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Abstrakt

Historické experimenty zabyvajici se vlivem nizkych teplot prostfedi na organismus byly ¢asto
doprovazeny vyvojem nezddoucich ucinkl. Nase laboratof nedavno publikovala protokol
chladové aklimace (5 tydnii v 8 = 1 °C), ktery u potkanti navozuje kardioprotektivni fenotyp.
Dulezitym mechanismem chladové aklimace je aktivace a nartst hnédé tukové tkane. Kromé
netfesové termogeneze dokaze hnéda tukova tkan produkovat fadu autokrinnich, parakrinnich
a endokrinnich faktorti, které mohou pozitivné ovliviiovat systémovy metabolismus a funkci
ostatnich dilezitych organii. Vliv chladové aklimace na metabolismus hnéd¢ tukové tkané vSak
neni pfili§ dobfe prozkoumdan. Cilem této prace bylo zméfit vybrané parametry respirace
izolovanych mitochondrii hnédé tukové tkané kontrolnich potkanii chovanych ve 24 + 1 °C
a srovnat je s potkany vystavenymi teploté 8 = 1 °C po dobu 1 dne, 3 dnti, 10 dnti a 5 tydni.
Vysledky této prace ukazaly, ze 1) ke zvySeni respirace dochazi jiz po 1 dni vystaveni chladu
a 2) nejvyssi respirace v prepoctu na 1 mg mitochondridlniho proteinu se zda byt po 10 dnech

vystaveni chladu.

Klicova slova: Hnéda tukova tkan, mitochondrie, respirace, chladova aklimace



Abstract

Historical experiments regarding the influence of low ambient temperatures were often
accompanied with the development of detrimental effects. Our laboratory recently published
a protocol of mild cold acclimation (5 weeks in 8 = 1 °C) which induces cardioprotective
phenotype in rats (Rattus norvegicus). An important mechanism of cold acclimation
is the activation and increase of brown adipose tissue. Besides the nonshivering thermogenesis
brown adipose tissue can produce a multitude of autocrine, paracrine, and endocrine factors
which might positively influence whole-body metabolism and function of other important
organs. The effect of cold acclimation on brown adipose tissue is not however explored very
well. The aim of this work was to asses selected parameters of respiration of isolated brown
adipose tissue mitochondria of control rats living in 24 £ 1 °C and compare it with that of rats
exposed to 8 £ 1 °C for 1 day, 3 days, 10 days, and 5 weeks. Results of this works were 1) the
increase in respiration occurs after the 1-day cold exposure and 2) the highest respiration per 1

mg of mitochondrial protein appears to be after the 10 days of cold exposure.

Key-words: Brown adipose tissue, mitochondria, respiration, cold acclimation
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1 Seznam zKkratek

ADP
ATP
BAT
BeAT
BSA
cAMP

CD137

CI-C1V
CoQ
COX2
CR1
DMH
EN1
ETC
FGF2
FGF21
GDP
HRR
IGF1
IL6
LacZ

L-PGDS

adenosindifosfat

adenosintrifosfat

hnéda tukova tkan, z ang. brown adipose tissue
bézova tukova tkan, z ang. beige adipose tissue
hovézi sérovy albumin, z ang. bovine serum albumine
cyklicky adenosinmonofosfat

receptor-9 ze superrodiny receptort pro faktor nddorové nekrozy, z ang. tumor

necrosis factor receptor superfamily member-9
komplexy I-IV elektrontransportniho fetézce
koenzym Q, ubichinon

cyklooxygenéza-2

kanabinoidni receptor-1

dorsomedialni hypotalamus

engrailed-1

elektron transportni fetézec

fibroblastovy riistovy faktor-2

fibroblastovy rustovy faktor-21
guanosindifosfat

respirometrie s vysokym rozliSenim, z ang. high resolution respirometry
inzulinu podobny ristovy faktor-1
interleukin-6

B-galaktosidaza

lipokalinové prostaglandin-D-syntaza
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MnPO
MYF5
NGF
NO
NOS
Omy
PCOS

PDGFRa

PGCla

PPARy

PRDM16
Ptgs2
QH2

RK

ROS
RyR2
SERCA2b
sLR11
SUIT

T3

T4

TMEM26

mediani preoptické jadro hypotalamu

myogenni faktor-5

nervovy rustovy faktor

oxid dusnaty

syntaza oxidu dusnatého

oligomycin

syndrom polycystickych vajec¢nikil, z ang. polycystic ovary syndrome

receptor-o. z desti¢ek odvozeného ristového faktoru, z ang. platelet derived

growth factor receptor

la koaktivator gamma receptorti aktivovanych proliferatory peroxizomd, z ang.

peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator la

receptor-y aktivovan peroxisomovymi aktivatory, zang. peroxisome

proliferator-activated receptor-y

protein 16 obsahujici PR doménu, z ang. PR domain containing 16
gen prostaglandin-endoperoxidsyntazy 2

redukovany koenzym Q

respiracni kvocient

reaktivni formy kysliku, z ang. reactive oxygen species
ryanodinovy receptor-2

Ca?" ATPaza sarkoplazmatického/endoplazmatického retikula 2 b
receptor-11 pro rozpustny lipoprotein s nizkou hustotou

z ang. substrate uncoupler inhibitor titration

trijodtyronin

tyroxin

transmembranovy protein-26



TZD thiazolidindiony

UCP1 rozprahujici protein-1, z ang. uncoupling protein-1
VEGFA cévni endotelidlni ristovy faktor-A, z ang. vascular endothelial growth factor A
WAT bila tukova tkan, z ang. white adipose tissue
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2 Uvod

Ischemickd choroba srdecni a cévni mozkovd piihoda vedou dlouhodobé v zebticku
nejcastejSich pficin imrti na svété, spoleéné jsou odpovédné za asi 27 % vsech umrti na sveéte
od roku 2000. V poslednich 20 letech se do prvni desitky dostal i diabetes mellitus 2. typu,
ktery od roku 2000 zaznamenal 70% narust v po¢tu imrti (Kochar, 2020). Proto je investovano
stale vice prostfedki do vyzkumu relevantnich preventivnich a terapeutickych ptistupti pro
zmirnéni dopadd téchto civilizacnich onemocnéni. Jednim z potencidlnich kandidatd je

chladova aklimace neboli otuzovani.

Historické prace zabyvajici se chladovou aklimaci zpravidla pouzivaly protokoly
vystavujici organismus prili§ intenzivnimu chladu. Vysledny stres pak zpiisoboval nezadouci
ucinky jako hypertrofii myokardu a hypertenzi. Vystaveni chladu bylo tedy dlouho povazovano

za rizikovy faktor pro kardiovaskularni zdravi.

Dnes jiz vime, ze pravidelné otuzovani za pfimeéfenych podminek stimuluje hormonalni
dréhy, imunitni systém a metabolismus (Chondronikola et al., 2014; Lubkowska ef al., 2013).
Co se kardiovaskularniho systému tyce, na nasem pracovisti byl nedavno objeven model mirné
chladové aklimace, ktery pisobi kardioprotektivné — signifikantné zmensuje velikost infarktu
myokardu po ischemicko-reperfuznim poskozeni a to bez prokazatelnych neZzadoucich G€inka

(Tibenska et al., 2020).

Predpoklada se, ze dilezitou soucasti podilejici se na vzniku téchto pozitivnich
fyziologickych zmén je hnéda tukova tkan (BAT). Kromé funkce metabolické ma totiz BAT
nezanedbatelnou sekre¢ni funkci. BAT je navic schopen v pribéhu chladové aklimace rhst
a zkvalitnovat (Blondin et al., 2014). Pfesto vime jen malo o tom, jakym zplisobem reaguje

BAT na rizné€ dlouhé¢ expozice chladu a dochazi-1i v urcité chvili k rozvoji nezadoucich ucink.

24

jednozna¢né mitochondrie, a proto jsme zvolili metodu respirometrie s vysokym rozliSenim
(HRR) umoznujici pfesné méfeni na urovni samotnych mitochondrii. Mym cilem bylo zméfit
kapacitu mitochondrialni respirace zizolovanych mitochondrii BAT v pribéhu naSeho
protokolu mirné chladové aklimace a dodat tak dalsi dil¢i informace pro pochopeni jejiho

mechanismu a vyvoje a potencialné odhalit vznikajici mitochondrialni disfunkce.
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3 Homoiotermové a chlad

Lid¢é jsou, stejné¢ tak jako ostatni savci, homoiotermové. Jsou tedy schopni udrzet stalou
télesnou teplotu v relativné¢ Sirokém rozmezi teplot prostiedi. Teploty prostiedi pod
termoneutralni zonou organismu aktivuji nejprve periferni termoreceptory lokalizované v kiizi
a nasledn¢ mohou aktivovat i termoreceptory centralni. Aferentni signaly z téchto receptorti
smetuji do preoptické oblasti hypotalamu, kde dochazi k jejich vyhodnoceni a nasledné aktivaci
eferentnich drah pisobicich na efektorové organy odpovédné za termogenezi. Termogenezi
klasicky rozd€lujeme na tfesovou, vychazejici ze svalové aktivity a netfesovou, vychazejici

z hnédé tukové tkané (BAT) a biochemickych reakci (pro ptehled Hammel, 1968).

Chladem vyvolany nartst metabolické aktivity nezavisly na aktivité svalii byl poprvé
popsan u chladové aklimovanych potkani (Cottle & Carlson, 1956). Brzy potom byl
sympatikus identifikovan jako medidtor této netfesové termogeneze (Hsieh et al., 1957).

Za hlavniho producenta netfesové termogeneze je povazovan BAT.

Je-1i netfesova termogeneze nebo ostatni mechanismy jako behavioralni odpovéd’, nebo
vazokonstrikce neefektivni v udrZeni télesné teploty, dochazi k aktivaci tiesové termogeneze.
Proto je zacatek tfesu pouzivan jako ukazatel dosazeni maximalni vazokonstrikce (DeGroot &
Kenney, 2007). Ttes byl definovan jako mimovolni oscilujici kontrakce kosternich svall, pti
kterych dochdzi k hydrolyze adenosintrifosfatu (ATP), ale neni vykonavéana svalova prace
a energie je uvoliovdna pfevazné ve formé tepla. U dospélého cloveka miZze dochéazet
k produkci tepla odpovidajici asi pétinasobku bazalniho metabolického obratu (Eyolfson ef al.,
2001). Ttesova termogeneze je aktivovana eferentni drahou vychézejici z medidniho
preoptického jadra (MnPO) hypotalamu, inhibujici projekce do dorsomedialniho hypotalamu
(DMH), nakonec vedouci kaktivaci somatosenzorickych vystupli zmichy pifimo

k efektorovym svalliim (Nakamura & Morrison, 2011).
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4 Termogenni tukova tkan

V soucasnosti jsou nam znamy minimaln¢ dva druhy termogenni tukové tkané€, které byly
nalezeny u hlodavct i ¢loveka, a to hnéda tukova tkan (BAT) a bézova tukova tkan (BeAT).
Lisi se zejména svym pivodem, regulaci diferenciace, lokalizaci v organismu a potencialné
1 mechanismem termogeneze. Zvysena aktivita je u mysiho modelu spojovana s rezistenci vici

obezité (pro prehled Ikeda et al., 2018).

4.1 Hnéda tukova tkan

Na rozdil od ostatnich sav€ich orgdnii ma védecky vyzkum BAT relativné kratké trvani.
Termogenni schopnost BAT byla objevena teprve v 60. letech minulého stoleti (Smith, 1961).
Od té¢ doby je BAT relativné populdrnim tématem zejména v oblasti energetické bilance

organismu v kontextu civilizanich onemocnéni jako je obezita a diabetes mellitus.

4.1.1 Morfologie

Bunky BAT jsou typicky multilokularni (obsahujici mnozstvi malych kapének triacylglycerol)
a maji charakteristické hnédé¢ zbarveni kviili velkému mnozstvi mitochondrii (Obr. 1 b). Pokud
jsou bunky termogenn¢ neaktivni jsou zaplnény lipidy a mohou tak na venek pfipominat buniky
bilého tuku (WAT, Obr. 1 a) (pro ptehled Nedergaard & Lindberg, 1982). Buitky BAT jsou
propojeny pomoci mezerovych spojil a pfimo inervovany sympatickymi nervy (Ricquier et al.,
1985; Schneider-Picard et al., 1984). Diky husté vaskularizaci jsou schopné pii stimulaci
vysoce zvysit zasobeni krvi (Hirata, 1982). BAT se v organismu nevyskytuje nidhodné.
Nachézime ho zejména u mlad’at a déti kde zastupuje tfesovou termogenezi jako kompaktni
tkan v interskapuldrni, perirendlni, axilarni a perikostalni oblasti. Nicméné& funk¢éni BAT

zustava zachovany i u dospélych (van Marken Lichtenbelt ef al., 2009).
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Obrazek 1: Srovnani bunécné morfologie bilého tuku (A) a BAT (B) potkana. L, lipidova kapénka; N, jadro. VElektronova'
mikrografie porizena pomoci Transmisniho Elektronového Mikroskopu JEOL JEM-1011. Se svolenim autorky RNDr. Barbary
Elsnicové Ph.D.

5.1.1 Metabolismus BAT

BAT je tkan s vysokou oxidativni kapacitou. Aktivovany BAT ziskava energii primarné

z mastnych kyselin katabolizovanych mitochondridlni B-oxidaci (Labbé et al., 2015). Lipolyza,
stejné tak jako termogeneze je aktivovana noradrenalinem skrze 3-adrenergni receptory (Obr.
2 leva ¢ast) (Arch et al., 1984; Zhao et al., 1994). Oba procesy jsou podiizeny tvorbé cyklického
adenosinmonofosfatu (cAMP), Ize je totiZ indukovat aktivatorem adenylatcyklazy forskolinem
nebo analogy cAMP (Connolly et al., 1986; Fain et al., 1984; Reed & Fain, 1968). Zavislost
termogeneze na mastnych kyselindch vychazi z jejich aktivace rozprahujiciho proteinu-1
(UCP1) (Matthias et al., 2000). Nejprve jsou vyCerpany intraceluldrni zasoby triglyceridi, které
nasledné nahrazuji substraty z krve (Chondronikola et al., 2014). Naproti tomu glukéza
zasobuje pii maximalni stimulaci jen asi 2 % termogeneze (Ma & Foster, 1986). Nicmén¢
existuji prace ukazujici schopnost chladem aktivovaného BAT zvySovat systémové vyuziti
glukézy a citlivost na inzulin (Blondin ef al., 2014; Chondronikola et al., 2014). Aktivace
termogeneze kromé metabolismu vyrazné zvysuje produkci reaktivnich forem kysliku (ROS),
které ovSem podporuji in vivo termogenezi senzibilaci UCP1 k aktivaci (Chouchani et al.,

2016).
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UCP1 neboli thermogenin je protein typicky pro BAT odpovédny za termogenezi
(Heaton et al., 1978). Funguje jako transmembranovy pienase¢ lokalizovany na vnitini
mitochondrialni membrang, ktery po své aktivaci mastnymi kyselinami facilituje influx H" do
matrix, tim rozptahuje ATP-syntazu od elektron-transportniho feté¢zce (ETC) a protonmotivni
silu disipuje ve formé tepla (Fedorenko et. al.,2012). UCP1 muze byt inhibovan fyziologickymi
koncentracemi purinovych nukleotidll s nejvétsi afinitou pro guanosindifosfat (GDP) (Obr. 2
prava ¢ast) (Nicholls, 1974). Béhem chladové¢ aklimace dochazi nejen k nartistu celkové hmoty

BAT, ale i mnozstvi UCP1 (Blondin et al., 2014; Desautels et al., 1978).

NE Q-
o A
P H ey s o o o o \
v : : Purine i Free Fatty
e Cytoplasm Nucleotides Acids

'\rl/l- IMS

Respiratory Chain UCP1

A\ Hz0

ADP+P, & ATP

cAMP

‘A‘
Citric A%i.d Cycle
B-oxidation

-

Lipid
Droplet

Obrazek 2: Mechanismus transdukce signalu vedouciho k aktivaci termogeneze pomoci UCP1. NE, norepinefiin, p3, p3-
adrenergni receptor; Gs, G-protein s Gs o podjednotkou, AC, adenylatcyklaza,; ATP, adenosintrifosfat; ADP, adenosindifosfat;
cAMP, cyklicky adenosinmonofosfat; PKA, proteinkindza A; HSL, hormon-senzibilni lipaza; UCPI, rozprahujici protein-1;
IMS, mezimembranovy prostor. Prevzato z Crichton et al. (2017).

la koaktivator gamma receptorii aktivovanych proliferatory peroxizomi (PGCla) byl
pivodné identifikovan v BAT jako chladem indukovatelny koaktivator receptort-y
aktivovanych peroxisomovymi aktivatory (PPARy). Je povazovan za fidici regulétor
mitochondrialni biogeneze a oxidativniho metabolismu ve vétSin€ bunéénych typi, nevyjimaje
BAT a kosterni svalstvo. Vysledkem genetické ablace PGCla u mysi byla sniZzend kapacita
chladové termogeneze in vivo a utlumena odpovéd na cAMP signalizaci in vitro v kultuie BAT.
Na druhou stranu ektopickd exprese PGCla v bunkich WAT indukovala tadu
mitochondrialnich genti jako Ucpl (Puigserver et al., 1998).
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5.1.2 Vyvojovy piivod BAT

Obecné vsechny bunky tuku, bez ohledu na jejich typ vznikaji béhem embryonélniho vyvoje
z kmenovych bun¢k mezodermu, s vyjimkou malych tukovych lozisek lebky vznikajicich
z kmenovych bun¢k neurdlni listy. Velka vétSina tukové tkan¢ ma tedy podobny ptivod jako
ostatni mezodermalni tkané (kosterni svalstvo, kosti a jiné pojivové tkan¢) (pro piehled Billon
et al., 2008). BAT je nicméné z hlediska dalsiho vyvoje mnohem podobnéjsi kosternimu
svalstvu nez WAT. Prekurzory izolované z BAT totiz vykazovaly, na rozdil od WAT, expresi
gent fidicich myogenni vyvojovou drahu (Timmons et al., 2007). Konkrétné byla zaznamenéana
exprese genu pro transkripéni faktor myogenni faktor-5 (MYFS5), jehoz exprese se diive
predpokladala pouze v myoblastech, a gen pro transkripcni faktor engrailed-1 (EN1) bézné
exprimovany v buiikdch centrdlniho dermomyotomu (Obr. 3) (Atit et al., 2006; Seale ef al.,
2008). Studie mitochondridlniho proteomu BAT navic ukdzaly jeho vysokou podobnost

s kosternim svalem, ale ne s WAT (Forner et al., 2009).

5.1.2.1 PRDM1I6

Protein 16 obsahujici PR doménu (PRDM16) je 140 kDa velky protein se strukturnimi motivy
zinkového prstu, ktery byl poprvé nalezen u lidskych bunék akutni myeloidni leukemie
(Mochizuki et al., 2000). PRDM16 je ovSem také vysoce exprimovan v BAT. Vyznamné je, Ze
pokud byl PRDM16 ektopicky exprimovan v preadipocytech bilého tuku nebo myoblastech
indukoval u nich téméf kompletni geneticky program BAT. To zahrnuje biogenezi
mitochondrii, zvySeni bunééné respirace a expresi BAT specifickych geni
(Ucepl, Pgclo a deiodaza-d2). Tyto vysledky implikuji PRDM16 jako kriticky pro vznik linie
BAT z myoblastovych progenitori béhem embryonalniho vyvoje (Seale et al., 2007).
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Obrazek 3: Vyvojova linie adipocytit BAT a jejich aktivace. BAT pochazi z populace Myf5-exprimujicich prekurzorii. Rany
faktor B-bunek 2 (Ebf2) kooperuje s PPARy na aktivaci exprese PRDM16, ktery nasledné ridi zménu na hnédy adipocyt.
Termogeneze v maturovanych hnédych adipocytech je aktivovana f3-agonisty, ktera spousti signalni kaskadu zvysujici
aktivitu a expresi transkripcniho koaktivatoru PGClo, ktery koordinuje termogenni genovy program. Prevzato z Harms &
Seale (2013)
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6.1 Bézova tukova tkan

Zatimco BAT tvofi samostatna a relativné homogenni loziska, BeAT se vyviji v ramci bilé
tukové tkané jako odpovéd’ na urcité stimuly, zejména chlad. Podobné jako adipocyty BAT
maji buiiky BeAT multilokularni lipidové kapénky, velké mnozstvi mitochondrii a exprimuji
klicové geny jako Ucpl a Pgcla. 1 ptes tyto podobnosti maji BAT a BeAT mnoho rozdild,
kvili kterym by mély byt povazovany za odlisné bunécné typy (Vitali et al., 2012; Wu et al.,
2012).

Na rozdil od BAT, ktery vykazuje vysokou expresi UCP1 i bez stimulace, BeAT
respektive jejich prekurzory v kultufe nespousti termogenni program dokud nejsou oSetieny
latkami jako thiazolidindiony (TZD) aktivujici PPARs nebo B-adrenergnimi agonisty (Ohno et
al.,2012; Wu et al., 2012). Presto Wu et al. (2012) ukazali, ze stimulovany BAT a BeAT maji
srovnatelnd mnozstvi UCP1 a potencialné i podobnou termogenni kapacitu. Dalsi souvisejici
vlastnosti je vratnost termogenniho programu. Buiiky BeAT ziskané béhem vystaveni chladu
ztraci po navratu mysi do tepla expresi UCP1, ale buiiky samotné zlstavaji. Po znovu vystaveni
chladu stejné builky znovu aktivuji expresi UCPI. Je tedy mozné, ze BeAT zvifat diive
vystavenych chladu miize v teple po urcitou dobu plnit funkci podobnou WAT. Takové bunky
jsou pravdépodobné po case odstranény mechanismy fidicimi normdalni obnovu tkani

(Rosenwald et al., 2013).

6.1.1 Vyvojovy puvod BeAT

Vyvojovy piivod BeAT zlistava nejasny. MliZzeme vsak s relativni jistotou fict, Ze buiiky BeAT
nejsou diferencované ze stejné Myf5 exprimujici bunééné linie jako BAT (Seale et al., 2008).
Diilezita otazkou je, zdali BeAT vznikd metaplézii z adipocyti WAT, nebo de novo diferenciaci
a maturaci prekurzorovych bun€k. Himms-Hagen et al. (2000) jako jedni z prvnich podpofili
teorii metaplazie, kdyz ukézali na potkanim modelu, Ze vétSina buné¢k BeAT indukovanych
v retroperitonedlnim (viscerdlnim) WAT chronickou infuzi B3-adrenergniho agonisty CL-
316243 vznikla z jiz existujicich ned¢licich se adipocytii. Novéjsi prace vSak podporuji spise
teorii de novo diferenciace. Wang et al. (2013) vyslechtili novy model transgennich mysi, ktery
jim dovoluje oznacit adipocyty pomoci B-galaktosidazy (LacZ) tak, ze LacZ je konstitutivné
exprimovana jak v oznacenych adipocytech, tak i v jejich dcefinych buikach (Soriano, 1999).
Takto oznacené mysi byly nasledné stimulovany chladem, nebo B3-adrenergnimi agonisty
za UCelem indukce BeAT. Nasledna analyza ingvinalniho (subkutdnniho) WAT ukézala, Ze
vétSina nové ziskanych UCP1 exprimujicich adipocyti nebyla oznacena pomoci LacZ.

To indikuje, ze vétSina, pokud ne vSechny adipocyty BeAT (alesponi v ingvinalnim lozisku)
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vznikaji z populace prekurzori, nikoliv z jiz existujicich adipocytt. Pokud tedy prepokladame,
ze BeAT vzniké diferenciaci z prekurzorovych bun¢k v ramci WAT, zlstava otazka, zdali
existuje jeden prekurzor pro WAT i1 BeAT jehoz osud je fizen externimi stimuly, nebo dva

rtizné prekurzory s pfedem determinovanym vyvojem.

V ptipadé subkutanniho tuku mluvi vysledky ve prospéch existence dvou prekurzort.
Wueet al. (2012) identifikovali v kultufe preadipocyt z ingvinadlniho WAT dva typy prekurzora
— bily a bézovy. Oba typy postradaly za normalnich podminek termogenni vlastnosti. Nicmén¢
pouze bézovy typ byl schopen po stimulaci nastartovat termogenni program. Soucasné objevili
povrchové markery, receptor ze superrodiny receptort pro faktor nadorové nekrozy 9 (CD137)
a transmembranovy protein-26 (TMEM?26), typické pro bézové prekurzory, coz umoznuje

jejich ptimou identifikaci v tukovych tkanich.

Naproti tomu v epididymalnim (viscerdlnim) tuku mySich samct se BeAT vyviji
ze stejného prekurzoru jako WAT. Tyto bipotentni prekurzory exprimuji receptor-a z desticek
odvozené¢ho ristového faktoru (PDGFRa) a jsou Uzce asociované s cévami. Po stimulaci B-
adrenergnimi agonisty proliferuji, ztraci expresi PDGFRa a diferencuji v UCP1" adipocyty.
Proti tomu tu¢n4 strava stimuluje diferenciaci PDGFRa" prekurzort v butiky WAT (Lee ef al.

2012).
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Obrazek 4: a) Vingvinalnim (subkutannim) tuku aktivuje [3-adrenergni stimulace predevsim de novo diferenciaci
z prislusnych prekurzorovych bunek (tucnd Sipka). Zustava ovSem moznost, ze za urcitych okolnosti jsou maturované bilé
adipocyty schopné metaplazie (Srafovana Sipka). TZD agonisté PPARy podporuji hnédnuti zvySenim stability PRDM16 a skrze
deacetylaci PPARy pomoci Sirtuinul (Sirtl), coz vede k navazani PRDM16 na PPARy. f3-adrenergni signalizace ridi expresi
a aktivaci PGCla v BeAT, za normalnich podminek je Pgcla cilem mnoha represori: pRb, retinoblastomovy protein; p107,
retinoblastomu podobny protein 1; RIP140, s receptory interagujici protein 140; LXR, jaterni x receptor. b) V epididymalnim
(visceralnim) WAT stimuluje nadbytek kalorii diferenciaci bipotentnich prekurzorii ve WAT, kdezZto p3-adrenergni stimulace
stimuluje vyvoj BeAT. Prevzato z Harms & Seale (2013).
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7 UCPI1-nezavisla termogeneze v tuku

Pokud jsou Ucpl”~ mysi vystaveny chladu (5 °C) do 10 hod u nich nastane hypotermie
(Enerbick et al., 1997). Pokud oviem budeme stejné Ucp!™" mysi postupné aklimovat k chladu
snizovanim okolni teploty o 2 °C/den, takové mysi jsou pak schopné udrzet v chladu stalou
teplotu jadra a ptrezit (Ukropec et al., 2006). Prestoze svalova netiesova termogeneze miize
prispivat k udrzZeni stalé télesné teploty, nedavna studie ukazala pomoci méieni tkanové teploty,
ze subkutanni BeAT hraje vyznamnou roli v termoregulaci pii absenci UCP1 (Bal et al., 2012).
Tato studie vyuzila transgenni mysi model Ucpl™", u kterého je biogeneze BeAT aktivovana
geneticky selektivni expresi PRDM16 v tuku. Piekvapivé zjistili, Ze tyto mysi kompletné
chranény proti hypotermii vyvolané chladem, pfestoze svalova termogeneze piili§ nepfispiva
k tomuto fenotypu. Misto toho je pfi¢inou bunééna termogenni aktivita BeAT, to bylo ovéteno
in vitro, kde tyto buiikky vykazovali robustni termogenni aktivitu po stimulaci noradrenalinem.
Navic nérst BeAT ochranil transgenni mysi pied obezitou a plsobil pozitivné na homeostazu
glukozy i pies absenci UCP1, coz jsou vlastnosti Casto piipisované pravé UCP1" buitkam (Ikeda

etal., 2017).

Za mechanismus UCP1-nezéavislé termogeneze v BeAT je odpovédna alesponi castecné
Ca?" ATPaza sarkoplazmatického/endoplazmatického retikula 2 b (SERCA2b) a ryanodinovy
receptor 2 (RyR2). Inhibice SERCA2b zhorSuje UCP1- nezavislou termogenezi v BeAT
u mysi, lidi a prasat, kterd kompletn¢ postradaji funkéni UCP1 (Berg ef al. 2006; Ikeda et al.,
2017). K termogenezi SERCA2b dochazi, kdyz je jeji hydrolyza ATP rozpfaZzena od pienosu
Ca?" dovniti endoplazmatického retikula a ziskana energie je tak disipovana ve formé tepla,
to znamend, Ze se jedna o ATP-zavislou termogenezi (Sahoo et al., 2013). Molekuly

rozptahujici hydrolyzu ATP od pienosu Ca*" skrz SERCA2b jsou zatim neznidmé.

Dalsim ptikladem UCP1-nezavislé termogeneze je prazdny cyklus kreatinu, ktery je
aktivni v mitochondriich BAT a BeAT. Dochazi k cyklu fosforylace/defosforylace kreatinu,
coz vede ke zvySené aktivit¢ oxidativni fosforylace a celkovému nértstu mitochondrialniho

metabolismu (Kazak ef al., 2015).

vvvvvv

pravdépodobné nizsi kapacita BAT pro syntézu ATP coz znemoZiuje dlouhodobé udrzeni
ATP-zavislé termogeneze. Naproti tomu BeAT schopny dostate¢né tvofit ATP, mize témito

mechanismy kompenzovat nedostatek, nebo zcela chybéjici UCP1.
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8 Sekrecni vlastnosti termogenni tukové tkané

Krom¢ termogeneze maji BAT a BeAT nezanedbatelnou sekrecni funkci. Latky produkované
témito tkdnémi jsou obecné nazyvany batokiny. I pies jejich vyvojové rozdily je vétSina
batokinli produkovana jak BAT, tak i BeAT a dosud neméme piimé dikazy o rozdilnych
sekrecnich profilech téchto typa tkani (Sharp et al., 2012). Podrobny rozbor latek

secernovanych BAT neni predmétem této prace, proto byly vybrany jen nékteré.

8.1 Autokrinni a parakrinni faktory

Bylo indentifikovano mnoho latek produkovanych BAT, které mohou byt secernovany béhem
diferenciace anebo termogenni aktivace. Pfestoze mnohdy nemdme piimé experimentalni
dikazy o specifickém plisobeni téchto batokinil, nase obecné znalosti o jejich funkci napovidaji,
7ze mohou mit autokrinni a parakrinni funkce. Naptiklad nervovy ristovy faktor (NGF)
a fibroblastovy rustovy faktor 2 (FGF2) pravdépodobné rozviji sympatickou inervaci a zvysuji
pocet preadipocyti v BAT, coz je vyznamné pro vyvoj a termogenni nariist BAT béhem
chladové expozice (Néchad et al., 1994; Nisoli et al., 1996; Yamashita et al., 1994). Dalsim
vyznamnym faktorem je cévni endotelialni ristovy faktor-A (VEGFA), ktery miiZe podporovat
vaskularizaci v rdmci BAT v chladu nezavisle na hypoxii, kterd typicky stimuluje VEGFA
(Asano et al., 1999; Xue et al., 2009). Zvysena perfuze je asociovana s chladovou aktivaci BAT
u hlodavct i u lidi (Foster & Frydman, 1979; Orava ef al., 2011). ZvySena exprese VEGFA
specifickd pro BAT dokdZe u mySi za podminek chronické expozice chladu zvySovat
vaskularizaci a aktivitu UCP1, coz vede ke zvySené termogenni kapacité (Sun et al., 2014).
Ptimé autokrinni plisobeni VEGFA déle podporuje skutecnost, Zze knockout genu Vegfa v tuku
mys$i narusil termogenni funkci BAT snizenim mitochondrialni respirace (Mahdaviani ef al.,

2016).

BAT secernuje také nepeptidické signalni molekuly. Existuji prace popisujici ucast
prostaglandint na aktivit¢ BAT a hnédnuti WAT. U mysi s poruchou genu prostaglandin-
endoperoxidsyntazy-2 (Ptgs2), ktery koduje cyklooxygenazu-2 (COX2) nezbytnou pro tvorbu
prostaglandinti, dochazi naruseni hnédnuti WAT (Vegiopoulos et al., 2010). Pozd¢ji bylo
zjisténo, ze prostaglandin E2 pfimo indukuje hnédnuti WAT. Specificky farmakologicka
inhibice biogeneze prostaglandinu E2 snizila kapacitu mySich preadipocytli diferencovat
v BeAT (Garcia-Alonso & Claria, 2014). Naproti tomu knockout lipokalinové prostaglandin-
D-syntazy (L-PGDS) narusil aktivaci BAT (Virtue et al., 2012). BAT secernuje L-PGDS, ktera
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ma dalsi funkce jako transport tyroidnich hormont a derivatt vitaminu A krvi (Tanaka et al.,

1997).

Dale indukuje chladova aktivace BAT produkci syntazy oxidu dusnatého (NOS) v této
tkani, coz miize spolecné s VEGF pfispivat k zlepSeni toku krve, ktery je nezbytny k trofickym
zménam BAT (Nisoli et al., 1997). Mimo to muze oxid dusnaty (NO) pfispivat k hnédnuti
WAT. Podavéani anorganickych dusi¢nanti potkanim u nich stimulovalo hnédnuti WAT
a oSetfeni kultury mysich preadipocytii stejnymi dusi¢nany vedlo ke tvorb¢ fenotypu BeAT. Je
navrhovéano, ze tyto efekty jsou fizeny NO, ktery vznikd postupnou redukci dusi¢nanti

na dusitany a kone¢n¢ na NO (Roberts et al., 2015).

Prestoze se ztéchto informaci zdd, Ze vSechny autokrinni a parakrinni faktory
produkované BAT maji pozitivni efekt na jeho vyvoj a funkce, opak je pravdou. Receptor pro
lipoprotein s nizkou hustotou (sLR11) potlacuje termogenezi v BAT, prestoze ho v chladem
aktivovaném BAT ptibyva. Tato funkce je mozna zaloZena na homeostatickém mechanismu,
ktery omezuje ptiliSné plytvani energii, ke kterému dochézi pti akutni aktivaci termogeneze
BAT (Whittle et al., 2015). K analogickému efektu dochazi v ptipadé endokanabinoidu.
Periferni antagonisté kanabinoidniho receptoru-1 (CR1) aktivuji termogenezi v BAT (Boon et
al., 2014). Zvyseni tonu endokanabinoidniho systému, ke kterému pii aktivaci BAT dochazi se
povazuje byt soucasti autokrinni negativni zpétné vazby, ktera kontroluje [3-adrenergni
aktivaci BAT a hnédnuti WAT (Krott ef al., 2016). Nakonec endotelin-1, ktery je produkovan
BAT miize také tlumit termogenni aktivitu BAT 1 BeAT (Klepac ef al., 2016).

8.2 Endokrinni faktory

Na konci 80. let minulého stoleti byl trijodtyronin (T3) prvnim rozeznanym hormonem
produkovanym BAT (Silva & Larsen, 1985). K tomu dochézi diky aktivité 5'-tyroxindejodazy
typu-2, ktera ptremeénuje tyroxin (T4) na T3 (Silva & Larsen, 1983). T3 v BAT indukuje expresi
UCP1 a ostatnich slozek termogeneze a béhem chladové aktivace ptispiva BAT k systémové
produkei T3 (Bianco & Silva, 1987; Fernandez et al., 1987). To, ze by BAT mohl byt zdrojem
endokrinné pusobicich molekul ziskalo novou pozornost béhem experimentt s transplantacemi
BAT. Transplantace embryonalniho BAT dospélym diabetickym mySim muize vyznamné
zlepSit glykémii, zanétlivost WAT a systémové hladiny adipokinli. Za mediator tohoto
antidiabetického efektu transplantovaného BAT byl oznacen inzulinu podobny rastovy faktor-

1 (IGF1) (Gunawardana & Piston, 2012). Transplantovany BAT mél také pozitivni efekt
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na model obéznich mysi, kdyz redukoval télesnou hmotnost zatimco zvysil spotiebu energie

a hladiny adiponektinu (Liu ef al., 2015).

Jelikoz po transplantaci BAT typicky ztraci svoji vnitini schopnost vysoké metabolické
a termogenni aktivity, jsou pozitivni efekty navozené jeho transplantaci vysvétlovany praveé
produkci regulacnich faktori (Liu ef al., 2013b). Nekteré prace popsaly, Ze transplantace BAT
dokaze u mysi podpofit aktivitu sympatického nervového systému a zvysit sympaticky tonus
srdce, jater, kosternich svalli a viscerdlniho WAT, coz naznacuje, ze nékteré domnélé batokiny

mohou plisobit na centralni nervovy systém (CNS) (Zhu et al., 2014).

Zajimavym efektem transplantace BAT je schopnost zvratit anovulaci,
hyperandrogenismus a zlepSit plodnost u potkaniho modelu syndromu polycystickych
vajecnikd (PCOS). To naznacuje existenci dosud nepopsanych batokinti i¢astnicich se kontroly

samiciho reprodukéniho systému (Yuan et al., 2016).

8.2.1 FGF21

Fibroblastovy rustovy faktor 21 (FGF21) podporuje spotiebu glukozy v tukové tkani a zlepSuje
systétmovou glykémii. Za normdlnich podminek jsou nejvétSim producentem FGF21 jatra,
ale chladem aktivovany BAT je také schopen tvorby a uvoliiovani vysokych mnoZstvi FGF21
(Chartoumpekis et al., 2011; Markan et al., 2014). Exprese FGF21 a jeho uvolnéni z BAT je
regulovéano stejnym cAMP-zavislym mechanismem jako exprese termogennich gent (viz Obr.
2) (Hondares et al., 2011). FGF21 mlze mit i1 autokrinni funkci v BAT, protoze je schopen
zvySovat expresi termogennich genli a oxidaci glukozy (Hondares et al., 2010). DalSim
dilezitym mistem u¢inku FGF21 je srdce (Liu et al., 2013a). Které FGF21 dokaZe chranit pied
oxidativnim stresem, hypertrofii, a dokonce tlumi patologickou remodelaci myokardu

nasledkem infarktu (Joki et al., 2015; Planavila et al., 2013; Planavila et al., 2015).

8.2.2 IL6

Zvysena exprese interleukinu-6 (IL6) je asociovéana s adrenergné aktivovanym BAT (Burysek
aktivity BAT zvlastni. Nicméné dnes jiz vime, Ze IL6 je odliSny od klasickych prozanétlivych
cytokinl. Je zndmo, ze jeho produkce v kosternich svalech v odpovédi na cvi¢eni zvysSuje
citlivost na inzulin (Mauer et al., 2014). IL6 je zaroven potiebny k indukci hnédnuti WAT
v chladu, jak bylo ukazano u mysi s knockoutem /L6, u kterych v chladu doslo ke sniZeni

ptirtstku UCP1 v subkutannim WAT.
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9 Funk¢ni analyza izolovanych mitochondrii

Je obecné pfijimanou teorii, ze mitochondrie vznikly v eukaryotickych bunkéach
endosymbidzou asi pied dvéma miliardami let (Sagan, 1967). Mitochondrie jsou nezbytné pro
normdlni funkci bunék, zejména svoji roli v oxidaci substrati a ziskavani energie.
Mitochondrialni syntéza ATP je pohanéna protonovym gradientem na vnitini mitochondrialni

membrang, ktery je vysledkem aktivity ETC.

ETC se skldda z transmembranovych proteinovych komplext (I-IV) a pohyblivych
elektronovych transportér ubichinonu (CoQ) a cytochromu ¢. Kompex I (CI) neboli NADH-
ubichinonoxidoreduktaza je nejvetsi soucasti ETC. Jeho hlavni roli je pfenos paru elektront
zNADH v matrix na CoQ za vzniku redukované formy CoQ (QH:). Energie uvolnéna
z prenosu elektrontl je vyuZzita na vypumpovani 4 protonii z matrix do mezimembranového
prostoru (Tan et al., 2015). Komplex II (CII) je kromé ETC soucasti citratového cyklu, funguje
tedy jako spojeni mezi metabolismem a oxidativni fosforylaci (OXPHOS). Jako soucést
citratového cyklu katalyzuje oxidaci sukcindtu na fumarat. CII je dal$im vstupem pro elektrony,
které ptfenasi ze sukcinatu na CoQ za vzniku QH». Elektronovy ptfenos CII neni spojen
s transportem protond. Kompex III (CII) neboli CoQ-cytochrom-c-oxidoreduktaza piendsi
elektrony z QH> na cytochrom c. Pfenos elektronil je opé€t spojen s transportem 4 protont do
mezimembranového prostoru. Komplex IV (CIV) neboli cytochrom-c-oxiddza ptenasi
elektrony z cytochromu ¢ na kone¢ny akceptor O> za tvorby H»O. Zaroven jsou 2 protony
transportovany do mezimembranového prostoru. Vyslednou protonmotivni silu tvofenou
koncentratnim spadem protonti zpét do matrix vyuzivdA ATP-syntaza k tvorbé ATP

z adenosindisfosfatu a fosfatu (ADP+P) (pro piehled Zhao et al., 2019).

Mitochondrie kromé tvorby chemické energie ve formé ATP uvoliiuji energii ve forme
tepla, reguluji apoptézu a jsou hlavnim zdrojem ROS. Piestoze urcité mnozstvi ROS je
nezbytné pro bunécnou signalizaci, zvySeny oxidacni stres miZe vést k poskozeni
mitochondrialni DNA a eventualné az k apoptoze (Yakes & Van Houten, 1997). Akumulace
oxidativniho stresu je proto povazovana za jeden z mechanismi urychlujicich starnuti (Harman,
1956). Presné stanoveni mitochondridlni funkce je nezbytné pro pochopeni procesu starnuti
a mechanismt pfi¢iny mnohych onemocnéni, ale miize byt pouzita i pro charakterizaci vyvoje
energeticky aktivnich tkéni, jako je BAT (Hirai et al., 2001; Narendra et al., 2008; Zhou et al.,
2011).
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Vyuzivame rizné nastroje s jedine¢nymi vyhodami a nevyhodami, které ndm pomahaji
zkoumat mitochondrialni vlastnosti in vitro a in vivo. Napiiklad magnetickd rezonancni
spektroskopie umoznuje neinvazivni stanoveni svalové oxidativni kapacity, rychlost ATP
syntézy pii rovnovazném stavu a kinetiku citratového cyklu (Befroy et al., 2008; Kent-Braun
& Ng, 2000; Lebon et al., 2001). Nejvétsi vyhodou téchto metod je schopnost stanoveni
mitochondrialni funkce za fyziologickych podminek s neposkozenym ob&hovym a regulacnim
syst¢émem. Naproti tomu ex vivo metody pfinadSeji zjednoduSeni systému a dovoluji tak
kontrolovan¢ studovat konkrétni mechanismy jako signalni drahy a jejich molekuly. Maximalni
aktivity klicovych mitochondridlnich enzyml jsou Siroce pouZivany jako ukazatele
mitochondrialni oxidativni kapacity. Citratsyntaza je b&éznym markerem mitochondridlni
matrix, zatimco sukcinatdehydrogendza a cytochrom-c-oxidaza jsou casto méfeny jako
reprezentativni enzymy vnitini mitochondridlni membrany (Houmard ef al., 1998; Rooyackers
et al., 1996). Ptestoze neni nelogické vztahovat maximalni aktivity téchto enzymul
k mitochondrialni oxidativni kapacité, je nepravdépodobné, ze by aktivita jednoho enzymu
mohla presné odrazet funkci tak komplexni organely jako je mitochondrie. To vedlo ke snaze
vytvofit novou metodu schopnou pfimého stanoveni mitochondridlni funkce a oxidativni

kapacity.
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10 Respirometrie

Lavoisier a Laplace (1783) si jako prvni uvédomili, Ze respirace je v podstaté spalovanim. To
se stalo podkladem pro zakladni mySlenku, vyuziti kalorimetrie pro vyzkum zdroji
a dynamickych zmén tepla, ktera stala na pocatku moderni bioenergetiky (pro piehled Gnaiger,
1983a). Metoda respirometrie vyuziva nepiimé kalorimetrie k méfeni metabolickych zmén
tepla, métenim spotieby O, produkce CO» a exkrece N ve form¢ amoniaku, mocoviny nebo
kyseliny mocové (pro piehled Gnaiger, 1983b). von Liebig (1842) ve své klasické praci ukazal,
ze substraty pro oxidativni respiraci jsou cukry, tuky a bilkoviny. Pomér mezi mnozstvim
spotiebovaného O; a vyprodukovaného CO; pti spalovani téchto substratli se nazyva respiracni
kvocient (RK), diky kterému mizeme zaznamenat zmény v jejich vyuzivani. Pro cukry je
RK =1, pro bilkoviny je RK = 0,9 a pro tuky je RK = 0,7 (Prentice et al., 2013). Tato metoda

je nicmén¢ vhodna pouze k méfeni systémového metabolismu.

Prvni prototyp pfistroje schopného méfit respiraci tkaiiovych preparati sestrojili v roce
1902 J. S. Haldane a J. Barcroft, za Gcelem studia krevnich plyni. Zmény koncentrace plynt
ve sklenénych nadobach zaznamenavali jako zmény tlaku pomoci pfipojenych manometri
(Barcroft & Haldane, 1902). Pfestoze nijak vyrazn¢ nepfispél k jeho vyvoji, zaZilo se pro tento
pfistroj jméno Warburgiiv aparit podle némeckého laureata Nobelovy ceny za fyziologii
a medicinu z roku 1931 Otto H. Warburga. Warburg totiZ pfi vyzkumu metabolismu ukazal
ohromnou vSestrannost tohoto pfistroje a zaroven vyslovil nové principy a vyvinul nové metody

jeho pouziti (pro ptehled Oesper, 1964).

10.1 Respirometrie s vysokym rozliSenim

Me¢éteni bunééné respirace piinasi dulezité informace o mitochondridlni respiracni kapacite,
mitochondrialni integrité a celkovém energetickém metabolismu (Lanza & Nair, 2009; Zhang
et al., 2012). Respirometrie s vysokym rozliSenim (HRR) je moderni metoda umozZiujici
méteni spotfeby O v uzavieném systému s velmi vysokou citlivosti. Pouziva se k méfeni
respirace malych vzorkl tkani, bun¢k nebo izolovanych mitochondrii. Oz v roztoku je mozné
mefit polarograficky pomoci Clarkovy elektrody. Clarkovy elektrody maji zlatou, nebo
platinovou katodu a stiibrnou anodu, které jsou spojeny solnym mostem a zakryty membranou
propustnou pro O.. Jak O difunduje pfes membranu je redukovan stdlym napétim mezi
elektrodami coZz generuje proud v zavislosti na koncentraci Oz v roztoku. Kalibraci napéti se
znamou koncentraci O> je mozné méfit rychlost spotfeby O v roztoku obsahujicim aktivni

mitochondrie atp. (Clark et al., 1953).
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10.2 Respirometr O2k

Respirometr O2k vyrdbény firmou Oroboros Instruments (Innsbruck, Rakousko) je jednim
z komercné dostupnych systémi schopnych méfeni HRR a byl pouzit k vypracovani této prace
(Obr. 5). Ptistroj disponuje dvéma meéticimi komuirkami, kazda o objemu 2 ml s velkymi
katodami o priméru 2 mm, které umoziluji ptenos signalu s velmi malymi aktefakty. Komirky
jsou umistény v izolovaném médéném bloku s pfesnou kontrolou teploty pomoci Peltierovych
clanki. Soucasti métfeni veetné komurky, jejich zatek a michatka jsou vyrobeny z inertnich
materialil, které omezuji residudlni difuzi O, na mén¢€ nez 2 pmol/s/ml pii nulovém Po,. Tento
systém umoziuje méieni spotieby velmi malych mnozstvi vzorkl (1 mg permeabilizovanych
buiiek, 0,01 mg mitochondridlniho proteinu) s limitem detekce 0.5 pmol/s/ml pfi rovnovdzném

stavu béhem 5 minut (pro ptehled Gnaiger, 2001).

) Zatka B
Zatka A

Okénko komUrky B
Okénko komurky A

0, POS B

0, POS A

Médény blok s o
Peltierovym ¢&lankem Kontrolka michatka

Obrazek 5: Vnéjsi popis zakladniho modelu Respirometru O2k (Oroboros Instruments). POS, polarograficky senzor. Prevzato
z https://www.bioblast.at/index.php/File: O2k.jpg
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11 Material a metody

11.1 Laboratorni zvirata

V pokusu byli pouziti samci potkana kmene Wistar. Potkani byli ndhodn¢ ustajeni po dvojicich
za standardnich podminek, pfi svételném rezimu L/D = 12/12, teploté 24 + 1 °C a pftistupu
k vodé¢ a krmivu ST1 ad libitum. Tyden pied zacatkem experimentu byla vSechna zvirata
umisténa v karanténé¢ z diivodu habituace a prevence zavleceni ndkazy. Zvirata byla podle vahy

rozdélena do péti experimentalnich skupin (n = 6 ve skupiné):

K — kontrolni skupina, potkani po cely experiment v mistnosti o teploté 24 = 1 °C
1D — akutni chladova skupina, potkani vystaveni teploté 8+1 °C po dobu 1 dne
3D — akutni chladové skupina, potkani vystaveni teploté 8+1 °C po dobu 3 dnti
10D — akutni chladové skupina, potkani vystaveni teploté 8+1 °C po dobu 10 dnti

A o e

CA — chronickd chladova skupina, potkani 1 tyden vystaveni teploté¢ 8§ = 1 °C

intermitentné (8 h/denné), nasledovaly 4 tydny nepftetrzité aklimace pii stejné teplote

11.2 Odbér tkani

Potkani byli uvedeni do hluboké anestézie i.p. podanim thiopentalu sodného (60 mg/kg),
zvéazeni a nasledné, po chirurgickém otevieni hrudniho koSe, usmrceni excizi srdce. Srdce byla
zpracovana v ramci dalSich experimentd. Post mortem skrze incizi v kiizi na zadech potkana
(asi 8 cm kaudalné od kohoutku) byl kompaktni BAT v rychlosti odebran z mezilopatkové
oblasti a okamZit¢ oplachnut ponofenim do ledového fyziologického roztoku a nasledné
pfenesen na chlazeny termoblocek potazeny parafilmem. Na termoblocku byl BAT bé¢hem
maximalné 10 min o€istén od nezaddoucich tkani jako svali, vaziva a bilého tuku, lehce osusen

na filtracnim papitu a zvaZen s presnosti na 1 mg.

11.2.1 Izolace mitochondrii

Izolovana a zvazena tkan byla na vychlazeném termoblocku najemno nastfihana. Nastfihana
tkan byla pfesunuta do prfedvazené zkumavky s izolaénim roztokem (viz ptiloha 1) a zfedéna
v poméru 1 mg:9 pl tak, aby vznikl 10% homogenat. K finalni homogenizaci tkané byl pouzit
sklenény homogenizator a teflonovy pist. Kazdd homogenizace probé&hla Sesti Setrnymi
pomalymi tahy sklenéného homogenizatoru proti teflonovému pistu rotujicimu 700 ot/min.
Cela homogenizace probihala na ledu, abychom piedesli tepelnému poSkozeni tkan¢€. Vysledny
homogenat byl nasledn¢ umistén do uzavienych zkumavek a centrifugovan (centrifuga Hettich

Universal 32 R) pti 600x g po dobu 10 minut a 4 °C. Vysledny supernatant byl odlit ptes sitko
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do cistych zkumavek a znovu centrifugovan pii 8000x g po dobu 10 minut a 4 °C. Vyslednym
sedimentem byly izolované mitochondrie, které byly resuspendovany v izolaénim médiu
a uchovavany na ledu pro naslednd meéteni. Zbyvajici vzorky byly rozdéleny do aliquoti

a zmrazeny v -80 °C pro stanoveni koncentrace proteini a dalsi analyzy.

11.3 Respirometrie

Méfeni HRR byla provedena pomoci pfistroje O2k-respirometr (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Rakousko), ktery mdme k dispozici na nasem pracovisti. K zobrazeni dat na pocitaci
v redlném Case a vypocet spotieby O2 byl pouzit program DatLab stejného vyrobce. Pied a po
kazdém méteni byly méfici komulrky piistroje vymyty pomoci vyfazeného homogendatu tkané
pro vychytani zejména zbytkovych hydrofobnich inhibitord a nasledné¢ vyplachnuty 96%

ethanolem a destilovanou deionizovanou vodou.

Vsechna méfeni byla provadéna ve stejném respiracnim médiu (viz ptiloha 1), za stalého
michéni pti 25 °C nasledovné. Do ¢isté komurky bylo napipetovano 2,1 ml respira¢niho média.
Po ustéaleni koncentrace O2 (asi 10-15 min) byl pfistroj kalibrovan. Nésledné byly komirky
uzavieny odpovidajicimi zatkami a bylo mozno zacit méfeni podle ptislusného protokolu.
MnozZstvi mitochondrii pro kazdy protokol bylo stanoveno empiricky a tato davka v objemu
byla konstantni. Dals$i latka byla pfidana vzdy aZz po ustileni plato faze ptredchozi reakce.
Mitochondrie, substraty a inhibitory byly pfesné€ pipetovany pomoci mikro-sttikacek Hamilton
(kazda latka vlastni mikrosttikackou jako prevence kontaminaci). Koncentrace O> béhem

méteni byla udrzovéna nad 200 nmol/ml

I. Protokol — Respirace zavisla na UCP1

UCP1-zavislou respiraci jsme stanovili podle protokolu Porter et al. (2016). Nejprve byla
stimulovana maximalni respirace a aktivace UCP1 satura¢nimi koncentracemi substratii 5 pl
2 M pyruvat (5 mM), 15 pl 200 mM oktanoyl-1-karnitin (1,5 mM), 10 pl 1 M glutamét (10 mM),
5 ul 0,8 M malét (2 mM), 20 ul 1 M sukcinat (10 mM), UCP1 byl nasledn¢ inhibovan saturacni
koncentraci ADP - 40-60 pl 0,5 M ADP (10-15 mM) do maximalni inhibice. Aby nedoslo
ke zkresleni vysledné respirace byl po ADP titrovéan inhibitor ATP-syntazy oligomycin (Omy)
po 1 pl krocich 4 mg/ml oligomycinu (2 pg/ml).
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I1. Protokol — Substrate Uncoupler Inhibitor Titration

SUIT protokol je typ protokolu pouzivany pro kvantifikaci mitochondridlni respirace
v nespfrazeném, spiazeném a rozprazeném stavu za pomoci substratl a inhibitorti pro jednotlivé
komplexy a nasledn¢ s pouzitim titrace rozptahovace karbonylkyanid-m-chlorfenylhydrazonu
(CCCP). V této praci byl pouzit protokol pro zméfeni kapacity CI pomoci substrati 10 pl 1 M
glutamatu (10 mM), 5 pl 1 M malatu (5 mM) a CII pomoci 20 pl 1 M sukcinatu (10 mM). PIné
sptazeni bylo navozeno pomoci 20 ul 0,5 M ADP (2,5 mM) a 5 pl 4 mM cytochrom C (0,01
mM). Inhibice CI byla navozena titraci 1 ul 1mM rotenonu (0,5 uM), ktery inhibuje pienos
elektrond z zelezo-sirného centra v CI na CoQ. Dale byla inhibovana Fo podjednotka ATP-
syntazy titraci 1 pul 4 mg/ml oligomycinu (2 pg/ml) a odectena maximalni respirace CIL.
Nakonec bylo provedeno uplné rozptazeni titraci 1 pl 0,1 mM CCCP (0,05 uM) a titrovan 1 pl
5 mM antimycin A (2,5 uM), ktery inhibuje Qi misto CIII a je ode¢tena tzv. rezidudlni spotieba
kysliku nezavisla na transportu elektronti (pro ptehled Gnaiger, 2020).

11.4 Méreni proteinii podle Bradfordové

Aliquoty uréené pro stanoveni proteinti byly rozmrazeny na ledu a byly v nich dodate¢né
stanoveny koncentrace proteint nasledovné: Nejprve byla pfipravena kalibracni kiivka proteinu
s pouzitim zéasobniho roztoku BSA [2 mg/ml] (BioRad, USA), ktery byl nafedén
na koncentrace: 25, 50, 100, 200, 400, 600, 800 a 1000 [ng/ul]. Nésledné¢ byly na 96 jamkovou
desticku v tripletech po 10 pl na jamku napipetovany jednotlivé koncentrace BSA spolecné
se dvéma triplety ddH>O (tzv. Blank). Do téchto jamek bylo néasledné ptidano 250 ul ¢inidla
Bradfordové (Sigma, B6916), desticka byla pfikryta celofanem a inkubovana 10 min pfi
laboratorni teploté. Mitochondrialni vzorky byly fedény v rozmezi dle kalibracni kiivky.
Natedéné vzorky byly po tripletech pfidany na stejnou desticku po 10 pl na jamku a opét k nim
bylo pfidano 250 pl ¢inidla Bradfordové. Desticka byla pfikryta a po 10 min inkubaci byla
spektrofotometrem (Synergy HT, BioTek) zméfena absorbance pfi vlnové délce 595 nm.
Me¢éteni bylo provedeno 2x v triplikatech, vychozi hodnoty koncentraci celkového proteinu byly
brany jako priméry jednotlivych tripletl a prepocteny s ohledem na fedéni vzorkii na kone¢nou

koncentraci [mg/ml].

11.5 Statistické vyhodnoceni dat

Vystupni data z respirometrie byla nejprve vyhodnocena pomoci programu Oroboros DatLab 5,
kde byly odecitany hodnoty z plato faze kazdé reakce. Tato data byla nasledné zpracovana

v programu MS Excel, kde byla respirace v [pmol O2/s/ml] podle dat z metody Bradfordové
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normalizovana na [pmol O»/s/mg] mitochondrialniho proteinu v daném vzorku. Hmotnostni
parametry a data z respirometrie byly statisticky hodnoceny. Ke statistické analyze byl pouzit
program GraphPad Prism 8, metoda One-Way ANOVA a Tukey post hoc test. Za statisticky
signifikantni byly povazovany hodnoty p < 0,05.

12 Cile

Cilem diplomové prace bylo porovnat mitochondridlni respiraci izolovanych mitochondrii
z hnédé tukové tkdn¢ u kontrolnich potkanti (24 £ 1 °C) a u potkanii po jednom, tiech a deseti
dnech akutni mirné chladové expozice (8 = 1 °C) a po péti tydnech chronické mirné chladové

aklimace (8 £ 1 °C).
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14 Vysledky

14.1 Télesna hmotnost zvirat

Potkani byli zvazeni po jejich ptijeti do zvéfince a nasledné pravidelné 1x tydné az do konce
experimentu. Hmotnosti potkanil zvaZenych v den odbéru tkani zndzornuje Graf 1. Primérné
hmotnosti potkand ¢inily 363 + 21 g pro skupinu K, 380 + 12 g pro skupinu 1D, 346 + 13 g
pro skupinu 3D, 363 + 8 g pro skupinu 10D a 386 + 16 g pro skupinu CA. Mezi skupinami
nebyly prokazany statisticky signifikantni rozdily

Hmotnost potkanu
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Graf 1: Hmotnosti [g] potkanit v den odberu tkani. Kontrolnich potkanii (K), akutné chladove
exponovanych 1 den, 3 dny, 10 dni (1D, 3D, 10D) a 5 tydnu chladove aklimovanych potkanii
(CA) Hodnoty byly statisticky analyzovany metodou One-Way ANOVA, Tukey post hoc test.
Mezi skupinami nebyl zaznamenan statisticky signifikantni rozdil. Hodnoty vyjadiuji priimer

+SEM, n = 6.
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14.2 Hmotnost hnédé tukové tkané

Nartst interskapuldrniho loziska BAT u potkana se Casto pouziva jako nepiimy ukazatel
uspésné chladové aklimace. Vysledky zobrazuje Graf 2, vyjadiuji relativni hmotnost
odebraného BAT v mg vztazenou na télesnou hmotnost (BW) v g. Prvni signifikantni nartst
oproti kontrole pozorujeme po 10 dnech ato o 51 % a po 5 tydnech az o 121,5 %. Zarovei mezi
10 dny a 5 tydny doslo k signifikantnimu nariistu o 46 %. Skupiny 1D a 3D se signifikantné

nelisi proti kontrole ani mezi sebou, prestoze u skupiny 1D vidime mirny pokles.

BAT/BW
2.0 ++++

*kk*k

K 1D 3D 10D CA

Graf 2: Relativni hmotnost BAT u kontrolnich potkanu (K), akutné chladové exponovanych
1 den, 3 dny, 10 dni (1D, 3D, 10D) a 5 tydnu chladové aklimovanych potkanii (CA), vyjadrena
jako pomér mezi hmotnosti BAT a télesnou hmotnosti. Hodnoty byly statisticky analyzovany
metodou One-Way ANOVA, Tukey post hoc test, hodnoty vyjadruji primeér =SEM, n =6,
*EE¥D <0,0001 vs K; 7 p <0,0001 vs 10D.
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14.3 Maximalni nespraZena respirace (Protokol I)

Nejvetsi slozkou této respirace v mitochondriich BAT je aktivita UCP1 (Graf 4), ale pfispivaji
1 mechanismy tzv. LEAK respirace (Graf 5). Po 1 dni v chladu doslo k vyraznému nértstu této
respirace o 101 % proti kontrole. Naproti tomu po 3 dnech se neprokéazal signifikantni narast
oproti kontrole, a dokonce vidime névrat ke kontrolni hodnoté. Mezi 3 a 10 dny dochézi opét

k narastu o 93 % a k celkovému narastu o 195 % oproti kontrole. V 5 tydnech respirace

signifikantn¢ klesa o 2

1 % oproti 10 dntim, ale stale je vyrazné zvysena oproti kontrole o 133 %.
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Graf 3: Maximalni
potkanu (K), akutné c

chladové aklimovanych potkanii (CA), vyjadrena jako spotieba kysliku v pmol za sekundu

na miligram mitochon

Way ANOVA, Tukey post hoc test, hodnoty vyjadruji prumeér = SEM, n =5, **p <0,01 vs K,

*HEED <0,0001 vs K

nesprazend respirace izolovanych mitochondrii BAT u kontrolnich

hladove exponovanych 1 den, 3 dny, 10 dni (1D, 3D, 10D) a 5 tydniu

drialniho proteinu. Hodnoty byly statisticky analyzovany metodou One-

#p <0,0001 vs 3D; "p <0,05 vs 10D.
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14.4 UCP1-zavisla respirace (Protokol I)

Nejvetsi slozkou nesprazené respirace mitochondrii BAT je UCP1-zévisla respirace (Graf 4),
ktera byla odectena z rozdilu hodnot maximalni nesptfazené respirace (Graf 3) a po nésledné
inhibici UCP1 pomoci titrace vysoké koncentrace ADP zbylé rozptazené respirace, kterd je
uvedena v Grafu 5. Po 1 a 3 dnech v chladu pozorujeme nesignifikantni nartist oproti kontrolam.
Po 10 dnech uz jsme zaznamenali signifikantni ndrtst respirace o 160 %, ktery pfetrvava i po

5 tydnech, kde byla UCP1-zavisla respirace zvysSena o 150 % oproti kontrole.
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Graf 4: UCPI-dependentni respirace izolovanych mitochondrii BAT u kontrolnich potkanii (K),
akutne chladove exponovanych 1 den, 3 dny, 10 dni (1D, 3D, 10D) a 5 tydnii chladove
aklimovanych potkanii (CA), vyjadiena jako spotreba kysliku v pmol za sekundu na miligram
mitochondrialniho proteinu. Hodnoty byly statisticky analyzovany metodou One-Way ANOVA,
Tukey post hoc test, hodnoty vyjadruji prumér = SEM, n = 5, **p < 0,01 vs K.
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14.5 UCP1-nezavisla rozprazena respirace (Protokol I)

Respirace kompenzujici unik protont a elektront alternativnimi mechanismy, tzv. proton slip,
proton leak a electron leak (Graf'5). Lze ji odecist po inhibici UCP1 pomoci vysoké koncentrace
ADP a nasledné inhibici ATP-syntdzy pomoci oligomycinu. Dochazi k rozptazeni ETC
od oxidativni fosforylace a uniku protonti a elektroni do mitochondriélni matrix. Po 1 dni v
chladu pozorujeme signifikantni nartist o 192 % oproti kontroldm, u dalSich skupin pak

postupny klesajici trend bez signifikanci.

UCP1-nezavisla rozprazena respirace
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Graf 5: Rozprazena respirace izolovanych mitochondrii BAT po inhibici UCPI1 a podani
oligomycinu u kontrolnich potkanii (K), akutné chladové exponovanych 1 den, 3 dny, 10 dni
(1D, 3D, 10D) a 5 tydnii chladové aklimovanych potkanii (CA), vyjadrena jako spotreba kysliku
v pmol za sekundu na miligram mitochondridalniho proteinu. Hodnoty byly statisticky
analyzovany metodou One-Way ANOVA, Tukey post hoc test, hodnoty vyjadiuji prumeér + SEM,
n=235 *<005vs K
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14.6 Coupling control ratio pro oligomycin (Protokol I)

Tzv. coupling control ratio (CCR) pro Omy muizeme parafrazovat jako miru sptazenosti
mitochondrii vyjadienou jako pomér mezi hodnotami spotteby Oz po podani Omy a po podani
ADP (Omy/ADP). Niz$i hodnota znamena v¢tsi citlivost na Omy, tim padem vetsi spfazenost,
respektive vetsi aktivitu ATP-syntazy. V prabéhu aklimace vidime klesajici trend, ktery je

nejvyssi u skupiny 10D u chronické skupiny CA hodnoty znovu rostou.

Coupling Control Ratio (Omy)

K 1D 3D 10D CA

Graf'7: CCR pro oligomycin izolovanych mitochondrii BAT u kontrolnich potkanii (K), akutné
chladové exponovanych 1 den, 3 dny, 10 dni (1D, 3D, 10D) a 5 tydnu chladové aklimovanych
potkanu (CA), vyjadrena jako spotreba kysliku v pmol za sekundu na miligram
mitochondrialniho proteinu. Hodnoty byly statisticky analyzovany metodou One-Way ANOVA,
Tukey post hoc test, hodnoty vyjadruji prumeér = SEM, n = 5.
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14.7 Respirace komplext I+I1 (Protokol II)

Spole¢nd maximalni spfazena respirace CI+II po podani substrati a nizké koncentrace ADP
(Graf 6). Po 1 dni v chladu byl zaznamenan signifikantni nartst o 56 % oproti kontrole. Po
3 dnech dochazi k poklesu, ktery je nasledovan opétovnym vzristem po 10 dnech o 37 % proti
3 dntim a celkové o 63,5 % oproti kontrole. Mezi 10 dny a 5 tydny dochazi k vyznamnému

poklesu o 37 % na Grovei kontrol.
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Graf 6: Maximalni sprazena respirace CI+II izolovanych mitochondrii BAT u kontrolnich
potkanit (K), akutné chladové exponovanych 1 den, 3 dny, 10 dni (1D, 3D, 10D) a 5 tydnu
chladové aklimovanych potkanii (CA), vyjadrena jako spotieba kysliku v pmol za sekundu
na miligram mitochondrialniho proteinu. Hodnoty byly statisticky analyzovany metodou One-
Way ANOVA, Tukey post hoc test, hodnoty vyjadruji prumér +=SEM, n =15, **p <0,01;
#p < 0,05 vs 3D; "p <0,01 vs 10D.
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15 Diskuze

Ve této praci jsem navazal na vyzkum diive provedeny v nasi laboratofi zaméfujici se
na fyziologii mirné chladové aklimace. Neddvno jsme publikovali préci, kterd ukazuje, ze
potkani vystaveni mirnému chladu 8 + 1 °C po dobu 5 tydnl vykazuji kardioprotektivni
fenotyp, ktery signifikantné zmensuje velikost infarktu myokardu a zaroven chrani srdecni
mitochondrie pfed vapenatym pietizenim, bez prokazatelnych nezadoucich ucinki (Tibenska
et al., 2020). Nase dalsi vysledky v pfipravované publikaci Marvanova et. al. demonstruji, ze
k navozeni kardioprotektivniho fenotypu dochdzi jiz po 3 a 10 dnech vystaveni mirnému
chladu. Mym cilem bylo analyzovat funkénost izolovanych mitochondrii BAT pomoci metody
HRR v pribéhu chladové aklimace potkanid v intervalech 1 den, 3 dny, 10 dni a 5 tydnil
a porovnat je mezi sebou. Mé vysledky ukazaly, Ze dochézi k signifikantnimu zvysSeni respirace
jiz po 1 dni chladové expozice. K signifikantnimu nartistu relativni hmotnosti BAT (BAT/BW),
ktery je Casto pouzivan jako ukazatel chladové aklimace dochdzi ovSem az po 10 dnech.
Primérna hodnota BAT/BW byla po 10 dnech zvySena o 51 % a po 5 tydnech dokonce
0 121,5 % oproti kontrole. V dobé mezi 10 dny a 5 tydny tak doSlo k vyznamnému naristu
0 46 %. Rast BAT timérné k délce chladové expozice je v souladu s fadou piechozich praci

(Cameron & Smith, 1964; van der Lans et al., 2013).

wevr

pomoci protokolu I. V nasem ptipad¢ vyjadiuje termogenni kapacitu maximalni nesptazend
respirace, tedy respirace, kterd nevede ke tvorbé ATP a misto toho disipuje energii ve formé
tepla. Vysledky této respirace ukazuji jasné maximum v 10 dnech. V pribéhu chladové
expozice jsem zaznamenal dvojnasobnou respiraci po 1 dni a téméf trojnasobnou po 10 dnech
ve srovnani s kontrolou. Zajimavé je, Ze mezi 1 a 3 dny dochazi k poklesu respirace, ktera je
nasledné v 10 dnech navysena o 93 %. K dalSimu vyznamnému poklesu o 26 % dochéazi mezi
10 dny a 5 tydny. Je dobtfe zndmo, ze hlavni sloZzkou termogeneze BAT je aktivita UCP1. M¢é
vysledky ukazuji nesignifikantni zvySeni UCP1-zavislé respirace po 1 dni oproti kontrole
a podobné¢ zadnou vyznamnou zménu ani po 3 dnech. Signifikantni zvySeni jsem zaznamenal
az po 10 dnech o 160 % oproti kontrole. Takto vysoko pretrvava UCP1-zavisla respirace az do
5 tydnti kde je stale zvySena o 150 % oproti kontrole. Hodnoty namétené po 10 dnech podporuje
nedavna prace Sepa-Kishi ef al. (2019), ktera popisuje vice nez trojnasobné mnozstvi UCP1

v BAT u potkanli po 7 dnech ve 4 °C.
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Je pozitivni, Ze hodnoty ziistavaji srovnatelné¢ zvysené i po 5 tydnech a nedochézi
k jejich poklesu napiiklad z divodu chronického stresu (Thuzar et al., 2018). Vysledky
z kratSich expozic nicmén¢ nesouhlasi s literaturou. Trayhurn et al. (1987) zjistili, Ze potkani
vystaveni teploté 4 °C okamzité¢ zvysuji svoji termogenni aktivitu skrze akutni stimulaci UCP1
a do 48 hod u nich dochézi k nariistu termogenni kapacity diky zvysené expresi UCPI. Pro to,
ze jsem do 3 dnil nezaznamenal zadné signifikantni zvySeni respirace UCP1 se nabizi jedno
pravdépodobné vysvétleni. Signifikantni nardst UCP1-zavislé respirace mezi kontrolou, 1D
a 3D muze byt zamaskovan zvySenou aktivitou UCP1 u kontrol. Kontrolni zvifata byla chovana
v teploté¢ 24 °C coz je nékolik stupnii pod termoneutrdlni zénou potkana. (27-30 °C). Je
dolozeno, Ze k vyznamné tiesové termogenezi u potkana dochazi jiz kolem hranice 20 °C lze
ocekavat, ze pfti teploté 24 °C dochazi ke zvyseni metabolického obratu a BAT muze byt do

urc¢ité miry aktivovan (pro ptehled Gordon, 1990).

Rozptazena respirace nezavisla na UCP1 po inhibici UCP1 a ATP-syntdzy je spotifeba
02 kompenzujici tzv. proton leak, proton slip a electron leak. M¢é vysledky ukazuji vyznamné
zvySeni po 1 dni chladové expozice o 192 % oproti kontrole a nasledny pokles az do 5 tydnti
kde je respirace téméf na urovni kontroly. Abychom Iépe pochopili tyto vysledky je potieba si
blize ptedstavit jednotlivé mechanismy tohoto typu respirace. ,,Proton leak* je vlastnost vnitini
mitochondridlni membrany, protony se mohou do matrix dostat pasivné piimo skrz
fosfolipidovou dvojvrstvu pomoci tzv. vodnich dratl, mohou difundovat skrz membranové
proteiny, nebo okolo nich v zavislosti na protonmotivni sile. Krom¢ UCP1 muiZe byt jejich
difaze facilitovana adeninnukleotidtranslokazou (ANT) (Martin D Brand et al., 2005; Ropke,
Saura et al., 2020). Mitochondrialni ,,proton leak® mize pohanét fyziologicky vyznamnou
respiraci. Je odpovédny za asi 20-30 % klidové spotteby Oz u izolovanych hepatocytii a asi
50 % klidové respirace u perfundovaného kosterniho svalu potkana (M D Brand, 1990; Rolfe
& Brand, 1996). ,,Proton slip* je vlastnost protonovych pump (CI, III a IV), skrz které protony
»proklouzéavaji“ do matrix za podminek vysoké protonmotivni sily (Wikstrém & Springett,
2020). Bohuzel neexistuji data, se kterymi bychom mohli porovnat ndmi pozorovany nartst
respirace po 1 dni v chladu a podpofit tak, nebo vyvratit roli mechanismi ,,proton leak a proton
slip®. Zistava tedy k diskuzi mechanismus ,.electron leak®, ktery vede k produkci ROS.
Chouchani et. al. (2016) ukazali, ze v BAT mysi vystavenych akutnimu chladu (3 h ve 4 °C)
dochazi k vyraznému narGistu ROS. Autofi tuto skutecnost vysvétluji jako nezbytnou
signalizaci pro aktivaci termogeneze, protoZe farmakologické deplece mitochondridlnich ROS

vedla po vystaveni chladu k hypotermii. Déle zjistili, ze ROS béhem akutni termogeneze

39



modifikuji UCP1 sulfonylaci cysteinového zbytku 253 (Cys253), coz vede ke zvySené
sensibilaci UCP1 k aktivaci. Je mozné, ze béhem 1. dne vystaveni chladu dochazi k vyse
popsané aktivaci a modifikaci termogenniho systému, kterd pretrvava do pozdéjSich stadii.
Zvysena hladina ROS ve velmi akutni fazi chladové aklimace miize hrat roli v procesech vyvoje
BAT a stimulace jeho autokrinni a parakrinni signalizace batokiny, jak je popsano v kapitole
7.1. Dalsi moznosti je produkce ROS vyvoland inhibici UCP1 v pribéhu naseho méfeni. Bylo
zjisténo, ze inhibice UCP1 vede ke zvyseni produkce ROS v mitochondriich mySiho BAT
(Dlaskova et al., 2010). Pokud by se jednalo o zvySeni produkce ROS po 1 dni v chladu
zpusobené experimentalné, jejich nasledujici postupny pokles od 1 dne do 5 tydni by mohl
souviset s postupné rozvijejici se antioxida¢ni ochranou. Indukce antioxida¢niho systému
pusobenim chladu byla dfive popsdna. Autofi zaznamenali zvySenou aktivitu glutathionového
systému v BAT potkanti, nicméné méteni provadéli v 35, 75 a 105 dnech chladové aklimace
(Spasi¢ et al., 1993). Jasnym zdmérem do budoucna je zaméfit se konkrétn€ na tvorbu ROS
a rozvoj antioxida¢niho systému béhem naseho protokolu mirné chladové adaptace a ovéfit

vyse zminéné teorie.

Pokud se vratime k maximalni nespfazené respiraci mizeme ji shrnout nasledovné:
narust respirace po 1 dni v chladu je zptisoben slozkou UCP1-nezavislé rozpiazené respirace,
pokles ve 3 dnech je zpiisoben poklesem UCPI1-nezavislé slozky oproti 1 dni a neménnou
UCP1-zavislou respiraci, po 10 dnech nastava obrat a zacne ptevladat slozka UCP1-zavislé
respirace, po 5 tydnech se pak mirny pokles UCP1-zavislé a nezavislé respirace projevuje jako
pokles celkové respirace oproti 10 dnim. Posledni parametr, ktery byl zméteny v protokolu I je
tzv. CCR pro oligomycin. Diky tomu, ze jsem k inhibici UCP1 pouzil ADP misto klasicky
pouzivaného GDP, jsem dostal pfileZitost naslednou titraci inhibitoru ATP-syntazy
oligomycinu odecist jeji funkci. CCR je v tomto piipad¢ pomér respiraci po a pred poddnim
Omy a vyjadfuje miru sprazenosti. Pokud je CCR roven = 1, to by znamenalo, Ze mitochodnrie
jsou zcela rozptazené a inhibice ATP-syntazy nema zadny vliv na respiraci. Takovych hodnot
ovSem nedosahuje ani BAT. Pfestoze ma oproti ostatnim tkdnim BAT mnohem méné
zastoupenou ATP-syntdzu, ta pofad vykazuje urcitou aktivitu a mitochondrie nejsou nikdy
100% rozptazené (Porter et al., 2016). Prestoze nebyla prokdzéna statistickd vyznamnost,
muZeme v 10 dnech pozorovat vyrazny pokles CCR na hranici 0,6. Tento pokles je zajimavy,
protoze se vyskytuje u skupiny, ktera méla zaroven nejvétsi aktivitu UCP1. Je vSak mozné, ze
pravé zvysend aktivita UCP1 vysvétluje zvySenou aktivitu ATP-syntazy. Bylo ukazéno, ze

metabolity mastnych kyselin zptsobuji na koncentraci zavislou inhibici ATP-syntazy (Abdul-
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Ghani et al., 2008). Odstranéni vétsSiho mnozstvi téchto metaboliti diky vétsi termogenni

aktivité by se tak mohlo po inhibici UCP1 projevit zvySenim aktivity ATP-syntdzy.

Poslednimi prezentovanymi vysledky je spolecna respirace CI a II zméfena protokolem II.
Na rozdil od protokolu I zde nedochazi k aktivaci UCP1 a jedna se tedy o spfazenou respiraci.
Vysledky ukazuji signifikantni zvyseni po 1 dni o 56 % a po 10 dnech o 63,5 % oproti kontrole,
ale nikoliv po 3 dnech a 5 tydnech. Latorre-Muro et al. (2021) ve svoji nové praci identifikovali
v BAT novou chladem aktivovanou meziorganelovou osu, kterd zvysuje respiraci mitochondrii
pomoci importu mitochondridlniho proteinu a nasledného nartstu novych krist, to by mohlo
byt jedno z vysvétleni pro zvysenou respiraci CI a II, kterou pozorujeme po 1 a 10 dnech, ale
i ostatnich slozek mitochondridlni respirace. V pfipravované praci Marvanové et. al. jsou
prezentovany mikrofotografie zobrazujici morfologii BAT v prib&hu chladové aklimace. Od 1
dne do 10 dnt dochéazi k jednoznaénému ,,zkvalitnéni® tkang&, to znamend, ze ptibyva
mitochondrii a velké tukové kapénky se méni na malé (podobné jako na Obr. 1 v kapitole 3.1.1).
V 5 tydnech vSak dochazi k regresi této morfologie, kterd ptipomind spiSe kontrolu. Tato
regrese, prestoze zatim nemad jasnou piic¢inu mize vysvétlovat nejenom signifikantni pokles
respirace Cl a I o 57 % mezi 10 dny a 5 tydny, ale i pokles mezi maximalni nespiazené
respirace mezi 10 dny a 5 tydny (Graf 4). Zatim neméame zatim Zadné dalsi vysledky, které by

podpotily pokles respirace CI a Il ve 3 dnech, proto budeme ve studiu pokracovat.
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16 Zavér

V pribéhu modelu mirné¢ chladové aklimace pouzité v této praci jednoznacné dochazi
u potkanti k rozvoji velikosti BAT se signifikantnim nartistem jiz v 10 dnech a s vice nez
dvojnésobnou velikosti po 5 tydnech ve srovnani s potkany chovanymi v teple. Metodou HRR
byly z izolovanych mitochondrii BAT zméteny hodnoty maximalni nesptazené respirace, ktera
tvofi hlavni slozku netfesové termogeneze produkované touto tkani. Vysledky ukazali, Ze tato
respirace stoupa jiz po 1 dni chladové expozice, po 3 dnech se navratila ke kontrolni hodnoté
a nasledovalo jeji maximum po 10 dnech v chladu. Tento efekt pretrval téméf az do konce
protokolu, kde byly po 5 tydnech naméteny druhé nejvyssi hodnoty, piestoze doslo k poklesu
o pétinu oproti hodnotdm v 10 dnech. Signifikantni zvySeni nesptazené respirace po 1 dni
prinasi zajimavy problém ve formé potencialné zvysené produkce ROS. Podrobné prozkoumani
a pochopeni tohoto fenoménu by mohlo pfinést uzitecné informace o zménach redoxni
rovnovahy a antioxida¢niho systému v odpovédi na nizkou teplotu prostiedi. Vysledky CCR
a jeho pokles po 10 dnech by mohl znamenat, ze ATP-syntdza mlze mit béhem aklimace
na chlad v mitochondriich BAT vétsi roli, nez se puvodné predpokladalo. Nasledné¢ méteni
sptazené respirace CI a II ptedchozi vysledky nejsou postacujici pro vyjasnéni mechanismu
vysvétlujiciho nalezy UCP1 respirace. Zde pozorujeme signifikantni nartist respirace po 1 a 10
dnech, ale pokles po 3 dnech a 5 tydnech, ke kterym zatim nemédme jasna vysvétleni. Z téchto
vysledkii lze nicméné vyvodit, Ze nejvySS$i respiracni kapacity v pfepoctu na 1 mg
mitochondrialniho proteinu dosahuji mitochondrie BAT po 10 dnech expozice potkanti teploté

8+ 1°C.

Neexistuji prace, které by se zabyvaly méfenim stejnych parametrii mitochondrialni
respirace BAT v takovych intervalech chladové aklimace jako v této praci. Prestoze se velka
¢ast vykladu vysledkl opird o neptimé ditkkazy a osobni domnénky, jsou vysledky této prace
dostatecné na to, aby nas nasmérovaly, jak postupovat pii jejich upfesiiovani a pochopeni.
A zéroven funguji jako velmi zajimavy vod do problematiky respirace BAT v rozvoji mirné
chladové aklimace. Pochopeni zmén, kterymi mitochondrie béhem chladové aklimace prochézi
by nds mohlo vyrazné posunout k pochopeni souvislosti komplexnich v zmén organismu
anapomoci nalezeni podstaty napiiklad tolik zajimavého kardioprotektivniho fenotypu

vyvolaného mirnym chladem.
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18 Prilohy

Priloha 1

Izolaéni pufr (pH = 7,2)

250 mM Sacharosa (Mr = 342,296 g/mol, Sigma Aldrich)
10 mM Trizma Base (Mr = 121,140 g/mol, Sigma Aldrich)
0,5 g/l BSA fatty acid free (Sigma Aldrich)

Respira¢ni médium (pH = 7,2)

10 mM Trizma Base (Mr = 121,140 g/mol, Sigma Aldrich)
80 mM KCI (Mr = 74,551 g/mol, Sigma Aldrich)

3 mM MgCL (Mr =95,211 g/mol, Sigma Aldrich)

5 mM KH2PO4 (Mr = 136,086 g/mol, Sigma Aldrich)

0,5 mM EDTA (Mr = 292,250 g/mol, Sigma Aldrich)
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