisi s cirkadidnni zménou metabolitd v
plazmé a s metabolizmem NEFA ve WAT. Pozorovali jsme neo¢ekavany narast plazmatickych

parametrt NEFA a glycerolu v noci.

Souhrnem Ize fici, Ze jsme prokdzali vy$§i metabolickou flexibilitu mySi kmene A/J v
porovnani s B6, coz by mohlo souviset s jejich nizs$i nachylnosti k dietou indukované obezit¢.
Zaroven jsme u mysi kmene A/J prokéazali vyssi uroven lipolyzy jak na urovni hladiny
plazmatickych parametrt, tak i na Grovni detekce genll v epididymalni tukové tkani. Fenotyp
vys$i metabolické flexibility na urovni celého organizmu se tak u tohoto kmene vyskytuje

spolecné s fyssi flexibilitou tukové tkdn€, coz spolu pravdépodobné souvisi.
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