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Abstrakt

UdrZeni energetické homeostazy za snizené teploty je nezbytné pro pteziti organismu.
V této diplomové praci jsme urcili vliv chladového stresu a chladové adaptace na imunitni
systém potkani. Na procesu termoregulace se podili fada riznych faktorti, zdsadni roli vSak
hraje adrenergni signalizace. Vazba noradrenalinu na B-adrenergni receptory vede k tvorbé
hnédé tukové tkané, ktera je nezbytna pro netfesovou termogenezi, stejné¢ jako i1 pro
energetickou rovnovahu. Bioaktivni produkty adipocytii nasledné moduluji imunitni systém,
i tento proces je vyznamné ovlivnén signalizaci nervovych bunék. Abychom pochopili
neuroimunitni interakce béhem chladové aklimatizace, sledovali jsme zastoupeni imunitnich
populaci a produkci rozpustnych produkti u potkanti, kterym byly podany specifické
inhibitory B-adrenergnich receptorti. Propojeni imunitniho a nervového systému se zdd byt
v mnoha biologickych procesech velmi dulezité. Pochopeni zakladnich mechanisma vlivu
chladové adaptace na builkky imunitniho systému muze vysvétlit dalsi klinicky relevantni

témata, jako je 1écba obezity.

Klicova slova: imunitni systém, chladova adaptace, noradrenalin, adrenergni

receptory, cytokiny, hnéda tukova tkan, netfesova termogeneze



Abstract

Maintaining energy homeostasis at reduced temperatures is essential for the survival
of the organisms. In this diploma thesis, we determined the impact of cold stress and cold
adaptation on the rat immune system. A number of different factors participate at the process
of thermoregulation, but the adrenergic signalling plays a crucial role. The binding
of norepinephrine to B-adrenergic receptors leads to the formation of brown adipose tissue,
which is necessary for non-shivering thermogenesis, as well as for energy balance. Bioactive
products of adipocytes subsequently modulate the immune system, this process
is significantly influenced by signalling of nerve cells. In order to understand neuro-immune
interaction during the cold adaptation, we monitored changes in immune cell populations and
the production of soluble products in rats treated with specific inhibitors of B-adrenergic
receptors. Relationship between the immune and nervous system seems to be very important
in many biological processes. Deciphering basic mechanisms of the influence of cold
adaptation on immune cells can therefore explain other clinically relevant topics, such

as treatment of obesity.

Key words: immune system, cold adaptation, norepinephrine, adrenergic receptor,

cytokines, brown adipose tissue, non-shivering thermogenesis
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Seznam zKkratek

ADP

AR

ATP

BAT

CNS

ConA

ELISA

FA

FACS

FBS

FFA

FGF21

GDP

GIT

HPA

HPT

IFN

IL

ILC

IL-R

INKT

LPS

MAOA

adenosin difosfat (adenosine diphosphate)

adrenergni receptor

adenosin trifosfat (adenosine triphosphate)

hnéda tukova tkan (brown adipose tissue)

centralni nervovy systém

konkanavalin A (concanavaline A)

enzyme-linked immunosorbent assay

mastné kyseliny (fatty acid)

fluorescent activated cell sorting

fetalni teleci sérum (fetal bovine serum)

volné mastné kyseliny (free fatty acid)

fibroblastovy ristovy faktor 21 (fibroblast growth factor 21)
guanosin difosfat (guanosine diphosphate)

gastrointesticialni trakt

hypothalamo-hypofyzéarni systém (hypothalamic-pituitary-adrenal)
hypothalamus-hypofyza-§titna Zlaza (hypothalamic—pituitary—thyroid)
interferon

interleukin

piirozené lymfoidni buniky (innate lymphoid cell)

interleukin receptor

invariantni T pfirozeny zabije¢ (invariant natural killer T cell)
lipopolysacharid

monoamin oxidaza A



Met-enk

NE

NK

NKT

PBMC

PBS

PPAR

RT-PCR

SAM

T4

TGF

TH

Th

TLR

TRP

UCP1

WAT

Methionin-enkefalinovy peptid
noradrenalin (norephinephrine)
pfirozeny zabijec¢ (natural killer)

T pfirozeny zabijec (natural killer T cell)

periferni krevni mononuklearni bunky (peripheral blood mononuclear
cells)

fostatovy pufr (Phosphate saline buffer)

receptor aktivovany peroxizomovym proliferatorem (peroxisome
proliferator-activated receptor)

kvantitativni polymerazova fetézova reakce (real-time polymerase chain
reaction)

makrofagy asociované se sympatickym neuronem (sympathetic neuron-
associated macrophages)

tyroxin

transformujici rastovy faktor (tranforming growth factor)
tyrozin hydroxylaza

pomocny T lymfocyt (T helper cell)

toll-like receptor

faktor nadorové nekrozy (tumor necrosis factor)

tranzientni receptorové potencialové kanaly (transcient receptor
potential channel)

termogenin (uncoupling protein 1)

bila tukova tkan (white adipose tissue)



1 Uvod

Vliv chladové adaptace na imunitni systém je mezi Sirokou vetejnosti dosti
diskutované téma. O otuzovani koluji riazné pravdy, avSak védeckych ditkazl je malo. Velmi
dobfe je popsan proces termoregulace a termogeneze, i kdyz zde se také nachazi spousta
nevyieSenych otazek. Hnéda tukova tkan (brown adipose tissue - BAT), bézovéni bilé tukové
tkan¢ (white adipose tissue - WAT) a objeveni ,,brite" adipocytii vnasi nové otazky do téchto
procest. Bioaktivni produkty adipocytii, které béhem termogeneze podléhaji zménam,
moduluji imunitni systém, coz také ovliviiuje signalizaci nervovych bunck. Propojeni
imunitniho a nervového systému se zda byt v mnoha biologickych procesech velmi diilezité.
Popsani zakladnich mechanismti vlivu chladové adaptace na imunitni bunky proto muze
pfinést vysvétleni pro jind klinicky relevantni témata, jako je lécba obezity nebo

kardiovaskularnich chorob.



2 Literarni prehled

Nasledujici literarni ptehled poskytuje zjednoduseny ndhled do procesu chladové
adaptace. Zabyva se piedevSim popisem termoregulace, zménam v tukové tkani a jeji
regulace. Dotyka se imunitnich bun¢k a popisuje zndmé i diskutabilni regulace. Predstavuje

cast velmi komplexniho a slozitého systému, jehoz funk¢énost je vSak nesmirné dulezita.

2.1 Termoregulace

UdrZeni teploty organismu je zcela zasadni pro preziti teplokrevnych zivoc¢ichii vCetné
cloveka. Termoregulace je d¢j, ktery udrzeni teploty zajist'uje. Musi byt zabezpecena spravna
teplota pro funkci metabolismu a prubéhu enzymatickych reakci. Na zménu vngjsi teploty
reaguji termoreceptory, coz jsou nervové buiky, které se nachdzi na celé periferii téla,
ale 1 v centralnim nervovém systému (CNS). Jejich podrazdénim dochdazi k aktivaci a pfenosu
informace do hypothalamu, ktery funguje jako termoregulac¢ni centrum. Za zvySené teploty
dochazi k aktivaci predni ¢asti hypothalamu (Aronsohn-Sachsova centra), coz vede k inhibici
sympatickych center v zadnim hypothalamu. Nasledkem je vasodilatace, evaporace a omezeni
produkce tepla. Za sniZzené teploty probihd reakce opacéné, je tedy stimulovan zadni
hypothalamus (Isenschmidt-Krohlovo centrum). Dochazi k vasokonstrikci a zvySeni
metabolismu. Pokud tyto mechanismy nesta¢i ke zvySeni télesné teploty, dochazi
k termogenezi. Termogenezi miZeme rozdélit na tfesovou a netfesovou podle toho, jakym

zpisobem a kde teplo vznika.

2.1.1 Tresova termogeneze

Trfesova termogeneze se vyuziva k okamzitému zvySeni télesné teploty. Dochdzi
ke spontannimu tfesu pficné pruhované svaloviny o frekvenci 10-20 stahii za sekundu, ktery
je pohanén preménou adenosintrifosfatu (adenosine triphosphate - ATP) na kinetickou energii
bez provedené prace. Tato energie je pfevedena na teplo. Kontrakce svalll jsou zpiisobeny
nervovymi vldkny, kterd stimuluji svalova vieténka (Haman and Blondin, 2017). V dospélém

véku ji vyuzivaji predevSim vétsi savei véetné cloveka.

2.1.2 Netfesova termogeneze

Nettesova termogeneze, nékdy téZ oznacovana jako chemickd termogeneze, vyuziva

odlisné mechanismy pro vyrobu tepla. Zcela zasadni je zde BAT. Aby mohla byt BAT



producentem tepla, musi dojit k jeji aktivaci. Pfi podrazdéni chladovych receptort v kazi
dojde k vyplaveni adrenalinu a noradrenalinu (norephinephrine - NE) ze sympatickych nervi
do krevniho fecisté, coz ma za nasledek zvySeni metabolismu. Tyto neurotransmitery se vazi
na adrenergni receptory (AR) a spousti signalni kaskady. Dochazi k odbourdvani tuki
a glykogenu, zvySuje se koncentrace glukézy v krvi a zvySuje se tepova frekvence
(Nedergaard et al., 2007). V procesu termogeneze je nejzasadnéjsi vazba NE na B3-AR, ktery
je exprimovan v BAT. Vazba na tento receptor spousti signalni kaskadu, na jejimz konci je
aktivace proteinu termogeninu (uncoupling protein 1 - UCP1), ktery je pro netiesovou
termogenezi nezbytny. UCP1 se nachazi na vnitini mitochondridlni membrané a umoziuje
odptazeni gradientu protoni vznikajicitho pii respiraci. Nedochédzi tak k syntéze ATP
a navratu protonu pies ATP-syntdzu, ale protony piechéazeji pfimo po chemickém gradientu
zpét do matrix mitochondrii. Nésledkem je rozptyleni protonmotivni hnaci sily, kterd je
pfevedena na teplo (Azzu and Brand, 2010). Inhibici UCP1 zprostfedkovavaji cytosolické
purinové nukleotidy guanosin difosfat (guanosine diphosphate - GDP) a adenosin difosfat
(adenosine diphosphate - ADP) (Li et al., 2017). Po delsim puasobeni chladu se zda byt
dilezity vliv tyroidnich hormont. Napiiklad hormon tyroxin (T4) urychluje rozklad tuki
a zvySuje Cinnost mitochondrii (Bianco and McAninch, 2013). Netfesovou termogenezi
vyuzivaji u ¢lovéka predevsim novorozenci. Nalezneme ji také u malych savct, neosrsténych

mlad’at a naptiklad u hibernanti.

2.2 Tukova tkan

Tukova tkan je volna pojivova tkan slozend prevazné z adipocyti. Kromé& adipocytil
se v ni vyskytuji preadipocyty, fibroblasty, vaskularni endotelové buiiky a buiikky imunitniho
systému. Existuji dva typy tukové tkdn¢ - WAT a BAT. WAT je urCeny ke skladovani
energie, zatimco BAT se podili na energetické homeostazi organizmu produkci tepla. Béhem
véku se jeho objem zmensuje, avSak nikdy nevymizi zcela Gplné a hraje velmi dtlezitou tlohu

v organismu (Nedergaard et al., 2007; Virtanen et al., 2009).

Adipocyty WAT obsahuji zpravidla jednu tukovou kapénku, ve které jsou ulozeny
triglyceridy a estery cholesterolii, které figuruji jako zasoba energie. Kapénka miize zabirat
az 90% objemu bunky, bunééné jadro je zatlateno do periferie a spolu s nim i bunécné
organely. Mitochondrie ve WAT jsou tenké a prodlouzené (Saely et al., 2011). Mimo

skladovani energie slouzi bily tuk také jako tepleny izolant a ochrana vnitfnich orgéni.



Nalezneme ho pod kizi (podkozni tuk), kolem wvnitfnich organa (visceralni tuk), v kostni

dreni (zluta kostni dieii) a ve svalech (intramuskularni tuk).

Adipocyty v BAT nemaji pouze jednu, ale mnohem vice mensich kapének. Tento jev
se nazyva multilokularita. Nejdominantnéjsi slozkou hnédého adipocytu jsou mitochondrie,
které jsou vétsi, ve vysSim pocCtu a Casto obsahuji vice krist (Obrazek 1). VéEtsi pocet
mitochondrii je zasadni pro vyrobu tepla pii netfesové termogenezi. Hnéda barva tukové
vaskularizaci nez u WAT (Cinti, 2009; Giralt and Villarroya, 2013). BAT u cloveka
nalezneme hlavné u novorozenct v oblasti hrudni patefe a mezi lopatkami, kde muze tvorit az
5% jejich télesné hmotnosti. Do relativné neddvné doby se predpokladalo, Ze u dospélého
Cloveéka se BAT vibec nevyskytuje. Az s pouzitim pozitronové emisni tomografie k detekci
rakovinovych metastdzi se pritomnost malych lozisek BAT potvrdila i u dospélého Cloveka
(Yeung et al., 2003). Ta nalezneme v oblasti hrudi a krku, avSak b&hem zivota se rychle
zmenSuji (van Marken Lichtenbelt et al., 2009). U malych savci zistava BAT po cely Zivot a
je zcela zasadni. Oba typy tukové tkan¢ jsou metabolicky, endokrinné a parakrinné aktivni.
Produkuji hormony, enzymy, cytokiny ¢i rizné rustové faktory. Podili se na energetickém
metabolismu v organismu a jsou schopny komunikace s jinymi bunéénymi typy a tkanémi

(Saely et al., 2011).
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Obrazek 1: Adipocyty BAT a WAT. Schéma WAT a BAT a jejich adipocytit se zndazornénou

multilokularni tukove ké’penl_:j; _

strukturou bunék a jejich funkci v modrém ramecku. (Goto et al., 2016)
2.2.1 Bézové adipocyty

Kromé typicky bilé a hnédé tukové tkan€ miizeme nalézt také adipocyty bézové nebo
adipocyty "hnédé v bilém" (brown in white - brite). Tyto adipocyty nevznikaji z prekurzorii
pro BAT, ale z prekurzord pro adipocyty bilé tukové tkané, a nebo piimo rediferenciaci
které se svoji morfologii a fyziologii velmi podobaji klasickym hnédym adipocytlim. Je u nich
aktivni exprese UCP1 proteinu, dochazi k tvorbé multilokularnich tukovych kapének
a ke zmnoZeni mitochondrii (Obrazek 2; Tabulka 1) (Harms and Seale, 2013; Keipert and
Jastroch, 2014). Proces, kdy vznikaji bézové adipocyty rediferenciaci z bilych se nazyva
béZzoveni tukové tkané. Prave tyto bézové a brite adipocyty se uplatiuji u dospélého cloveéka,
kde nedochézi k vyvoji nové pravé BAT. U malych hlodavcti dochazi jak k tvorbé novych
pravych adipocytti hnédé tukové tkang, tak také k bézoveéni tuku bilého (Giralt and Villarroya,
2013). Proces bézovéni je vsak reverzibilni, nicméné pokud zivocich zlstava v chronickém
chladu po delsi dobu, bézové adipocyty mohou piijmout sviij novy fenotyp a plnit funkci
BAT (Rosenwald et al., 2013).
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Obrazek 2: Morfologie adipocytii. Na obrdzku jsou naznaceny adipocyty BAT, WAT a brite
adipocyty (24). Hnéde jsou zndazorneény mitochondrie, modrie jadra a bile tukové kapénky.
Rezy hnédou, bézovou a bilou tukovou tkani jsou barveny hematoxylin eosinem (2B). MéFitko
je 50um. (Jung et al., 2018, Keipert and Jastroch, 2014)
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BAT, adzpocytu WAT a brzte/bezovych adipocytii. (Keipert and Jastroch, 2014)

_ Adipocyt WAT Brite adipocyt
Koncentrace Vysoka Nizka Stfedni
mitochondrii
Morfologie tukovych | Multilokulérni Unilokularni Multilokularni
kapének
Exprese UCP1 Pozitivni Negativni Pozitivni
Primérni funkce Termogeneze Zasoba energie Termogeneze

Endokrinni produkce | Endokrinni produkce | Endokrinni produkce




2.3 Chlad a stres

SniZeni teploty se da oznalit za stresovy podnét. Ten potom miizeme podle délky
trvani rozd¢lit na kratkodoby - akutni chlad nebo dlouhodoby - chronicky chlad az po stav
teplotni aklimatizace. Rozdilné u¢inky mezi akutnim a chronickym stresem jsou dobfe znamy.
Akutni stres neni pro zdravé jedince Skodlivy, chronicky stres v§ak mize znamenat zdravotni
rizika. Pii dlouhodobém stresu je prokazano déletrvajici hojeni ran a vyssi riziko onemocnéni.
Zmény vykazuje 1 imunitni systém. Béhem akutni stresové faze se uplatiiuji predevsim
mechanismy pfirozené imunity, protoze dochazi k zvySeni poc¢tu granulocytli a NK (natural
killer) bunék. Celkové muizeme pozorovat narist bunééné cytotoxicity. Chronicky stres
naopak vyvolava posun ke specifické T pomocné (T helper - Th) 2 imunitni reakci a na ni

zéavislou humoralni imunitu zaloZzenou na protilatkach (Bianco and McAninch, 2013).
2.3.1 Regulacni osy

Hypothalamo-hypofyzarni systém (Hypothalamic-pituitary-adrenal - HPA), ktery je
soucasti neuroendokrinniho systému, n¢kdy téz oznaovan jako HPA osa, fidi reakce na stres.
Zaroven ale i spoustu dalSich télesnych procest, vcetné traveni, skladovani energie, emoci,
nalady. Jeho dalsi funkci je 1 ovliviiovani imunitniho systému. Jak jiz ndzev napovida, sklada
se ze dvou hlavnich casti: hypothalamu a hypofyzy. Nasledné hraje vliv adrenalin
vyplavovany z dfen¢ nadledvin a steroidni hormony produkované v kiife nadledvin. Chladové
termoreceptory v kizi stimuluji sympatikus a stresova odpovéd’ aktivuje sympatoadrenalni
drahu. Neurotransmiterem v tomto procesu je NE. V mozku se aktivuje HPA osa a dochazi
k prenosu signalu po celém téle. NE je vyplavovan do téla, kde se vaze na AR, které jsou
sptazené s G-proteiny a po navazani katecholaminl spousti pfisluSné signalni drahy. Déli se
na receptory alfa (o) a beta (B) podle funkce a afinité ke konkrétnimu substratu. OdliSnou maji
také lokalizaci v tkanich. V piipadu stresu a chladové adaptace nds zajimaji predevs§im BAR,
které se deli do 3 typd. B1AR nalezneme ptfedevsim v srdci; B2AR v plicich, svalech, travicim
traktu a jsou dominantné¢ exprimovany na bunikdch imunitniho systému. B3AR jsou
exprimovany v BAT, v zluéniku a v mocovém méchyii (Pardon et al., 2003). Nékteré bunky
imunitniho systému vSak také exprimuji tento receptor (Laukova et al., 2012). Rozdéleni
exprese neni striktni, ve tkdnich se mize vyskytovat i vice typl receptorti (Pardon et al.,

2003).



HPA osa zajistuje také hormonalni zmény, jako je produkce Kkortizolu
a kortikosteroidii. Hormonalni zmény zajistuje také osa hypotalamus-hypofyza-stitnad zlaza
jodothyronin deiodinaza, ktery reguluje aktivitu hormont §titné zlazy, T4 nebo trijodtyroniny.
Tyto hormony ovliviiuji roven bazalniho metabolismu, ale dokazou také zvySovat ucinky
jinych latek, jako napiiklad katecholaminti nebo kortizolu. V neposledni fadé plsobi jako

diferenciacni faktory a proto mize T4 podpofit tvorbu BAT (Bianco and McAninch, 2013).
2.4 Mechanismy ovliviiujici béZovéni tukové tkané

Mezi faktory ovliviiyjici fenotyp tukové tkadné nepatii ziejmé jenom vnéjsi teplota.
Je popsdno mnoho mechanisml vnitinich, jako jiz zminény stres, potieby energetického
metabolismu nebo mastné kyseliny. Bézovéni tukové tkané vSak mohou ovlivnit také vlivy

vngj$i, jako naptiklad pfijimand potrava nebo fyzickd aktivita. Pfekvapujicim faktorem miize

byt také vliv mikrobiomu.
2.4.1 Mastné kyseliny

Navazanim NE na ARB3 v BAT dochazi k aktivaci lipaz a zvySeni lipolyzy. Hlavnimi
enzymy jsou hormon senzitivni lipdza a adipocytarni triglyceridova lipaza. Uvolnéné mastné
kyseliny (free fatty acid - FFA) slouZi jako substrat pro mitochondridlni B-oxidaci a zvySuji
koncentraci FFA v obéhu (Schweiger et al., 2006). Zasadni funkci pfi reakci na chlad je vSak
aktivace UCP1. Diky FFA dokaZe UCP1 ptekonat inhibicni efekt cytosolickych ADP a GDP,
a stavd se aktivnim (Li et al., 2017). Mitochondrie z BAT jsou mnohem citlivé;si
na pritomnost FFA nez mitochondrie v jinych tkénich, coz souvisi pravé s proteinem UCP1
a jeho roli pfi termogenezi. Vzhledem k omezené moznosti ukladani tukd v hnédych
adipocytech je koncentrace mastnych kyselin (fatty acid - FA) dopliiovana z krevniho ob&hu
(Hoeke et al., 2016). Mechanismus aktivace UCP1 pomoci FFA neni zcela dobfe popsan.
Nejpravdépodobnéjsi se zda byt, ze UCP1 slouzi jako symporter aniontli mastnych kyselin
a protont (Fedorenko et al., 2012). V kazdém pftipadé lipolyza v adipocytech BAT indukuje
termogenezi a naopak, termogeneze v BAT nelze spustit bez vyvolani lipolyzy. Cely proces je

zavisly na B-adrenergni signalizaci (Li et al., 2017).

V tomto procesu nejde opomenout jaderné receptory aktivované peroxizomovymi
proliferatory (peroxisome proliferator-activated receptor - PPAR), které slouzi jako

transkripéni faktory. PPARa je hlavnim regulatorem metabolismu lipidd a je dilezitym
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faktorem pro expresi UCP1 (Komatsu et al., 2010). PPARy reguluje ukladani FA
a metabolismus gluk6zy. Geny aktivované PPARy stimuluji pfijem lipidi a adipogenezi.
PPARy je vysoce exprimovan v BAT, kde ma zasadni vyznam pro diferenciaci hnédych
adipocyt potfebnych pro vyvoj, funkci a pteziti tkané (Petrovic et al., 2008). PPARYy i
PPARa mohou byt aktivovany adrenergni signalizaci, cozZ ma za nasledek tvorbu BAT. Zda
se vSak, ze PPARy mize byt stimulovan i nezavisle na adrenergni aktivaci a stale indukovat

termogenni morfologii tukové tkan¢ (Festuccia et al., 2010; Hondares et al., 2011).
2.4.2 Vliv mikrobiomu

Mikrobiom je soubor mikroskopickych organismi, zahrnujici bakterie, archea, houby
a protista. Lidskym ¢i zvifecim mikrobiomem chdpeme vSechnu mikrofloru, kterd se nachazi
na nebo v jakékoliv tkani ¢i télni tekutiné. U ¢lovéka je odhadovany pocet bun¢k mikroflory
az desetkrat vétsi nez je pocet vlastnich bun¢k. U nékterych mikroorganismti zname velmi
dobfe jejich ulohu a jsou pro hostitele uzitecné, u vétSiny bohuZzel neni jejich role pfesné
popsana. Symbioticky vztah mezi metabolismem a mikrobiomem stieva je asi nejvice
prostudovana kapitola. Dobie zdokumentovany je stav stfevni mikroflory a jejich zavislosti
pii1 nekterych onemocnénich (Althani et al., 2016). Gastrointesticidlni trakt (GIT) hraje ulohu
v energetickém metabolismu. Vzhledem k pfitomnosti mikrobiomu je jasné, Ze dokaze
zasadné ovlivnit energetickou homeostazu. Piedpoklada se, ze diky této vlastnosti muze
produkovat molekuly, které maji vliv na metabolismus BAT a bézovéni WAT. Bchem
chladové expozice je potvrzena dramatickd remodelace sttevniho mikrobiomu. Tato chladova
mikrobiota zvySuje citlivost na inzulin, umoznuje toleranci chladu a podporuje bézovéni
tukové tkané, coz vede ke zvySeni energetického vydeje a ztraté tuku. (Chevalier et al., 2015;
Wankhade et al., 2016). Naproti tomu bylo pozorovano, ze béZovéni tukové tkané je
podporovano i prostou depleci stievniho mikrobiomu. Autofi si vysvétluji zvySenou citlivost
na inzulin a zmény v tukové tkani infiltraci eozinofilii. Pozorovéana byla zvySend cytokinova
signalizace typu 2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13) a polarizace makrofagli smérem M2

(Suérez-Zamorano et al., 2015).
2.4.3 Vliv potravy

Jako potrava jsou oznaCovany latky, které jsou spotiebovany k zajiSténi nutri¢ni

podpory organismu. Obsahuje zakladni ziviny, jako jsou sacharidy, bilkoviny, tuky, vitaminy



a mineraly. Typ stravy a slozeni potravy miize mit vliv na metabolismus organismu a na jeho

celkovy zdravotni stav.

Latky pfijimané v potravé mohou ovlivilovat termogenezi, stejn¢ jako metabolismus
tukové tkan€. Zvyseny pfijem lipidi mé za nésledek vyssi uvolnovani FFA a zvySeni
termogeneze. Tuto reakci také podporuji hormony produkované GIT (Kaufman et al., 1986).
Razné FA v potravé maji vliv na koncentraci katecholamin® v moci, na expresi UCP1 a vyvoj
BAT. Dtivodem je aktivace sympatického nervového systému pies tranzientni receptorové
potencidlové kandly (transcient receptor potential channel - TRP) (Goto et al., 2016).
Receptory TRP lze rozd¢lit na vice skupin, podtyp TRPV jsou kanély pro vaniloid a uplatiiuji
se pii detekci teploty a bolesti zplisobené teplotou (tzv. nocicepce). Tyto kandly vykazuji
vys$si aktivitu po pfijmu rybiho oleje v potravé a nasledné zvyseni aktivity UCP1 v BAT
i bézovych adipocytech ve WAT (Kim et al., 2015). Kapsaiciny obsazené v pepii, zptisobujici
pocit palivého, také aktivuji TRPV kandly, které poté stimuluji BAT a zvySuji vydej energie
(Yoneshiro et al., 2011). Mnoho dalSich soucésti potravy zvySuje aktivitu BAT stimulaci
sekrece NE a adrenalinu prostiednictvim HPA dréhy (Goto et al., 2016). Poslednim piikladem
muze byt oleuropein z olivového oleje, po jehoz konzumaci vzroste exprese UCP1 a dochazi
ke zvyseni funkce BAT (Oi-Kano et al., 2008). Zajimavé je, Ze aktivitu TRP kanali muze
ovlivnit i mikrobiom. Napftiklad kyselina linonova vznikajici jako metabolit sttevnich bakterii

zvySuje energeticky metabolismu aktivaci TRPV1 (Kim et al., 2017).

Nezalezi vSak pouze na energetické sloZce potravy, ale také na jeji chuti a viini. Bylo
prokazano, ze chut’ i viin¢ stimuluji senzorické nervy, v jejichz zavislosti dochazi ke spusténi
signalnich kaskad, k vyplaveni katecholaminli a adrenergni signalizaci, v jejimz dusledku

dochézi ke zvyseni metabolismu v BAT (Goto et al., 2016).
2.4.4 Vliv fyzické aktivity

Cviceni napomaha fyzické kondici a zdravému Zivotnimu stylu. Fyzicka aktivita ma
za nasledek masivni aktivaci sympatického nervstva, které hraje hlavni roli
pii zprostiedkovani kardiovaskularnich a metabolickych reakci, jako je pfisun kysliku
a energie do svalu. Nicméné vzhledem ke vznikajicimu teplu ve svalech béhem fyzické
aktivity se dlouhou dobu neptfedpokladal vliv na netfesovou termogenezi. Pochybnosti
vzneslo az zjisténi, ze bézecky trénink zvySuje koncentraci tyrozin hydroxylazy (tyrosine
hydroxylase - TH), coz je enzym odpovédny za syntézu katecholamint. Nasledna zvySena

koncentrace NE vede k navySeni poctu hnédych a brite adipocytli a slabé aktivaci UCPI.

10



Chladova expozice je vSak stdle mnohem silnéjSi aktivator netfesové termogeneze
(De Matteis et al., 2013). Dnes je jiz bézovéni tukové tkané¢ béhem cviceni odbornou
vetejnosti pfijimano. Objeven byl vliv myokini, které se uvoliiuji béhem fyzické aktivity
a podporuji tvorbu brite adipocytti. Naptiklad myokin irsin dokaze indukovat expresi UCP1
v tukovych bunkéach a to pomoci zvySeni exprese PPARa (Bostrom et al.,, 2012). Tento
myokin je indukovan pomoci transkripéniho koaktivatoru PGC-1, ktery chrani svaly ptred
zanétem a oxidacnim stresem, a ovliviiuje také citlivost na inzulin a inzulinovou signalizaci.
Jeho dalsi vyznamnou ulohou je regulace v mitochondrialni biogenesi (Wenz et al., 2009).
Bylo prokazano, ze bez myokinu irsinu nedochéazi v tukové tkani k bézovéni béhem fyzické

aktivity a zda se tak byt dilezitym regulatorem (Bostrom et al., 2012).
2.5 Imunitni systém

Imunitni systém ma za cil ochranit télo pied cizim a Skodlivym. Jeho hlavnim ukolem
je zachovat celistvost a homeostazu organismu. RozliSujeme dva typy imunitniho systému:
vrozeny a adaptivni imunitni systém. Nékteré bunééné typy imunitniho systému maji ptisnou
lokalizaci, jiné koluji krevnim feciStém a jsou atrahovany do potfebného mista. Nékteré
imunitni bunky jsou lokalizovany 1 v tukové tkéni, kde se mohou podilet na regulaci
energetického metabolismu, stejné jako na reakci na teplotni zmény. Tyto regulace vSak
mohou plisobit 1 obracené. To znamend, Ze energeticky metabolismus nebo zména teploty

muZe mit vliv na bunky imunitnich populaci.
2.5.1 Vliv chladové adaptace na imunitni systém

Imunitni systém muZe byt za sniZzené teploty ovlivnén vice zplisoby. Zmény v tukové
tkani jsou spojeny se zménénou produkci bioaktivnich latek adipocyty. Tim také dochézi
k ovlivitovani bun€k imunitniho systému, které¢ infiltruji tukovou tkan (Vargovic et al., 2016).
V tukové tkdni se nachdzi mnoho bunéénych typl imunitnich bun€k, mimo jiné napiiklad
ptirozené lymfoidni buiiky (innate lymphoid cell - ILC) a eosinofily, které mohou ovliviiovat
imunitni systém produkci cytokinil a zaroven se podileji na béZzovéni tukové tkané (Fabbiano
et al., 2016). DalSim zpusobem je piima sympatickd inervace tkani imunitniho systému, ktera
ovliviiuje imunitni buiiky pomoci adrenergni signalizace. Zcela jisté se zde uplatiiuji regulacni

osy a nelze opomenout ani vliv hormont (Perez et al., 2018).

Na rozdil od termogeneze, vliv chladu na imunitni systém neni prozatim dobie popsan,

ackoliv byl studovan na rtiznych modelech. U hmyzu se podafilo potvrdit, Ze samotny chlad
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staCi k aktivaci imunitniho systému (Salehipour-shirazi et al., 2017). U obratlovct je situace
slozit€jsi. Studovan byl ptfedev§im vliv plsobeni chladu na buiky pfirozené imunity -
nejCastéji makrofagy, avSak tyto vysledky jsou velmi kontroverzni (Fischer et al., 2017,
Nguyen et al., 2011). Zmény v zastoupeni jednotlivych imunitnich populaci bun¢k byly
studovany pouze okrajové (Huang et al., 2015; Kim et al., 2014). V pracich zabyvajicich se
imunitnim systémem za snizené teploty, byly zpravidla experimenty provadény pouze

po kratkou dobu. Prace tak nemohou zaznamenat utlum stresového stavu a presmyk

rrrrr

Obecné lze fici, Ze po kratkém vystaveni chladu organismus reaguje na stres a dochazi
k prozéanétlivé polarizaci imunitniho systému (Belay et al., 2017). Po delsi adaptaci dochazi
v organismech k proti-zanétlivé odpovédi (Vargovic et al., 2016), ktera je spojena s tvorbou
BAT a bézovénim adipocytii (Fabbiano et al., 2016). Eozinofily pfitomné v tukové tkani
produkuji interleukin (IL) 4, ktery polarizuje imunitni odpovéd’ a méni fenotyp dalSich
imunitnich bunék. Signalizace ptfes IL-4 receptor (IL-4R) reguluje zmény v tukové tkani
smérem k specializovanym adipocytiim, jejichz aktivita redukuje metabolickd onemocnéni
vcetné obezity (Qiu et al., 2014). Ackoliv je ¢aste¢né popsana polarizace imunitniho systému
behem chladové aklimatizace, neni mnoho zndmo o efektech na konkrétni populace bunék

imunitniho systému.
2.5.2 Buiiky vrozeného imunitniho systému

2.5.2.1 Eozinofily

Eozinofily jsou leukocyty, které se uplatiiuji v boji proti mnohobunéénym parazitim a
urcitym infekcim u obratlovcl. Nalezneme je také pii kontrole alergické reakce. Jsou schopné
aktivni degranulace, kterd uvoliuje toxické bazické proteiny. Produktem eozinofili jsou
DalSimi jsou velmi dllezité IL-4 a IL-13. B&hem chladové adaptace a béZovéni tukové tkané
je pusobenim IL-4 a IL-13 indukovan alternativné aktivovany fenotyp makrofagii. Zda se,
ze eozinofily jsou vyznamnym producentem IL-4 v odpovédi na chlad (Qiu et al., 2014).
Obecné eozinifily v tuku hraji vyznamnou roli pfi regulaci metabolické homeostazy
a udrzovani fenotypu makrofagl. Prekurzory adipocyti mohou na IL-4 reagovat pomoci
exprimovaného IL-4R (Lee et al., 2015). Pfi obezité je produkce IL-4 eozinofily sniZena,

coz ovlivni celou tukovou tkan a véetné regulace bunék v tuku pfitomnych (Wu et al., 2011).
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2.5.2.2 Makrofagy

Makrofagy jsou nejpocetnéjSim imunitnim bunéénym typem nachazejicim se v tukové
tkani. Nejednd se ale o jednotnou populaci. Jednotlivé typy mohou byt rozliSeny na zakladé
exprimovanych markeri a lokalizace. Podle funkce existuji tfi typy polarizace makrofagi.
Klasicky aktivované makrofagy (M1) jsou popsany jako prozanétlivé diky produkci
prozanétlivych cytokint interferonu-y (IFN-y), IL-1, IL-6 a faktoru nadorové nekrézy (tumor
necrosis factor -TNF). Jsou schopné zabijet patogeny pomoci kyslikovych a dusikatych

radikalt a uplatiiuji se béhem akutni faze imunitni reakce (Hume, 2015).

Alternativné aktivované makrofagy (M2) je vétsi skupina makrofagl, ktera je
spojovana predevSim s Th2 bunécnou odpovédi. Jsou aktivovany IL-4, IL-10 a IL-13,
coz jsou cytokiny, které vedou k inhibici prozanétlivych Thl signald. M2 makrofagy se
uplatiiuji pfi remodelaci tkdni a hojeni ran svoji produkci extracelularni matrix, IL-10
a transformujiciho ristového faktoru beta (transforming growth factor - TGF-f). Regula¢ni
makrofagy, diive fazené mezi M2, slouzi k utlumeni imunitni odpovédi. Vyznacuji se
vysokou produkei IL-10, kterd inhibuje syntézu IL-12. Na rozdil od M2 vSak nejsou schopny

produkce extracelularni matrix (Hume, 2015).

Nejmladsi popsanou skupinou makrofagl jsou makrofagy asociované se sympatickym
nervstvem (sympathetic neuron-associated macrophages - SAM). Jak se z nejnovéjSich studii
zda, jsou vhodnymi kandidaty pro studium neuroimunitnich mechanismu. Jsou lokalizovany
jako rezidentni makrofadgy sympatického nervstva a vykazuji zvlaStni schopnost importovat

a degradovat NE (Pirzgalska et al., 2017).

Béhem chladové expozice eosinofily produkuji IL-4, ktery by mél vést ke zméné
makrofagl na alternativné aktivované. Plivodné bylo pfedpokladéano, ze tyto M2 produkuji
NE a ovliviiyji termogenezi (Nguyen et al., 2011). Pfitomnost M2 b&hem chladové adaptace
byla potvrzena, ale produkce NE v makrofazich nikoliv (Fischer et al., 2017). Nyni s objevem
SAM se zda byt situace jest¢ komplikovanéjsi. SAMs nejsou schopny syntézy NE, ale zcela
jisté¢ dokazou regulovat jeho hladinu, vychytavat ho z okoli nervli pomoci specifického
transportéru a degradovat ho pomoci monoamin oxidazy A (MAOA). Tim brani nadmérné
adrenergni signalizaci, ktera by mohla byt pro organismus Skodliva. Prekvapivé vSak SAMs
vykazuji prozanétlivy fenotyp (Pirzgalska et al., 2017). Vzhledem k dutleZitosti NE
pfi netfesové termogenezi a pritomnosti makrofagli v tukové tkani se zda byt jejich vliv

na katabolismus katecholamint velmi dilezity (Camell et al., 2017). Makrofagy (M2) se tedy
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podileji na polarizaci tkané produkci cytokini a zaroven mohou ovlivnit bézovéni tkané

na zéklad¢ adrenergni signalizace.
2.5.2.3 Prirozené lymfoidni burniky

ILC patfi mezi imunitni buniky lymfoidni linie, které jsou ale definovany
nepiitomnosti specifického B nebo T receptoru. Miizeme je rozdélit do tii skupin: ILC1, ILC2
a ILC3. ILC1 jsou buiiky cytotoxické a vyvolavaji Thl imunitni odpovéd’. Mezi ILC1 se fadi
1 NK bunky. ILC2 mohou produkovat cytokiny druhého typu a jsou vyznamné v regulaci

tukové tkané a termoregulaci. Skupina ILC3 je vrozenym protéjskem pro Th17 buriky.

ILC2 reaguji na cytokin IL-33. Béhem chladové adaptace se podili na béZovéni tukové
tkan¢ dvéma mechanismy. Prvnim je produkce methionin-enkefalinového peptidu (Met-enk),
ktery ptsobi pfimo na adipocyty, zavisla na IL-33 (Brestoff et al., 2015). Druhym
mechanismem je podpora proliferace adipocyti a diferenciace na brite adipocyty pomoci IL-4
a IL-13 (Lee et al., 2015). ILC2 mohou také hrat dulezitou roli pii aktivaci eozinofild,
podporovat M2 fenotyp makrofagl, ale zaroven se ucastnit bézovéni tukové tkané
a termogeneze. Mechanismy vedouci k sekreci IL-33 bohuzel nejsou jasn€é objasnény

(Bénézech and Jackson-Jones, 2019; Ding et al., 2016; Molofsky et al., 2013).
2.5.3 Buiiky adaptivniho imunitniho systému

Mezi buiiky adaptivniho systému patii T a B lymfocyty. Ty se mezi sebou rozliSuji
expresi T nebo B buné¢ného receptoru. Zmeény v zastoupeni a aktivaci populaci lymfocyti se
meéni v zavislosti na lokalizaci a na stavu prostiedi. V ptipad¢ obezity dochazi k zvySeni poctu
T 1 B lymfocytd v tukové tkani, kde se podileji na potlatovani zanctu. Pfirozend bunécéna

populace (NKT) se v ptipadé obezity v tuku naopak snizuje (Winer et al., 2011).

Roli v chladové adaptaci zifejm¢ také hraji regulacni T buiiky (Treg), nebot’ jsou
pocetné v tukové tkani zastoupeny. DalSim bunécnym typem, ktery je pfi termogenezi
dilezity, se zdaji byt invariantni NKT bunky (invariant natural killer T celss - iNKT)
(Obréazek 3).

2.5.3.1 T regulacni lymfocyty

Treg jsou lymfocyty ze skupiny CD4" bunék, které udrzuji toleranci vici vlastnim
tkdnim organismu. Inhibuji autoreaktivni klony a nastoluji periferni toleranci (Kohlgruber et
al., 2018).V BAT a bézovéjici tukové tkani je jejich vyskyt vysoky v porovnani s jinymi
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tkanoveé specifické U¢inky a vliv na inzulinovou toleranci, rozvoj obezity a diabetu.
Mechanismus, kterym jsou Treg zachytdvany v tukové tkani neni zcela popsan, ale je
piedpokladéan vliv PPAR-y (Cipolletta et al., 2012). To souvisi s dohledem Treg pfi pfijimani
lipidt adipocyty. Druhym vlivem se zda byt draha IL-33, protoze exprese IL-33R na Treg je
vysoka. Tento cytokin potom muze pfispivat k proliferaci Treg a aktivaci ILC2. DalSim
mechanismem je vazba membranové molekuly ICOS s ICOS ligandem exprimovaném

na ILC2 (Wang and Wu, 2018).
2.5.3.2 Invariantni NKT bunky

iNKT bunky exprimuji receptory, které jsou schopné rozeznavat lipidy a glykolipidy
prezentované na CD1d molekule. CD1d je exprimovéna na adipocytech a ma podobnou tlohu
jako hlavni histokompatibilni komplex na antigen prezentujicich bunkach. Diky této vlastnosti
je tato mald populace bunck idedlni pro rozpoznavani zmén v tukové tkani (Satoh et al.,
2016). Za normalnich fyziologickych podminek produkuji iNKT v tukové tkani regulacni
cytokiny druhého typu (IL-4, IL-10, IL-13) a udrzuji protizanétlivé prostiedi v tkani. Inhibuji
infiltract M1 makrofagli a podporuji M2 fenotyp, stejné jako podporuji funkci Treg.
Bez jejich pfitomnosti pfevazuje zanétlivy fenotyp a dochdzi k rozvoji obezity a citlivosti
na inzulin. Produkuji také cytokin IL-2, kterym reguluji proliferaci a supresorovou funkci
Treg (Lynch et al., 2015). iNKT maji vliv také na bézovéni tukové tkané. Tomu piispivaji
pomoci fibroblastového rstového faktoru 21 (fibroblast growth factor 21- FGF21) (Lynch et
al., 2016).
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Obrazek 3: Buiiky adaptivniho imunitniho systému v tukové tkani. Obrazek demonstruje
vztah adipocytii a bunék imunitniho systéemu. Naznacuje, jaké bunky produkuji jaké cytokiny a
které bunky na né reaguji. Ve zlutych rameccich jsou naznaceny dalsi molekuly dulezite v
mezibunécné komunikaci. (Wang and Wu, 2018)

2.6 Cytokiny

Nasledujici kapitola se vénuje cytokiniim, které jsou produkovany béhem termogeneze
a mohou ovliviiovat samotny proces chladové adaptace, zmény v tukové tkani, ale i zmény

v imunitnim systému (Obrazek 4).
2.6.1 Interleukin 4 a interleukin 13

IL-4 ma mnoho dulezitych funkci. Inhibuje zanétlivou odpovéd’ prvniho typu a spousti
odpovéd’ typu druhého. Iniciuje diferenciaci Th2 bunék a B lymfocytl, u kterych podporuje
izotopovy piesmyk protilatek z [gM na IgG1 a IgE. IL-4 je dileZity ve vyvoji M2 makrofagh
a zirnych bunék. IL-13 je strukturné i funkéné velmi podobny, avSak nalezneme drobné

odli$nosti (Qiu et al., 2014).

IL-4 1 IL-13 jsou pii termogenezi vyvolané chladem zcela zdsadni v regulaci odpovédi
a stavu prostiedi. IL-4 produkuji pfevazné aktivované eozinofily a ILC2. Dal$im zdrojem jsou
makrofagy infiltrované v tukové tkani, ve kterych ptrevazuje M2 stav. Zdrojem IL-13 jsou
z vétSiny ILC2. Zminéné bunécné typy zajistuji v tuku pievazné cytokinovou odpovéd
druhého typu. Oba cytokiny podporuji bézovéni tukové tkan€, expresi UCP1 a enzymu
odpovédnych za regulaci NE aktivity (Garcia et al., 2018). Prekurzory adipocytli exprimuji
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receptor pro IL-4 a ten tak miize ovliviiovat piimo jejich diferenciaci, stejn¢ tak jako pomoci
PPARy ovliviiuje expresi genti pro oxidaci mastnych kyselin a mitochondrialni genezi (Kang

et al., 2008).

2.6.2 Interleukin 33

IL-33 je silny iniciator produkce Th2 cytokini. Mize byt produkovan mnoha
bunéénymi typy a mnoho dalSich bunék ovlivnit. Jak jiz bylo zminéno, pfesny mechanismus
ani pavod IL-33 v tukové tkani vSak neni zndmy. Nejpravdépodobnéjsi se zda byt produkce
samotnymi adipocyty a stromdlnimi buiikami. U stromdalnich bun¢k byl neddvno popsan
unikdtni mechanismus - y0T lymfocyty produkuji IL-17, ktery vyvold produkei IL-33
v tukové tkdni a indukuje expresi UCP1 (Kohlgruber et al., 2018).

IL-33 podporuje vyvoj a diferenciaci Treg v tukové tkani a umoznuje jim tak plnit
regulacni roli. Krom toho také aktivuje produkci IL-13 a IL-5 populaci ILC2. IL-13 poté
zajistuje funkci Th2 cytokint a IL-5 aktivuje eozinofily. Dilezitou molekulou se také zdaji

byt Met-enk, které ovlivituji BAT a termogenezi (Garcia et al., 2018).
2.6.3 Methionin-enkefalinovy peptid a Meteorin-like hormon

Met-enk, nékdy téz oznacovany jako opiodini riistovy faktor, je kratky peptid, ktery
reguluje nocicepci navdzanim na opiodni receptory. Tento peptid, vyluCovany ILC2

podporuje diferenciaci adipocytii a napomaha jejich bézoveni (Brestoff et al., 2015).

Meteorin-like hormon (metrnl) je homolog met-enk. Pro své nov€ objevené funkce se
u n&j nékde pouziva novy nazev IL-39. Je siln€ exprimovan v tukové tkani a ve svalech. Jedna
se o dalsi molekulu, kterda stimuluje béZovéni tukové tkané stejnym mechanismem
pfi vykonavani fyzické aktivity jako pfi chladové expozici. Aktivuje eozinofily a cytokinovou
signalizaci druhého typu. Ke svoji aktivité vyuziva stejny transkripéni koaktivator PGC-1,

jako zminovany myokin irsin (Rao et al., 2014).
2.6.4 Interleukin 6

IL-6 je zndm predev§im jako prozanétlivy cytokin. Plsobi v akutni fazi a je
mediatorem horecky. Mimo to vSak také pusobi jako myokin pii fyzické aktivité a iniciuje
Th2 imunitni odpovéd’. Dokaze i1 spolupracovat s TGF-f a indukovat Treg. Prostfednictvim

inhibice TNF-a a IL-1 potom spousti aktivitu IL-10 (Jin et al., 2013). Pfi fyzické aktivité
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podporuje citlivost na inzulin a tak hraje roli v energetickém metabolismu. Mimo jiné funguje
jako télesny regulator hmotnosti ovliviilovanim pfijmu a slozeni potravy (Villarroya et al.,
2017). V tukové tkani potom podporuje M2 makrofagy a zvySuje jejich citlivost na IL-4.
Tento efekt naznacuje tllohu pfi udrzeni tkanové homeostaze a omezeni zanétlivého prostiedi

(Mauer et al., 2012).
2.6.5 Fibroblastovy riistovy faktor 21

FGF21 je hormon vylu¢ovany ptevazné v jatrech, ktery reguluje piijem jednoduchych
cukrua a preferenci sladkych jidel. Podporuje spalovani glukézy v tukovych tkanich a zlepSuje
glykémii a lipidémii. Pfi chladové expozici, kdy se aktivuje BAT, dochazi k produkci FGF21
v hnédych adipocytech. Tim je ovlivnéna systémova hladina FGF21, dochdzi k utlumeni
produkce tohoto rlstového faktoru v jatrech a roli producenta piejimd BAT. Exprese je
regulovana noradrenergni signalizaci, stejné jako samotnd termogenni genova exprese
(Villarroya et al., 2017). Nové studie ukazuji, Ze produkci FGF21 v tukové tkdni mohou fidit
INKT. Vyse zminénymi mechanizmy miZze byt ovlivnéna i celkova hmotnost. FGF21 tedy

zcela jisté prispiva k termogenezi a oxidaci metaboliti (Lynch et al., 2016).
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Obrazek 4: Piehled hlavnich cytokinii. Obrazek zndzornuje cytokiny podilejici se na
modulaci BAT a energetickém metabolismu a termogenezi béZové tukové tkané
prostirednictvim nervového systemu nebo primym pusobenim na aktivaci hnédych adipocytit a
hnédnuti WAT. Zelené sSipky znaci stimulacni, cervené Sipky inhibicni ucinky (Garcia et al.,
2018).
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2.7 Studie vlivu chladové adaptace na imunitni systém

Béhem chladové adaptace dochazi ke zménam v imunitnim systému. Tyto zmény
nejsou zcela dobie objasnény. U hmyziho modelu bylo popsdno, ze chlad aktivuje imunitni
systém do té miry, aby bylo kompenzovano poskozeni zplisobené chladem a hmyz se mohl
ucinn¢ branit (Salehipour-shirazi et al., 2017). Chlad ovliviiuje u hmyzu samotny vyvoj
a nasledné prezivani a rozmnozovaci schopnosti jedinci (Kostal et al., 2019). Imunita
u ektotermnich zivocichii je zavisla na okolni teploté stejné jako jejich teplota téla. Dokazou
aktivovat nebo potlacit imunitni systém nezdvisle na parazitech pravé diky okolni teploté
(Ferguson et al., 2018). Napftiklad u tilapie bylo pospano, ze akutni stres vyvolany chladem
potlacuje fagocytarni aktivitu leukocytli a vede k imunosupresivnimu stavu (Chen et al.,
2002). U ctverzubct dochéazelo k rozvoji oxidacniho stresu a apoptézy. Chlad u nich
zpusoboval poskozeni DNA (Cheng et al., 2017). Chlazené zaby byly nachylné&jsi k houbové
infekci oproti nahfivanym, i kdyz cilova teplota byla stejnd (Greenspan et al., 2017).
Ektotermni zivo¢ichové nepochybné vyuZzivaji okolni teplotu k nastaveni piiznivé teploty pro
imunitni systém, ktery je pro né¢ v danou chvili nejvyhodngj$i. Nelze ale opomenout,

ze obdobné vlastnosti se vyvinuli i u parazitd (Ferguson et al., 2018).

U savct je popisovan rozdilny efekt kratkodobého akutniho chladu a dlouhodobého
chronického chladu. Dtlezité je si uvédomit, Ze homeostaticky vyvoj imunity neni ovlivnén
okolni teplotou a zmény mohou byt indukovany po dokonceni vyvoje (Kokolus et al., 2013).
Makrofagy béhem chladové adaptace pfijimaji protizanétlivy fenotyp, ktery je
zprosttedkovavany produkci IL-4 eozinofily a ILC2 (Qiu et al., 2014). Jejich supresorova
funkce na bunky sleziny je zndma jiZ dlouho dobu (Kizaki et al., 1996). Chronicky chladovy
stres vyvolava snizeni poctu neutrofili a vede k snizeni fagocytarni aktivity. Nékteré ¢lanky
hovofi o regulacnim fenotypu makrofagi béhem chladové expozice a schopnosti stimulovat
T bunky k produkei regulacnich cytokinti (Sesti-Costa et al., 2012). Nekteré studie poukazuji
na odlisné vysledky mezi nizkym a vysokym rozdilem mezi teplotami. Pokud je teplota nizsi
pouze o n¢kolik stupnd, dochdzi k zvySeni imunitni odpovédi, pokud je teplota nizsi o vice

stupnii, dochdzi naopak k inhibici imunitniho systému (Kozyreva and Eliseeva, 2000).

Je znamo, Ze chladovy stres zvySuje nachylnost k infekcim (Belay et al., 2017).
Béhem chladové expozice dochdzi k potlaceni produkce Thl cytokind INF-y a IL-12.
To mé za nasledek podporu Th2 prostfedi a regulacni reakce T bunck (Hu et al., 2016).

Zvysena je naopak produkce regulacniho cytokinu IL-10. Tim je potlacena akutni imunitni
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odpovéd’ béhem chladové stresu (Messmer et al., 2014). O vlivu chladové adaptace
na imunitu je toho zndmo velmi malo. Studie naznacuji, ze pocty T a B lymfocyti maji
po dlouhodobé adaptaci zvysujici se trend (Jansky et al., 1996). Jiné studie hovoii o zvyseni
poc¢tu CD4" pomocnych T lymfocyti a rozvoji regulaéniho fenotypu (Shu et al., 1993).
Po imunizaci ziejm¢ dochazi ke snizeni koncentrace obecnych sérovych protilatek, avSak

ve slezing se zvySuje pocet bunék, které tvofi protilatky (Kozyreva and Eliseeva, 2004).

U lidi byly studie vypracovavany piedeviim na sportovcich. Casto byla korelovana
fyzicka aktivita s chladovou adaptaci (Gagnon et al., 2014; Kim et al., 2014). Vysledky
naznacuji pozitivni vliv pro lidské télo a jeho imunitni systém, ale extrémni aktivita a naro¢né

podminky mohou byt $kodlivé (Zakovska et al., 2017).

Interakce imunitnich bunék v procesu termoregulace hraje dilezitou tulohu
v organismu. Rovnéz pochopeni zdkladnich mechanismi chladové adaptace na imunitni
systém se zda byt dulezité v mnoha biologickych procesech. Doufejme, ze vice pochopeni
vnesou Th17, yoT a iNKT burky, které hraji pirekvapivou roli v termogenezi a zdaji se byt
zajimavymi kandidaty pfi modulovani imunitni odpovédi béhem chladové adaptace. Toto
propojeni imunitniho a nervového systému miize vysvétlit klinicky relevantni témata, jako

je lécba obezity, diabetu nebo kardiovaskularnich onemocnéni.
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3  Cile prace

Cilem prace je popsat vliv chladové adaptace na imunitni systém. V literatufe nejsou
témét zadné prace zabyvajici se vztahem mezi dlouhodobym chladem a buitkami imunitnich
populaci. Nasim tkolem bylo tedy popsat kinetiku chladové adaptace, zmény v zastoupeni

jednotlivych populaci a mechanismy, kterymi jsou pfi snizené teploté ovlivnény.

Ackoliv prace o imunitnim systému chybi, velmi detailné je popsan proces
termoregulace. Vzhledem ke znamému vztahu BAT a katecholaminll v procesu termogeneze,
byl stanoven dalsi cil. Pomoci inhibitorit AR popsat vliv adrenergni signalizace na imunitni

populace béhem chladové adaptace.
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4 Metody a material

Pokusy byly rozdélené na dvé ¢asti: pokusy kinetiky chladové adaptace a nésledujici

pokusy s inhibitory BAR.

4.1 Zvirata

V prvni ¢asti experimentli byli pouziti potkani samci kmene Wistar (Fyziologicky
tstav Akademie véd Ceské republiky, Praha, CR) s hmotnosti 250 g+l g. Potkani byli
v experimentu chladové adaptace rozdéleni do Sesti skupin nasledovné: kontrolni, adaptovana
10 hodin, adaptovand 3 dny, adaptovand 10 dni, adaptovand 5 tydnd a regresni skupina.
Kontrolni skupina byla chovéna v mistnosti s pokojovou teplotou 251 °C. Adaptované
a regresni skupiny byly chovdny v odd€lené mistnosti od kontrolni skupiny, kde byla
nastavena teplota na 101 °C. Regresni skupina byla po péti tydnech premisténa z chladové
mistnosti do mistnosti s pokojovou teplotou, kde byla chovana dalsi 2 tydny. Vysledky byly

ziskany ze dvou nezavislych pokust. V kazdé skupiné bylo 6-12 zvirat.

V druhé ¢asti experimentti byli pouziti potkani samci stejného kmene Wistar (Velaz,
s.r.0.; Praha, CR). Potkani byli rozdéleni na 6 skupiny: kontrolni skupina bez inhibitoru,
kontrolni skupina s inhibitorem B2AR nebo PB3AR, chladovd skupina bez inhibitoru
a chladova skupina s inhibitorem B2AR nebo B3AR. Kontrolni skupiny byly chovéany
v mistnosti s pokojovou teplotou 2541 °C. Chladové skupiny byly chovany 10 dni v chladové
komofte pii teploté 10£1 °C. 3 dny byli potkani vSech skupin ponechéni v klidu a poté jim byl
denné po dobu 6 dnli aplikovan inhibitor nebo kontrolni roztok. Jako inhibitor f2AR byl
pouzit ICI-118,551 hydrochlorid (Sigma), ktery byl rozpustén ve fyziologickém roztoku.
Aplikovan byl v koncentraci 1 mg/kg. Pro inhibici B3AR byl pouZit inhibitor SR 59230A
hydrochlorid (Sigma) rozpuStény v dimethyl sulfoxidu (dimethyle sulfoxide - DMSO).
Pouzitd koncentrace byla 2 mg/kg. Inhibitory 1 kontrolni roztoky byly aplikované
peritonealng. Vysledky byly ziskané z jednoho pokusu. V kazdé skupiné€ bylo 5-9 zvifat.

VSechna zvifata byla krmena standardni dietou ST1 a chovéna ve svételném rezimu
12/12 s neomezenym pristupem ke stravé 1 vod€. Adaptace byla provadéna ve spolupraci se

skupinou bioenergetiky a svalové fyziologie z PiF UK.
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4.2 Médium

Bunky byly kultivovany v RPMI 1640 mediu (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO),
které¢ bylo doplnéné 2,5 %, 5 % nebo 10 % tepelné inaktivovaného fetdlniho teleciho séra
(fetal bovine serum - FBS) (Sigma), penicilinem (100 pg/ml, Sigma), streptomycinem (100
pg/ml, Sigma) 2-merkaptoetanolem (5x10° M, Sigma) a HEPES pufrem (10 mM, Sigma).

Toto médium je dale ozna¢ované jako RPMI.

4.3 Roztoky

e Fosfatovy pufr (Phosphate saline buffer - PBS): pH 7,2 - 7,4
37 mM NaCl
10 mM Fosfat
2,7 mM KCI
e Promyvaci roztok ELISA PBS/T: 0,05 % Tween-20 (Sigma-Aldrich) v PBS
e Reagent diluent ELISA: 1 % BSA (Bovine Serum Albumin) (Sigma) v PBS
e Scintilaéni roztok:  toluen (Lachema, Neratovice, CR)
4 g/1 2,5-difenyloxazol (PPO) - C1sH11NO
100 mg/ml 1,4-bis(5-phenyloxazol-2-yl) benzen
(POPQOP) - C24H16N20; (Sigma)
e Roztoky pro Griessovu reakci:
Roztok A: 0,5 g sulfonylamid (Sigma-Aldrich)
1,5 ml H3POg4
48,5 ml H,O

Roztok B: 0,15 g N-1-naphtylendiamin dihydrochlorid
(Sigma-Aldrich)
1,5 ml H3POg4
48,5 ml H20
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4.4 Pouzity software

e Ovladaci software pro pratokovy cytometr FACSDiva Software (BD, Franklin
Lakes, NJ)

e Vyhodnocovaci software pro data ziskané pratokovou cytometrii GateLogic
400.2A (Invai, Mnetone, Australia)

e Ovladaci software pro spektrofotometr Revelation Qucklink (Dynex
Technologies, Chantilly, VA)

e Ovladaci software pro nanadrop ND-1000 3.3 (Coleman Technologies

e Ovladaci a vyhodnocovaci software pro LigthCycler 480 (Roche, Rotkreuz,
Switzerland)

e Ovladaci software pro Nanodrop ND-1000 (Coleman Technologies, Orlando,
FL)

e Ovladaci software pro kapalinovy scintila¢ni spektrometr QuantaSmart
(PerkinElmer, Waltham, MA)

e Statistické zpracovani vysledki program GraphPad Prism8 (GraphPad
Software, La Jolla, CA)

4.5 Technické vybaveni

e Centrifuga Hettich Universal 32R (DJB Labcare, Buckinghamshire, UK)
e Centrifuga 5810R (Eppendorf, Hamburg, Germany)

e Minicentrifuga MiniSpin plus (Eppendorf)

e Inkubdtor (Sanyo, Osaka, Japan; Panasonic, Osaka, Japan)

e Laminarni box SafeFAST premium (DASITgroup, Cornaredo, Italy)
e Sbérac bun¢k Automash 2000 (Dynatech, Burlington, MA)

e Kapalinovy scintilacni spektrometr Tri-Carb 2910TR (PerkinElmer)
e Pritokovy cytometr LSR II (BD)

e FElektroforetickd aparatura PowerPac 300 (Bio-Rad, Hercules, CA)

e MyCyclerTM Thermal cycler (Bio-Rad)

e LigthCycler 480 II (Roche)

e Spektrofotometr ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA)
e Spektrofotometr microplate reader ELx800 (Biotek, Winooski, VT)
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4.6 Izolace bunék a tkani

4.6.1 Slezinné bunky

Homogenizovana slezina byla filtrovana pfes nylonovou gazu a centrifugovana (8 min,
8°C, 170x g). Nasledné byly bunky resuspendované v 10% RPMI médiu. Splenocyty byly
vyuzity bud’ pfimo na analyzu pomoci pritokového cytometru nebo byly déle kultivovany a

pouzity na proliferacni test nebo ELISA test (enzyme-linked immunosorbent assay - ELISA).

4.6.2 Intraperitonealni makrofagy

Usmrcenym potkaniim byla peritonedlni dutina opakované vyplachnuta cca 20 ml
2,5% RPMI. Ziskand suspenze byla centrifugovana (8 min, 8°C, 170x g) a byla
resuspendovana v 1x ACK (Ammonium-Chloride-Potassium) lyza¢nim pufru pro odstranéni
cervenych krvinek po dobu 2 minut. Poté byl pufr inaktivovan pfidanim 5% RPMI média a
suspenze centrifugovana (8 min, 8°C, 170x g). Poté byly makrofagy resuspendovany v 10%
RPMI médiu a pomoci Biirkerovy komurky stanovena jejich koncentrace. Makrofagy byly

vyuzity pro urceni produkce oxidu dusnatého a produkce cytokinii.
4.6.3 Hnéda tukova tkan

BAT izolovany z potkanil byl odebran po jejich usmrceni z mezilopatkového prostoru.
Tukova tkan byla zvdZzena a rozdélen na stejné velké casti a ty byly kultivovany
v 24jamkovych destickdch (Nunc) v RPMI médiu. Z kultury byl odebiran supernatant

pro stanoveni cytokinli pomoci ELISA testu.

4.6.4 Izolace séra

Krev odebrand potkanim byla ponechdna 2 hodiny pii teplot¢ 4 °C. Poté byla
centrifugovana (2 hodiny, 1000x g) a odebran ¢iry supernatant - sérum. Sérum bylo

uchovavano zamrazené v -80 °C a pouzito ke stanoveni koncentrace NE.
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4.7 ELISA

Metodou ELISA byla méfena produkce cytokinil z izolovanych splenocytti, makrofagt
a BAT. Zjistovéana byla koncentrace IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 a IFN-y. Metoda ELISA byla

také vyuzita ke zjisténi koncentrace NE ze séra.

Kultivace splenocytii probihaly v 24jamkovych kultivac¢nich destickach (Nunc)
v RPMI médiu o objemu 1600 pl 1,2x10° bun&k. Kultivace makrofigh v 24jamkovych
kultivagnich destickdch v RPMI médiu o objemu 1000 ul 1,0x10° bunék. BAT a kultury byly
studovany neovlivnéné a ovlivnéné bakteridlnim lipopolysacharidem (LPS) (Difco
Laboratories, Deitrot, MI) (5 pg/ml) nebo konkanavalinem A (Concanavaline A - ConA)
(Sigma) (3 pg/ml) pfi teploté 37 °C a v 5% CO; atmosféfe v inkubatorech. Z kultur byl
postupné odebiran supernatant na stanoveni cytokini - 24 hodin (IL-2, IL-6), 48 hodin (IFN-
v) a 72 hodin (IL-4, IL-10).

4.7.1 DuoSet ELISA Development System R&D

Pomoci tohoto kitu byly méfeny zminéné cytokiny. Test byl provadén v 96jamkové
desti¢ce Immunoplate (SPL Life Sciences). Postupovano bylo dle doporuc¢eného postupu

od vyrobce (R&D systems, Wiesbaden, Germany):

e Naneseni 100 pl primarni protilatky (nafedén¢ v PBS na pozadovanou koncentraci
od vyrobce) a inkubace pies noc v pokojové teploté

e 3x promyti pomoci PBS/T

e Blokace 200 pl Reagent diluentu 1 hodinu, 3x promyti pomoci PBS/T

e Piidani 100 pl vzorkd, blanku a standarda - inkubace 2 hodiny, 3x promyti pomoci
PBS/T

e Pfidani 100 pl sekundéarni protilatky (nafedéné v Reagent diluentu na poZadovanou
koncentraci od vyrobce), 3x promyti pomoci PBS/T

e Piidani 100 pl Streptavidin HRP, inkubace 20 minut ve tmé, 3x promyti pomoci
PBS/T

e Piidani 100 ul Substratu (reagent A : reagent B 1:1), inkubace 20 minut ve tm¢

e Zastaveni reakce pfidanim 50 ul 2N kyseliny sirové H2SO4
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e Mcéfeno spektrofotometricky pfi vinové délce 450 nm a referencni vinové délce 570

nm.
4.7.2 Méreni NE

Me¢teni koncentrace NE bylo provaddéno ze séra zvifat. Pro méfeni byl vyuzit
Noradrenaline ELISA Kit LS-F5550 (LifeSpan BioSciences, Inc., Seattle, WA). Postupovéano

bylo podle ptilozeného doporuceného navodu od vyrobce:

e Naneseno bylo 50 pl nefedéného séra, standardi a blanku na desticku

e Thned ptfidédno 50 pl detekéniho reagentu A a inkubovano 1 hodinu pii 37°C

e 3x promyti promyvacim roztokem a ptidani 100 pl detekéniho reagentu B,
inkubace 30 minut pii 37°C

e 5x promyti promyvacim roztokem a pfidani 90 ul TMB substratu ,
inkubovéno 15 minut pii 37°C

e Zastaveni reakce pfidanim 50 pl Stop roztoku

e Meéfeni optické density pii vinové délce 450 nm.

4.8 Proliferacni test

Tato metoda byla pouzitd k zjisténi proliferace izolovanych splenocyti. Proliferace
byla kvantifikovana mirou inkorporace radioaktivné znaceného tymidinu. Kultivovano bylo
250 000 cerstve izolovanych bunck sleziny v celkovém objemu 200 pl 10% RPMI
v 96jamkové desti¢ce. Buiiky byly kultivovany neovlivnéné a stimulované ConA (3 pg/ml)
nebo LPS (5 pg/ml). Na poslednich 6 hodin 72hodinové inkubace bylo pfidano 0,5 pCi
3H-tymidinu (Ustav pro vyzkum radioizotopt, fez, CR). Buiky byly poté sklizeny pomoci
sbérace bunck Automash 2000 na filtry z mikrovlaken GF/A (Whatman, Buckinghamshire,
UK). Inkorporovand aktivita byla méfena pomoci scintilaéniho roztoku (4 ml)

na spektrofotometru Tri-Carb 2910TR.

4.9 Meéreni oxidu dusnatého (NO)

Produkce NO byla meéfena z izolovanych kultur makrofagh. Makrofagy byly
kultivované v 48jamkové kultivaéni desti¢ce desticce neovlivnéné a ovlivnéné LPS (5 pg/ml).
Nasazovano bylo 600 000 bun¢k ve findlnim objemu 0,6 ml. Po 48 hodinach bylo odebrano
100 pl supernatantu do 96jamkové desticky (Nunc), ve které byl obsah NO stanoven pomoci
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Griessovy reakce. Jako standard jsme vyuzili roztok dusitanu sodného (NaNOs, Sigma-
Alrich) a jako blank kultivaéni médium RPMI. Ke vzorkiim a standardim bylo ptidano 50 pl
roztoku A a 50 pl roztoku B. Po cca 5 minutové kultivaci byly vzorky méfeny pomoci

spektrofotometrie pii vinové délce 570 nm na spektrofotometru ELx800.
4.10 Pritokova cytometrie

Prutokova cytometrie (Fluorescent Activated Cell Sorting - FACS) byla pouzita
k fenotypizaci bunék ziskanych ze sleziny. Pro detekci povrchovych znakii byl pouzit

nasledujici postup:

e Zkumavky se suspenzi sleziny v RPMI médiu byly centrifugovany (8 min,
8°C, 170x g) a poté umistény na led

e Bunky byly resuspendovany v ACK lyza¢nim pufru pro odstranéni ¢ervenych
krvinek a poté centrifugovany (8 min, 8°C, 170x g)

e Bunky byly resuspendovany v PBS a rozpipetovany do 96jamkové desticky
s kulatym dnem (Nunc, Roskilde, Denmark) po 200 pl na jamku

e Centrifugace desti¢ky (3 min, 4°C, 170x g)

e Rozvolnéni pelety bunék, ptidani 10 pl nafedéné protilatky proti povrchovému
znaku a inkubace (30 min, 4°C)

e 2x promyti 200 pl PBS, centrifugace (3 min, 4°C, 170x g)

e Natedéni do 200 pl PBS, ptidani 25 pl barviva Hoechst 33258 10 minut pied

méfenim

Detekce na pritokovém cytometru LSR II - Gateovaci strategie je zndzornéna

na Obrazku 5

K méfeni byly pouzité monoklondlni protilatky konjugované s fluorochromy
fykoerytrin (Phycoerythrin - PE), fluorescin isothiokyanat (FITC) nebo alofykocyanin
(Allophycocyanine - APC) (viz tabulka ¢. 2). Protilatky pouzité pro detekci povrchovych
znakd byly nafedéné v PBS. Pro znaceni mrtvych bunék byl pouzity Hoechst 33258 (Sigma)
fedény 1:40 000 v PBS.
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Tabulka 2: Protilatky pouZité p¥i pritokové cytometrii.

Znak Fluorochrom | Specifita Klon Koncentrace | Redéni Vyrobce
(mg/ml) v PBS
CD45 FITC Anti-rat 0X-1 0,5 1:130 BioLegend
CD3 APC Anti-rat 1F4 0,2 1:120 BioLegend
CD45RA APC Anti-rat 0X-33 0,2 1:120 BioLegend
CDl11b/c APC Anti-rat 0X-42 0,2 1:120 BioLegend
CD25 PE Anti-rat 0X-39 0,2 1:130 BioLegend
CD80 PE Anti-rat 3H5 0,2 1:100 | BD Biosciences
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Obrazek 5: Gateovaci strategie. Ukazka gateovaci strategie na slezinnych bunikdach.

30




4.11 Real-time PCR

Kvantitativni polymerazova fetézova reakce (real-time polymerase chain reaction -

RT-PCR) byla vyuzita ke stanoveni exprese proteint ve slezing.

4.11.1 Izolace RNA

Izolace RNA byla provedena pomoci izola¢niho kitu E.Z.NA. Total RNA Kit I
(Omega Bio-tek, Inc., Norcross, GA) z kusu sleziny o hmotnosti 20 - 30 mg. Postupovano

bylo dle doporucené¢ho navodu od vyrobce:

e K homogenizované sleziné¢ bylo pfidano 700 pl TRK lysis buffer a 20 pl
2-merkaptoethanolu, smés promichdna a centrifugovéana (14100x g, 5 minut)

e K ¢istému supernatantu piidano objemové stejné mnozstvi 70% ethanolu

e Smés prenesena na HiBind RNA Mini kolonku a centrifugovana (10000x g, 1 min)

e Pridano 250 pul RNA Wash buffer I a centrifugovano (10000x g, 1 min)

e Pfiddno 75 pl DNa I digestion (20Kunitz/pul) (DNazu RNase-Free DNase I Set
(Omega Bio-tek)) a inkubovéano 15 minut

e Piidano 250 pul RNA Wash buffer I a inkubovano 2 minuty, poté centrifugovéano
(10000x g, 1 min)

e Pfidano 500 pul RNA Wash buffer I a centrifugovano (10000x g, 30 sekund)

e Piidano 500 pul RNA Wash buffer Il rozpusténého v 100% ethanolu a centrifugovéano
(10000x g, 1 min) - provedeno 2x

e Centrifugovana prazdna HiBind RNA Mini kolonka (14100x g, 2 min)

e Ptfidano 40 pul DEPC vody a centrifugovano (14100x g, 2 min)

Ziskana RNA byla uchovavana v -80°C. Koncentrace a Cistota RNA ve vzorku byla
zjisfovana pomoci spektrofotometru Nanodrop. Cistota vzorku byla zkontrolovana i vizualng
pomoci gelové elektroforézy na 2% agar6zovém gelu s vyuzitim ethidiumbromidu. RNA byla

pouzita pro reverzni transkripci a RT-PCR.

4.11.2 Reverzni trankripce

Reverzni trankripce z RNA izolované ze sleziny byla provedena kitem SuperScript II1

RT (Invitrogen, Praha, CR) dle pokyni vyrobce. K 1 pg RNA byl pfidan 1 pl nahodnych
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hexamert primert, 1 pl deoxynukleotidi a doplnéno na objem 13 pl autoklavovanou TK
vodou. Smés byla zahiata v thermocycleru na 65°C po dobu 5 minut a piemisténa na led.
Do reakce bylo dale pfidano: 4 ul 5X First-Strand buffer, 1 pl 0,1 M DTT, 1 pl RNasa
inhibitoru a 1 pl SuperScript III RT. Smés byla vlozena do thermocycleru na program (5 min
25°C, 60 min 50°C, 15 min 75°C) a poté byla ochlazena na 4 °C. Vznikla cDNA byla pouzita
pro RT-PCR.

4.11.3 Meéreni RT-PCR

Kvantitativni RT-PCR bylo méfeno na LigthCycler 480 II v 384jamkové desticce.
Relativni exprese genil byla stanovena vzhledem ke genu B2m. Pro vSechna méfeni byl pouzit
5x HOT FIFEPol EvaGreen (Solid Biodyne, Tartu, Estonia). Pro reakci byl uzit nésledujici
postup:

e kazda reakce byla smichana z 1 ul cDNA, 4 ul SYBR, 1 ul primert L+R 4 pl vody
e preinkubace 10 minut 95 °C
e 50 cyklu s profilem: 95 °C 10 sekund; 60 °C 30 sekund; 72 °C 1 sekunda

e zchlazeni na 40 °C

4.12 Statisticka analyza

Ziskana data byla statisticky vyhodnocena programem GraphPad Prism8. Byla pouzita
jednosmérnd analyza rozptylu (analysis of variance - ANOVA). Hodnoty statistické odchylky
P<0,05(*), P<0,01(**), P<0,001(***) a P<0,0001(****) byly povazovany za statisticky

signifikantni.
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5 Vysledky

Pokusy byly rozdéleny do dvou nezavislych experimentli. Prvni se zabyval kinetikou

chladové adaptace a druhy vlivem adrenergni signalizace béhem chladové adaptace.

5.1 Cast 1. - Vysledky kinetiky chladové adaptace

Pokusy chladové adaptace porovnavaly efekty rizné dlouhé adaptaéni doby
s neadaptovanou kontrolni skupinou na rtzné populace bun¢k imunitniho systému. Néktera
cytometricka data a data z produkce NO makrofagy byly naméfena pred mym zapojenim
do projektu v fesitelské laboratofi. Potkani byli vystaveni chladové expozici 10 hodin (10H),
3 dny (3D), 10 dni (10D) nebo 5 tydna (5T). Regresni skupina (CLR) byla vystavena chladu
pet tydnil a poté byla dva tydny v pokojové teploté. Kontrolni skupina (K) byla po celou dobu

chovéna v pokojové teploté.
5.1.1 Vrozena imunita

Nejprve byl sledovan vliv na buiikky vrozené imunity. Béhem chladové adaptace se
ve slezin€ sniZilo relativni zastoupeni makrofagii béhem chladové adaptace v téméf vSech
casovych intervalech oproti kontrolni skupiné (Obrazek 5A). Vysledky ziskané z leukocyti
periferni krve (peripheral blood mononuclear cell - PBMC) odpovidaly vysledkiim ze sleziny,
proto byly v opakovanych pokusech vynechany a nejsou ukazany. Produkce NO byla
studovana na makrofazich izolovanych z peritonedlni dutiny po stimulaci LPS. Po 48
hodinové kultivaci byl zaznamenan pokles produkovaného NO u 5T skupiny (Obrazek 5B).
Také produkce cytokinu IL-6 byla po vystaveni chronickému chladu (5T) a LPS potlacena
(Obrazek 5C).
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Obrazek 5: VIiv chladové adaptace na populaci makrofagi. Zastoupeni makrofagu
ve sleziné (CD457CD11b/c") bylo urceno priitokovou cytometrii (A). Makrofigy izolované
z peritonealni dutiny byly kultivovany nestimulované (-) nebo stimulované LPS (5 ug/ml).
Produkce NO byla stanovena Griessovou reakci (B). Produkce IL-6 byla mérena metodou
ELISA (C). *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku
v porovnani s kontrolnim vzorkem.
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5.1.2 Adaptivni imunita

Vliv chladové adaptace na bunky adaptivni imunity byl sledovén na bunkéch sleziny.
Ze suspenze slezinnych bunék bylo zjisténo doCasné zvySeni T lymfocyti (Obrazek 6A),
zvySeny byl také procentudlni pocet aktivovanych T lymfocytl po kratkodobém vystaveni
chladu (10H) oproti kontrole (Obrazek 6B). Zcela zasadnim zjisténim je vSak vyznamny

narust relativniho poctu B lymfocyti po chronické adaptaci (Obrazek 6C).

Pozorovali jsme také zmény v proliferaci bun¢k ze sleziny po stimulaci mitogenem
ConA, ktery stimuluje T buiiky, a LPS, ktery stimuluje buiiky exprimujici Toll-like receptor 4
(Toll-like receptor - TLR4) - v naSem méfeni B lymfocyty, vzhledem k tomu, Ze proliferace
makrofagl je velmi nizka. Doslo k jejimu snizeni u skupin 10D a CLR po stimulaci ConA
(Obrazek 6D). Naopak signifikantni zvySeni proliferace bylo pozorovano po stimulaci LPS
u skupin 10D, 5T a CLR (Obrazek 6E). Tato data odpovidaji vysledklim ziskanym pomoci

prutokové cytometrie.
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Obrazek 6: VIiv chladové
(CD45"CD3*) (A),

adaptace na adaptivni imunitu. Zastoupeni T [ymfocytii

aktivovanych T lymfocyti (CD3*CD25%) (B) a B Iymfocytii

(CD45"CD45RA") (C) ve sleziné bylo zjisténo pomoci cytometrie. Proliferace slezinnych
bunek byla kvantifikovana pomoci inkorporace radioaktivné znaceného thymidinu. Bunky byly

kultivované nestimulované (-)
**P<0,01; ***P<0,001;

a stimulované ConA (3 ug/ml) (D) nebo LPS (5 ug/ml) (E).

*EXEP<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku

v porovnani s kontrolnim vzorkem.
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5.1.3 ELISA

Produkce cytokinl z kultivovanych splenocytii byla studovana pomoci ELISA testu.
Mnozstvi IL-4 se signifikantné zvysilo u skupiny 10D po stimulaci ConA (Obrazek 7A).
Stimulace LPS nem¢la na tvorbu IL-4 signifikantni vliv, zato méla za nasledek signifikantni
zvyseni produkce IL-6 u skupiny 3D oproti odpovidajici kontrole (Obrazek 7B). Koncentrace
IL-10 v supernatantu z kultur splenocytli vykazovala signifikantni zvySeni u skupiny CLR po
stimulaci ConA a signifikantni pokles u skupiny 3D po stimulaci LPS oproti odpovidajici

kontrole (Obrazek 7C).

Pomoci ELISA testu byla sledovéna také koncentrace NE v séru adaptovanych
potkand. Mnozstvi NE se signifikantn¢ zvysilo u skupiny 10H a 3D. V dalSich ¢asech
dochazelo ke snizeni, které bylo u skupiny CLR signifikantni (Obrazek 7D).
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Obrazek 7. Koncentrace cytokinit a NE. Splenocyty z chladové adaptovanych potkanii byly
kultivovan nestimulované (-) a ovlivnené ConA (3 ug/ml) nebo LPS (5 ug/ml). Koncentrace
IL-4 (A), IL-6 (B) a IL-10 (C) ze supernatantii byla stanovena  pomoci  ELISA testu.
Koncentrace NE byla stanovena ze séra (D). *P<0,05; ***P<0,001;, ****P<(0,0001
predstavuje statisticky vyznamnou  odchylku v porovnadni s kontrolnim vzorkem.
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5.1.4 RT-PCR

Exprese gentu ve slezin¢ byla stanovena pomoci RT-PCR. Vysledky naznacuji zvyseni
exprese genu pro IL-10 po dlouhodobé adaptaci (Obrazek 8A). U genu pro enzym MAOA,
ktery degraduje NE doslo ke vyraznému zvyseni exprese u skupiny 3D (Obrazek 8B).

8A IL-10 8B MAOA
0.10 0.010-

0.08- -|- 0.008 -|-

0.06- 0.006

0.004 -

0.04+

0.02- 0.002-

Relativni exprese genu
—
.|
Relativni exprese genu
L
_|

0.000- T T T

0.00' T T T

Obrazek 8. Exprese genu pro IL-10 a monoamin oxidazu A. Pomoci RT-PCR byla zjisténa
uroven exprese genii ve sleziné adaptovanych zvirat. Sledovana byla exprese genu pro IL-10
(A) a MAOA (B). Jako kontrola byla pouZita exprese genu pro B2M.
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5.1.5 Hmotnost BAT

Izolovana hnéda tukova tkan byla zvazena a hmotnosti porovnany. Doslo k vyraznému
nartistu BAT mezi tfetim a desdtym dnem (Obrazek 9A). Nariist je potvrzen zvySenou
hmotnosti paty tyden adaptace (Obrazek 9B). Jedna se o vysledky ziskané a zpracované

Skupinou bioenergetiky a svalové fyziologie.

9 hmotnost BAT
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Obrazek 9. Hmotnost BAT. Hmotnost izolované BAT z mezilopatkové oblasti. Potkani byli
adaptovani 3 dny (3D), 10 dni (10D), 5 tydnu (5T) v 10 °C. Regresni skupina (CLR) byla po
peéti tydenni adaptaci chovana dalsi dva tydny v pokojové teplote. Kontrolni skupina (K) byla
celou dobu chovana v pokojové teplote 25 °C. *P<0,05;, ****P<(0,0001 predstavuje
statisticky vyznamnou odchylku v porovnani s kontrolnim vzorkem.
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5.2 Cast 2. - VysledKky experimenti s pouZitim inhibitori

Vzhledem k tomu, Zze k nejvyznamnéj$im zméndm v pozorovanych parametrech
dochazelo mezi tfetim a desatym dnem adaptace a tyto zmény korelovaly s hmotnosti BAT
ziskanou Skupinou bioenergetiky a svalové fyziologie, rozhodli jsme se zjistit vliv adrenergni
signalizace na tyto zmény. Toho jsme docilili vyuzitim inhibitori B-AR. Pouzity byly
inhibitory B2 (B2) a 3 (B3) AR, kter¢ byly aplikovany potkantim mezi 3 a 9 dnem adaptace.
Desaty den byla zvifata usmrcena a izolovany potiebné tkdn€. Byly porovnavany vysledky z

potkantl, ktefi byli adaptovani na chlad (CH) a neadaptovani (K) jako kontrola.
5.2.1 Vliv inhibitort na BAT

Funk¢nost aplikovanych inhibitorh béhem chladové adaptace byla potvrzena zménou
hmotnosti BAT. Bylo potvrzeno zvySeni hmotnosti BAT u chladové adaptovanych zvirat. Po
podani inhibitoru B2AR doslo k signifikantnimu narastu hmotnosti BAT u kontrolni skupiny.
Inhibitor B3AR podle ocekavani snizoval hmotnost BAT u kontrolnich i chladové

adaptovanych potkani (Obrazek 10A).

BAT ziskana z potkant vystavenych chladové adaptaci produkovala vy$$i mnozstvi
IL-4 a to jak u neovlivnénych skupin, tak u skupin, kterym byly aplikovany inhibitory. Po
stimulaci ConA nebo LPS byla toto zvySena produkce signifikantni (Obrazek 10B). Také v
produkei IL-6 doslo k navySeni u chladové adaptovanych potkanti. V tomto ptfipad€ inhibice
B2AR dochézelo ke snizeni produkce IL-6, které bylo u signifikantni. Inhibice B3AR vedla u
chladovych potkant po stimulaci ConA nebo LPS k signifikantnimu sniZzeni produkce IL-6
oproti neadaptovanym potkanim ovlivnénym stejnym inhibitorem, stejné jako vUci

neihibovanym adaptovanym zvitatim (Obrazek 10C).
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Obrdazek 10. BAT. Zmény v hmotnosti izolované BAT (A). Casti BAT byly kultivované
nestimulované (-) a stimulované ConA (3 ug/ml) nebo LPS (5 ug/ml). Produkce cytokinu IL-
4 (B) a IL-6 (C) byla stanovena pomoci metody ELISA. *P<0,05; **P<0,01; ***P<0,001;

¥ERXP<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku v porovnani s prislusnym
kontrolnim vzorkem.
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5.2.2 Vrozena imunita

Po chladové adaptaci dochazelo ke zvySeni myeloidni populace (CD11b/c) bunék v
slezin€. Po inhibici f2AR doslo k signifikantnimu zvySeni po¢tu bunék myeloidni populace u
chladové adaptovanych potkanti ve slezin¢ vii€i neinhibované chladové skupiné a kontrolni
inhibované skupin¢. Inhibice B3AR vedla ke snizeni po¢tu myeloidnich bunék vii¢i skupinam

B2 (Obrazek 11A). Pro urceni poctu buné€k ze sleziny byla pouzita pratokova cytometrie.

Ke stanoveni produkce cytokini peritonedlnimi makrofagy byla vyuzita metoda
ELISA a ke stanoveni NO Griessova reakce. Velmi zajimavé bylo zjiSténi, ze zablokovani
B2AR vyvolava zvySeni produkce IL-6 u neadaptovanych potkanii vii¢i kontrole, ale k tomuto
zvySeni nedochdzelo u adaptované skupiny. U neinhibované skupiny a skupiny, kde byl
pouzit inhibitor B3AR dochézelo k navySeni produkce IL-6 u chladové adaptovanych potkant
oproti neadaptovanym kontrolam po stimulaci LPS (Obrazek 11B). Produkce IL-10 byla po
inhibici B2AR markantné snizena u potkanti po chladové adaptaci vici neadaptované skupiné
(Obrazek 11C). Produkce NO makrofagy vykazovala obdobny trend u nestimulovanych
vzorkll jako produkce IL-6. Doslo k signifikantné vyssi produkci NO u skupiny KB2 oproti
kontrole. Adaptované skupiny CH a CHB3 vykazovaly vyS$$i hodnoty produkce NO nez jejich
kontroly. Po stimulaci LPS doSlo k signifikantnimu sniZeni produkce NO u KB3 skupiny

oproti neinhibované kontrole (Obrazek 11D).
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Obrazek 11. Vrozend imunita. Zastoupeni myeloidni populace CDI11b/c* ze sleziny byla
meérena pomoci FACS (4). Makrofagy izolované z peritonedlni dutiny byly kultivovany
nestimulované (-) nebo stimulované LPS (5 ug/ml). Produkce cytokinii IL-6 (B) a IL-10 (C)
byla mérena metodou ELISA. Produkce NO byla stanovena Griessovou reakci (D). *P<0,05;
*EP<0,01; ***P<0,001; ****P<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku v
porovnani s kontrolnim vzorkem.
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5.2.3 Adaptivni imunita

Pomoci FACS bylo zjisténo relativni mnozstvi lymfocyti ve sleziné. Po podani
inhibitoru B3AR doslo k zvyseni po¢tu T bunék (CD45'CD3") u neadaptované i adaptované
skupiny vuci pfislusné kontrole, kde u chladové adaptovanych potkanti bylo toto zvyseni
signifikantni. (Obrazek 12A). V poétu aktivovanych T lymfocytd (CD3°CD25") doslo ke
snizeni u neadaptované skupiny s pouzitim inhibitoru B3AR, i kdyZz toto sniZzeni neni
signifikantni (Obrazek 12B). Pocet B lymfocytl (CD45'CD45RA™) byl mirné navysen po
uziti inhibitoru B2AR proti kontrole a naopak doslo ke snizeni u skupin, kde byl aplikovan
inhibitor B3AR (Obrazek 12C). Chladové adaptovani potkani vykazovali vys$§i pocet
aktivovanych B lymfocytd (CD45RA'CDS80") oproti neadaptovanym skupindm (Obrazek
12D).

12A CD3 12B CD3*CD25"
+, 60 P = e % N
+ ~l~Q;b 0 Q¥ ~1~Q;b &Q;b
12C 12D CD45RA*CD80*
E 30+ +§ 20 \
2 S N\
< L y / \ \
-

Obrazek 12. Adaptivni imunita FACS. Slezinné buiiky byly rozliseny pomoci pritokove
cytometrie. Na zdkladé typickych markerii byly odliseny T lymfocyty (CD45°CD3") (4) a
urcen pocet aktivovanych T bunék (CD3"CD25") (B). Stanoven byl téZ pocet B lymfocytii
(CD45"CD45RA") (C) a urcen jejich aktivacni stav (CD45RA"CDS80') (D). *P<0,05;
*¥EP<0,01;, ****P<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku v porovnani s
kontrolnim vzorkem.
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5.2.4 Vlastnosti slezinnych bunék

Proliferace splenocytii byla stanovena pomoci inkorporace *H-thymidinu. Buiiky
izolované ze slezin potkanti skupin KB2 a CHB2 po stimulaci ConA vykazovaly zvySenou
proliferacni aktivitu po inhibici B2AR, zato u skupiny CHB3 naopak doslo k signifikantnimu
potlaceni proliferace (obrazek 13A). Stimulace LPS vyvolala u skupin s inhibici B2AR

snizeni proliferace. U neadaptované skupiny bylo toto sniZzeni signifikantni (Obrazek 13B).

Produkce cytokinli byla stanovena pomoci ELISA testu. IL-6 produkovaly splenocyty
skupiny CH po stimulaci LPS. Pouzitim inhibitorG doslo k signifikantnimu snizeni produkce
IL u obou adaptovanych skupin, kterym byly podavany inhibitory. U kontrolnich skupin
nedoslo ke zmén¢ (Obrdzek 13C). Po stimulaci ConA nebyl IL-6 produkovén (tato data
nejsou uvedena). IL-10 byl signifikantn€ zvySeny u adaptovanych potkanli po stimulaci LPS a
stejny trend byl zachovan i u skupiny s inhibici f2AR. Uziti inhibitoru B3AR mélo vliv na
signifikantni zvySeni produkce IL-10 u neadaptované i adaptované skupiny. Stimulace ConA
nevykazovala signifikantni zmény na produkci IL-10 (Obrazek 13D). Po stimulaci ConA
nedoslo k signifikantnim zménam v produkcei IL-2 (Obrazek 13E).

Cytokin IFN-y byl vyrazn¢ produkovan po stimulaci ConA. U skupiny CHB2 doslo ke snizeni
produkce viici adaptované kontrole. Aplikace inhibitoru B3AR méla za nasledek signifikantni

zvyseni produkce IFN-y u adaptované 1 neadaptované skupiny zvitat (Obrazek 13F).
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Obrazek 13. Proliferace a produkce cytokinii slezinnych bunék. Proliferace slezinnych
bunek byla kvantifikovana pomocit inkorporace radioaktivne znaceného thymidinu. Burnky byly
kultivované nestimulované (-) a stimulované ConA (3 ug/ml)(4) nebo LPS (5 ug/ml)(B).
Splenocyty kultivované pro stanoveni cytokinové produkce byly kultivovany stejné. Produkce
cytokinu IL-6 (C), IL-10 (D), IL-2 (E) a IFN-y (F) byla stanovena metodou ELISA.. *P<0,05;
*EP<0,01;, ***P<0,001; ****P<0,0001 predstavuje statisticky vyznamnou odchylku v
porovnani s kontrolnim vzorkem.
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6 Diskuze

V prvni ¢asti pokust jsme studovali kinetiku chladové adaptace a jeji vliv na imunitni
systém. Plsobeni chladu vyvolava stres, ktery mize byt akutni nebo chronicky, podle délky
trvani. V naSem piipadé byla akutni reakce zaznamenavana v casech 10 hodin a 3 dny.
Chronickému chladu odpovidala desetidenni a pétitydenni chladova adaptace. Béhem
chladové adaptace jsme pozorovali efekt na jednotlivé imunitni populace. V zacatcich
chladové adaptace jsme ocekavali prozanétlivé prostiedi zplsobené akutnim stresem,
je vychyleni Th1/Th2 rovnovahy smérem k Th2 odpovédi a indukce alternativné

aktivovaného fenotypu makrofagi (Nguyen et al., 2011).

Abychom zjistili, u kterych imunitnich populaci dochazi ke zménam, byla provedena
FACS analyza sleziny a PBMC. Prvni studovanou skupinou byla populace makrofagh.
Béhem adaptace jsme u vSech skupin zaznamenali relativni sniZeni po¢tu makrofagl, kromé
skupiny vystavené chladu 10 dni. To muZze byt spojeno s pifechodem mezi akutnim a
chronickym stresem. Makrofagy izolované z peritonea potkani adaptovanych 5 tydnt
produkovaly po stimulaci LPS méné NO a také produkce IL-6 byla sniZzena. Tyto vysledky
naznacuji, Ze by mohli pfijmout alternativné aktivovany fenotyp. Tento piedpoklad potvrzuje
také zvySena exprese genu pro IL-10 ve slezin€. Pro potvrzeni by bylo vhodné zjistit expresi
dalsich gent, naptiklad argindzy 1 (Vargovic et al., 2016). Tyto vysledky jsou v souladu
s provedenymi studiemi (Kizaki et al., 1996). Role makrofagii v procesu termogeneze vSak
znama neni. Dfive autofi navrhovali produkci NE piimo aktivovanymi makrofagy (Nguyen et
al., 2011), nasledné se vSak ptima produkce katecholamint nepodaftila potvrdit (Fischer et al.,

2017). Vysvétleni by mohli pfinést relativné nedavno popsané SAMs (Pirzgalska et al., 2017).

Dal§imi analyzovanymi populacemi ve slezin¢ byly lymfocyty. Pozorovali jsme
docasné zvySeni T bunék béhem akutni faze adaptace, také procento aktivovanych
T lymfocytl se signifikantné zvySilo. Nicméné po dlouhodobé adaptaci mé¢l pocet T bunck
spiSe opacny trend. Zcela opacné se jevila populace B lymfocyti, kterd se po dlouhodobé
adaptaci signifikantné navysila. Vysledky z FASC byly potvrzeny proliferaci slezinnych
bunék. Po stimulaci mitogenem ConA, ktery stimuluje T buriky, byla jejich proliferace nizsi
po dlouhodobé adaptaci. Naopak stimulace bakteridlnim LPS, ktery stimuluje bunky
ptes TLR4, vedla k navySeni proliferace po dlouhodobé adaptaci.
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Jednim z mechanismu, ktery ovliviiuje pocty bun¢k v slezin€¢ béhem stresu a reakce
na okolni teplotu je pisobeni sympatiku. Uvolnovany NE se ve sleziné vaze na f2AR
piitomné na imunitnich bufikich. Je exprimovan nezkuSenymi CD4" Th a Thl buikami.
Th2 CD4" buiiky tento receptor postradaji. B2AR najdeme také na cytotoxickych lymfocytech
a B bunkiach (Kohm and Sanders, 2001). Docasné¢ zvyseni T lymfocytii tak mlze byt
a proto neoCekavame jejich aktivitu béhem chladové adaptace zavislé na adrenergni
signalizaci (Estrada et al.,, 2016). Pfi chladové adaptaci je vSak popisovan rozvoj
NE pies B2AR, pfesto je potvrzen vliv katecholaminli na posun rovnovahy Th1/Th2 (Huang
et al., 2012; Salicru et al., 2007). Nabizi se tedy dalsi typy AR nebo cytokinova polarizace.
Hlavnim cytokinem pro Th2 odpovéd’ je IL-4. Byla popsana jeho produkce béhem chladové
adaptace eozinofily (Qiu et al., 2014), ale mohou ho produkovat rizné bunécné typy vcéetné
ILC2 a M2 makrofagi. V naSich pokusech byla zaznamendna zvySend produkce IL-4
splenocyty po stimulaci ConA v desatém dnu adaptace. IL-4 je vyznamnym riistovym
faktorem pro B lymfocyty (Hodgkin et al., 1996). Timto si vysvétlujeme nariist poctu B bunék
behem dlouhodobé adaptace. V jejich zvySeni mlze hrat roli také samotna pfitomnost NE,
ktery ma vyznam v produkci protilatek (Kohm and Sanders, 1999). Dal§im mechanismem,
ktery se nabizi, je narGst prostfednictvim folikularnich pomocnych T bunék (follicular helper
T cells - Tfh). Tth jsou CD4" lymfocyty, které v sekundarnich lymfoidnich organech
pomahaji v diferenciaci B bunikam. I ony produkuji IL-4, coZ miZe byt jednim z vysvétleni
zvySené produkce tohoto cytokinu po stimulaci ConA. Pro vyvoj Tth jsou dulezité cytokiny
IL-21 a IL-6. IL-6 je vSak i dilezitym Th2 cytokinem, ktery se uplatiiuje 1 v B bunétné
odpovédi (Eto et al., 2011). Nami namétfena produkce IL-6 ze slezinnych bunék izolovanych
ze skupiny 3D vykazovala signifikantni zvySeni po stimulaci LPS. Néktefi autofi popisuji
zvyseni IL-6 béhem opakovaného stresu a spojuji ho se snizenou expresi AR (Laukova et al.,
2010). Po tfidenni adaptaci jsme zaznamenali snizenou produkci IL-10. Tento cytokin
inhibuje produkci IL-6 T buitkami (Hempel et al., 1995), dokazZe vSak také indukovat tvorbu
Treg a tim podpofit dalsi tvorbu IL-10 (Jin et al., 2013). IL-10 je regula¢ni cytokin, ktery

-----

rrrrr

V prabéhu chladové adaptace dochazelo ke zménam v tukové tkani. Hmotnost BAT se

v chronické Casti adaptace dvojnasobné zvysila. Jednalo se o ocekavanou zménu, ktera
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dokazuje vliv chladové adaptace a je popisovana v souvislosti s termoregulacnimi procesy.
K naristu BAT nedoslo okamzité, protoze nejprve musi dojit k aktivaci preadipocytl a jejich
nasledné diferenciaci. BAT hraje zcela zasadni roli pii netiesové termogenezi, diky expresi
UCPI, ktery umoznuje produkci tepla. Vzhledem k metabolické schopnosti tukové tkané
produkovat velké mnozstvi aktivnich latek, pfedpoklddame, ze se podili na ovliviiovani

mnoha bunéénych typt, véetné imunitnich bun¢k (Villarroya et al., 2017).

Zvysenou hmotnost BAT jsme korelovali se zménou v adrenergni signalizaci.
Stresové podnéty, véetné chladu, vyvolaji reakci HPA osy, kterd ma za nésledek fyziologické
zmény pod vedenim vyplavovanych katecholamind (Pardon et al., 2003). Méfeni koncentrace
NE v séru jasné demonstruje ocekavané zvySeni NE bchem akutni stresové faze. NE je
zasadni pro tvorbu BAT a jeji aktivaci pfes P3AR. Nepochybné mulze byt adrenergni
signalizace mistn¢ specifickd a stimulovat/inhibovat konkrétni tkan, ale v nasem pftipadé
doSlo ke zvyseni systémovému. Vyssi koncentraci NE v séru potvrzuji dalsi studie (Shimizu
and Yokotani, 2009). Reakce na vyssi koncentraci NE jsme zaznamenali u slezinnych bunék.
Pomoci RT-PCR jsme urcili vyssi expresi enzymu MAOA, ktery degraduje NE. Jiz diive bylo
potvrzeno, ze exprese MAOA je regulovana stresem nebo zanétem (Gupta et al., 2015).
Domnivame se, Ze NE ve slezinné reguluje builkky imunitnich populaci pies B2AR,

coz umoznuje reakci na zménu okolni teploty.

Diky ziskanym vysledkiim, zméndm v imunitnim systému, zvySeni hmotnosti BAT a
zméné koncentrace NE jsme se rozhodli dale sledovat vliv adrenergni signalizace v procesu
chladové termoregulace na imunitni systém. K tomuto studiu jsme se rozhodli vyuzit
specifickych inhibitort BAR. Pouzili jsme inhibitor B2AR, protoze je dominantnim AR
na imunitnich buiikach (Kohm and Sanders, 1999), a inhibitor B3AR, které jsou exprimované
v tukové tkani (Villarroya et al., 2017). Beta blokatorii nebo antagonistdl BAR se b&zné
vyuziva v klinické praxi. Inhibitory byly podavané mezi tfetim a devatym dnem adaptace,
desaty den byla zvifata utracena a izolovany analyzované tkang. Casové rozpéti pro podavani
inhibitord bylo urceno na zéklad¢ predchozi kinetiky chladové adaptace. Mezi témito Casy

dochazelo k nejvyraznéj$im zménam, které byly pfisuzované aklimatizaci potkani.

Nicméné zde musime odlisit prvni a druhou ¢ast experimentl. Jednalo se o dva
nezéavislé pokusy, kde pro kazdy z nich byli vyuziti potkani od jiného dodavatele.
Tato skute¢nost mohla zplsobit nékteré rozdilné trendy mezi pokusy, které tak nechceme

srovnavat. Dal§i moznosti vysvétleni téchto trendu je jind ro¢ni doba a sezénni fyziologie
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zvitat. Zakladni ptredpoklady chladové adaptace, vlivu BAT a adrenergni signalizace vSak

zménény nebyly.

Utinnost inhibitortl byla potvrzena zménou hmotnosti BAT. Po aplikaci P3AR doslo
k jejimu snizeni, coZ je v souladu se vSemi predpoklady (Ootsuka et al., 2011; Tonello et al.,
1998). Blokace B2AR signifikantné zvysila tvorbu hnédého tuku u kontrolni neadaptované
skupiny. To odpovida zvySené B3 adrenergni signalizaci, ke které dochazi pii pouziti
blokatorti 2AR (Wijers et al., 2011). Ocekavali jsme zvySenou produkci IL-4 buiikami BAT
behem chladové adaptace. Adaptované skupiny vykazovali vyssi produkci IL-4, ktera byla
po stimulaci LPS nebo ConA markantné¢ navySena. Inhibitory AR neméli na tvorbu IL-4
zédsadni vliv. IL-4 maze byt produkovan imunitnimi buiikami, které jsou infiltrovany v tukové
tkani a ovliviiuji proces termogeneze (Qiu et al., 2014). Produkce IL-6 byla t¢Z v BAT
vyrazné vys$si u adaptovanych potkant nez u kontrolni skupiny. Po uziti inhibitorti bylo toto
zvySeni utlumeno. To odpovidéa poznatkiim, Ze stres zvySuje koncentraci sérového IL-6 a jeho
sekrece mize byt stimulovédna prostfednictvim BAR (Doo et al., 2001; Vicennati et al., 2002).
Zdrojem IL-6 mohou byt napiiklad endotelové bunky, které produkuji IL-6 ve stresovych
situacich (Gornikiewicz et al., 2000). V tukové tkani vSak IL-6 produkuji zfejmé pievazné
samotné adipocyty v zavislosti na NE (Tchivileva et al., 2009). Zajimavé je signifikantni
sniZeni produkce IL-6 u adaptovanych zvifat po zablokovani B3AR po stimulaci, ke kterému
u nestimulované BAT nedochéazelo. Nutno podotknout, ze stimulace nemé&ly témét Zadny vliv
na zvifata, kterym nebyl podavan inhibitor. Vysvétleni tohoto faktu navrhujeme nasledujici.
Po inhibici B3AR neni IL-6 produkovan adipocyty, ale jinymi bunéénymi typy (imunitni
bunky, buiiky endotelu). Béhem chladové adaptace dochazi k navyseni lokalni koncentrace
NE v BAT, ktery je vSak inhibi¢ni pro tvorbu IL-6 stimulovanymi hematopoetickymi
buikami (van der Poll et al., 1994). Imunitni bunky v BAT tak v nepfitomnosti NE
neprodukuji IL-6 a nemohou zastoupit adipocyty. Dulezité je zminit, ze v téchto pokusech
byla BAT rozdélena na stejné velké €asti pouze odhadem. Nicméné dalSi experimenty nasi
laboratote, ve kterych byla jiz produkce cytokinll vztazena na ptfesnou hmotnost BAT,
nevykazuji vyznamné rozdily s vysledky ziskanymi v diplomové praci. Nezbytné je
opakovani pokusti v této cCasti diplomové prace, abychom =ziskané vysledky potvrdili.
Zajimavé také bude sledovat WAT a porovnat efekt bézovéni tukové tkané s produkci

cytokind.

U makrofagi jsme oc¢ekavali navozeni alternativné aktivovaného fenotypu. Na zakladé

pievazujici exprese P2AR jsme predpokladali, Ze po jeho inhibici bude funkce této bunécné
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populace snizena. Procento bun¢k myeloidni populace v slezin€¢, mezi kterou se ftadi
i makrofagy, bylo u adaptovanych zvifat zvysené. Vyssi adrenergni signalizace je jednim
z moznych mechanismi. Zajimavé zjisténi bylo signifikantni zvySeni produkce vSech
sledovanych rozpustnych faktorti u kontrolni skupiny po uziti inhibitoru B2AR az na Groven
srovnatelnou s makrofagy stimulovanymi LPS. Vysvétlenim mutze byt vyssi proliferace
makrofagl zplisobena vazbou katecholamini pies B3AR, ktery makrofagy prekvapivé také
exprimuji (Hadi et al., 2017). Lechtenberg s kolegy prokazali, Zze snizend B2AR signalizace
(Lechtenberg et al., 2019). Tim mizZeme vysvétlit zvySenou produkci IL-6 a IL-10
u peritonedlnich makrofagii neadaptovanych zvitat po aplikaci inhibitoru B2AR. Pro zvySenou
produkci NO je dulezity také samotny efekt inhibitoru B2AR, ktery stimuluje produkci NO
a spousti vasodilataci (Wenzel et al., 2009). Po chladové adaptaci nebyla zvySena produkce
NO u potkanti, kterym byl aplikovan inhibitor B2AR, zfejmé diky zvySené produkci
katecholamintl, kterd vznikla pfi stresové reakci na chlad. U této skupiny nebyla pozorovana
ani zvySena produkce IL-6 a IL-10, ziejmé diky stejnému mechanismu. Navic chladova
adaptace vyzaduje vazokonstrikci, kterd je v rozporu s produkci NO. B3AR mohou v srdci
vyrovnavat aktivitu Bl a B2AR, a tim brani nadmérné BAR signalizaci (Moniotte et al., 2001).
Je mozné, Ze podobny efekt zastoupeni BAR by mohl nastat i pfi chladové adaptaci. Navic
stres indukuje u T lymfocytl vyssi expresi B3AR a nikdo doposud nestudoval, zda tomu tak

neni i u populace makrofagi (Laukova et al., 2012).

Kultivace peritonealnich makrofagti s LPS vede k navozeni M1 fenotypu. Pokud jsou
vSak tyto makrofagy kultivovany spole¢né¢ s LPS a katecholaminy, dochazi k pfesmyku
na M2 fenotyp a nasledné¢ k indukci Th2 odpovédi (Grailer et al., 2014). Tento mechanismus
zavisly na NE vysvétluje zvySenou produkci IL-6 po stimulaci LPS u obou skupin bez
inhibitoru, zaroven osvétluje snizeni IL-6 a IL-10 po uziti inhibitoru B2AR, a zvySeni jejich
produkce u zvifat s inhibitorem B3AR. Vliv adrenergni signalizace na produkci IL-6

makrofagy byl jiz dfive prokézan (Straub et al., 2000).

V nasi studii jsme sledovali vliv adrenergni signalizace na zmény navozené adaptaci
na chlad. Ocekévali jsme zmény v zastoupeni populaci lymfocytl po aplikaci specifickych
antagonisti AR. Vzhledem k expresi f2AR na témét imunitnich buiikdch (mimo Th2 buiiky)
jsme ptedpokladali, ze dojde ke sniZeni aktivovanych bunék imunitniho systému. B3AR jsou
také pfitomny na lymfocytarnich populacich, kde se jejich exprese méni v zavislosti

na podminkéach. Béhem akutniho stresu je u T lymfocytl prokazano, ze zvysuji expresi B3AR
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(Laukova et al., 2012). Nicméné vazba NE ma vyssi afinitu k B2AR nez k B3AR. U populace
T lymfocytl jsme pozorovali vyssi procentudlni zastoupeni ve slezin€ zvifat, kterym byl
aplikovan inhibitor B3AR. To miZze byt zpisobeno vyssi aktivitou B2AR diky zvySené
koncentraci NE. Stejny piedpoklad plati i pro aktivované T lymfocyty.

Nevyznamnéj§i rozdil mezi prvni a druhou casti diplomové prace byly zmény
v zastoupeni B lymfocytli. Vyrazné signifikantni zvySeni této populace, pozorované
pti sledovani kinetiky chladové adaptace, nebylo v druhé ¢asti experimentl zopakovano.

Populace CD45"CD45RA" bunék zistala po 10 dnech chladové adaptace srovnatelna

wrwe

Mimo to, zmény pozorované¢ v zastoupeni T a B lymfocytli nejsou vyjadieny
absolutnimi pocty, ale jsou vyjadieny pouze jako relativni procento zastoupeni. Z téchto dat
bohuzel nevyplyva, u které populace doslo ke zvySeni a kterd pouze dorovnava procentudlni

zastoupeni. V dalsim opakovani pokust je nutné vzit tento fakt do tivahy.

Navic je snizeni relativniho poctu B lymfocytl, které jsme pozorovali ve slezing,
diskutabilni. Vysledky proliferace splenocytl jasn¢ naznacuji, ze po stimulaci LPS nedochazi
ke snizené proliferaci pii blokaci B3AR. Naopak sniZena proliferace pfi pouZiti antagonisty
B2AR potvrzuje vétsi vliv signalizace pies tento receptor na B lymfocyty. Divodem je jeho
vysSi exprese a vyss$i afinita vazby oproti 3AR. Opacény trend jsme pozorovali pii proliferaci
po nespecifické stimulaci T lymfocyti. Snizeni proliferace u adaptované skupiny, kde byl
pouzit blokator B3AR ma své opodstatnéni, diky zvySené expresi B3AR na T lymfocytech
béhem stresu (Laukova et al., 2012). Nicméné vzhledem k tomu, Ze produkce dileZitého
rastového faktoru pro T lymfocyty IL-2 se mezi jednotlivymi skupinami vyznamné¢ neménila,
muzeme usuzovat, ze po desetidenni chladové adaptaci nedoslo k zasadni zméné v zastoupeni
T bunék, které tento cytokin produkuji. Detekovali jsme také zvySenou produkci IFN-y
po simulaci ConA, coz opét potvrzuje odliSné zastoupeni AR na jednotlivych populacich

T lymfocyti (Laukova et al., 2012).

-----

po kultivaci spenocytl. Po chladové adaptaci doslo k signifikantnimu navySeni jeho produkce.
Vyznamny vliv na tento cytokin mélo zablokovani B3AR. Zde pravdépodobné doslo
ke zvySené stimulaci B2AR signalizace, které bylo indukovéano ptitomnosti NE. Po chladové
adataci doSlo také k navySeni produkce IL-6 v kulturdch splenocytli po stimulaci LPS.

U skupin, kde byly pouzity blokatory, doslo ke sniZzeni produkce na uroven neinhibované
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kontroly. ZvySena produkce IL-6 béhem stresu ve sleziné je v souladu s literaturou (Laukova

et al., 2010), stejn¢ tak jako vliv adrenergni signalizace (Straub et al., 2000).

Na zékladé téchto vysledkl, budeme modelovat dal§i pokusy, které ndm pomohou
vice objasnit nékteré mechanismy. Zcela zdsadni bude zjiSténi exprese jednotlivych AR
na ruznych imunitnich populacich v naSem modelu. Dalsi pokusy bychom chtéli rozsifit

o studium tyroidnich hormontl, jejichz vliv na chladovou adaptaci je také popisovan.
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Podafilo se nam stanovit kinetiku chladové adaptace u potkani, kde jsme
stanovili pfechod z akutniho stresového prostiedi na fazi adaptace mezi tfetim

a desatym dnem

Pozorovali jsme zmény v zastoupeni jednotlivych bunécnych populaci
ve slezing, detekovali jsme docasné zvySeni T lymfocytd a nardst populace
B lymfocytl, ktery jsme korelovali se zvySenou produkci IL-4. Peritoneélni
makrofdgy béhem chladové adaptace vykazovaly alternativné aktivovany

fenotyp M2

V procesu chladové adaptace, jakoz i v procesu tvorby BAT, se podili
adrenergni signalizace, coz naznaCuje zjiSténa koncentrace NE v séru

a exprese MAOA

V druhé ¢asti diplomové prace jsme potvrdili tcast 3AR na procesu chladové
adaptace ve zméné hmotnosti BAT, u které jsme pozorovali rozdilnou

cytokinovou produkci

Efekt antagonistl B2 a B3AR jsme pozorovali na populaci peritonealnich
makrofagl, kde inhibitor B2AR spoustél silnou cytokinovou produkei

a produkci NO u kontrolnich zvitat

Efekt chladové adaptace na zvySeni populace B lymfocyti se nepodatilo
znovu potvrdit, zfejme¢ kvili zméné¢ dodavatele zvifat. Podafilo se vSak
potvrdit vliv adrenergni signalizace béhem chladové adaptace na lymfocytarni

populace.
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