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Abstrakt

Adipocytokiny uvoliiované tukovou tkéani hraji dilezitou roli v regulaci imunitnich
a zanétlivych reakci. Pii obezit¢ dochazi k dysregulaci jejich produkce, coz je jeden
z hlavnich faktorti podilejicich se na navozeni chronické systemické zanétlivé reakce
nizkého stupné, kterd predstavuje rizikovy faktor pro rozvoj nemoci jako je ateroskleroza
nebo diabetes typu 2. Hlavnim cilem této prace bylo porovnat sekreci vybranych
adipocytokini (adiponektin, IL6 a MCP1) in vitro diferencovanymi adipocyty odvozenymi
z tukové tkan¢ pred a po dietni intervenci a to v bazalnich podminkach a b&hem
stimulované lipolyzy. U adiponektinu byla téz analyzovana sekrece jeho izoforem.
Koncentrace adiponektinu, IL6 a MCP1 byla stanovena pomoci metody ELISA, k ur€eni

distribuce izoforem adiponektinu byla pouzita metoda Western Blot.

Dale byla pozornost vénovana genové expresi ATF3, ATF4 a HSPAS, faktord
ucastnicich se stresu ER, v prubéhu diferenciace adipocytl. Zmény genové exprese byly
méfeny metodou kvantitativni Real Time PCR. Zaroven byl rozvoj endoplazmatického

retikula v pribéhu adipogeneze monitorovan pomoci neptimé imunofluorescence.

Zmény sekrece adipocytokinti (adiponektin, IL6 a MCP1) v disledku samotné
dietou navozené vahové redukce nebyly prokdzany. P adrenergni stimulace zpulsobila
redukci sekrece adiponektinu a signifikantni nariist IL6. Sekrece IL6 byla vyznamné
zvysena téz piimym dodanim cAMP. Sekrece MCP1 byla pfimym dodanim cAMP naopak
snizena. Analyza sekrece izoforem adiponektinu prokazala, Ze in vitro adipocyty produkuji
predominantné HMW izoformu, pticemz cCAMP snizilo expresi HMW isoformy pouze u

adipocytl derivovanych pted dietni intervenci.

V pribéhu diferenciace adipocytti dochazelo k nartstu exprese gent tiGastnicich se
drah aktivovanych zejména stresem ER (ATF3, ATF4 a HSPAS). Tyto vysledky dokazuji,

7e samotna diferenciace adipocytt je spojena s rozvojem ER, popt. i ER stresu.

Klicova slova: Adipocytokiny, obezita, adiponektin, izoformy, IL6, MCPI, dietni
intervence, genova exprese, ER stres, ATF3, ATF4, HSPAS5



Abstract

Adipocytokines released by the adipose tissue play an important role in the
regulation of immune and inflammatory responses. In obesity their production is
dysregulated, which is one of the major factors contributing to the onset of a chronic low-
grade systemic inflammation representing a risk factor for the progression of other
diseases, such as atherosclerosis or type-2 diabetes. The main goal of this thesis was to
analyze the secretion of selected adipocytokines (adiponectin, IL6 and MCP1) by in-vitro
differentiated adipocytes, isolated from the adipose tissue prior to and after a dietary
intervention, and this under basal conditions and during stimulated lipolysis. In case of
adiponectin, the secretion of its isoforms was analyzed too. The concentration of
adiponectin, IL6 and MCP1 was determined by the ELISA method, the Western Blot
method was used to determine the distribution of the adiponectin isoforms.

The thesis also concentrates on the gene expression of ATF3, ATF4 and HSPAS5,
factors engaged in the ER stress in the course of the differentiation of adipocytes. The
changes in the gene expression were measured by the quantitative Real Time PCR method.
At the same time the development of the endoplasmic reticulum (ER) in the course of

adipogenesis was monitored by indirect immunofluorescence.

Changes in the secretion of adipocytokines (adiponectin, IL6 and MCP1) resulting
from the weight reduction induced by the dietary interventionwere not proven. [-
adrenergic stimulation caused a reduction in the secretion of adiponectin and a significant
increase in IL6. Direct addition of cCAMP led to even a higher secretion of IL6, but the
secretion of MCP1 was, on the contrary, decreased. The analysis of the secretion of
adiponectin isoforms showed that in vitro adipocytes predominantly produce the HMW
isoform, while cAMP-induced decrease of HMW secretion was significant only in

adipocytes derived before the dietary intervention.

The differentiation of adipocytes increased the expression of the genes engaged in
the pathways activated predominantly by the ER stress (ATF3, ATF4 and HSPAS). These
results suggest that the differentiation of adipocytes is related to the development of the ER
or the ER stress.



Keywords: adipocytokines, obesity, adiponectin, isoforms, IL6, MCP1, dietary
intervention, gene expression, ER stress, ATF3, ATF4, HSPA5



1. Uvod

Tukova tkan byla po dlouhou dobu povazovana za pouhé ulozisté zasobnich latek. Objev
leptinu a dal$ich latek sekretovanych tukovou tkani vedl k docenéni funkce tukové tkané
jako endokrinniho orgénu. Produkty tukové tkéné adipocytokiny hraji dilezitou roli

v regulaci mnoha imunitnich a zanétlivych reakci.

Obezita je onemocnéni spojené s chronickym zanétem nizkého stupné€. Predstavuje
zévazny zdravotni i spolecensky problém, postihujici zna¢nou ¢ast populace. Je rizikovym
faktorem rozvoje mnoha dalSich onemocnéni jako je napf. diabetes mellitus typu 2 a
ateroskler6za. Hypertrofie adipocytl a zvySené uvolnovani volnych mastnych kyselin vede
K infiltraci makrofagi do tukové tkané¢ a spousti fadu zanétlivych drah, které vedou
Vv kone¢né fazi k naruSeni zakladnich funkeci tukové tkdné a metabolismu glukézy na

urovni celého organizmu.

Pii¢ina iniciace prozanétlivého stavu tukové tkané je stale nejasna. Rada nedavnych
studii naznacuje, ze jednou z pfi¢in by mohl byt stres endoplazmatického retikula (ER).
Dlouhou dobu bylo ER studovano z hlediska mechanismt syntézy a posttranskripénich
uprav proteinti. Nyni se ukazuje, ze ER je schopno v ramci stresovych podminek regulovat
fadu bunécnych pochodi diky aktivaci vyznamnych signaliza¢nich drah. Mezi né patii
napt. NF-kB draha, kterd je zasadni pro expresi zanétlivych cytokinli, jez jsou
produkovany obézni tukovou tkani. Stres ER zfejmé potlacuje také inzulinovou signalizaci
v adipocytech a to prostfednictvim c-Jun N-terminalni kinazy (JNK). Predpoklada se tedy,
ze pravé stres ER by mohl byt zasadni pro vznik a vyvoj symptomt, Které jsou spojené

S rozvojem obezity.
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2. Cile

Cilem prace bylo navazat na jiz prezentované vysledky z oblasti vlivu dietnich
intervenci na genovou expresi a sekreci tukové tkané a ziskat nové poznatky o vyznamu

ubytku hmotnosti na tyto charakteristiky tukové tkan€. Konkrétni cile byly nasledujici:

e zjistit, jak se méni sekrece adiponektinu, IL6 a MCP1 adipocyty z obéznich Zen pied a

po redukéni dietni intervenci v bazalnich podminkach a béhem lipolyzy

e zjistit, jak se méni zastoupeni izoforem adiponektinu na zakladé stejného profilu

pokusu

e zméfit genovou expresi faktorti ucastnicich se stresu ER v priubéhu diferenciace

adipocytl

e monitorovat zmény ER v pribé¢hu diferenciace adipocyti pomoci nepiimé

imunofluorescence

11



3. Obezita

Obezita se stava v posledni dobé stale CastéjSim problémem rozvinutych zemi.
Predstavuje zavazné chronické onemocnéni, které postihuje zna¢nou ¢ast dnesni populace
v CR, Evropé a Severni Americe (Svadina and Bret$najdrova, 2008). Obecné pouzivanou
metodou Klasifikace obezity je body mass index BMI. BMI vychazi z poméru vahy
Vv kilogramech a vysky vyjadiené v metrech Ctverecnich (kg/m?). Nadvaha je definovana
jako BMI >25 kg/m?, obezita pak jako BMI >30 kg/m? (Gesta et al., 2007). V soucasné
dobé¢ trpi nadvahou ¢i obezitou az 2/3 populace USA a v roce 2015 se ocekava nartst o
dalsich 12,5% (Wang, 2007). V Ceské republice trpi nadvahou & obezitou zhruba 50%
jedinct, ztoho 20% muzl a 30% Zen (Svacina and BretSnajdrova, 2008). Bohuzel

alarmujici nartst obezity je zaznamenavan i u détské populace.

Obezita je chdpana jako komplexni choroba, na jejimz vzniku se podili faktory
genetické, environmentalni, behavioralni, kulturni a socioekonomické (Hainer et al., 2008).
Studie dvojcat ¢i déti adoptovanych do rodin odhalily, Ze genetické pozadi vzniku obezity
lezi nékde mezi 40-70% (Stunkard et al., 1990; Barsh et al., 2000). V dnesni dob¢ existuje
vice jak 600 gent a odlisnych chromozomalnich regionti, které by se mohly podilet na

rozvoji obezity (Elliott and Johnson, 2007).

Obezita vznikd nadmérnym uklddanim tuku v dasledku imbalance mezi piijmem
energie a jejim vydanim. Je rizikovym faktorem mnoha dalSich onemocnéni jako jsou
inzulinova rezistence, diabetes mellitus typu 2, ateroskler6za, hypertenze, kardiovaskularni
onemocnéni, nadorovd onemocnéni a degenerativni plsobeni pohybového aparatu
(Kopelman, 2000; Guri and Bassaganya-Riera, 2011). Obezita ve vétSin¢ pfipadi neni
spojena jen s prostou expanzi tukové tkané. V tukové tkani totiz v priabéhu nadmérné
expanze probihaji zmény, které méni vyznamnym zplisobem jeji vlastnosti a podmifiuji tak

rozvoj dalSich onemocnéni.

Nasledujici kapitola je proto vénovana vybranym fyziologickym charakteristikdm

tukove tkang, ale 1 jejich patofyziologickym zméndm indukovanym obezitou.
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4. Tukova tkan

Tukova tkan (TT) je mistem ukladani energie ve form¢ triacylglyceridd. Neméné
dalezité jsou také jeji vlastnosti izolac¢ni struktury a mechanické ochrany. U savcil
nachazime dva typy TT, bilou tukovou tkan a hnédou tukovou tkan (Rosen and
MacDougald, 2006; Redinger, 2009). Rozvoj hnédé TT zacina béhem vyvoje plodu diive,
maximalni velikosti nabyva pii narozeni, s vékem klesd. Bila TT vznika uprostied
téhotenstvi a na rozdil od hnédé TT narGstd i v dospélosti. Morfologicky Ize hnédou TT
odlisit na zaklad¢ vyskytu multilokularnich adipocyti s hojnou mitochondridlni denzitou a
bohatou vaskularizaci (Gesta et al., 2007). Adipocyty bilé TT jsou tvofeny jen jednou
centrdlni tukovou kapénkou, vypliujici témét cely objem buiky, sjadrem a
mitochondriemi zatlacenymi k okraji (Ganong, 2005). Hnéda TT se u ¢lovéka ve vétsi mire
vyskytuje pouze u novorozenci, kde je dulezita pro regulaci télesné teploty tzv. netfesovou
termogenezi (Murray et al., 2002; Ganong, 2005). N&které studie vSak uvadéji vyskyt
hnédého tuku u dospélct vystavenych dlouhodobému chladu (Weisberg et al., 2006).

Diplomova prace je dale zaméfena jen na bilou tukovou tkan.

4.1. Tukova depa

Bild TT u zdravého ¢loveéka predstavuje 15-25% télesné hmotnosti, tento podil
muize byt navySen az o vice jak 50% u patologické obezity (Miillerovad and Kopecky,
2007). V lidském téle je soustfedéna pievazné ve velkych depech a to v oblasti podkozni a
intraabdominalni. Nejrozsdhlej$i podkozni depo tukové tkané€ je na stehnech, hyzdich a
btichu. Intraabdominalni tkén je soustfedéna hlavné kolem ptedstéry biisni dutiny, stiev a

ledvin. TT se nachazi také v oblasti okolo o¢i, na tvafich, rukou a v kostni dieni.

Variace v distribuci tuku TT hraji roli v asociaci s metabolickymi komplikacemi
(Gesta et al, 2007). Narust visceralniho tuku je asociovan se zvySenym rizikem inzulinové
rezistence a kardiovaskularnich chorob (Rosen and MacDougald, 2006). Ackoliv pfic¢ina
této asociace stidle neni ziejmd, predpoklada se, Ze divodem je ziejmé piiméjsi vliv
produktli viscerdlni tukové tkané na jatra diky uvoliiovani volnych mastnych kyselin a
adipocytokinli z visceralniho tuku do portalniho ob&hu. Naproti tomu akumulace TT

Vv dolnich ¢astech téla jako jsou hyzdé a stehna nemd vaznégjsi nasledky (Zhu et al., 2002;
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Cancelo and Clement, 2006). Distribuce tuku se béhem zivota méni a to i u Stihlych
jedinct, ktefi maji stabilni BMI (Gesta et al., 2007).

4. 2. Bunééné sloZeni tukové tkané, adipogeneze

Tukova tkdn je mezodermdlniho plivodu (Gesta et al, 2007). Jednd se o
heterogenni soustavu bunék, slozenou 2z maturovanych adipocyti a bunck tzv.
stromavaskularni frakce (SVF), zahrnujici preadipocyty, endotelidlni buiiky, fibroblasty,
makrofagy a dal$i imunitni buiikky (Ahima et al., 2000; Pokorny, 2002). Tkan je protkana
cévami a je inervovana sympatickym nervovym systémem. Populace adipocyti je tvofena
bunkami variabilnich velikosti (Hausman et al., 2001). Tukové bunky jako takové vznikaji
z kmenovych bun¢k (Rosen and MacDougald, 2006). Neni zcela jasné, zda existuji
samostatné vyvojové linie pro jednotlivd depa. N&které studie vSak naznacuji, ze tukova
ulozist¢ mohou vznikat z odliSnych prekurzorovych bunék. Neddvné prace naznacuji
existenci heterogenity i vramci samotnych dep. Tato heterogenita mize byt dal§im

potencialnim propojenim distribuce tuku a metabolickych komplikaci (Gesta et al., 2007).

Pfreména preadipocytu na maturovany adipocyt je fizena transkripcni kaskadou,
ktera zahrnuje jaderny receptor PPARy (peroxisome proliferator-activated receptor y) a
¢leny rodiny C/EBP (CCAAT/enhancer binding protein) (Gesta et al., 2007). Role PPARY
v adipogenezi je zasadni. Ukazuje se, Ze je nezbytny a navic postacujici k iniciaci
diferenciace a udrZzeni kone¢ného stadia premény adipocytu (Hausman et al., 2001).
S diferenciaci roste exprese genll UCastnicich se syntézy a metabolizmu lipidi. Jednim
z nich je i gen aP2 (neboli FABP4, fatty acid binding protein 4), ktery zajistuje transport
mastnych kyselin. Je povazovan za typicky marker maturace adipocyti (Hausman et al.,

2001).

Tukova tkan se vyviji zpocatku hlavné hyperplazii bun¢k. V dospélosti piibyva
prevazné hypertroficky. Oba tyto procesy jsou spojovany s pozitivni energetickou bilanci
béhem normalniho rastu a béhem rozvoje obezity (Hausman et al., 2001; Rossmeislova et
al., 2012). Bunky tukové tkané maji pfirozeny Zivotni cyklus. Adipocyty ziji v praméru 10
let, kazdoro¢né je nahrazeno 10% z nich (Spalding et al., 2008). Mrtvé adipocyty jsou
odstranovany makrofagy (Mosser and Edwards, 2008). U obéznich jedinct se adipocytni

nekroza zvysuje az na 30-ti nasobek (Gesta et al, 2007).
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4.3. Metabolizmus triacylglyceroli

Vétsina energetickych reserv ¢lovéka je skladovana v adipocytech a to ve formé
triacylglycerolu (TAG). Syntéza TAG probiha v tukovych bunkach lipogenezi
z prekurzoru jako je glukdéza nebo z volnych mastnych kyselin (MK) cirkulujicich v krvi
(Lafontan and Langin, 2009). TAG piedstavuje zdroj energie v dobé, kdy nedochazi
K pfijmu potravy nebo kdy jsou naroky na piisun energie vysoké, napi. v priabéhu fyzické
aktivity. Za této situace dochazi v adipocytech k procesu lipolyzy, tedy hydrolyze TAG na
glycerol a volné mastné kyseliny (Coppack et al., 1994). Glycerol je pak vyuzivan zejména
jatry v procesu glukoneogeneze. MK jsou krevnim ob&hem piendSeny do jater, srdce,
ledvin a kosterniho svalstva (Lafontan and Langin, 2009). MK cirkuluji v krvi vdzané na
albumin a po vstupu do okolnich tkani jsou vyuzivané k tvorb& ATP pii beta oxidaci nebo
jsou zpét zabudované do molekuly TAG (Coppack et al.,1994). MK, které v priab¢hu
lipolyzy neopustily tukovou buiiku, mohou byt reesterifikovany zpét do TAG (Lafontan
and Langin, 2009).

Lipolyza v TT je zajistovana tiemi hlavnimi lipazami (obrazek 1): adipocytarni
triglyceridovou  lipaizou  (ATGL), hormon  senzitivni  lipAzou (HSL) a
monoacylglyceridovou lipazou (MGL) (Coppack et al., 1994). Po dlouhou dobu byla HSL
povazovana za klicovy regulator degradace TAG. Nedavné studie odhalily, ze lipolyza je
zahijena ATGL, ktera hydrolyzou TAG vytvoii MK a diacylglycerol, ktery je poté
hydrolyzovan HSL na monoacylglycerol a druhou MK. Tteti molekula MK a glycerol
vznikaji hydrolyzou monoacylglycerolu pomoci MGL (Ryden et al., 2007; Lafontan and
Langin, 2009). MK jsou mobilizovany z TT Vv zavislosti na jejich struktufe. Plati, Ze
mobilizace se sniZzuje se zvySujici se délkou fetézce pro dany stupeil nenasycenosti a
zvySuje se se zvySujici se nenasycenosti pro danou délku fetézce. Bylo zjiSt€no, Ze
kyselina eikosopentaenova a arachidonova patii mezi nejmobilizovangj$i mastné kyseliny.
Preferencni uvoliiovani nékterych MK a nizkd zpétnd absorpce mohou byt Castecné
vysvétleny nizkym zastoupenim TAG v tukové tkéni ve srovnéni s jejich vyskytem ve

stravé (Lafontan and Langin, 2009).

vvvvvv

a inzulin (Ryden et al., 2007). Katecholaminy, adrenalin a nonadrenalin stimuluji lipolyzu.
Aktivace se d¢je pres [ adrenoreceptory. Vazba proteini na receptory aktivuje

adenylcyklazu, kterd generuje cAMP, jez nasledné aktivuje proteinkinazu A (PKA). PKA
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fosforyluje a tak aktivuje HSL. Mezi dalsi potencialni stimulatory lipolyzy patii ristové
hormony, glukokortikoidy a tumor nekrézni faktor o (TNFa) (Coppack et al., 1994).
Inzulin je hlavnim antilipolytickym hormonem, ma schopnost inhibovat lipolyzu uz ve
velmi nizkych koncentracich. Snizuje cAMP prostiednictvim aktivace fosfodiesterazy a
tim inhibuje aktivaci proteinkindzy A. Inhibi¢ni vliv na lipolyzu maji také adenosin,

prostaglandiny nebo oxid dusiku (Coppack et al., 1994; Mantovani et al., 2004).

Studie in vitro a in vivo ukazuji, Ze existuji mistn¢ specifické odlisnosti v regulaci
lipolyzy. Visceralni depa jsou citlivéjsi na lipolytické procesy, nicméné¢ abdominalni
podkozni depa jsou hlavnim determinantem systemické koncentrace MK (Coppack et al.,
1994). V regulaci lipolyzy hraje dulezitou roli také ve€k, fenotyp, ¢i pohlavi jedince
(Lafontan and Langin, 2009; Mauriege et al., 1999; Mutch et al., 2007).

Pti obezité dochézi k vyraznému poruseni rovnovahy mezi hydrolyzou a syntézou
TAG (Lafontan and Langin, 2009). Tato nerovnovéha je charakterizovana zvySenou
koncentraci MK a glycerolu v ob¢hu, vyvolanou zvySenou mirou lipolyzy. Tato deregulace
metabolizmu TT mulze nasledné pfispivat k rozvoji hyperlipidémie nebo inzulinové

rezistence (Coppack et al., 1994).

NATRIURETIC PEPTIDES
(ANP, BNP)

CATECHOLAMINES glycerol

- epinephrine AQP-7
- norepinephrine

NEFA

BlQN'AR

Adenylyl
cyclase

"4 .
/‘ HSL \
. %ol "N PKG «cGMP

—-» cAMP — PKA (cGK-1)

t NS perilipin /

PDE-3B other PKA other PKG
targets targets

Guanylyl
cyclase

a,-AR 6«;?:\:\,5
)
o HUMAN

ADIPOCYTE

Other antilipolytic receptors:
NPY-Y,-R; A;adenosine-R; EP;-PG-R; INSULIN

PUMA-G/HM74a-R) Insulin receptor

Obrazek 1: Lipolyticka draha (Pfevzato Lafontan, 2008).
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4.4. Inzulinova draha, inzulinova rezistence

Inzulinové dréha je dualezita pro regulaci metabolické homeostazy v téle. Inzulin je
zasadni hormon, ktery reguluje transport gluk6ézy do perifernich tkani (Muoio and
Newgard, 2008). Pankreatické B bunky sekretuji inzulin v zavislosti na mnozstvi glukozy
v krvi (Newgard and McGarry, 1995). Primadrnim mistem vyuziti glukézy je kosterni
svalstvo. I pfes to hraje tukova tkan v kontrole koncentrace glukézy v krevnim ob¢hu

dilezitou roli (Guilherme et al., 2008).

Inzulinova signalizace je zahajena vazbou inzulinu na inzulinovy receptor, ktery je
pfitomen v membran¢ bunck energetickych organt jako je TT, kosterni svalstvo, jatra nebo
naptiklad mozek a slinivka (Unger et al., 1991; Goldfine and Williams, 1983). Vazbou
inzulinu je spusténa autofosforylace receptoru, ktera néasledné vede k navazani a aktivaci
substratu inzulinového receptoru (IRS) (Zhou et al., 2009). Z mnoha existujicich izoforem
IRS, klicovou roli v draze inzulinu hraji IRS1 a IRS2. IRS1 je zéasadni pro anabolické
drahy stimulované ve svalech a TT, zatimco IRS2 idi tyto drahy zejména v jatrech (Muoio
and Newgard, 2008; Zick, 2005). Vazbou receptoru s jeho substratem se aktivuje fada
transport glukézy do buncék a syntézu glykogenu, nebo mitogenem aktivovana protein
kindzova draha MAPK, kterd kontroluje bunécny rust a diferenciaci (Korc, 2003; Zhou et

al., 2009; Avruch, 1998).

Pti obezité¢ dochazi k hypertrofii adipocyti, které jiz nejsou schopny dale efektivné
akumulovat lipidy. Volné MK v ob¢hu jsou proto ukladany v tkanich, které tomu nejsou
primarné prizpisobeny a MK vnich plsobi toxicky (mluvime o tzv. lipotoxicité).
Lipotoxicita snizuje citlivost periférnich tkani na inzulin, coZ vede ke snizenému vychytani
a utilizaci glukézy builkami s néslednou hyperglykémii a naopak ke zvySeni
glukoneogeneze v jatrech. Tento stav nazyvame inzulinovou rezistenci (Kahn et al., 2006;
Lionetti et al., 2008). Hypertrofie u adipocyt navic spousti prozanétlivé signalni cesty
prostiednictvim jaderného transkripéniho receptoru NF-kB a c-Jun N-termindlni kinazy,
které vedou ke zvysené produkci prozanétlivych cytokini jako je interleukin 6 (IL6),
monocytarni chemoatraktantni protein 1 (MCP1) nebo TNFa. Tyto cytokiny inhibuji
inzulinovou drahu a ptedstavuji tedy dal$i moznou pfi¢inu vzniku inzulinové rezistence
(Kanety et al., 1995; Swaroop et al., 2012). Projevem rezistence na inzulin byva

hyperinzulinémie, tedy zvySena produkce inzulinu pankreatickymi 3 buiikami v reakci na
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zvySujici se koncentraci gluk6zy. Pokud hladiny gluko6zy ztstavaji dlouhou dobu vysoké,
dochazi k poskozeni B bun¢k a néasledné vzniku diabetu typu 2 (Boden and Schulman,

2002).

4.5. Endokrinni funkce tukové tkané

V posledni dobé se ukazuje, ze vlastnosti TT nejsou omezeny jen na ukladani
energetickych zasob. Je zifejmé, Ze adipocyty se ucastni velkého mnozstvi regulacnich a
homeostatickych pochodu a to regulace mnozstvi ulozeného tuku, energetické rovnovahy,
termogeneze, imunitni reakce a zanétlivych pochodl, neuroendokrinnich pochodi,
reprodukéni funkce a mnoha dalsich (obrazek 2) (Trayhurn, 2005; Skop et al., 2008). To
vSe se dé&je prostiednictvim sekretovanych cytokind, které pisobi bud’ autokrinné, nebo
parakrinné na ostatni builkky TT. VétSinou jsou ale sekretovany do krve a ovliviluji
vzdalené organy jako napf. jatra, svaly a mozek. Nazyvdme je souhrnné jako

adipocytokiny (Polak et al., 2006; Skop et al., 2008).

Toto zasadni zjisténi bylo podloZeno objevem leptinu v roce 1994, ktery podnitil
zajem hledat dalsi latky produkované tukovou tkani (Zhang et al., 1994). Do dnesni doby
bylo objeveno nepieberné mnozstvi aktivnich latek sekretovanych adipocyty. Jedna se o
chemokiny jako je napt. MCP1, rastové faktory jako IGF1, interleukiny (napft. IL1, IL6,
IL8), proteiny akutni faze CRP, peptidy jako rezistin, visfatin, a mnoho dalSich (Juge-
Aubry, 2005). Dnes je vSak ziejmé, ze vétSina adipocytokini je produkovana také bunikami
stromavaskularni frakce a pouze dva, leptin a adiponektin, vyhradné adipocyty (Hauner et
al., 2005).

Zéijem o adipocytokiny je dan zejména s ohledem na jejich vliv na rozvoj
inzulinové rezistence. Neékteré studie adipocytokiny rozdéluji podle jejich efektu na
inzulinovou senzitivitu a to na ty, co podporuji anebo potlacuji pasobeni inzulinu. Za
normdlnich fyziologickych podminek jsou obé& skupiny v jisté rovnovaze, prevazujicim
vlivem adipocytokinii podporujicich ¢innost inzulinu je stimulovan riist tkang, piijem
glukézy a je zabranovano odbourdvani zasob TAG. V disledku obezity vSak dochazi
ke zménam v jejich produkci. Ptevazuje sekrece cytokinu potlacujicich rozvoj TT,
zpusobujicich inzulinovou rezistenci a mnoho dal$ich metabolickych abnormalit s obezitou

spojenych (Skop et al., 2008; Tilg and Moschen, 2006).
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V nasledujicich podkapitolach jsou diskutovany pouze adipocytokiny, které byly

Vv ramci této diplomové prace analyzovany.

Rustové faktory Inzulinova rezistence
Transforming growth factor Adiponectin
Vascular endothelium growth factor Leptin
Hepaocyte growth factor Visfatin
Angiotensinogen IL-6

TNF-a

Resistin

Adipsin

Retinol binding protein 4

Tukova tkan ‘ Imunoregulace
IL-1
\ IL-1b
IL-8
/ IL-10
. o Macrpohage chemoatractant protein-1
Proteiny akutni faze

: Nerve growth factor
Haptoglobin Hemokoagulace

Sérovy amyloid A Plasminogen activator inhibitor-1
C-reaktivni protein

Obrazek 2: Produkty tukové tkdné (Pfevzato Polak et al., 2006).

4.5.1. Adiponektin (Acrp30, GBP28, Apm1)

Adiponektin byl objeven v roce 1995. Jde o protein sekretovany primarné zralymi
adipocyty. V mens$im mnozstvi je sekretovan svalovymi buiikami, endotelialnimi bunikami
a myocyty (Skop et al., 2008). Adiponektin je slozen ze dvou strukturng odlinych oblasti,
N terminalni kolagenni fibrilarni a C terminalni globularni domény. Jeho velikost odpovida
30 kDa, kédovan je APM1 genem a v literatufe ho Ize najit pod zkratkami Acrp30, GBP2S,

Apm1 (www.genecards.org).

V lidské plazmé se tento protein vyskytuje ve tfech izoformach, trimer zndmy jako
nizkd molekularné vahova forma adiponektinu LMW, hexamer, ktery vznikd spojenim
dvou triméru disulfidickou vazbou a je znam jako stfedni molekuldrné vahova forma

MMW a vysokomolekularné vahova forma HMW, ktera je slozena z vice jak 12 molekul
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adiponektinu (Antuna-Puente et al., 2007). Tyto izoformy maji odlisné biologické funkce.
Nékteré studie naznacuji, Ze inzulin-senzitizujici schopnost ma pievazné HMW izoforma
(Lara-Castro et al., 2006) a uvadéji jako méfitko predikce inzulinové rezistence pomér

HMW/LMW (Hara et al., 2006).

Plazmatické hladiny adiponektinu se pohybuji okolo 5-10 pg/ml a piedstavuji az
0.01% vSech plazmatickych proteinii (Antuna-Puente et al., 2008). Byly vsak nalezeny
rozdily mezi plazmatickou hladinou izoforem adiponektinu a jejich sekreci tukovou tkani
(Kovacova et al., 2009). Dale byla shledana vyssi koncentrace adiponektinu v podkoznim
tuku v porovnani s tukem visceralnim (Koerner et al., 2005) a vys§i koncentrace HMW
adiponektinu u Zen nez u muza (Polak et al., 2006). Na rozdil od ostatnich cytokind,
hladiny plazmatické koncentrace adiponektinu negativné koreluji s BMI, koncentraci
triglyceridi, laénou glykémii a inzulinémii. Plazmatické hladiny jsou tedy vyrazné nizsi u
obéznich a pacientt s inzulinovou rezistenci ¢i naslednym diabetem typu 2 nebo pacientl s
ischemickymi poruchami (Poldk et al., 2006; Ryo et al., 2004). Pfi¢inou mtze byt fakt, ze
na jeho negativni regulaci se podileji adipocytokiny, jejichz hladiny jsou u obéznich
pacientll naopak vyssi, a to IL6 a TNFa. Mezi dalsi inhibitory produkce adiponektinu patii
glukokortikoidy, katecholaminy a riistovy hormon (Bruun et al., 2003). Signalni kaskada
adiponektinu je uskuteciiovéna skrze jeho transmembranovy receptor. Byly identifikovany
dva receptory, AdipoR1 a AdipoR2. AdipoR1 se vyskytuje pifevazné ve svalech, AdipoR2
v jatrech (Kadowaki et al., 2006). Vazbou adiponektinu na jeho receptor se spousti signalni
drahy, jejichz ptikladem je aktivace adapta¢niho proteinu APPL1, ktera nasledné spousti
fadu signalnich kaskad, jako jsou PPARa, MAPK nebo AMPK cesty. Aktivace AMP
kinazy, prostfednictvim které adiponektin reguluje oxidaci lipida ¢i piijem glukozy (Mao
et al., 2006), se zda byt hlavnim molekularnim mechanismem ucinku adiponektinu na

inzulinovou senzitivitu (Koerner et al., 2005).

Bylo zjisténo, Ze adiponektin plisobi preventivné proti rozvoji aterosklerotickych
platd, protoZe omezuje pfeménu makrofagh v pénové buiiky a brani expresi povrchovych
molekul makrofagh (Polék et al., 2006). Dale brani infiltraci makrofagi do tukové tkané
(Kim et al., 2007). Nekteré studie popisuji jeho inhibi¢ni vliv na produkci prozanétlivych
cytokini jako TNFa nebo IL6 a naopak pozitivni korelaci s protizanétlymi cytokiny

(Yokota et al., 2000).
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Vyraznégj$i rozpor nastava pfi interpretaci vztahu adiponektinu a jeho forem s dietni
intervenci. Nékteti autofi popisuji moznost ovlivnéni hladiny adiponektinu v zavislosti na
dieté¢, vjinych pracich naopak zlstava koncentrace adiponektinu beze zmény 1 pies
zlepseni metabolickych parametrti jako je inzulinova senzitivita (Polak et al., 2008; Polak

et al., 2007; Kovacova et al., 2009).

4.5.2. Interleukin 6 (IL6)

IL6 je prozanétlivy cytokin, produkovany v TT hlavné buiikami stromavaskularni
frakce a to T bunkami, monocyty, fibroblasty a buiikami endotelu. Tento cytokin o

velikosti 26 kDa se vyskytuje minimalné v péti izoformach (www.genecards.org).

Byl mezi prvnimi cytokiny spojovanymi srozvojem inzulinové rezistence a
kardiovaskularnimi chorobami. Plazmatickéd koncentrace IL6 je totiz pozitivné korelovana
s inzulinovou rezistenci. TT za bazdlnich podminek =zajistuje 30% jeho celotélové
produkce. Jeho sekrece je az trikrat vyssi ve visceralnim nez subkutannim tuku (Antuna-

Puete et al., 2008).

Vazbou na IL6 receptor je spusténa signalizacni bunétna kaskada, ktera vede
Vv jatrech a tukové tkani k degradaci IRS ptes supresor cytokinové signalizace SOCS, coz
nasledné snizuje plsobeni inzulinu (Rasoli and Kern, 2008). Kontroverzni jsou vysledky
pusobeni IL6 v kosternim svalstvu. Fyzickd zat¢z, kdy obvykle dochédzi ke zvySeni
inzulinové sensitivity, vede u myogennich bunc¢k ke zvySeni hladin IL6, coZ naznacuje
al., 2006). Zvysujici se hladina IL6 pfi této zatézi ziejmeé zprostfedkovava dilezity tok
informaci mezi pracujicim svalem a tukovou tkéni, coZ umociiuje lipolyzu a pfisun
volnych MK, které jsou potieba pro dodani energie (Pedersen et al., 2001). U obéznich a
inzulinorezistentnich pacientt je ale plazmaticka hladina IL6 zvySena dlouhodobé a podili
se tak na navozeni prozanétlivého stavu, ktery dale vede k rozvoji aterosklerdzy a diabetu

typu 2 (Krogh-Madsen et al., 2004).
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4.5.3. Monocytarni chemoatraktantni protein 1 (MCP1)

MCP1 patii do rodiny CC chemokinti a je ligandem CCR2 receptoru (Kanda et al.,
2006). Je kodovan genem MCPI a existuje ve vice izoformach o délce 9-13 kDa. V TT je
MCP1 produkovan zejména bunkami stromavaskularni frakce a hypertrofovanymi

adipocyty (Rasouli and Kern, 2008).

Vazbou na receptor CCR2 se prostfednictvim uvolnéni intracelularniho Ca** a G
signaliza¢nich proteint aktivuje draha protein kinazy C, ktera nasledné vede k mobilizaci

imunitnich bungk a jejich povolani do tkané (Melgarejo et al., 2009).

Bylo zjisténo, ze mysi postradajici MCP1 receptor vykazuji sniZzenou infiltraci
makrofagih do tukové tkédn¢ a zlepSeni metabolickych funkci. Né&které studie vSak
naznacuji, Ze MCP1 neni esencidlnim faktorem makrofagové mobilizace a Ze existuji dalsi
latky, které by mohly hrat zasadni roli v této infiltraci (Rasouli and Kern, 2009). MCP1
navic snizuje inzulinem stimulovany piijem glukézy, coz ma vliv na rozvoj inzulinové
rezistence. Ddle snizuje sekreci leptinu a sdm o sob€ je regulovany dal$imi zanétlivymi

cytokiny jako je napiiklad TNFa (Fain and Madan, 2005; Boisvert, 2004).

Plazmatické hladiny MCP1 jsou vyssi u pacientl s diabetem typu 2 a obezitou
(Sartipy et al., 2003).

4.5.4. Zanét tukové tkané

Skutec¢nost o moznosti propojeni zanctu, obezity a inzulinové rezistence byla
poprvé popsand v roce 1993 a to v souvislosti s negativnim plisobenim zvySené exprese
prozanétlivych cytokinll na inzulinovou senzitivitu u obéznich mysi (Hotamisligil et al.,

1993).

Hlavni inicidtorem zanétu TT je ziejmé velikost adipocytu (Lionetti et al., 2009).
Hypertrofované adipocyty vykazuji zvySenou sekreci cytokinii a chemokint, které spousti
infiltraci makrofagii do tukové tkédné (Jernas et al., 2005). Bylo prokazano, ze zvySené
hladiny MCP1 pozitivné koreluji s touto infiltraci. Vysledky studii obéznich pacientl
ukazuji na zvySenou expresi MCP1 po tiech tydnech stravy bohaté na tuk (Rossmeislova et

al., 2012).
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Zvysené uvoliiovani MK muze plisobit samo o sobé& jako zdroj infiltrace imunitnich
bun¢k (Hotamisligil, 2005). MK se mohou vazat na toll-like receptory (TLR), aktivovat
serinovou kinazu JNK, ktera inhibuje IRS. Jinou alternativou pusobeni toll-like receptort
je aktivace zanétlivych cest prostfednictvim IkB kinazy (IKKp). Aktivace této kinazy vede
k stimulaci transkripéniho faktoru NF-«f, coz nasledné vyvolava zvySeni exprese
zanétlivych cytokinl. Toto vede v konecné fazi k zvyseni lipolyzy, snizeni inzulinové

senzitivity a zvySeni zanétlivého stavu tukové tkané (Nguyen, 2007).

Makrofagy povolané do tukové tkan¢ dale zvysSuji sekreci prozanétlivych cytokinii
(MCP1, TNFa, IL6) a podporuji infiltraci dalSich bun¢k a zvysSuji zanétlivou reakci.
V zanétlivém stavu predstavuji makrofagy az 11% SVF (Curat et al., 2004). Makrofagy se
shlukuji kolem mrtvych adipocytd S cilem odstranit $kodlivé bunécné fragmenty a

uvolnéné tukové kapénky (Cancelo and Clement, 2006; Cinti et al., 2005).

Makrofagy pochazeji z cirkulujicich monocyti. Nékteré studie vSak naznacuji
moznost proliferace makrofagli ¢i dokonce diferenciaci z preadipocyti (Bourlier et al.,
2008; Arnold, 2007). Tato hypotéza je podpoiena schopnosti makrofagii akumulovat
tukové kapénky a velkymi piekryvy expresnich profilii mezi makrofagy a preadipocyty
(Wellen and Hotamisligil, 2005). Makrofagy vykazuji zna¢nou heterogenitu, ktera ma
zfejmé souvislost se zménami, ke kterym v TT dochézi. V Sirokém spektru rozliSujeme dva
zakladni typy makrofagh s odliSnou funkci a sekreci cytokini. Jednd o makrofagy typu M1
a typu M2 (Kovacikova et al., 2010). M1 typ sekretuje prozanétlivé cytokiny a podili se na

w1

na imunosupresivnich stavech (Mantovani et al., 2004; Mosser, 2003).

Makrofagy hraji také dulezitou roli v procesu angiogeneze. Stimuluji endotelialni
buriky, které vstupuji do tukové tkané a vytvaieji nové kapilarni sité (Lacasa et al., 2007).
Ptesny mechanismus jejich povolavani a role v obezité a s ni spojenych komplikaci vSak

zatim nejsou pln¢ definovany (Cancello and Clément, 2006).

Zvysena poptavka po proteinové syntéze v obdobi pfiliSného pfijmu potravy a
chronicky nadbytek lipidi a gluk6ézy miZze zapfiCinit stres endoplazmatického retikula
(ER) (Zhang and Kaufman, 2008). M4 se za to, Ze stres ER na bunééné urovni je
ukazatelem metabolického stresu a je zapojen v zanétlivych procesech. Jelikoz byla

potvzena spojitost mezi ER stresem, aktivaci drahy NF-kB a zvySenou expresi cytokinl
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jako je TNFa, ER stres by mohl byt jednou z moznych pfi¢in dysregulace funkci TT (Ron
and Walter, 2007; Hotamisligil, 2010).

Stale vSak zlstavd mnoho dilezitych otazek ohledné pficin ER stresu a jeho ucasti

Vv zanétlivych reakcich.

4.6. Endoplazmatické retikulum
4.6.1. Struktura

Endoplazmatické retikulum (ER) je organelou eukaryotickych bunék, tvotfenou
nepravidelnym systémem vzajemné propojenych cisteren, lamel a sakul. Vnitini prostor
cisteren je tvofeny endoplazmatickou matrix (Alberts et al., 1994). Povrchova plocha
organely muze byt az 40 krat vétsi nez povrch celé bunky. Propojeni s perinuklearnim
systémem zajistuje vzajemnou komunikaci ER a jadra (Langmajer, 2009). Podle
pritomnosti ¢i nepfitomnosti ribosomi vazanych na povrch retikula rozliSujeme drsné a

hladké endoplazmatické retikulum (Lodish et al., 2000).

4.6.2 Funkce

Drsné endoplazmatické retikulum mé na svém cytoplazmatickém povrchu navazané
ribosomy. Je mistem syntézy, skladani a postransla¢nich modifikaci proteint (Lodish et al.,
2000). Proteiny vstupujici do ER jsou ur¢eny bud’ samotnému retikulu, nebo nésledné
podle svého urceni putuji do jinych organel jako napt. Golgiho aparatu, lysosomd,
endosomt, plasmatick¢é membrany, nebo jsou sekretovany (Alberts et al., 1994). mRNA
téchto proteinli nese signalni sekvenci, kterd je rozpozndvana ribonukleoproteinem SRP
(signal rozpozndvajici Castice), jez navede vznikajici polypeptid k ER, kde syntéza
pokracuje. SRP Castice se pfitom vaze na svlj receptor v membrané ER a
Z polypeptidového fetézce se uvolni. Samotny vstup do lumen ER je zajiStovan pomoci
translokac¢niho kanélu. Otevieni kanalu zajist'uje jiz zminéna N-signalni sekvence, kterd se
na translokon vaze (Lodish et al., 2000). Po vstupu polypeptidu do lumen je sekvence

odbourana signéalni peptidazou (Alberts et al., 1994). U transmembranovych proteini je
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Ve vnitinim prostiedi jsou polypeptidové fetézce skladany do nativni konformace.
Dégje se tak pomoci molekulovych chaperontl, které se vazi k ¢astecné syntetizovanému
fetézci a pomahaji proteiny spravné sbalovat. Proteiny, které nejsou spravné sbaleny, jsou
degradovany a odstranény z ER. N¢&které proteiny jsou dale upravovany v procesech
oligomerizace a glykosylace. Velka ¢ast proteint je distribuovdna k dal§im upravam do

Golgiho aparatu ¢i sekretovana.

Hladké ER nema na svém povrchu navédzané ribosomy. Vznikd z drsného ER a
Casto je propojené s Golgiho aparatem. Dochazi zde k syntéze lipida a steroidu, piedevsim
fosfolipidli a cholesterolu. Jsou zde lokalizovany cetné enzymy, kontrolujici nékteré

bunééné pochody jako napft. glykogenolyzu (Langmajer, 2009).

Neméné¢ dulezitd je schopnost ER akumulovat Ca®*, jehoZ koncentrace je zde
mnohonasobn¢ vys$si nez vV cytoplazmé. V endoplazmatickém retikulu se Ca?* podili na
prvotnich fazich proteinového sbalovani, uvolnény do cytosolu ovliviiuje fadu reakei.
Hromadéni nespravné sbalenych proteinti v ER zptsobuje uvoliiovani Ca?*, coZ narusuje

bunécnou homeostazu (Zhang et al., 2008).

4.6.3 ER stres

Stres ER je vyvolan nerovnovahou mezi mnozstvim nesbalenych proteint
vstupujicich do lumen a funkéni kapacitou ER. Dusledek této situace je akumulace
nesbalenych proteinli (Zhang and Kaufman, 2008). Tento stav miize byt vyvolan za
podminek ovlivilujicich mnoZzstvi syntetizovanych proteini a moZnosti jejich
posttranslac¢nich uprav. Konkrétné se jednd napt. o nedostatek degradacnich proteint,
zménou prostredi v disledku nedostatku kysliku, vy¢erpani akumulovaného Ca?*, inhibici
glykosylace proteinti, ktera je fyziologicky zptsobena napt. nedostatkem glukdzy, nebo
virovou infekci spoustéjici expresi cizich proteini (Brostrom and Brostrom, 2003).
Odezvou na tuto bunécnou nerovnovahu je tzv. odpoveéd’ nesbalenych proteinti (unfolded
protein response, UPR) (Gregor and Hotamisligil, 2007). Pfi této reakci se aktivuji
intracelularni signalni drahy majici vliv na bunécné pochody jako je metabolismus
protein, aminokyselin a lipidi a které reguluji expresi mnoha genil duleZitych

Vv sekrecnich drahach (Gregor et al., 2008).
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Kontrola mnozstvi proteintl, které vstupuji do retikula, je dosazena prostfednictvim
senzoru téchto signalnich drah, které jsou soucasti membrany ER. V sav¢ich buikach byly
identifikovany tfi hlavni transmembranové proteiny, které reaguji na zmény zpusobujici
stres ER: IRE1 (inositol requiring protein 1), ATF6 (activating transcription faktor 6) a
PERK (double-stranded RNA-dependent protein kinase, (PKR)-like ER kinase) (Zhang
and Kaufman, 2008; Sharma et al., 2009). Ve spravné fungujicim retikulu jsou tyto
proteiny inaktivovany vazbou S chaperony Vjejich intralumendlni  doméné,
karboxyterminalni u ATF6 a aminotermindlni u IRE1 a PERK. Mezi nejvyznamnéjsi
chaperon v sav¢ich buiikach, ktery inaktivuje vSechny tii senzory UPR patii BiP (GRP7S,
HSPAS5). Pokud se v ER zactne vyskytovat nadbytek nesbalenych proteint, dochazi
k preferen¢ni vazbé chaperonu BiP na nascentni polypeptidové fetézce a tim k uvoliovani

chaperonu z regulaénich domén UPR senzori (Hotamisligil and Erbay, 2010).

Primarnim smyslem aktivace UPR je zlepSeni funkce ER a tim i znovu nastoleni
bunécné rovnovahy. K tomu jsou vyuzivany nasledujici mechanismy. SniZenim syntézy
proteinl a tedy ke sniZeni translokace do lumen dochézi ke sniZzeni mnozstvi proteini
vstupujicich do ER, dale dochazi ke zvyseni kapacity ER, zahrnujici transkripcni aktivaci
cilovych UPR geni, vcetné téch, které napomahaji sbalovani proteinli v ER. Pokud vSak
homeostdza dosazena byt nemuze, je spustén proces bunééné smrti jako ochrana celého
organismu pied bunkami s akumulovanymi proteiny s nespravnou konformaci, tedy

nefunk¢nimi a potencialn€ nebezpecnymi (Hotamisligil, 2010).

Mezi nejstar$i identifikovanou signalni drahu UPR patii draha zahrnujici protein
IRE1. Tento protein byl poprvé identifikovan v kvasinkach (Ron and Walter, 2007). Po
vyvazani chaperonu v disledku stresu ER dochéazi k IRE1 oligomerizaci a diky kindzové
aktivité¢ 1 autofosforylaci. Fosforylaci ziskava protein ribonukledzovou aktivitu. Takto
aktivovany IRE1 vystépuje u savell z mMRNA transkripéniho faktoru XBP1 segment o délce
26 bazi. Po vyjmuti fragmentu je mRNA spojena ligazou (Zhang and Kaufman, 2008).
Tento sestfih je unikétni, protoZe se uskuteciiuje v cytosolu. Posun ¢teciho ramce vede
nasledn¢ k translaci sXBP1, ktery je oproti nesestfizené¢ form& uXBP1 velmi silnym
transkripénim aktivatorem. U kvasinek je homologem transkripéni aktivator Hacl. XBP1
spousti transkripci gent kddujicich chaperony a genl pro proteiny, které hraji dalezitou
roli v procesech skladani, sekrece a degradace proteinii v ER. Timto dochazi ke zvySovani

kapacity pro skladani proteinii a podminkdm zmirnéni nebo vyteseni stresu ER. Bylo
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zjisténo, ze u savcll ma IRE1 nejspis jeste dalsi funkce, spojené napt. s aktivaci JINK (Ron

and Walter, 2007).

Paraleln¢ s XBP1 funguje druhy senzor stresu ER, ATF6. Nasledné€ po vyvazéani
chaperonu je transportovan z ER do Golgiho aparatu, kde je protedzami S1P (site 1
protease) a S2P (site 2 protease) rozstépen za vzniku funkéné aktivniho fragmentu ATF6.
Takto upraveny ATF6 je uvolnén do cytosolu, odkud putuje do jadra, kde stimuluje expresi
cilovych geni UPR, napfi. transkripcnich faktorii ATF4 a ATF3 (Zhang and Kaufman,
2008).

Zda se, ze ATF6 a XBP1 jsou pievazujicimi regulatory programi transkripcni
reakce spousténé béhem UPR. V nedavné dobé vSak byly identifikovany dalsi proteiny,
které jsou zakotveny v membrané ER a maji vysoké sekvencni podobnosti s ATF6. Stejné
jako tento transkripéni faktor prochdzeji tyto proteiny proteolyzou v Golgiho aparatu a
naslednou translokaci do jadra. Dosud bylo identifikovano pét takovychto proteind, které
vSak vykazuji vysokou specificnost aktiva¢nich stimuli, charakteristicky aktivacni profil,
distribuci ve tkanich a kone¢nou reakci na stres ER, coZ ve vysledku naznacuje vysokou
specificnost a komplexnost reakci UPR (Hotamisligil and Erbay, 2010; Hotamisligil,
2010).

Tfetim vySe zminovanym transmembranovym proteinem signdlni drahy UPR je
PERK. Podoba se strukturné¢ i funkéné IRE1. Osvobozenim od chaperonu dochézi
k oligomerizaci a autofosforylaci, ktera je nasledovana fosforylaci o podjednotky elF2a
na serinu 51 (Zhang and Kaufman, 2008). Byly identifikovany jesté tii dalSi kinazy jiné
nez PERK, které maji schopnost fosforylovat elF2a, ale jejich role ve stresu ER zistava
zatim nejasnd. Fosforylovany elF2a sniZuje globélni syntézu proteint atenuaci translace a
tim redukuje zatéZz vstupujicich proteinli do jiz saturovaného retikula. Fosforylace elF2a
navic pfispiva k translaci specifickych mRNA. Jedn4 se napiiklad o mRNA kodujici
proteiny diilezité v procesech apoptozy (Wek et al., 2006).
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5. Material a metody

5.1. Dietni program

Snizeni véhy téla o 5-10% u obéznich mé& vyznamny pozitivni vliv na zdravi
(Svacina and BretSnajdrova, 2008; Aucott et al., 2005). Dieta s nizkym piijmem kalorii
LCD je zalozena na redukci hmotnosti bez ubytku svalové hmoty. Pfes jednoznacné
pozitivni U¢inky snizeni hmotnosti na metabolické zdravi se vétSina osob podstupujicich
dietu setkava s obtizemi pti dlouhodobém udrzeni ptivodniho vahového ubytku. Uvadi se,
ze udrzet si novou vadhu je schopno méné jak 10% pacientd (Hausman et al., 2001).
V tomto sméru se zdaji byt jako nejvhodnéjsi dlouhodobé dietni programy, které zahrnuji i
fazi, kdy se vaha neredukuje, ale udrzuje. Prave tento typ dietni intervence byl zvolen pro

popsanou studii.

Do studie bylo zahrnuto 22 premenopauzalnich zen. Kritéria pro vytazeni
zahrnovala ztratu vice jak 3 kil béhem tii mésict pied zacatkem studie, dale diabetes,
téhotenstvi, farmakologickou lé€bu obezity, ucast na jinych studiich, drogovou ¢i
alkoholovou zavislost. Studie byla provedena v souladu s Helsinskou deklaraci a byla
schvalena etickou komisi 3. Iékafské fakulty Univerzity Karlovy. Dobrovolnice byly plné

informovany a byl ziskan jejich pisemny souhlas s Gi¢asti na studii.

Dietni intervence trvala po dobu péti az Sesti mé&sicti. Redukéni faze, pii které byl
pfijem kalorii sniZzen o 600 kcal/den a doslo k ubytku véahy, trvala tfi mésice. Po zbyvajici
2-3 mésice zeny udrzovaly vahu na zakladé individualni neredukéni diety. Zeny dochazely

na stanovené konzultace s 1ékafem a dietni sestrou a vedly si dietni zaznam.

Pfed zahijenim a na konci studie byla provedena antropometrickd méfeni,
biochemické vySetieni krve ve stavu nalacno déale a byla provedena biopsie podkozni

tukové tkané v oblasti bficha.
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Parametry Baseline WM P value
Vék (roky) 40.7+1.79
Vaha (kg) 91.49+2.12 82.5+1.93 <0.001
BMI (kg/m?) 32.97+0.91 29.71+0.82 <0.001
FM (%) 39.71+1.1 36.47+1.11 <0.001
Obvod pasu (cm) 102.6+2.24 93.04+2.13 <0.001
Pomér pas/boky 0.86+0.02 0.8440.02 0.011
Glucosa (mmol/L) 5.42+0.11 5.06+0.13 0.012
Insulin (mIU/L) 9.62+0.97 7.27+0.92 0.002
HOMA-IR 2.36+0.27 1.71+0.27 0.002
Total cholesterol (mmol/L) 5.38+0.27 4.63+0.18 0.006
HDL-C (mmol/L) 1.660.09 1.44+0.07 0.007
Triglyceridy (mmol/L) 1.19+0.09 0.78+0.05 <0.001

Tabulka 1: Parametry méfené u 22 prem. Zen pied a po diet¢ (BMI- body mass index; FM-
fat mass; HOMA-IR- homeostasis model assessment of the insulin resistance index; HDL-

C- high-density lipoprotein cholesterol; WM- weight maintenance). Pievzato UTL 3. LF
UK.

5.2. Izolace a expanze lidskych preadipocyti z bioptickych vzorki tukové tkané

Vzorky biopsii podkozni TT odebrané zabdominalni oblasti byly zpracovany
v aseptickém prostifedi. Byly promyty PBS a ociStény od konektivni tkdn¢ a krevnich
kapilar. Tkan byla zvazena a v 50 ml koénické zkumavce nastiihana tak, aby findlni
fragmenty nebyly vét$i nez 2 mm? Nasledn€ byl pfidan roztok kolagenazy (300 U/ml,
Biochrom, Némecko) v poméru 1:1,5. Zkumavka s tkdni a kolagenazou byla vlozena do

tiepaci lazné pti 37°C, 160 rpm a inkubovana po dobu 1 hodiny.

Po inkubaci byl pfidin PBS s gentamicinem a bunénd suspenze byla
centrifugovdna po dobu 5 minut, 1300 rpm. Pro kompletni separaci stromavaskuldrni
frakce od adipocytl byla zkumavka se smési ditkladné protfepdna a centrifugace byla
zopakovana. Adipocyty nalézajici se v supernatantu a zbyly roztok kolagendzy byly
odstranény. Peleta obsahujici bunky stromavaskularni frakce byla inkubovana po dobu 10

minut v ELB pufru (2 ml). Timto krokem byly odstranény kontaminujici ¢ervené krvinky.
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Po ukonceni lyze byla bunééna suspenze nafedéna PBS, centrifugovana a supernatant byl

nasledné odstranén.

Peleta byla rozsuspendovana v proliferacnim médiu PM4 (9,7 ml Basal medium,
250 ul MSC—qualified FBS Invitrogen #12662-011, 0,76 ul inzulin 10 mg/ml, 0,4 ul FGF
25 pg/ml, 1 pl EGF 100 pg/ml). Takto ziskané bunky byly nasazeny na 35 mm Petriho
misky a ulozeny do inkubatoru, 37°C, 5% CO,.

Po dvou dnech po zaloZeni primarni kultury byly buniky v 35 mm Petriho miskach
oplachnuty PBS z diivodu odstranéni neadherentnich bunék a bylo pfidano Cerstvé médium
PM4. Médium bylo ménéno kazdé dva dny do dosazeni 70% influence (7-8 dni), kdy byla
bunécénd kultura pasdzovéna (P1). Médium bylo odsato, buiiky dvakrat oplachnuty 2 ml
PBS/miska a uvolnény trypsinizaci po dobu max. 4 minut (par kapek 0,05% trypsin-
EDTA/miska). Trypsinizace byla zastavena pfidanim 2 ml PM4/miska. Buné¢né suspenze
byla pfemisténa do 100 mm Petriho misky a dale nafedéna 9 ml nového PM4/miska.

Bunky byly dale udrzovany v 37°C, 5% CO..

M¢édium PM4 bylo po dvou dnech vyménéno. Po dosazeni 70% influence (obvykle
4. den), byly buniky pasazovany (P2). Vznikld buné¢éna suspenze byla centrifugovéna po
dobu 5 minut, 1300 rpm. Supernatant byl odstranén a ziskana peleta byla rozsuspendovana
v 7 ml média PM4. Buikky byly spocitiny pomoci Burkerovy komtrky (viz kapitola
5.2.1.). Bunky byly poté nasazeny na 100 mm Petriho misky v denzitné 10 000 bunék na
cm? ristové plochy. Pasaz ¢. 3 byla provedena obvyklym zpiisobem s tim, Ze ¢ast bunék
byla zamrazena (viz kapitola 5.2.2) a zbylé burniky nasazeny na experimenty. Dal$i pasaze
(maximaln¢ do pasdze ¢. 6) byly provedeny vzdy, kdyz buitky doséhly 70% influence.
Bunky byly vyuzity na planované pokusy (nasazeni kultur na sklicka pro

imunofluorescen¢ni metody kvantifikace ER stresu nebo procesy diferenciace).

5.2.1. Po¢itani bunék pomoci Burkerovy komiirky

Do Burkerovy komirky bylo napipetovano 2 krat 9 pl vzorku. Pod mikroskopem s
objektivem 10 krat zvétSeni byly spocitany buiiky ve 4 velkych ¢tvercich v obou miizkéch.
Primérny pocet na ¢tverec byl nasoben 10 000, vysledek dal pocet bun€k na 1 ml vychozi

bunééné suspenze. Toto mnozstvi bylo nasledné vynasobeno celkovym objemem vzorku a

30



byl zjistén celkovy pocet bunék v suspenzi. Podle vysledné hodnoty byly planovany dalsi
pokusy, pficemz bunky byly vzdy nasazovany v denzitné 10 000 bun¢k na cm? rlstové

plochy.

5.2.2. ZamraZeni

Bunécnaé suspenze byla ziskana trypsinizaci (viz kapitola 5.2.). Suspenze obsahujici
potiebny pocet bunc¢k byla centrifugovana 5 minut, 1300 rpm a ziskanad peleta byla
rozsuspendovana v zamrazovacim médiu Cryo-SFM (PromoCell) na findlni koncentraci 3
mil bunék/ml. Do jedné zamrazovaci zkumavky byl pipetovan 1 ml suspenze. Zkumavky
byly v zamraZovacim kontejneru MrFrosty (Nalgene) regulujicim pokles teploty na 1°C za
1 minutu umistény do -80°C. Druhy den byly vzorky pfesunuty do zasobniku s tekutym
dusikem, kde byly dale uchovavany.

5.2.3. Rozmrazovani

Zamrazovaci zkumavky byly v laminarnim boxu otfeny 70% etanolem a mirné
pootevieny, aby se uvolnil tlak vznikajici rozpinanim dusiku potencidln¢ pfitomnym ve
zkumavce. Zkumavky byly opét pevné uzavieny a rozmrazeny co nejrychleji ve vodni
lazni pii 37°C. Buiky byly nafedény PM4 médiem a nasazeny na Petriho misky
v koncentraci 10 000 bunék/cm? a po 4-8 hodinach bylo médium vyménéno, aby se
odstranilo DMSO obsazené v zamraZovacim médiu. Dale byly bunky kultivovany
standardnim zpiisobem popsanym v kapitole 5.2. tj. kazdé¢ dva dny bylo ménéno médium

do dosazeni pozadované konfluence pro nasledné pokusy.

5.3. Diferenciace adipocyti

Buiiky byly péstovany do postkonfluentniho stavu. Poté byly opatrné oplachnuty
DPBS s Mg?*/Ca?*. Diferenciace byla indukovana diferenciacnim médiem DIFM+ (15 ml
Basal medium, 0,58 ul inzulin 10 mg/ml, 7,5 ul Dexamethasone 2 mM, 7,5 ul T3 2 uM,
37,5 ul IBMX 0,1 M, 3 ul Rosiglitazone 5 mM, 150 pl transferin 10 pg/ml). Médium
DIFM+ bylo teti den vyménéno. Sesty den byly buiiky opét promyty v DPBS (obohacené
0 Ca?*, Mg**) a inkubovany v diferenciacnim médiu DIFM (15 ml Basal medium, 0,58 pl
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inzulin 10 mg/ml, 7,5 pul T3 2 uM , 15 pl cortisol 0,1 mM, 150 pl transferin 10 pg/ml).
Médium DIFM bylo po tfech dnech opét vyménéno. 12. den byly bunky plné

diferencované a pfipravené k pokustim.
Indukce lipolyzy

PIn¢ diferencované adipocyty ve 12 jamkové desti¢ce byly oplachnuty DPBS s Mg?*/Ca?*
a nasledujici 3 hodiny kultivovany DMEM-F12 médiu, které bylo doplnéno o 0,5% BSA
bez mastnych kyselin a o transferin (objem média 1 ml na jamku). BSA bylo pouzito
s cilem vyvazovat mastné kyseliny uvolnované z bun¢k v pribéhu kultivace. Pro indukei
lipolyzy byl do média piidan isoproterenol (finalni koncentrace 1 uM), nebo dibutyl cAMP
(finalni koncentrace 100 uM). Po 3 hodinach bylo médium piepipetovano do 1,5 ml
zkumavek, centrifugovano pii 3000 rpm, 5 min, 4°C (kvuli odstranéni moznych bunéénych
zbytk) a alikvotovano. Médium bylo skladovano v -80°C az do doby analyzy. Butiky byly
lyzovany v RIPA lyza¢nim pufru 150 pl/vzorek (1 M Tris-Cl pH 8 0,5 ml, 0,25 M EDTA
0,2 ml, 0,1 M EGTA 0,25 ml, 10% Triton 5 ml, 10% Na Deoxycholat 0,5 ml, 10% SDS
0,5 ml, 1 M Nacl 7 ml, 85 ul dH>O, dale ptidan inhibitor fosfatdz Phostop (fedéni 10 krat)
a inhibitory proteaz Pepstatin (fedéni 250 krat) a Complete (fedéni 7 krat)) a v lyzatu byla

stanovena koncentrace proteint.

5.4. Stanoveni celkovych proteinii pomoci metody BCA

BCA metoda vyuziva sodné soli kyseliny bicinchoninové (BCA). Principem je
reakce peptidové vazby s médnatymi ionty za alkalickych podminek, kdy dochazi
k redukci na medné ionty a komplexaci se solemi kyseliny. Tato komplexace je

doprovazena barevnou zménou (fialové zabarveni).

Proteinové lyzaty vcetné vytvofenych standardi (roztoky BSA o koncentracich
125-2000) byly uchovavany na ledu. Poté byly zvortexovany a pfeneseny na 96 jamkovou
desticku o objemu 10 pl/jamicka. Déle bylo do vSech jamek ptidano 200 ul smési reagentu
A (BCA roztok) a reagentu B (CuSO4.5H20) v poméru 50:1. Desticka byla nasledné
inkubovana po dobu 30 minut pii 37°C. Vysledna absorbance vzorki byla zméfena pii
vlnové délce 562 nm. V programu Logit byla vygenerovédna standardni kfivka a na jejim

zaklad¢ urceny koncentrace proteind v analyzovanych vzorcich.
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5.5. Fixace a permeabilizace bunék

Smyslem fixace je prezervovat buné¢né struktury v bumice pii zachovani jejich
antigenicity. NejSetrnéjsi fixaci je pouziti aldehydd, nejcastéji formaldehydu. Metanolova
fixace c¢astecné vede kvysrazeni proteini a soucasné k permeabilizaci buiky.

Permeabilizace umoziuje piistup protilatek do bunky.

Buiiky nasazené na kryci sklicka (12 mm priameér) umisténé ve 24 jamkové desticce
byly promyty v 0,5 ml PBS/jamicka. Tento krok byl zopakovan. Nasledn¢ byly fixovany
0,5 ml 4% paraformaldehydem nafedénym v PBS (zasobni roztok 20% paraformaldehyd)
po dobu 20 minut, nebo 0,5 ml 100% methanolem v -20°C 10 minut. Fixace pomoci
formaldehydu byla nékdy provadéna spolu s permeabilizaci v 0,1% Tritonu. Po fixaci byly
buiky promyty v PBS (5 minut). Tento krok byl 3 krat zopakovan. Fixované bunky byly
bud’ ihned pouzity pro imunofluorescencni barveni (viz dale kapitola Barveni ER) nebo
byly dale permeabilizovany v 0,5 ml 0,5% Tritonu v PBS/jamicka (10% zéasobniho roztok)
nebo 0,1% saponinu (10% zasobniho roztok) v PBS po dobu 10 minut. Permeabilizace

byla ukoncena promytim v PBS. Buiiky byly promyty nasledn¢ jeste 2 krat.

5.6. Barveni ER
5.6.1. Barveni ER pomoci primarni a sekundarni protilatky

Po fixaci a permeabilizaci byly buiiky barveny nepfimou imunofluorescenci. Jako
primarni protilatky byly pouzity BiP (fedéni 50, 100 a 200 krat v PBS + 0,05% Tween),
ERp57 (G 117) Rabbit Ab #2881 (stejné fedeéni), ERp44 Rabbit Ab #2886 (stejné fedeni),
PDI (fedéni 100 krat v PBS + 0,05% Tween, vSechny protilatky od Cell Signaling).
K detekci ER bylo vyuzito také protilatky PDIA 3 (Sigma), fedéni 1000 krat. Jako
sekundarni protilatka byla pouzita kozi anti-krali¢i nebo anti-mysi Alexa 448 (fedéni 400
krat v PBS + 0,05% Tween, Invitrogen).

30 pl natfedénych protilatek/sklicko bylo naneseno na kousek Parafilmu v inkubacni
misce. Miska byla obalena alobalem a vlhkym filtracnim papirem z divodu zajisténi
dostatecné vlhkosti a zabranéni prisvitu svétla. Jako negativni kontrola bylo pouZito PBS
+ 0,05% Tween. Zbytkovy PBS na krycich sklech s buikami byl odséat buni¢inou a kryci

skla prilozena (stranou s bunkami) na kapku s primarni protilatkou nebo kontrolni roztok.
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Inkubace bunék v ERp57 a ERp44 byly hodinové, v pokojové teploté. Inkubace u BiP a
PDI trvaly 24 hodin ve 4°C. Po inkubaci byla sklicka zakdpnuta PBS + 0,05% Tween,
pfemisténa do desticky 24 WP (strana s bufikami sméfovala vzhtru) a promyta 3 krat

v PBS + 0,05% Tween. Interval mezi oplachy byl 5 minut.

Do inkubaéni misky bylo na ¢Cisty parafilm napipetovano 30 pl sekundarni
protilatky Alexa 448/sklicko. Sklicka byla opét osuSena a stranou s buitkami pfiloZena na
protilatku. Inkubace ve tmé trvala 45 minut v pokojové teploté. Nésledné byla stejnym
zpusobem promyta. Po promyti PBS + 0,05% Tween a ¢istym PBS byla sklicka osuSena a
ptiloZzena na podlozni skla s5 ul kapkou montovaciho média Prolong Gold nebo
MOWIOL/sklicko. Po 15 minutové inkubaci ve tmé byly preparaty fixovany lakem na
nehty a dale skladovany ve 4°C. Druhy den byly obarvené buriky snimany konfokalnim
mikroskopem LEICA.

5.6.2. Barveni ER pomoci ER-tracker Blue-White DPX (Invitrogen)

Pro barveni endoplazmatického retikula byl dale pouzit fluorescen¢ni ER tracker,

ktery se vaze na draselné kanalky ER pohanéné ATP.

Zivé buiiky byly ve 24 jamkové desti¢ce barveny piidanim 0,5 ml nafedéného ER-
tracker Blue-White DPX/jamic¢ka (fedéni 100 nM, 200 nM, 500 nM a 1uM v DPBS
obohaceném Ca?* a Mg?*). Inkubace trvala 30 minut pii 37°C. Dal$i manipulace s buiikami
byly provadény s co nejvét§sim omezenim piistupu svétla, aby se zabranilo vysvécovani

fluorescencni barvy.

Po obarveni byly bunky fixovany v paraformaldehydu (kap. 5.5.). Po fixaci byl
proveden mounting na podloZzni sklo pouzitim 5 pl ProLong Gold/sklicko. Nasledn¢ byla

podlozni skla s preparaty ulozena do 4°C.
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5.7. Konfokalni mikroskopie

Obarvené preparaty byly snimany konfokalnim mikroskopem Leica SP5 II pfi
objektivu HCX pl apo lambda 63 krat 1,4 oil za pouziti laseru 405 nm (DAPI, ER tracker
BlueWhite) a 488 nm (Alexa 488).

5.8. lzolace RNA

Lyzaty bun¢k v pufru RLT byly po dobu 10 minut inkubovany pti 37°C. Pak byly
zvortexovany a kratce centrifugovany 1-2 sec., 13 000 rpm. Bylo pfidano 600 ul 70%
etanolu/vzorek. Zkumavky se vzorky byly 2-3 krat obraceny a intenzivné zvortexovany,
aby doslo k dokonalému promiseni etanolu s lyzatem. 650 pl vzorku bylo nésledné

napipetovano do ptipravenych kolonek a odstfedéno 60 sec. pti 13 000 rpm.

Principem metody je fakt, ze RNA se zachyti na kolonce, piefiltrovana kapalina
pak muze byt odstranéna. Po odstranéni kapaliny byl na kolonu nanesen zbyvajici objem
vzorku. Centrifugace a odstranéni tekutiny bylo zopakovano. Kolony byly promyty 700 ul
pufru RW; (vzorky byly stoceny 60 sec. pti 13 000 rpm, ptefiltrovana kapalina odstranéna,
kolona pfemisténa do nové zkumavky) a dvakrat 500 ul RPE (vzorky byly sto¢eny 60 a
120 sec. pfi 13 000 rpm, prefiltrovand kapalina odstranéna, po druhém oplachu kolona

pfemisténa do nové zkumavky).

Jakékoliv zbytky pufru RPE byly odstranény dalsi centrifugaci 120 sec. pti 13 000
rpm a kolona byla umisténa do nové zkumavky. RNA byla eluovana 35 pl dH,O bez
RNaz, ktera byla predtim zahfata na 50°C. Inkubace trvala 5 minut. Nasledné probé&hla
centrifugace 60 sec. pfi 13 000 rpm. Eluovand RNA byla znovu aplikovana na kolonu, aby
se zvysil vytézek, a centrifugovana 120 sec. pfi 13 000 rpm. Ziskand RNA byla
napipetovana do popsanych zkumavek a umisténa na led. Koncentrace a Cistota RNA byla

zmétena na Nanodropu 100 pomoci stanoveni absorbance ve vlnové délce 260 a 280 nm.

5.9. Transkripce RNA a Real Time PCR

600 ng RNA bylo nafedéno dH,O do objemu 6 ul. Byla pfidina smés DNazy
(Invitrogen) a jejiho pufru (4 pl) pro odstranéni genomické DNA. Po 15 minutové inkubaci

v pokojové teploté¢ bylo piidano 1 pl EDTA/vzorek, aby byla DNéazova aktivita
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pozastavena. DNaza byla néasledné denaturovana v PCR cykleru po dobu 15 minut pfi
65°C. Bylo pfidano 9 ul smési reverzni transkriptazy, nahodnych hexamert a pufru (vSe
z kitu High-Capacity cDNA Reverse Transcription, Applied Biosystems). Reverzni
transkripce probihala opét v PCR cykleru, faze 10 minut 25°C (nasedani primert), 120
minut 37°C (transkripce), 5 minut 85°C (teplotni inaktivace enzymu) a konec 4°C. Ziskana

c¢DNA byla skladovana v -20°C.

5.9.1. Real Time PCR

Real Time PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction) je moderni metoda
pouzivana v molekularni biologii, kterd umoznuje rychlou, spolehlivou a citlivou detekci a
kvantifikaci specifickych usekit DNA nebo RNA. Vychazi z klasické PCR. Amplifikace
nukl. kyseliny je zaloZzena na opakované replikaci useku ohranic¢eného specifickymi
primery. Replikace probiha za pomoci termostabilni DNA polymerazy, zpravidla Taq
polymerazy, kterd je izolovana z termofilni bakterie. Cely proces je rozdélen na teplotni
faze, denaturace (95°C), nasednuti primeri a syntéza ohranic¢eného tseku DNA (60°C), a
cyklicky se opakuje. V kazdém cyklu dochazi ke zdvojeni amplifikovaného useku, ktery
S pfibyvajicim poctem opakovani exponencialn¢ nartsta. Real Time PCR je zalozena na
sledovani pribéhu reakce v tzv. redlném case pomoci fluorescencnich barviv nebo sond,
které zvySenim fluorescence detekuji mnozstvi produktu. Tato metoda je oproti konvencni

v

PCR ptesné;jsi, jelikoz odecet rozdilti mezi vzorky probiha v exponencidlni ¢asti reakce.

Ke kvantitativnimu stanoveni genové exprese byla vyuZita technologie TagMan a
SybrGreen, analyza byla provadéna na pfistroji ABI 7500 Fast, s mastermixy TagMan
Gene Expression MM a PowerSybr Green MM od Applied Biosystems.

Vzorky ¢cDNA byly nafedény na finalni koncentraci 10 ng/ul a 2 ng/ul. Na 96
jamkovou desti¢ku bylo naneseno 2,5 ul cDNA, pro kazdy vzorek v duplikatu. Poté bylo
do kazdé jamky pridano 10 ul Master mixu s mixem primeri a prob (TagMan), nebo
Master mix s primery (gen aP2, SybrGreen). Analyzovany byly geny ATF3, ATF4, GUSB,
HSAP5, aP2 a PPARYy. Gen pro GUSB byl pouzit jako endogenni kontrola nanasky.

Rozlozeni nanasek pro jednotlivé geny je uvedeno v tabulce 2.
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ATF3 ATF4, HSPAS, |aP2
PPARY, GUSB
cDNA templat 2,5 ul 2,5 ul 2,5 ul
Tag Man Mix 2x [6,25 ul 6,25 ul -
Sybr green 2x - - 6,25 ul
primery AOD (20x) 0,65 ul | (40x) 0,325 pl | (20x) 0,65 pl
dH,O 3,1 ul 3,425 ul 3,1ul

Tabulka 2: Priprava RT-PCR.

K urceni relativniho zastoupeni mRNA zkoumanych genti v daném vzorku byla

pouzita metoda AACT.

5.10. Western Blot

Western Blot je analytickd metoda slouzici k detekci specifického proteinu ve
smési s dal§imi proteiny. Je zalozena na gelové elektroforéze, pti které dochazi k separaci
proteini podle velikosti, didle pak na pfenosu na membranu a vlastni detekci pomoci
primarni a sekundarni protilatky konjugované senzymem a substratu, ktery je timto
enzymem S$té€pen za vzniku chemiluminiscence. Ta je pak zaznamenana na odpovidajicim

technickém zafizeni (obrazek 3).

Nativni elektroforéza byla provedena na 7% separa¢nim gelu (5,2 ml dH,0O, 2,4 mi
30% akrylamid, 2,5 ml pufr 1,5 M Tris/HCI pH 8,8, 100 ul 10% APS, 7 ul TEMED) a 5%
zaostfovacim gelu (2,8 ml dH,0, 0,66 ml 30% akrylamid, 0,5 ml pufr 1 M Tris pH 6,8, 40
ul 10% APS, 4 ul TEMED). Elektroforézou bylo separovano 10 pl kondiciovaného média
s 5 wul vzorkového pufru (0,1 M Tris/HCI pH 6,8, 20% glycerol, 0,02% bromfenolova
modf). Jako standard byla pouzita lidska plasma. Elektroforéza probihala za
nedenaturujicich a neredukujicich podminek v elektrodovém pufru (0,025 M Tris/HCI pH
8,3, 0,25 M glycin) po dobu 3 hodin pii napéti 135 V a za stalého chlazeni.

Po provedeni elektroforézy byly proteiny pfeneseny na nitrocelulosovou membranu

(Hybond C, Nitrocellulose, Amersham Biosciences). Pfenos probihal 2 hodiny pfi
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nastaveni 0,5 A a za stalého chlazeni. Membrany byly poté do provedeni imunodetekce

zamrazeny pii -20°C.

Membrany byly blokovany 45 minut v roztoku 5% nizkotuéného mléka v PBS +
0,05% Tween a inkubovany 1 hodinu v roztoku krali¢i protilatky proti lidskému
adiponektinu (Rabbit polyclonal antibody, Biovendor Laboratory Medicine Inc., Modrice,
Czech Republic), fedéné 1:1000 v 5% mléku v PBS + 0,05% Tween. Poté byly membrany
promyty 3 krat v PBS + 0,05% Tween po dobu 5 minut a dale inkubovany 35 minut s kozi
anti-rabbit protilatkou konjugovanou s kienovou peroxidasou (Jackson Immuno Research
Europe Ltd, Cambridge, UK), fedénou 1:10 000 v 5% mléku v PBS + 0,05% Tween.
Nasledné opét promyty 3 krat 5 min v PBS + 0,05% Tween. VSechny inkubace byly

provedeny za stalého michani pfi pokojové teploté.

Membrany byly osuseny filtranim papirem, potazeny smési chemiluminiscencnich
substratii West Femto a West Pico v poméru 1:4 (Thermo Scientific) a exponovany pomoci
ptistroje Gel Logic 4000 PRO (Carestream, Rochester, USA). Ziskané snimky byly
vyhodnoceny v programu Molecular Imaging Software (Carestream, Rochester, USA).

Stihla TK Obézni TK plasma

j'!!.a----.

b“ e - MW
MR W s
... HLMW

Obrazek 3: Detekce adiponektinovych multimerickych komplext metodou WB.
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5.11. ELISA

ELISA (Enzyme linked immunosorbent assay) je biochemickd metoda pouzivana
k detekci pritomnosti antigenu ve vzorku. Podstatou metody ELISA je nejprve navazani
primarni protilatky na dno desticky, dale pak samotna vazba s antigenem obsazenym ve
vzorku. V dalsim kroku dochazi k vazbé sekundarni protilatky a vytvofeni tvz. sendvice.
Nezbytnym katalyzatorem konecné faze ELISY je enzym, nejCastéji peroxidaza, ktery je
obsazen v konjugatu, ktery se vaze na sekunddrni protilatku. Naslednym pfidanim

substratu je zahajena reakce, kdy dochazi k barevné zméné.

5.11.1. Detekce adiponektinu (kit Adiponectin DuoSet, R&D Biosystems)

96 jamkovd desticka byla potazena 100 pl primarni protilatky pro
adiponektin/jamicka (fedéni 180 krat v PBS). Nasledn¢ byla ptelepena folii a inkubovéana
pres noc pii pokojové teploté (15-16hodin). Druhy den byla desticka promyta 3 krat v 200
ul PBS + 0,05% Tween/jamicka. Poté bylo pfidano 200 pl Reagent diluentu (1% BSA
v PBS) pro zablokovani mist s nespecifickou afinitou vi¢i proteinim a desticka byla
inkubovana 1 hodinu. Oplach byl zopakovan. Do kazdé jamicky bylo pfidano 100 pl
vzorkd kondiciovanych médii (fedéni 100 krat v Reagent diluentu), byly dale naneseny
standardy 3,125-2000 pg/ml. Desticka byla ptelepena folii a inkubovana po dobu 2 hodin
Vv pokojové teploté. Oplach byl zopakovan, poté bylo do desti¢ky pfidano 100 ul detekéni
protilatky (fedéni 180 krat v Reagent diluentu), desti¢ka byla ptelepena folii, inkubace
trvala opét 2 hodiny. Po inkubaci byl proveden oplach (3 krat). Bylo ptidano 100 pl
konjugatu (Streptavidin HRP) fedéného 200 krat. Po 20 minutadch plsobeni konjugétu (v
temném prostiedi) nasledoval oplach (3 krat). Vzorky byly vystaveny dale pisobeni smési
peroxidu vodiku a tetrametylbenzidinu (1:1). Béhem této inkubace dochazelo k barevné

zméné vzorkl. Reakce byla zastavena ptidanim 50 ul 2 M kyseliny sirové.

Nasledné¢ byla ur€ena opticka denzita vzorkl pfistojem spektrofotometr Versamax
(Thermo Scientific) ode¢tenim hodnot zmétenych pii vinovych délkach 450 a 570 nm.
Odecteni vinovych délek bylo pouzito k odstranéni moznych optickych chyb na desticce,
jez by mohlo vézt k neptfesnym vysledkim. V programu Logit byla vygenerovana
standardni kiivka a na jejim zaklad¢ urceny koncentrace adiponektinu v analyzovanych

vzorcich.
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5.11.2. Detekce I1L6 a MCP1 (Ready-Go-Set, eBioscience)

Desticka byla potazena 100 pl primarni protilatky (180 krat fedéni v PBS),

ptelepena folii a inkubovana pies noc v 4°C (15-16 hodin).

Druhy den byla promyta 5 krat v PBS + 0,05% Tween (200 pl/jamicka). Dale bylo
provedeno blokovani po dobu 1 hodiny pfidanim 200 pul Assay diluentu. Nasledoval oplach
a poté bylo naneseno 100 pl vzorku a standardu (IL6 3,125-200 pg/ml, MCP1 31,25-2000
pg/ml). Destic¢ka byla pfelepena, inkubace probihala po dobu 2 hodin. Desti¢ka byla 5 krat
promyta a nasledné¢ bylo naneseno 100 ul detekéni protilatky/jamicka (180 krat fedéni
VPBS). Po 1 hodin¢ doSlo opét koplachu (5 krat). Nasledovala inkubace Vv
konjugatu Avidin-HRP (fedéni 180 krat v Assay diluentu) po dobu 30 min. Po pusobeni
konjugatu (v temném prosttedi) nasledoval oplach (7 krat) a bylo pfiddno 100 pl

substratu/jamicka. Barevna reakce byla nasledné zastavena ptidanim 50 ul Stop Solution.

Optickd denzita byla urCena opét odetem zméteni desticky pii 450 a 570 nm.
V programu Logit byla vygenerovéna standardni kiivka a na jejim zakladé¢ urCeny

koncentrace IL6 a MCP1 v analyzovanych vzorcich.

5.12. Statistika

Vysledky ELISA a WB pokust byly statisticky zpracovany. Pro porovnani efektu
isoproterenolu a dbcAMP byl pouzit neparovy neparametricky Mann Whitnetv test, pro
porovnani efektu diety byl pouZit parovy neparametricky Wilcoxondv test. Samostatné

rozlozeni izoforem adiponektinu bylo vyhodnoceno pomoci Wilcoxonova testu.
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6. Vysledky

6.1. Zmény sekrece adiponektinu, IL6 a MCP1 ve vztahu Kk dietni intervenci

Dietni intervence vedla k signifikatnimu poklesu télesné hmostnosti a mnoZzstvi
tukové tkané a zlepSeni vétSiny sledovanych metabolickych parametrii (viz tabulka 1).
Antropometrickd métfeni ale nebyla provadéna v ramci této diplomové prace, a proto

nejsou vice popisovana.

Sekrece vybranych adipocytokint in vitro diferencovanymi adipocyty odvozenymi
z biopsii TT pted a po dietni intervenci byla analyzovana metodou ELISA. Analyzované
médium bylo kondiciovano adipocyty udrzovanymi V kontrolnim médiu. Hladiny
adiponektinu, IL6 ani MCP1 nebyly v kontrolnich podminkach po redukci vahy
signifikantné¢ rozdilné oproti stavu pied dietni intervenci (tabulka 3), u adiponektinu byl ale

patrny trend ke zvySeni sekrece po dietni intervenci.

Sekrece v ramci Bazalni podminky

dietni intervence pred [pg/ml] po [pg/ml]
Adiponektin 1501,95+570 1870,041+867
IL6 227,88+197 214,49+113
MCP 1 17,8248 18,7449

Tabulka 3: Vysledky sekrece adiponektin, IL6 a MCP1 za bazalnich podminek.

6.2. Zmény sekrece adiponektinu, IL6 a MCP1 v podminkach stimulované lipolyzy

Pro analyzu sekrece adipocytokini ve stavu stimulované lipolyzy byly buiky
opusobeny 1 uM isoproterenolem nebo 100 uM dibutyryl cAMP, nemetabolizovatelnym
analogem CcAMP, po dobu 3 hodin. Sekrece byla stanovovana metodou ELISA
(viz kapitola 6.1). Koncentrace adipocytokinti jsou vyjadieny v pg/ml média, popi. byly
dale normalizovany na mnozstvi proteinti zmétené v bunécnych lyzatech a vyjadieny jako

nasobek hodnoty v kontrolnich podminkach (fold change).
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Isoproterenol v buiikach nebyl schopen zménit sekreci ani jednoho z analyzovanych
cytokind. Nicmén¢ signifikantni G¢inek isoproterenolu byl zaznamenan po normalizaci na
mnozstvi proteini pro IL6, kdy isoproterenol sekreci stimuloval, zatimco sekrece
adiponektinu byla v pfitomnosti isoproterenolu snizena (graf 2 B). Tyto zmény byly

obdobné pred i po dietni intervenci.

Pifimé dodani cAMP zptisobilo vyrazné zmény sekreci IL6 a MCP1 (graf 1 a 3).
Sekrece IL6 byla po piimém dodédni cAMP znatelné vyssi oproti kontrolnimu stavu pied i
po dieté (graf 1 A, B). U MCP1 doslo k opa¢nému ucinku, kdy se sekrece ptred i po redukci
vahy vyrazné snizila (graf 3 A, B).
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2500+ pred dietou po dieté
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pg/ml

1.57 pred dietou po dieté

nasobek baz. hodnoty

Graf 1: Efekt diety na sekreci adiponektinu u skupiny 23 Zen v bazilnich podminkach
(control) a stimulaci lipolyzy (3 hod.) pfidanim 1 uM isoproterenolu a 100 uM dibutyrylu
cAMP. A. Vyhodnoceno pouzitim Mann Whitney testu (pg/ml) B. Normalizace dat na
mnozstvi proteinu pouzitim Wilcox testu (nadsobek baz. hodnoty). * P< 0,05, ** P< 0,01 a

*** p<0,001.
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Graf 2: Efekt diety na sekreci IL6 u skupiny 23 Zen v bazalnich podminkach (control) a
stimulaci lipolyzy (3 hod.) pfidanim 1 pM isoproterenolu a 100 uM dibutyrylu cAMP. A.
Vyhodnoceno pouzitim Mann Whitney testu (pg/ml) B. Normalizace dat na mnoZstvi
proteinu pouzitim Wilcox testu (nasobek baz. hodnoty). * P< 0,05, ** P< 0,01 a *** P<

0,001.
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Graf 3: Efekt diety na sekreci MCP1 u skupiny 23 Zen v bazéalnich podminkach (control) a
stimulaci lipolyzy (3 hod.) pfidanim 1 pM isoproterenolu a 100 uM dibutyrylu cAMP. A.
Vyhodnoceno pouzitim Mann Whitney testu (pg/ml) B. Normalizace dat na mnoZstvi
proteinu pouzitim Wilcox testu (nasobek baz. hodnoty). * P< 0,05, ** P< 0,01 a *** P<
0,001.
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6.3. Zmény izoforem adiponektinu (HMW, MMW, LMW) ve vztahu K dietni

intervenci a v zavislosti na stimulaci lipolyzy

Dale bylo zkoumano rozlozeni izoforem adiponektinu v zavislosti na redukci vahy
a stimulaci lipolyzy. Zastoupeni izoforem adiponektinu bylo stanoveno metodou Western
Blot a vyhodnoceno pomoci Wilcoxonova testu. RozloZeni jednotlivych izoforem

sledovanych pted a po dieté za bazalni a stimulované lipolyzy je zndzorné€no na grafu 4.

Burikami byla produkovana nejvice izoforma HMW (49,62-60,92%). O polovinu
niz8i sekrece byla zaznamendna u zbylych dvou izoforem. Nebyl zaznamenan rozdil
Vv zastoupeni izoforem adiponektinu pfitomném v kondiciovaném médiu adipocyti
derivovanych pted a po dieté. Zastoupeni izoforem adiponektinu téz nebylo modifikovano
isoproterenolovou stimulaci. Signifikantni rozdil byl zaznamenan u HMW po pfimém
dodani cAMP, které vedlo ke snizeni sekrece HMW pouze bunikami odvozenymi z TT
pred dietni intervenci a tim 1 k dietou navozenému signifikantnimu rozdilu v podilu HMW
izoformy na celkovém adiponektinovém profilu (pied dietou 46,92%, po dieté¢ 56,98%; p=
0,0179).
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Graf 4: RozloZeni jednotlivych izoforem adiponektinu (HMW, MMW, LMW) u skupiny

23 Zen pted dietou (obézni) a po dieté za bazalnich podminek (ctrl) a stimulaci lipolyzy (3
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hod.) pfidanim 1 pM isoproterenolu a 100 uM dibutyrylu cAMP. Vyhodnoceni Wilcox
testem. * P< 0,05, ** P< 0,01 a *** P< 0,001.

6.4. Vysledky genové exprese faktoru ucastnicich se stresu ER v priabéhu diferenciace

adipocyti

Mira exprese faktort podilejicich se na stresu ER béhem diferenciace adipocytt
byla stanovena metodou kvantitativniho RT-PCR. Za timto ucelem byla transkribovana
totalni bunéna RNA z diferencovanych adipocytli odvozenych ze dvou donorii (viz kap.
5.9.). Béhem 12 dnt trvajici diferenciace byly buniky sklizeny a vytvotfeny lyzaty a to 0.,
1., 3., 6.,9.a12. den, kdy jiz dosahly pln¢ diferenciace. Vznikla cDNA byla analyzovana
pouzitim specifickych primert vybranych gent. K uréeni miry a pribéhu diferenciace byly

pouzity geny aP2 a PPARY.

V pribéhu adipogeneze pak byla analyzovina mRNA exprese genl
endoplazmatického retikula, konkrétné ATF3, ATF4 a HSPAS. Exprese genu ATF3
znazornéna na grafu 5 byla prvni den diferenciace nizsi nez jeho exprese v preadipocytech
(doslo k sedmindsobnému poklesu exprese). S postupujici diferenciaci se hladina mRNA
ATF3 zvysila na téméf dvojnasobek hodnot v bazalnim stavu (tj. v preadipocytech).
Exprese ATF4 (graf 6) a HSPAS (graf 7) mély v ramci adipogeneze podobny profil, tj. po
prvnim dnu diferenciace doSlo k mirnému poklesu, s ptfibyvajicim ¢asem diferenciace pak

hladiny mRNA mirné nartstaly.

47



1800000

1600000

1400000

1200000

1000000

800000

600000

nasobek baz. hodnoty

400000

200000

0

Ll

0.preadipo. 1l.preadipo. 3.preadipo. 6.preadipo. 9.preadipo. 12.adipo.

Graf 5: Priib¢h genové exprese aP2 béhem diferenciace adipocytii. Normalizace genem

GUSB.
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Graf 6: Prub¢h genové exprese PPARy béhem diferenciace adipocytti. Normalizace genem

GUSB.
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Graf 7: Prib&h genové exprese ATF3 béhem diferenciace adipocytl. Normalizace genem
GUSB.
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6.5. Profil diferenciace adipocytii pomoci nepiimé imunofluorescence

Soucasti projektu vénovaného analyze markert ER v prabéhu adipogeneze pomoci
nepiimé imunofluorescence byla optimalizace této metody. Byl testovan vliv fixace a
permeabilizace na kvalitu znaceni ER. Fixace byla provedena pouzitim formaldehydu,
methanolu nebo paraformaldehydu, permeabilizace pak probihala pouzitim Tritonu nebo
saponinu, popi. jiz v ramci formaldehydové fixace. Pfi samotné imunofluorescenci byly
k detekci proteinti ER pouzity primarni protilatky BiP, PDI, ERp57 a Erp44, PDI3 A a
sekundarni protilatka Alexa 488. Bylo pouzito Siroké rozmezi koncentraci primarnich
protilatek. Dale byl vyzkouSen fluorescencni marker endoplazmatického retikula ER-
Tracker Blue-White DPX. Jedinou protilatkou, kterou se podafilo uspésné obarvit ER, byla
Anti-PDI3 A, a to po formaldehydové fixaci a permeabilizaci saponinem. Na obrazku 4 je

znazornén rozvoj endoplazmatického retikula béhem diferenciace lidskych adipocyti.

0.den dif. 3.dendif. 6.den dif.

-
¢

9.den dif. 12.Den dif.

Obrazek 4: Diferenciace adipocytli s naslednym barvenim endoplazmatického retikula
pomoci Anti-PDI3 A (fedéni 1000x). Modfe znazornéno jadro, zelené endoplazmatické

retikulum.

51



7. Diskuze

Obezita ptedstavuje jednu z hlavnich hrozeb lidského zdravi, jelikoz je asociovana
s velkym mnozstvim pfidruzenych nemoci. Obezita je spojovana s mnozstvim poruch
morfologickych a funkénich charakteristik TK, jakoZz i se zménami hladin adipocytokint,
které se podileji na rozvoji inzulinové rezistence a dalSich metabolickych poruchéch
(Siklova-Vitkova et al., 2012, Kovacikova et al., 2011). Abnormalni produkce
prozanétlivych cytokini je podkladem chronického =zanétu, ktery vznika aktivaci
inflamacnich drah v hypertrofovanych adipocytech a naslednou infiltraci bun¢k imunitniho

systému.

Téma prace navazuje na vyzkumné studie provadéné v posledni dobé na Ustavu
t&lovychovného lékatstvi, 3. lékatské fakulty spolu s Cesko-francouzskou laboratoii pro
klinicky vyzkum obezity. Hlavnim cilem prace bylo studium metabolizmu tukové tkan¢ se
zam&fenim na sekreci vybranych adipocytokini v tukové tkani obéznich pacientl
podstupujicich dietni intervenci. Byly analyzovany uc¢inky jak dietetickych intervenci tak
ucinek experimentalné navozené lipolyzy na sekreci adiponektinu, IL6 a MCP1. Druha
¢ast prace byla vénovana diferenciaci samotnych adipocytti s ohledem na markery stresu
ER.

7.1. Zmény sekrece adiponektinu, IL6 a MCP1 Vv reakci na stimulaci lipolyzy a na

dietni intervenci

VLCD dieta je urc¢ena k redukci hmotnosti na zaklad¢é nutricné definované vyzivy
bez degradace aktivni télesné hmoty. Je prokazano, ze dietou dochazi Kk zlepSeni

metabolického a morfologického profilu obéznich (Rossmeislova et al., 2012).

Adiponektin je unikatnim adipocytokinem produkovanym vyzralymi adipocyty
S protizanétlivymi, anti-sklerotizujicimi a inzulin-senzitizujicimi efekty, zvySujici
vychytavani glukdzy a oxidaci tuki ve svalech a redukujici hepatickou glukoneogenezi (Fu

et al., 2007).

Navzdory trendu ve =zvySeni adiponektinu po vahovém ubytku, vysledky

neprokazaly statisticky vyznamny efekt diety na jeho sekreci. Toto mohlo byt zptisobeno
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faktem, ze sekrece byla stanovena za relativné kratkou dobu 3 hodin. Pokud by doslo ke
stanoveni po napf. 24 hodinach, mohl byt efekt jiz signifikantni. 3 hodinové intervence
byla ale zvolena jako kontrola k experimentim s lipolyzou. Je pravdépodobné, ze
nefyziologicky dlouhodoba (24 hodin) stimulace lipolyzy by vedla k rozvoji stresové
reakce, ktera by mohla plsobit na sekreci cytokini druhotné a tim znemoznit jasnou

interpretaci vysledk.

Driive popsané zvyseni sekrece adiponektinu bylo pozorovano spise ve studiich,
které¢ zahrnuji morbidné obézni pacienty po chirurgickém zakroku, kde je redukce vahy

zna¢na (Fu et al., 2007).

Prokazali jsme, ze stimulace lipolyzy pomoci izoproterenolu vede k inhibici
sekrece adiponektinu (graf 1 B). Tento vysledek je v souladu s pozorovanim na mysich
3T3-L1 adipocytech, u kterych B adrenergni stimulace izoproterenolem inhibuje genovou
expresi adiponektinu (Fasshauer et al., 2001). Toto mize naznacovat, ze zvySena aktivita
sympatického nervového systému (Goossens et al., 2008), ktera narusuje prostfednictvim
ucinku katecholaminll inzulinovou senzitivitu, indukuje IR sniZovanim adiponektinu pii
obezité. Piekvapivy byl fakt, Zze sekrece adiponektinu nebyla ovlivnéna dbcAMP, které
pusobi v lipolytické kaskadé postreceptorové. Tento vysledek naznacuje, Ze regulace
sekrece adiponektinu je piimo zavisla na aktivaci B adrenergniho receptoru, ktera
pravdépodobné muze vést krom¢ aktivace adenyl cykldzy 1 k aktivaci dalSich drah. Ve
vztahu mezi lipolyzou a adiponektinem mize dochézet k ovliviiovani i v opacném smeéru,
tj. Ze adiponektin pfimo reguluje intenzitu lipolyzy. Vyzkum zaméfeny na ucinek
adiponektinu na spontanni nebo katecholaminy indukovanou lipolyzu v lidskych
adipocytech u obéznich a neobéznich pacienti vedl ke zjisténi, Ze adiponektin inhibuje jak
bazalni tak B adrenergné indukovanou lipolyzu (Wedellové et al., 2011). Inhibice AMP
aktivované protein kindzy tento efekt rusi. Aktivace AMPK, hraje tedy zfejmé roli
v uc¢inku adiponektinu na tukovou tkan. Spojitost mezi adiponektinem a aktivaci AMPK
byla potvrzena jiz diive ve svalech, jatrech a adipocytech hlodavcu (Saito et. al., 2007,
Mao et al., 2006; Deepa et al., 2009).

Souvislost mezi adiponektinem a AMPK spolu s dal§imi studiemi stimulace AMPK
samotnym izoproterenolem (Fu et al., 2007) mize nastolit v rdmci dalSiho vyzkumu nové

hledani odpovédi na otazku, zda stimulace lipolyzy izoproterenolem nevede k vytésnéni
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ucinku adiponektinu na stimulaci AMPK, které se ve vysledku projevi snizenou sekreci

tohoto adipocytokinu.

V ramci predkladané prace byl zkouman také mozny efekt diety, ¢i samotnd

stimulace izoproterenolem a cAMP na rozlozeni jednotlivych izoforem adiponektinu.

Adiponektin je produkovan ve tfech zdkladnich izoformdch (HMW, MMW a
LMW). Mechanismy, které fidi produkci a uvoliiovani téchto izoforem nejsou zcela jasné.

HMW se zda, ze je predominantné vylucovanou izoformou adiponektinu.

Analyza sekrece jednotlivych izoforem adiponektinu za bazalnich podminek
neprokazala zmény vyvolané dietou (graf 4). Dietni u€inky na rozlozeni izoforem jsou
v mnoha studiich rozporuplné, od zaddného ucinku na totdlni adiponektin a samotné
izoformy, pfes snizeni u LMW a zvySeni u HMW a MMW, az po zmény u vSech izoforem
(Kovacova et al., 2009; Bobbert et al., 2005; Polak et al., 2007; Polak et al., 2008). Studie
se V posledni dobé zamétuji zejména na HMW z hlediska mozného biologického efektu
této izoformy na jatra, svaly a endotelidlni buniky a spojitosti s glukézou toleranci a
citlivosti na inzulin (Poldk et al., 2008). Podle nékterych autori mize HMW slouzit
k predikci IR a metabolického syndromu, spolu s rizikem aterosklerézy a koronarnich
tepenych onemocnéni (Hara et al., 2006). Proto bylo zajimavé zjisténi, ze vliv dbcAMP na
sekreci HMW izoformy je odlisny v adipocytech odvozenych z tkdn€ pted a po vdhovém
ubytku, tj, pfed dietou dochazi vlivem dbcAMP k poklesu sekrece HWM a po dieté je

tento efekt potlacen.

IL6 je protein akutni faze, ktery je vysoce exprimovany makrofagy a adipocyty a
jehoz plazmatické hladiny jsou u obéznich zvysené. Jeho regulace a funkce v metabolismu
neni dobie chdpana. U obéznich subjektii je vSak pravdépodobné, Ze uvolnovani IL6 se
déje z expandované masy tukové tkdné a ze tento uvolnény IL6 pfispiva k nékterym

aspektum asociovanych v patofyziologii organismu (Ali et al., 2001).

Z naSich vysledkl je patrné, Ze zvySovani sekrece IL6 se d&je jak pii stimulaci
adipocytl izoproterenolem (graf 2B), tak pfimym doddnim cAMP (graf 2). Soucasné
studie potvrzuji zvySeni IL6 po P adrenergni stimulaci, kdy izoproterenol stimuloval
sekreci v lidskych adipocytech a hladiny cirkulujiciho IL6 (Ali et al., 2001; Goossens et

vvvvvv

podilejiciho se na udrZeni energetické rovnovahy, kde je potvrzena spojitost mezi
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zvySenymi hladinami IL6 a zvySenou lipolyzou a oxidaci tukii a to bez
hypertriacylglycerolemie nebo zvySeni endogenni produkce glukézy (Ali et. al., 1997;
Pedersen et. al., 2004).

IL6 je produkovan také lokalné pracujicim svalem, coz odrazi zvysSeni
plazmatickych hladin IL6 béhem cviceni. Zpocatku se védci domnivali, ze toto zvyseni je
reakci na poskozeni svalu béhem fyzické aktivity (Pedersen et al., 2001). Pozd¢ji bylo
potvzeno, ze markantni zvySeni IL6 doprovazené pii cviceni je nezavislé na poskozeni
svalu. Produkce IL6 ve vztahu k poskozeni nastava pozdéji a v men$i mife. Intenzivni
vyzkum zaméfeny na studium fyziologického vyznamu produkce IL6 svalem vedl
k zavéru, Ze tento cytokin pasobi zejména na jatra a tukovou tkan, ¢imz piispiva k udrZzeni

homeostazy glukézy béhem cviceni a zprostiedkovava cvi¢enim indukovanou lipolyzu.

Tyto vysledky naznacuji, ze stimulace IL6 pomoci CAMP dolozena vysledky této
prace by mohla mit souvislost s vyse uvedenym faktem IL6 senzoru udrzovani energetické
rovnovahy. Ziejmé existuje 1 zpétnd vazba mezi zvySenim IL6 a naslednou stimulaci

lipolyzy, kdy stimulace lipolyzy miize vézt k lokalnimu zvySeni hladin IL6 u adipocyta.

Tteti studovany cytokin, MCPI1, je prozanétlivy cytokin, hojné¢ produkovany
makrofagy a endotelidlnimi bunikami (Klim¢akova et. al, 2011). V mensi mife je
produkovany preadipocyty a vyzralymi adipocyty (Christiansen et al., 2005). Jeho
produkce je Casto stimulovana zanétlivymi stimuly jako je TNFa nebo IL1 (Fain and
Madan, 2005). MCP1 hraje klicovou roli v povolavani monocytl a pamétovych T
lymfocytt do tkani.

Nase vysledky prokdzaly, Ze sekrece MCP1 je redukovana piidanim dbcAMP,
pricemz tento efekt byl stejny pted i1 po dieté (graf 3). Tyto vysledky se ovSem rozchéazeji
s jinymi studiemi. I kdyz cAMP vede v jinych bunéénych typech k inhibici exprese MCP1,
(ptikladem je inhibice MCP1 ve svalovych buiikdch dychacich cest (Wuyts et al., 2003)), u
3T3-L1 adipocyti dodani cAMP expresi MCP1 zvySovalo (Kralish et al., 2006). Toto
zjisténi bylo davano do souvislosti s glukdzovou intoleranci indukovanou katecholaminy
pii obezité. Efekt dbcAMP na MCP1 sekreci u lidskych adipocytti zatim popsan nebyl a
proto vysvétleni rozdilu mezi lidskym a mySim modelem bude vyZzadovat dalSi sérii

experimentl
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7.2. Genova exprese faktoru stresu ER v pribéhu diferenciace

Rozvoj znalosti fyziologie tukové tkané je podstatou ucinné terapie obezity a
poruch s ni souvisejicich. Adipogeneze je slozity proces, ktery zahrnuje zapojeni mnoha
transkripénich faktorti a regulacnich proteinti. Pocatecnim znakem vytvafeni adipocytu
jsou tvarové zmeény, které souviseji se zménami komponentii cytoskeletu a extracelularni
matrix. Buiika nabyva sféricky tvar. Béhem nasledné terminalni faze diferenciace ziskava
bunka slozky nezbytné pro syntézu a transport lipidi a sekreci adipocytnich proteint.

V této fazi se zvySuje také citlivost na inzulin (Gregore et al., 1998).

Ke sledovani pribéhu diferenciace lidskych adipocytli jsme pouzili dva
diferencia¢ni markery, PPARy a aP2 (graf 5 a 6). PPARY je transkrip¢ni faktor nezbytny
nejen pro zahdjeni, ale také samotné udrzeni procesu diferenciace (Gerhold et al., 2002; He
et al., 2012). Jeho inhibice miize znamenat dediferenciaci a snizeni exprese ostatnich
diferencianich markerti, spolu se ztratou lipidni akumulace (Rosen and MacDougald,
2006). Jednim z gent aktivovanych PPARy béhem diferenciace je gen aP2, ktery je
klicovym medidtorem intracelularniho transportu a metabolismu mastnych kyselin (Sun

and Nicholson, 2003).

Na wvzorcich pochazejicich zbun€k vriaznych fazich adipogeneze jsme
dokumentovali genovou expresi transkripénich faktort ATF3 a ATF4, regulujicich rozvoj
ER. Po pocatecnim poklesu v Casné fazi diferenciace se exprese ATF3 a 4 s postupujici
diferenciaci zvysSovala (graf 7 a 8). Prvotni pokles jejich exprese mize byt podminén
prechodem na bezsérové kultivaéni médium, ale nasledny nardst exprese obou
transkripcnich faktorti naznacuje, ze béhem diferenciace adipocyti mize dochazet ke
stresu ER. Preména preadipocytu na adipocyt je spletity proces, ktery vyzaduje fadu
regulacnich latek a nové stavebni komponenty a je doprovazen zvySenou akumulaci lipidd.
Jak jiz bylo popsano v kapitole 4.6.1. hlavnim mistem syntézy bilkovin a formace lipidnich

kapének je endoplazmatické retikulum. V tomto smyslu naroky na ER mohou byt vysoké.

Tato zjisténi jsou podporena také zvySenou genovou expresi HSPAS (graf 9).
HSPAS neboli BiP je hlavnim molekularnim chaperonem ER, ktery napomaha sbalovani

proteinli do kone¢né konformace.

Z vysledkli analyzy genové exprese a imunofluorescencni detekce dalSiho ER

proteinu, PDI3 A, je ziejmé, ze proces diferenciace adipocytli je spojen se zasadni
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modelaci ER. Zvysena produkce proteind vyzaduje vys$i mnozstvi molekularniho
chaperonu BiP a i pfes toto zesileni kontroly spravné konformace proteinti, ziejmé dochdzi
ke stresu ER, ktery je doprovazen aktivaci nepieberného mnozstvi regulac¢nich gent, jako

naptiklad ATF3 a 4.

57



8. Zavér

Hlavnim cilem prace bylo zaméfit se na molekularni zmény lidské tukové tkan¢ v prubéhu
dietni intervence se zaméfenim na sekreci adipocytli a na zmény exprese markerit ER

v pribéhu samotné diferenciace bun€k. Nejdulezitéjsi poznatky jsou shrnuty

Vv nasledujicich bodech:

1. Adipocyty ziskané z bioptickych vzorka tukové tkané byly pouzity ke studiu zmeén
sekrece vybranych adipocytokint (adiponektin, IL6 a MCP1) vyvolanych redukci vahy
u skupiny premenopauzalnich zen. U adiponektinu byly sledovany také zmény

zastoupeni jednotlivych izoforem (HMW, MMW, LMW).

2. Sekrece adipocytokind byla stanovena za kontrolnich podminek a po experimentalné
indukované lipolyze (stimulace bun¢k pomoci isoproterenolu a dbcAMP po dobu 3
hodin). Vysledky ziskané pomoci metody ELISA nepotvrdily Vv kontrolnich
podminkach signifikantni zmény sekrece adipocytokinid. Ani vysledky izoforem

adiponektinu provedené pomoci metody Western Blot se po redukci vahy nezménily.

3. Zaznamenany byly signifikantni zmény po stimulaci lipolyzy. Sekrece MCP1 se po
maximalni indukci lipolyzy pomoci pfimého dodani cAMP snizila. U IL6 byl
zaznamenam narust sekrece jak po isoproterenolové stimulaci, tak po pfimém dodéni
cAMP. U adiponektinu doslo ke snizeni sekrece po B adrenergni stimulaci, které bylo

patrné po normalizaci dat.

4. Nejvice produkovanou izoformou byla HMW. Signifikantni rozdil v zastoupeni
jednotlivych izoforem adiponektinu byl zaznamendn u HMW po ptimém dodani cAMP,

které vedlo ke sniZeni sekrece izoformy pted dietni intervenci.

5. Exprese faktort ER stresu ATF3, ATF4 a HSPAS5 v prubéhu diferenciace adipocytu byla
sledovana pomoci RT-PCR. Pro dokumentaci pribéhu samotné diferenciace byly
pouzity geny aP2 a PPARY. Exprese genu ATF3 byla prvni den diferenciace podstatné

niz§i nez pii expresi v preadipocytech, s postupujici diferenciaci se hladina mRNA
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ATF3 zvysila. Exprese ATF4 a HSPAS prokazovaly zpocatku mirné sniZeni, které se

nasledné jako u ATF3 zvySoval.
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9. Seznam zkratek

A
Acrp30
AdipoR
AMP1
aP2
Apml
APPL1
AMPK
APS
ATF
ATGL
ATP
BiP
BCA

BMI
BSA
C/EBP
Ca*
cAMP
CCR2
cDNA
CO,
CRP

CT
CuS04.5H20
dbcAMP
dH,O
DIFM

amper

adipocyte complement-related protein of 30 kDa
adiponektinovy receptor (adiponectin receptor)
adipose most amundant gene transkript 1
aktivator protein 2

adipose most abundant gene transcript 1
adaptacni protein

AMP aktivovana protein kinaza

persiran amonny

aktivacni transkripcni faktor

tukova triglycerid lipaza (adipose triglyceridelipase)
adenosintrifosfat

bilding protein

kyselina bicinchoninovd, metoda  stanoveni cel.
proteinti

body mass index

Bovine Serum Albumin

CCAAT/enhancer binding protein

vapenaty kationt

cyklicky adenosinmonofosfat

C-C chemokine receptor type 2

komplementarni deoxyribonukleova kyselina
oxid uhli¢ity

C-reaktivni protein (C-reaktive protein)

treshold cycle

pentahydrat siranu méd’natého

dybutyryl cyklické AMP

destilovana voda

diferencia¢ni médium
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DMEM-F12 Dulbecco’s Modified Eagle Medium with nutrient

mixture F-12
DMSO dimetylsulfoxid
DNA deoxyribonukleova kyselina
DNaza deoxyribonukledza
DPBS Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
EDTA ethylendiamintetraoctova kyselina
EGTA ethylenglykoltetraoctova kyselina
EGF epidermalni rustovy faktor (epidermal growth factor)
elF2a eukaryoticky inicia¢ni faktor 2a (eukaryotic

translation-initiation factor 2)

ELB elucni pufr

ELISA Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay

ER endoplazmatické retikulum

ERp44 Rabbit Ab #2886 krali¢i polyklonalni protilatka

ERp57 (G 117) Rabbit Ab #2881  krali¢i polyklonalni protilatka

FABP4 fatty acid bilding protein 4

FFA volna mastna kyselina (free faty acid)

FGF fibroblastovy rastovy faktor (fibroblast growth
factor)

FM fat mass

GBP28 gelatin-bilding protein of 28 kDA

GRP78 glucose-regulated protein of 78 kDA 56

GUSB glucuroniddza, beta

HCL kyselina chlorovodikova

Hac 1 transkripcni aktivator

HDL-C high-density lipoprotein cholesterol

HMW high molecular weight

HOMA-IR homeostasis model assessment of the insulin

resistance index

HRP kfenova peroxiddza
HSL hormon senzitivni lipdza (hormone sensitive
lipase)
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HSPAS
IBMX
IGF1

IKKB
IL6
IRE1
IRS
INK
LCD
LMW

M1
M2
MAPK
MCP1

Mg**
MGL

MK
MMW
mRNA
MSC - qualified FBS

NaCl
NF-xB
P

PCR
PBS
PDI
PERK

heat shock protein A5

3-isobutyl-1methyl xanthin

inzulinu podobny rustovy faktor 1 (inzulin like

grown faktor 1)

IxB kindza B (IxB kinase f3)

interleukin 6

inositol requiring protein 1

substrat inzulinového receptoru

c-Jun N-terminalni kinaza (c-Jun N-terminal kinase)

nizkokalorické dieta (low calorie diet)

low molecular weight

molarita

makrofagy typu 1

makrofagy typu 2

mitogen-activated protein Kinase

monocytni chemoatraktantni protein 1 (monocyte
chemoattractant protein 1)

méd’naty kationt

monoacylglycerol lipadza (monoacylglycerol

lipase)

mastna kyselina

medium molecular weight

medidtorovd RNA (messenger RNA)

mesenchymal stem cell-Fetal

Bovine Serum

kyselina chlorovodikova

jaderny faktor kB (nuclear factor xB)

pasaz

polymerase chain reaction

fosfatovy pufr (Phosphate Buffered Saline)

proteinova disulfidova izomerdza

double-stranded RNA-dependent protein

kinase (PKR)-like ER kinase
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PFA
pH

PKA
PM4
PPARY
RLT
RNA
RPE
Rpm
RT-PCR
RW;,

Ser

S1P

S2P
SFM
SOCS

SRP

SVF

T3

TAG
TEMED
TLR
TNFa
Tris

TT

UPR

WB
WP
WM
XBP1

paraformaldehyd

potencial vodiku

proteinkinaza A (protein kinase A)
prolifera¢ni médium 4

peroxisome proliferator-activated receptor y 58
lyzacni pufr

ribonukleova kyselina

pufr pro odstranéni kontaminace

otacky za minutu (revolutions per minute)
Real Time Polymerase Chain Reaction

pufr pro odstranéni kontaminace

serin

site 1 protease

site 2 protease

serum free medium

supresor signalizace cytokinu (suppressor of
cytokine signalling)

signal rozeznavajici partikule (signal recognition
particle)

tromavaskularni frakce

trijodtyronin

triacylglycerol
NNN'N'tetramethylethylendiamin

toll-like receptor

tumor nekrozni faktor o (tumor necrosis factor o)
tris(hydromethyl)aminomethan

tukova tkan

unfolded-protein response

volt

Western Blot

destic¢ka (well plate)

weight maintenance

X-box binding protein 1
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