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Abstrakt

Metabolické dé&je probihajici v tukové tkdni ovlivituji celotélovou energetickou homeostazu.
Dochazi zde k de mnovo lipogenezi a k prazdnému metabolickému cyklovani mezi lipolyzou
a reesterifikaci mastnych kyselin, které reguluje hladinu mastnych kyselin v krevnim ob&hu. Tyto
procesy jsou casteCn€é regulovany jadernym receptorem PPARy. Mitochondridlni biogeneze
a oxidativni fosforylace v adipocytech jsou fizeny prostiednictvim interakce PPARy s transkripénimi
koaktivatory PGC-1a a PGC-1p. Cilem prace bylo zjistit, zda je transkripéni koaktivator PGC-1§
zapojen do regulace prazdného cyklovani a de novo lipogeneze v bilé tukové tkani a jaky je vliv
specifické inaktivace genu pro PGC-1B v tukové tkéni na fenotyp mySi vystavenych kratkodobé
chladové expozici, popfipadé expozici zalozené na dieté s vysokym obsahem tuku obohacené o n-3
polynenasycené mastné kyseliny v kombinaci s mirnou kalorickou restrikci.

Vysledky prace ukazuji, Ze inaktivace PGC-1p v bilé tukové tkani pravdépodobné nema vliv na
prazdné cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin. U mysi s inaktivaci PGC-1f byl
pozorovan nartst hmotnosti hnédé tukové tkan€ a pii chladové expozici i zvySeni exprese gend pro
jaderné receptory PPAR, transkripéni koaktivator PGC-1a a UCPI1. Pfestoze je v hnédém tuku
inaktivace PGC-1p kompenzovana zvySenim hladin genové exprese a také UCP1 proteinu, tkan se

nejevi jako plné funkéni.
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Abstract

Metabolic pathways in adipose tissue affect the whole-body energy homeostasis. De novo
lipogenesis and futile metabolic cycling based on lipolysis and fatty acid re-esterification which is
engaged in regulation of fatty acid level in bloodstream are occuring there. These processes are partly
regulated by nuclear receptor PPARy. Mitochondrial biogenesis and oxidative phosphorylation in
adipocytes are controlled by interacting of PPARy with transcriptional coactivators PGC-1a and
PGC-1pB. The aims of this thesis were to find out whether PGC-1p is connected with regulation of
futile cycling and de novo lipogenesis in white adipose tissue and also how specific inactivation of
PGC-1P gene in adipose tissue affects phenotype of mice during short-term cold exposure or treatment
based on high fat diet enriched by »n-3 polyunsaturated fatty acids in combination with mild calorie
restriction.

The results show that inactivation of PGC-1p probably does not affect futile cycling based on
lipolysis and fatty acid re-esterification. In mice with PGC-1p ablation compensation in weight of
brown adipose tissue was observed as well as increase in the gene expresion of nuclear receptors
PPAR, transcriptional coactivator PGC-1a and UCP1 during cold exposure. Even though the
inactivation of PGC-1B in brown adipose tissue is compensated by upregulation of gene expression

and also by increase of UCP1 protein, tissue does not appear to be fully functional.
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1 Uvod

V soucasné dobé¢ je dobie zndmo, ze tukova tkan vykondva v organizmu mnoho dulezitych ukola. Od
prosté tepelné izolace vnitinich organi, pies sekreci hormont az po participaci ve funkcich imunitniho
systému. Nejpodstatnéjsi ulohou, kterou tukova tkan plni, je skladovani prebytecné energie ve forme
triacylglycerolii v lipidovych kapénkach adipocyti. Diky tomu jsou zivoCichové veetné cloveka
schopni pfezit celé tydny bez ptijmu potravy. Ackoli tato schopnost umoziiovala naSim pfedkiim prezit
obdobi hladomorti, dnes je hlavni pfi¢inou obezity a s ni asociovanych metabolickych poruch, jako je
napiiklad diabetes mellitus druhého typu nebo rtizna kardiovaskularni onemocnéni. Tyto civiliza¢ni
choroby jiz nejsou problémem pouze vyspélych stati Evropy a Severni Ameriky, ale pocet osob
trpicich nadvahou ¢i obezitou dramaticky roste po celém svéte.

S tim, jak se globalné zvySuje mnozstvi obéznich jedincl, zvySuje se také vyznam zkoumani
tukové tkan¢, nebot’ pochopeni metabolickych pochodid, ke kterym v tkani dochazi, je nezbytné
k tomu, abychom byli schopni tyto pochody ovliviiovat. Peroxizomalnimi proliferatory aktivovany
receptor gama (PPARy; peroxisome proliferator-activated receptor gamma) zastava v metabolickych
drahach v tukové tkani klicovou roli. PPARy reguluje syntézu triacylglycerolii, je nezbytny pro
diferenciaci adipocytil, ovliviiyje inzulinovou senzitivitu a pisobi protizanétlivé. Vliv PPARy na
zminéné procesy je umoznén interakci tohoto receptoru s fadou rtiznych transkripénich faktort. Patii
mezi né€ i transkripéni koaktivatory PGC-1a a PGC-1p (peroxisome proliferator-activated receptor
gamma coactivator 1 alpha/beta).

V této praci shrnuji vysledky ziskané sérii experimentd provadénych na mysim modelu, u kterého
byl inaktivovan gen pro PGC-1B v bilé i ve hnédé tukové tkani. Podstatou experimentt je chladova
expozice, kdy jsou zvifata po dobu dvou ¢i sedmi dnil vystavena teplot¢ 6 °C, popiipadé dietni
expozice, pii niz jsou mysi krmeny dietou s vysokym obsahem tuku obohacenou o polynenasycené
mastné kyseliny fady n-3 (n-3 PUFA; n-3 polyunsaturated fatty acid) v kombinaci s kalorickou
restrikci. Témito stimuly jsou aktivovany drahy energetického metabolizmu v tukové tkani, jejichz

soucasti jsou i transkrip¢ni koaktivatory PGC-1.



2 Tukova tkan

2.1 Obecné vlastnosti tukové tkané

Primarni tlohou bilé tukové tkané€ v organizmu je slouzit jako energeticky rezervoar pro ptipad, ze
se jedinec delSi dobu nedostane ke zdroji potravy. Tukova tkan je tvofena prevazné adipocyty, coz
jsou specializované builky obsahujici v cytozolu kapénky s ulozenymi triacylglyceroly. Pokud je
v organizmu zvySena poptavka po metabolické energii, je obsah lipidovych kapének hydrolyzovan za
vzniku molekuly glycerolu a tfech molekul volnych mastnych kyselin. Tento proces se nazyva
lipolyza. Z uvolnénych mastnych kyselin 1ze néasledn€ v mitochondriich, ¢i v peroxizomech ziskat
znaéné mnozstvi metabolické energie prostfednictvim B-oxidace. V piipadé kdy organizmus piijima
potravu, ale nema zvyseny energeticky vydej, je piebytecna energie uloZena ve formé triacylglyceroll
do tukovych kapének adipocyti. Molekuly triacylglycerold jsou syntetizovany béhem esterifikace
mastnych kyselin, kdy jsou mastné kyseliny pochazejici z potravy, nebo vytvofené syntézou de novo
slouceny s glycerolem (Boron & Boulpaep, 2012).

Pokud pfijem energie dlouhodobé pirevySuje energeticky vydej, dochazi k nadmérnému nardstu
tukovych zasob, coz muze vést k prekroCeni kapacity tukové tkané. Neschopnost tukové tkané
pojmout dal$i metabolickou energii je nutno kompenzovat ukladanim triacylglycerolli v jinych
tkanich. Ektopické ukladani tuku probiha pfedevs$im v jatrech a v kosternich svalech a vede ke snizeni
schopnosti téchto tkani reagovat na inzulin (Kim et al., 2000). Nadmérny ptfijem kalorii vyzaduje
zvyieni sekrece inzulinu, coZ po ¢ase zptisobi vyéerpani sekreéni schopnosti f-bundk' pankreatu, a tim
je snizena produkce tohoto hormonu. Snizenim produkce inzulinu v kombinaci s inzulinovou
rezistenci dochazi k rozvoji onemocnéni znamého jako diabetes mellitus druhého typu. Kromé
ektopického ukladani triacylglycerold ptisobi nadmérny kaloricky piijem také zvysSeni hladiny volnych
mastnych kyselin v krevnim fecisti. Mastné kyseliny jsou latky siln€ reaktivni a v fad€ tkani ptisobi
jejich vysokd koncentrace toxicky a vede k aktivaci zanétlivych procesii (Paolisso et al., 1995).
Tukova tkan tedy kromé skladovani energie slouzi i jako ochrana pied poskozenim ostatnich tkani
mastnymi kyselinami. Kapacita tukové tkané se u riznych jednotliveti znacné lisi. U nékterych velmi
obéznich osob nemusi vibec dochazet k ektopickému ukladani tuku a jejich zdravotni stav je zcela
v poradku, zatimco u mnohem S§tihlejSich jedinci tukova tkan nedokaze pojmout vice triacylglycerolii
a v dasledku toho trpi inzulinovou rezistenci a dal$imi zdravotnimi potizemi (Unger & Scherer, 2010).

Kapacita tukové tkan¢ je dana schopnosti expanze lipidovych kapének adipocytl v reakci na
zvySeny energeticky prijem. Tento problém je v soucasné dob¢é podroben intenzivnimu zkoumani
a k charakterizaci metabolické flexibility tukové bunky byly zavedeny terminy ,,zdravy* a ,,nezdravy“
adipocyt. Mimo schopnosti efektivné expandovat lipidové kapénky patii mezi vlastnosti ,,zdravych*

adipociti napiiklad vysoka aktivita oxidativni fosforylace v mitochondriich. Pro ukladani

! Buitky Langerhansovych ostriivk slinivky bfisni, které produkuji hormon inzulin.

6



triacylglycerolit v adipocytech je stézejni protein Perilipin 1. Ten zaroven slouzi jako mediator
zprostiedkovavajici interakce mezi proteiny béhem lipolyzy (Tansey et al., 2001). Dalsim dilezitym
proteinem je FSP27 (Fat-specific protein 27; CIDEC), ktery se pii vyvoji adipocytu podili na formaci
tukové kapénky. U mysi s deleci genu pro FSP27 v tukové tkani byly pozorovany malé adipocyty,
snizené mnozstvi tukové tkang, jaterni steatoza® a inzulinova rezistence (Tanaka et al., 2015). Bylo
rovnéz zjisténo, ze Perilipin 1 plsobi jako aktivator FSP27, ¢imz ovliviiuje schopnost expanze
kapének v adipocytu (Sun et al.,, 2013). Jednotlivé lipidové kapénky v buiice mohou navzijem
zflzovat a neni vylouceno, ze jsou schopny i dalSich dynamickych déji. V posledni dobé¢ je proto na
tyto organely a zejména na soubor proteinti na jejich povrchu soustfedéna velka pozornost (Bostrom et
al., 2007).

Tukové buniky lze rozliSovat podle jejich morfologie na unilokularni a multilokularni adipocyty.
Unilokularni adipocyty tvoii bilou tukovou tkan a obsahuji jednu velkou lipidovou kapénku.
Multilokulérni adipocyty obsahuji vétsi mnozstvi malych kapének a velké mnozstvi mitochondrii.
Vytvéieji hnédou tukovou tkan, ale mohou se vyskytovat i v bilém tuku. Jejich hnédavé zbarveni je
zpusobeno cytochromy, které se vyskytuji v mitochondriich a slouzi jako elektronové pienaSece
(Lilllmann-Rauch, 2012). Bilé a hnédé tukové bunky se kromé organelové vybavy lisi také svym
ptvodem. Oba typy adipocytd jsou mezodermalniho® pivodu, na rozdil od bilych adipocyti viak
muze byt u hnédych tukovych bunék aktivovana exprese proteinu MYF5 (myogenic factor 5), coz je
klicovy regulator diferenciace svalovych buné€k (Atit et al., 2006).

Primarni funkci bilého tuku je skladovani metabolické energie, zatimco hnédy tuk slouzi jako
termogenni organ. Termogeneze zprostfedkovana hnédym tukem je nezbytnd pro pieziti drobnych
savcl (napt. mySi a netopyrt) a také pro mlad’ata mnoha vétsich savcl veetné ¢lovéka. Skutecnost, Ze
tato tkan se vyskytuje i v téle dospélého ¢lovéka, byla jesté¢ nedavno neznama. Vzhledem k jejimu
zanedbatelnému mnozstvi vSak hnéda tukova tkan pro dospélého Cloveka z hlediska tvorby tepla neni
prili§ vyznamna (Saito et al., 2009). Metabolické pochody v obou tukovych tkanich jsou stimulovany
predevsim vegetativnim nervovym systémem, konkrétné prostfednictvim sympatiku ptfes p-adrenergni
receptory’. Zejména u adipocyti v hnédém tuku se vyskytuje velmi hustd sympaticka inervace
(Bartness, Vaughan & Song, 2010). Sympaticky nervovy systém je stimulovan v situacich, jako je
chladovy stres, zvySena fyzicka aktivita, nebo hladovéni. Aktivaci B-adrenergnich receptor proto
dochazi v tukovych buiikach ke zvySeni lipolyzy triacylglycerolii a uvolnéné mastné kyseliny mohou
byt nasledné vyuzity jako zdroj tepla ¢i metabolické energie (Barbe et al., 1996). V adipocytech vede

signal z P-adrenergnich receptori k aktivaci proteinkindzy A (PKA), ktera fosforyluje enzymy

* Ztuénéni jater, dochazi k nému nejéast&ji u obéznich jedincti, popiipadé u chronickych alkoholik.

? Stedni zarode¢ny list, vyskytuje se u zivogichii z kmene trojlisti, mezi které patii i obratlovci. U savel jsou
z mezodermu odvozeny kostra, svalova soustava, ob&hova soustava, vylucovaci a pohlavni soustava a mnoho
dalgich struktur.

* Skupina receptorti spfazenych s G-proteiny, vyskytuji se na plazmatické membrané a jsou aktivovany
katecholaminy. U B-adrenergnich receptorii rozlisujeme podskupiny By, B, a B;.
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katalyzujici proces lipolyzy. V situacich, kdy dochazi ke zvySeni aktivity sympatiku, je stimulovan
celkovy energeticky metabolizmus tukové tkan€, cehoz 1ze s vyhodou vyuzit pfi jeho zkoumani.
Schopnost tukové tkané syntetizovat latky hormonalni povahy souhrnné oznacované jako
adipokiny je velmi dulezita a predstavuje zptsob komunikace mezi tukovou tkani a imunitnim
systtmem ¢i centralni nervovou soustavou. Tématu této prace se ovSem dotyka pouze okrajove,

a proto zde nebude detailngji probirana.
2.2 Lipolyza triacylglycerolii a p-oxidace

Aby mohla byt metabolicka energie ulozena v tukovych kapénkach uvolnéna a spotfebovana, musi
byt molekuly triacylglycerolti nejprve hydrolyzovany na glycerol a volné mastné kyseliny. K tomu
dochazi v bilé i v hnédé tukové tkani a také v gastrointestinalnim traktu pii hydrolyze lipida ptijatych
v potravé (Voet & Voet, 2011).

Lipolyza triacylglycerolt je katalyzovana lipazami, coz je skupina enzymi s rozdilnou bunéénou
lokalizaci a substratovou preferenci. Pii lipolyze v tukové tkani se uplatiiuji cytozolické lipazy a to
zejména triacylglycerolova lipaza (ATGL; adipose tissue triglyceride lipase) spolu s proteinem
CGI-58 (comparative gene identification 58), ktery je nezbytny pro jeji aktivaci, a dale hormon-
senzitivni lipdza (HSL) a monoacylglycerolova lipiza (MGL). ATGL je enzym urcujici rychlost
lipolyzy triacylglycerolll, jez jsou jejim jedinym substratem. HSL je schopna katalyzovat lipolyzu
triacylglycerolii, ale primarnim substratem tohoto enzymu jsou diacylglyceroly, pii jejichz Stépeni
vznikaji monoacylglyceroly a volné mastné kyseliny (Lass et al., 2006). Stépeni monoacylglycerolt
nakonec katalyzuje MGL. V tukovych buiikach probiha lipolyza v malé mife neustale, coz se oznacuje
jako bazalni uroven lipolyzy. V reakci na podnét, kterym je napiiklad stimulace sympatického
nervového systému, mize byt Groven lipolyzy navySena. Bazalni troven lipolyzy méfend v kultute
lidskych unilokuldrnich adipocyti nebyla nijak ovlivnéna inaktivaci HSL. To naznacuje, Ze
za hydrolyzu triacylglyceroli v nestimulovaném stavu je zodpovédna pouze ATGL (Bezaire et al.,
2009).

Stimulaci B-adrenergnich receptord na plazmatické membrané tukovych bunék se aktivuje enzym
adenylatcyklaza, coz vede ke zvyseni koncentrace druhého posla’, kterym je cyklické AMP (cAMP).
Zvyseni hladiny cAMP zpiisobi aktivaci PKA, ktera dale fosforyluje Perilipin 1 a HSL. Fosforylovana
HSL se ptemisti z cytozolu na povrch lipidové kapénky, kde interaguje s fosforylovanym
Perilipinem 1 a katalyzuje hydrolyzu obsahu kapénky. Soucasn€¢ dochéazi k navazani proteinu CGI-58
na ATGL, coz vede ke tvorbé aktivniho lipolytického komplexu na povrchu lipidové kapénky.
Dulezitym regulatorem lipolyzy v tukové tkani je enzym AMP-aktivovana proteinkindza (AMPK),
ktery slouzi jako senzor kontrolujici stav energetické homeostazy na tGrovni bunécéné i celotélové.

Ukolem AMPK je chranit buiiku pied energetickym vy&erpanim a oxida¢nim stresem. Aktivita AMPK

> Molekula Gastnici se drah bundné signalizace. Po aktivaci piislu§ného receptoru se koncentrace druhého
posla v burice mnohonasobné zvysi, coz vede ke spusténi dalsi faze signalni kaskady.
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je vadipocytech regulovana pomérem mezi AMP a ATP, kdy zvySeni koncentrace AMP enzym
aktivuje. AMPK reguluje aktivitu lipolyzy fosforylaci HSL i ATGL (Ahmadian et al., 2011).
V bazalnim stavu AMPK stimuluje aktivitu ATGL. Ve stavu stimulované lipolyzy ptisobi AMPK na
HSL inhibi¢n¢, aby chranila bunku pted vycerpanim energetickych zasob (Daval et al., 2005).

Vétsina glycerolu vznikajiciho pfi lipolyze je uvolnéna do krevniho feciste, odkud je transportovan
do jater. Glycerol v jatrech je nasledné fosforylovan na glycerol-3-fosfat a pieménén na
glyceraldehyd-3-fosfat, coz je dulezity glykolyticky meziprodukt (Nelson, Cox & Lehninger, 2008).
Mastné kyseliny uvolnéné lipolyzou z tukovych kapének mohou byt nasledné¢ v mitochondriich
a v peroxizomech B-oxidaci (ndzev je odvozen od B-uhliku®) pfeméneny na energii. B-oxidaci
predchazi proces asociace mastné kyseliny s koenzymem A katalyzovany acyl-koenzym A-syntetazou.
Takto aktivovand mastna kyselina je dale transportovana pies mitochondridlni, ¢i peroxizomalni
membrany. U mitochondridlni B-oxidace se na transportu podili fada enzymi, z nichz kli¢ovou roli
hraje karnitin-palmitoyltransferaza [ (CPT1), kterd prevadi mastné¢ kyseliny s dlouhym
uhlovodikovym fetézcem na estery karnitinu. Ty jsou pfepraveny dovnitf mitochondrii, kde je pomoci
karnitin-palmitoyltransferazy II (CPT2) karnitin oddélen a vraci se zpét. Mastné kyseliny s kratkym
uhlovodikovym fetézcem mohou ptfes mitochondridlni membrany prostupovat samovolné (Charney,
Micic & Egnor, 1998).

B-oxidace za¢ina tvorbou dvojné vazby mezi a-uhlikem a B-uhlikem. Na dvojnou vazbu se aduje
molekula vody a proces pokracuje dehydrogenaci hydroxylové skupiny na B-uhliku. Poslednim
krokem je odStépeni acetylkoenzymu A a navazani nového koenzymu A ke zbytku mastné kyseliny.
Timto zptisobem je mastna kyselina zkracovana, pti¢emz dochazi k redukci oxidovanych koenzymi
FAD a NAD' na FADH, a NADH+H" (Obr. ¢. 1). Peroxizomalni B-oxidace se v principu od
mitochondrialni vyznamné nelisSi a jsou pfi ni oxidovany zejména mastné kyseliny s velmi dlouhymi

uhlovodikovymi fetézci.

® Druhy uhlik mastné kyseliny v potadi od karboxylové skupiny.
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Obr. €. 1. Schéma mitochondrialni B-oxidace. FAD(H,) - flavinadenindinukleotid oxidovana
(redukovana) forma, KoA - koenzym A, NAD+(H") - nikotinamidadenindinukleotid oxidovana

(redukovana) forma. Upraveno z (Nelson, Cox & Lehninger, 2008).
2.3 Esterifikace mastnych kyselin a prazdné metabolické cyklovani

Pii zvySené poptavce po metabolické energii probiha lipolyza za ucelem zisku ATP. V ptipadé
energetického nadbytku dochazi k procesu esterifikace, kdy jsou volné mastné kyseliny navazany na
molekulu fosforylovaného glycerolu. Samotna esterifikace je katalyzovana acyltransferazami, které
vSak neurcuji rychlost reakce, nebot’ ta je dana dostupnosti glycerol-3-fosfatu v cytozolu buiiky (Nye,
Hanson, & Kalhan, 2008). Fosforylovany glycerol mize byt syntetizovan z glykolytického
meziproduktu dihydroxyacetonfosfatu, poptipadé znecukernych prekurzorti jako jsou napiiklad
aminokyseliny, pyruvat a laktat prostfednictvim glyceroneogeneze. V hnédém tuku je exprimovan
enzym glycerolkinaza, ktery ptfimo katalyzuje fosforylaci glycerolu za vzniku glycerol-3-fosfatu,
zatimco v bilém tuku je glycerol vytvaren piredevs§im glyceroneogenezi (Festuccia et al., 2003). Krom¢e

fosforylovaného glycerolu jsou pro esterifikaci nezbytné mastné kyseliny vazané na koenzym A.
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Mastné kyseliny pochazeji z potravy, z tukovych zasob v adipocytech, kde byly jiz diive ulozeny,
nebo mohou byt vytvoreny syntézou de novo. Syntéza mastnych kyselin je katalyzovana enzymovym
komplexem zvanym syntaza mastnych kyselin (FAS; fatty acid synthase), (Volpe & Vagelos, 1974).

V bilé i v hnédé tukové tkani probiha zvlastni metabolicky déj, pfi kterém proti sobé soucasné bézi
lipolyza i esterifikace mastnych kyselin. Dochazi tedy k tomu, Ze molekula triacylglycerolu, jez byla
prave lipolyticky roz$tépena, je okamzité znovu syntetizovana. Takovy d& je nazyvan prazdné
metabolické cyklovani, a piestoze se miize jevit jako zbyteCné plytvani energii, zastava v tukové
buiice i v celém organizmu fadu podstatnych ukold, ke kterym patii naptiklad regulace hladiny
mastnych kyselin v krevnim ob&hu. Existuji rizné druhy prazdnych metabolickych cykli. Mezi jejich
spole¢né vlastnosti patii, ze protichlidné reakce jsou katalyzovany odlisSnymi enzymy, coz umoziuje,
aby probihaly soucasné a byly nezavisle regulovany (Newsholme & Crabtree, 1976).

Stimulace lipolyzy, u které je rychlost urcujicim enzymem ATGL, zvySuje obrat prazdného cyklu
mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin, nebot’ je zvySeno S§té€peni obsahu lipidovych
kapének. Pro navysSeni kapacity prazdného cyklovani je nezbytné stimulovat také esterifikaci
mastnych kyselin (Kalderon et al., 2000). Rychlost esterifikace mastnych kyselin je zavisla na
dostupnosti glycerol-3-fosfatu v cytozolu. Cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin
probihd zejména ve stavu, kdy je energetickd rovnovdha organizmu naklonéna ke katabolizmu.
V tomto stavu je snizena glykolyza, takze glycerol-3-fosfat nutny pro esterifikaci je vytvaren
glyceroneogenezi. Enzymem urcujicim rychlost této drahy je fosfoenolpyruvatkarboxykinaza
(PEPCK). Exprese PEPCK je regulovana jadernymi receptory PPARy, které tak ovliviuji obrat
prazdného metabolického cyklu prostfednictvim regulace koncentrace glycerol-3-fosfatu v cytozolu
(Vidal-Puig et al., 1997).

Béhem prazdného cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin dochazi na urovni
unilokularniho adipocytu ptredevsim k remodelaci tukovych kapének. V bilé tukové bunce je jedna
velka lipidova kapénka, na jejimz povrchu probihd lipolyza. Triacylglyceroly vytvotrené reesterifikaci
se nezaCleni zpét do puvodni kapénky, ale misto toho vytvareji v cytozolu velké mnozZstvi
mikrokapének, které maji mnohem vétsi celkovy povrch, coz znaéné zefektiviiuje proces lipolyzy
(Obr. ¢. 2). Takové usporadani tukovych kapének pripomina multilokularni adipocyty v hnédé tukové

tkani (Hashimoto et al., 2012).
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Obr. €. 2. Schéma remodelace lipidovych kapének. ATGL - triacylglycerolova lipaza,
CGI-58 - comparative gene identification 58, HSL - hormon-senzitivni lipdza, mk - mastné

kyseliny. Upraveno z (Hashimoto et al., 2012).

Stimulaci reesterifikace se mastné kyseliny zabudovavaji zpét do molekul triacylglycerold, a tim je
zabranéno jejich uvolnovani z adipocytu. Jiz bylo zmin€no, ze mastné kyseliny jsou latky silné
reaktivni a jejich vysoka koncentrace ptisobi toxicky v mnoha tkanich v¢etné samotné tukové tkang.
Cyklus mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin tak slouzi jako pufrovaci mechanizmus
chranici pred vykyvy v koncentraci mastnych kyselin na trovni tukové tkan€ i celého organizmu
(Campbell et al., 1992).

Prazdné metabolické cyklovani vede ke zvySeni energetického vydeje, nebot’ souc¢asné probihajici
protichidné reakce spotfebovavaji energii ve formé ATP. Proto je tomuto d¢€ji vénovana pozornost ve
snaze vyuZzit jej pii 1é¢bé obezity. U cyklu mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin vSak zatim

nebyl nalezen zpusob stimulace dostatecné G¢inny na to, aby ovlivnil celkovy energeticky vydej.
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2.4 Hnéda tukova tkan

I pres casteCnou morfologickou podobnost se bild a hnéda tukovd tkan navzajem lisi svym
puvodem a zejména funkci. V hnédém tuku dochazi k transformaci metabolické energie ve formée
triacylglycerolil na teplo. Tato schopnost dovoluje n€kterym zivocichtim zit v oblastech, kde by jinak
zemieli chladem, a jinym Zivocichim v¢etné Clovéka pomaha regulovat télesnou teplotu béhem
prvnich par mésict zivota. Hnédy tuk je tvofen multilokularnimi adipocyty a hustou siti vlasec¢nic
anervovych vlaken. Nervova vldkna zajiStuji spojeni tkané se sympatickym nervovym systémem,
zatimco kapilary slouzi k pfivodu Zivin, kysliku a k distribuci tepla do zbytku téla (Cannon et al.,
1986).

Bilé i hnédé adipocyty vznikaji z mezenchymalnich kmenovych bunék stejné jako myocyty,
osteocyty, ¢i napiiklad nervové bunky. V urcitém stadiu embryogeneze ¢ast téchto kmenovych bunék
vytvaii vdorzalni casti embrya neuradlni liStu, jejiz bunky maji schopnost migrovat po téle
a diferenciovat v adipocyty (Billon et al., 2007). Timto zptisobem lokalné vznikaji jednotliva tukova
depa, ktera lze v pripad¢ bilého tuku d¢lit na visceralni (Gtrobni) a subkutanni (podkozni). U mysi je
z visceralniho tuku nejvyznamnéjs$i gonadalni tukové depo a ze subkutanniho tuku dorzolumbalni
depo. Neni zcela presné znamo, kdy dochazi k rozdé€leni vyvojovych cest sméfujicich k unilokularnim
a multilokularnim adipocytim. Je vSak znamo, Zze u bil¢ tukové bunky je jiz od pocatecniho stadia
vyvoje exprimovan PPARy (viz kapitola 3.3). Hnédé tukové bunky sdileji stejnou vyvojovou linii
s myocyty a buitkami 8kary’. Aktivaci signalni drahy Wnt® (Wingless/Int-1) jsou tyto multipotentni
buiiky pfeménény na buiiky Skary, zatimco pro diferenciaci zbylych dvou druhii bun€k je nutna
aktivace exprese MYFS5. Pro diferenciaci multilokularnich adipocytti je stézejni protein PRDM16
(PR domain containing 16), ktery ptsobi jako transkripéni regulator a jeho exprese inhibuje pfeménu

kmenové buniky v myocyt (Obr. €. 3), (Seale et al., 2007).

7 Vrstva kiize tvofena pojivovou tkani. Ve $kate se vyskytuji potni a mazové zlazy, vlasové folikuly a velké
mnozstvi nervovych zakonceni umoznujicich vnimat hmat a teplo.

¥ Signalni kaskada slouZici zejména k bun&ené diferenciaci pii procesu embryogeneze. Podili se viak i na
regeneraci diferenciovanych tkani jako je naptiklad kostni dien.
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Obr. ¢. 3. Schéma vyvoje bilych a hnédych adipocyti z mezenchymalni kmenové buiiky.

MYF5 - myogenic factor 5, PPARy - peroxizomalnimi proliferatory aktivovany receptor gama,
PRDM16 - PR domain containing 16, Wnt - Wingless/Int-1. Upraveno z (Koppen & Kalkhoven,
2010).

U savct se vyskytuji dva rizné typy tukové tkané obsahujici multilokularni adipocyty. Prvni typ je
hnéda tukova tkan vznikajici béhem embryogeneze, jak je popsano vyse. Druhy typ vznika pfeménou
z bilé tukové tkané v reakci na stimulaci B-adrenergnich receptorii. Z hlediska vyvojové biologie se
tato tkan neda oznacit jako pravy hnédy tuk. Je tvofena adipocyty, jez se v anglictiné nazyvaji ,,beige
cells* (bézové buiiky), poptipade ,,brite cells“ (brite - brown in white - hnédy tuk v bilém tuku). Pokud
jsou stimulovany, podobaji se mitochondrie téchto bunek funkci i proteinovou vybavou mitochondriim
hnédych tukovych bunék, které vSak tyto vlastnosti maji uz v bazalnim stavu (Petrovic et al., 2010).
Hnédnuti bilého tuku vede ke zvySeni energetického vydeje diky schopnosti multilokularnich
adipocytli transformovat energii ziskanou oxidaci mastnych kyselin na teplo, coz stavi ,,bézové
bunky* do stfedu pozornosti mnoha vyzkumnych tymu zabyvajicich se 1écbou obezity.

Ve vnitini mitochondridlni membrané¢ hnédych a ,,bézovych® adipocytii se vyskytuji specialni
proteinové kanaly. Proteiny vytvarejici tyto kanaly se nazyvaji rozptahovaci proteiny (UCP;
uncoupling proteins) a v riznych organizmech jich bylo popsano nékolik druhii. U hlodavci je za
termogenezi v hnédém tuku zodpovédny protein UCP1. V prostoru mezi vnitini a vnéjsi
mitochondridlni membranou dochazi k hromadéni protontl, které sem aktivné transportuji proteinové

komplexy dychaciho fetézce a vytvari tak protonovy gradient. Ten je nasledné vyuzit k roztoCeni
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intermembrdnové Casti proteinového komplexu ATP-syntdzy, nebot protony se skrze komplex
samovoln¢ vraceji zpét do mitochondrialni matrix. Rozpohybovani této proteinové struktury je
sptazeno s tvorbou ATP z ADP a anorganického fosfatu v dalsi casti ATP-syntdzy umisténé uvniti
matrix (Boron & Boulpaep, 2012). UCP1 umoziuje navrat protonti z mezimembranového prostoru
zpét do matrix, a tim dochazi ke zkratovani protonového gradientu. Vznikla energie je tak misto
tvorby ATP pouze uvolnéna ve formé tepla. V hnédém tuku se vyskytuje velmi malo proteinovych
komplexi ATP-syntazy a primarnim tkolem mitochondrii v této tkani je tedy tvorba tepla a nikoliv

ATP, jak je tomu ve vSech ostatnich tkanich (Houstck et al., 1995).

3 PPAR

3.1 Obecné vlastnosti PPAR

PPAR patii do rodiny jadernych receptorii, které funguji jako ligandem aktivované transkripéni
faktory regulujici expresi fady gend. Tyto receptory jsou nezbytné pro buné¢nou diferenciaci, vyvoj
a zejména pro regulaci metabolickych drah v mnoha rGznych tkanich. PPAR byly identifikovany sérii
experimentd, pii kterych byly potkantiim podavany rizné chemikalie (léCiva, ftalaty, herbicidy), coz
me¢lo za néasledek jednak silné nadorové bujeni, a také nartst velikosti a mnoZstvi peroxizomil
v jaternich bunkach pokusnych zvifat. Zaroven bylo objeveno, ze uzité substance stimuluji
peroxizomalni i mitochondrialni B-oxidaci. Tento efekt je zprostiedkovan ptes PPAR, které byly proto
nazvany receptory aktivované proliferatory peroxizomti (Issemann & Green, 1990). Kromé
zminovanych substanci mohou byt PPAR aktivovany fadou endogennich ligandt. Patii mezi né
napiiklad polynenasycené mastné kyseliny, nebo leukotrieny a prostaglandiny, coz jsou latky
odvozené od mastnych kyselin. Aktivace prostiednictvim mastnych kyselin je mezi jadernymi
receptory zna¢n€ neobvykla a piedstavuje piimé spojeni mezi pfijatymi zivinami a regulaci genové
exprese (Forman, Chen & Evans, 1997). PPAR se od ostatnich jadernych receptort 1isi také tim, ze
mohou byt aktivovany mnozstvim rGznych nizkoafinitnich ligandli, zatimco napiiklad ke
glukokortikoidnimu jadernému receptoru’ se vaze pouze nékolik malo vysokoafinitnich ligandi.
Vazebné misto pro ligandy je proto u PPAR vétSi nez u ostatnich jadernych receptort (Varga,
Czimmerer & Nagy 2011).

PPAR reguluji genovou expresi mechanizmem zahrnujicim jaderny receptor RXR (retinoid
X receptor). Poté co je PPAR aktivovan ligandem, vytvaii s RXR heterodimer, ktery nasledné
interaguje s velkym komplexem koaktivatord (napf. PGC-la, PGC-1B) a adaptorovych proteint
umoznujicich nasednuti heterodimeru na specifické tseky DNA zvané PPRE (PPAR response
elements). Nasednutim heterodimeru PPAR/RXR na PPRE je aktivovana transkripce cilovych gent
(Kliewer et al., 1992). U obratlovct se vyskytuji tfi typy PPAR: PPARa, PPARB/6 a PPARy. Ty

? Jaderny receptor vyskytujici se téméf v kazdé buiice lidského t&la, reguluje expresi gentl, jejichz produkty
ovliviiuji metabolismus sacharidi, tuki i bilkovin a maji vliv na centralni nervovou soustavu a imunitni systém.

15



mohou byt aktivovany stejnymi ligandy, které se na receptory vdzou s riznou afinitou. Jednotlivé typy

PPAR zastavaji v organizmu odli$né funkce a jejich exprese se v riznych tkanich lisi.
3.2 PPARa

PPARa je exprimovan predevsim v jatrech a dale v ledvinach, v hnédém tuku, ve vSech typech
myocytd a v bunkach imunitniho systému. Vyznam PPARa spociva predevSim v jeho schopnosti
regulovat peroxizomalni a mitochondrialni B-oxidaci. Je také nezbytny pro proces ketogeneze'”, ktery
slouzi k zajisténi pfisunu energie do mozku béhem hladovéni, diky cemuz je PPARa povazovan za
klicovy transkripéni faktor. Nekteré studie naznacuji, Ze tento jaderny receptor ma také schopnost
pusobit proti rozvoji zanétu (Delayre-Orthez et al., 2005).

Béhem hladovéni dochazi k aktivaci PPARa jednak zvySenim hladiny mRNA tohoto receptoru
ataké prostfednictvim pfirozenych ligandi PPARa, coz jsou mastné kyseliny. Za nejucinngjsi
nesyntetické ligandy jsou povazovany kyseliny dokosahexaenova a linolenova (Sanderson et al.,
2008). Vyssi hladina mRNA pro PPARa je zplsobena zvySenim hladiny glukokortikoidt, ke kterému
dochazi pii stresovych situacich, jako je pravé hladovéni. Mimo to je hladina mRNA ovlivnéna
cirkadiannim rytmem ustanovujicim se v zavislosti na stravovacich navycich jedince. U hlodavci,
kteti konzumuji potravu prevazné v noci, je hladina mRNA pro PPARa vyssi béhem dne, zatimco
u lidi je hladina zvySena v noci (Lemberger et al., 1996).

Aktivovany PPARa reguluje expresi genll spojenych s transportem a oxidaci mastnych kyselin.
Jeden z nejvyznamnéjsich enzymd, jehoz exprese je takto ovliviiovana je CPT1. Stimulaci exprese
CPT1 je zvySen transport mastnych kyselin pfes mitochondrialni membrany a tim je zvySena
i mitochondrialni B-oxidace. Zaroven je stimulovana ketogeneze, nebot' pii P-oxidaci vznikajici
acetylkoenzym A muze byt pfeménén na ketolatky, které jsou nasledné uvolnény do krevniho tfeciste
a dopraveny do mozku. PPARa v jatrech stimuluje expresi genu pro FGF21 (fibroblast growth factor
21). Ten aktivuje lipolyzu v bilé tukové tkani a tim uvoliiuje mastné kyseliny jako zdroj energie pro
ostatni organy. Mezi dalsi dulezité geny, jejichz exprese je stimulovana PPARa patii rodina faktort
zajistujicich biogenezi peroxizomii (Pex1,Pex3,Pex5,Pex19,Pex26), (Rakhshandehroo et al., 2009).
Stimulaci jejich genové exprese dochazi ke zvySeni obratu peroxizomalni B-oxidace.

PPARa je klicovy regulator jaterniho lipidového metabolizmu a ma tedy znacny vliv na

celotélovou energetickou homeostazu.

' Proces, pii kterém jsou v jatrech vytvateny produkty rozkladu mastnych kyselin neboli ketolatky. Ketogeneze
probiha v pfipad¢, ze organizmus nema dostatek glukdzy a je nucen Cerpat energii vyhradné z lipida.
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3.3 PPARy

Dalsim dilezitym transkripénim faktorem z rodiny PPAR je PPARYy. Syntetickym ligandem tohoto
receptoru jsou 1éciva thiazolidindiony (TZD), jez jsou uzivana k 1é¢bé inzulinové rezistence a diabetu
mellitu druhého typu. PPARy je tedy pfimo zodpoveédny za regulaci hladin gluk6ézy a mastnych
kyselin v krevnim ob&hu.

U savcl existuji dvé izoformy proteinu PPARy. Izoforma PPARy, se vyskytuje naptiklad
v jatrech, v hladkych a pfi¢né pruhovanych svalech, ¢i v bunkach sitnice. Izoforma PPARYy, je
exprimovana témeéf vyhradné v tukové tkani a u cloveka je o 28 aminokyselin delsi nez PPARy, (Zhu
et at., 1995). Tato prace se zabyva metabolickymi pochody v tukové tkani, proto zde bude dale
probirana pouze izoforma PPARYy, (Obr. ¢. 4).

PPARy v tukové tkani zodpovida za diferenciaci adipocyti. Zralé adipocyty vznikaji
z preadipocytil, coz jsou nediferenciované fibroblasty tvorici zaklad vazivové tkan€. Diferenciace

adipocytu se nazyva adipogeneze a vyzaduje pfitomnost adipogennich transkripénich faktorti. Mezi

PPARY nejvice spolupracuje s C/EBPa a tyto faktory navzajem stimuluji svoji expresi. Ani jeden
z ¢lentt C/EBP rodiny vSak neni pro adipogenezi zcela nezbytny (Wu et al.,1999). Mysi s kompletni
inaktivaci genu pro PPARy vykazovaly naprostou ztratu bilé i hnédé tukové tkane, coz bylo
kompenzovano ukladanim triacylglycerolii v jatrech. Tento experiment potvrdil, Ze exprese PPARY je
nutna pro vznik zralé tukové bunky (Barak et al., 1999).

PPARYy je exprimovan v buiikach imunitniho systému, kde ma schopnost ovliviiovat zanétlivé
procesy. Transkrip¢ni faktor NF-xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) je
zodpovédny za stimulaci genové exprese zanétlivych cytokind, mezi které patii tumor nekrotizujici
faktor alfa (TNFa), nebo interleukiny 1,6 a 12 (IL1, IL6, IL12). Zanétlivé cytokiny jsou sekretovany
zejména makrofagy a jejich nadmérna produkce muaze vést k poskozeni tkani, k naruseni
metabolickych procesti ve svalech a v tukové tkani, ¢i krozvoji onemocnéni jako je naptiklad
ateroskleroza''. Aktivovany PPARy zvySuje aktivitu enzymového komplexu pisobiciho jako
transkripéni represor gentl, jejichZ exprese je pod kontrolou NF-kB. PPARY timto zplisobem snizZuje
produkci zanétlivych cytokind v bunikach imunitniho systému (Pascual et al., 2005). V makrofazich
a také aktivitu jaderného receptoru LXR' (liver X receptor), (Odegaard et al., 2007). V endotelialnich
bunkach a v buiikdch hladké svaloviny byl popsan mechanizmus, kterym PPARy inhibuje fosforylaci
NF-kB a tim znemoziuje jeho aktivaci. Diky tomu Ize PPARy povaZovat za G¢inny regulator rozvoje

aterosklerozy (Takata et al., 2002).

rrrrrr

a ke snizeni jeji elasticity.
12 Jaderny receptor blizce piibuzny PPAR a RXR. Ovliviiuje metabolizmus mastnych kyselin a cholesterolu.
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Aktivace PPARy prostiednictvim TZD v bilém tuku plsobi celotélové zvySeni inzulinové
senzitivity. V bunécnych kulturach adipocytt a v tukové tkani mysi, kterym bylo podavano TZD doslo
ke zvyseni exprese glukdzového pienasete GLUT4"(glucose transporter type 4), (Sugii et al., 2009).
Vyssi exprese GLUT4 vypovida o zvySeni mnozstvi inzulinovych receptorti, coz vede k usnadnéni
transportu glukézy do tukovych bunék. V adipocytech téchto mysi bylo navic naméfeno vyrazné
zvySeni exprese IRS-1 (insulin receptor substrate 1) a zvySena aktivita proteinkindzy B (Akt). Akt
a IRS-1 jsou dalsi z ¢lenti inzulinové signalni kaskady. Akt je nezbytna pro translokaci gluk6zového
prenaseCe na plazmatickou membranu buiky a IRS-1 slouzi jako adaptorovy protein
zprostfedkovavajici interakci mezi inzulinovym receptorem a dal§imi enzymy, které s nim interaguji.
Snizena exprese gentil pro tyto proteiny je jednim ze znakil inzulinové rezistence (Rondinone et al.,
1997).

Aktivace PPARy reguluje genovou expresi mnoha genil, mezi které patii i UCP1. Timto
zptisobem PPARYy ovliviiuje funkci mitochondrii v tukové tkani, coz ma zna¢ny vliv na metabolizmus

mastnych kyselin (Laplante et al., 2003).

' / / sniZeni p>
diferenciace stimulace zanétlivich regulace
adipocyti mitochondrilni cytokinii inhibici glukézové

biogeneze NF-kB homeostazy
a respirace

stimulace cyklu
lipolyza/ reesterifikace pies PEPCK

Obr. ¢&. 4. Schéma funkci PPARY v tukové tkani a buiikach imunitniho systému.
NF-«B - nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells,
PEPCK - fosfoenolpyruvatkarboxykinaza, PPARy - peroxizomalnimi proliferatory aktivovany

receptor gama.

B Glukézovy transportér exprimovan prevazné v tukové tkani a v piiénd pruhované svaloving. Jednd se
0 mezimembranovy proteinovy kanal, jehoZ propustnost je regulovana inzulinem.

18



3.4 Transkrip¢ni koaktivatory PGC-1

Transkripéni aktivace genti regulovanych PPAR vyzaduje pfitomnost koaktivatort. V ptfipadé
PPARy jsou klicové koaktivatory PGC-1, které jsou zvelké Casti zodpovédné za regulaci
mitochondridlnich respiracnich funkci a za fizeni procesu mitochondridlni biogeneze v metabolicky
aktivnich tkanich. Do této skupiny patii PGC-1a, PGC-1p a néalezi sem i protein PRC (PGC-1 releated
coactivator). PRC interaguje se stejnymi transkripcnimi faktory jako PGC-1, jeho afinita se vSak
v nekterych piipadech zna¢né lisi. Tento rozdil je patrny zejména v piipadé interakce s PPARy
(Vercauteren, Gleyzer, & Scarpulla, 2008). U PRC je hladina mRNA zvySena v proliferujicich
bunkach zatimco u buné€k, kde byl rist zastaven, dochazi k jejimu snizeni, coz svédci o interakci PRC
s ristovymi faktory (Vercauteren et al., 2006). U PGC-1 se hladina mRNA méni vreakci na
fyziologické podnéty, jako je naptiklad B-adrenergni stimulace a predstavuji tak spojovaci ¢lanek mezi
vlivy vnéjsiho prostiedi a regulaci genové exprese.

PGC-1a a PGC-1p sdileji fadu sekvenénich motivli a mohou tedy regulovat expresi stejnych geni.
Oba koaktivatory jsou silné¢ exprimovany v tkanich, které obsahuji velké mnozstvi mitochondrii a to
zejména v hnédé tukové tkani a v srdeCnim a pficné pruhovaném svalu. PGC-1 stimuluji expresi
transkripCnich faktort NRF-1 a NRF-2 (nuclear respiratory factor 1, 2). NRF ovliviiuji geny
stimulujici bunécny rist a replikaci mitochondrialni DNA. NRF také ptimo reguluji expresi gend,
jejichz produkty hraji dtlezitou roli v procesu mitochondrialni respirace, z nichz nejvyznamnéjsi jsou
podjednotky cytochrom c¢ oxidazy. Transkripcni faktor ERRa (estrogen releated receptor alpha)
jerovnéz pod kontrolou PGC-1. ERRa reguluje expresi gend, které se ucastni transportu
a metabolizmu mastnych kyselin, ¢i mitochondrialni respirace (Huss et al., 2004).

I pfes znacnou sekvenéni podobnost a schopnost regulovat expresi stejnych genti se PGC-1a od
PGC-1P z funkéniho hlediska mirné 1isi (Obr. €. 5). PGC-1a byl identifikovan jako transkripéni faktor
ucastnici se procesu chladové adaptace. ZvySeni exprese PGC-la pozitivné koreluje se zvySenim
exprese genu pro UCP1, ktery hraje pii chladové adaptaci u hlodavct zcela klicovou roli (Puigserver
et al., 1998). Ke zvyseni exprese UCP1 vlivem PGC-1a pti chladové adaptaci navic dochazi v hnédé
i v bilé tukové tkani. B-adrenergni stimulace v dusledku chladové expozice vede u PGC-1a v hnédém
tuku ke zvySeni genové exprese i mnozstvi proteinu, zatimco v ptipadé PGC-1f nebyl zaznamenan
zadny signifikantni nartst (Lin et al., 2002). PGC-1a vyznamné ovliviiuje celotélovou glukoézovou
homeostazu prostfednictvim interakce s transkripénim faktorem CREB (cyclic AMP response
element-binding protein) v jatrech. Pti hladovéni dochazi v jatrech k nardstu hladiny PGC-la, coz
stimuluje zvy$eni exprese gentl spojenych s procesem glukoneogeneze'®. U mysi s celotélovou
deficienci CREB, ktera zpiisobuje poruchu glukoneogeneze, byla zvySenim exprese PGC-1a obnovena

schopnost regulovat

' Proces, ke kterému dochazi pii dlouhodobém hladovéni. V jatrech se vytvaii glukéza z necukernych
prekurzord, jako je napfiklad laktat a glukogenni aminokyseliny za ucelem udrzeni stabilni hladiny glukozy
v krvi.
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stimuluje expresi UCP1 v L]

bilé i hnédé tukové tkani o Stimuluji mitochondrilni tukové tkani
biogenezi a respiraci
prostiednictvim NRF-1/2 ® neinteraguje s CREB

reguluje glukézovou
homeostizu pomoci

interakce s CREB 5 stimuluji stransport a oxidaci e neni fosforylovin AMPK
masinych kyselin

stimuluje mitochondrialni prostiednictvim ERRa . " porovnani s PGC-1a

biogenezi prostiednictvim efektivnéji stimuluje

interakce s AMPK mitochondriilni respiraci

Obr. ¢ 5. Schéma spoleénych funkci a vzajemnych rozdili mezi koaktivatory PGC-1la
a PGC-1p. AMPK - AMP-aktivovana proteinkinaza, CREB - cyclic AMP response

element-binding protein, ERRa - estrogen releated receptor alpha, NRF-1/2 - nuclear respiratory
factor 1/2, PGC-1a/P - peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 alpha/beta,

UCPI - rozptahovaci protein 1.

glukézovou homeostazu (Herzig et al., 2001). Vliv PGC-1p na glukoneogenezi je vSak zanedbatelny,
nebot’ zde nedochazi k asociaci s transkripénimi faktory interagujicimi s CREB (Lin et al., 2003).

Experiment, pii kterém byla meéfena spotfeba kysliku a membranovy potencial v kulturach
myoblasti exprimujicich bud PGC-1a, PGC-1B, nebo zadny z koaktivatort, ukazal, ze PGC-la
1 PGC-1f stimuluji mitochondrialni respiraci. V kulturach s expresi jednoho z koaktivatord, byl
naméfen vys§i pratok protonit z mezimembranového prostoru zpatky do mitochondridlni matrix
(proton leak). U buné¢k s expresi PGC-1a dochézelo k navratu protonl podstatné vice nez v pripade
PGC-1p, coz poukazuje na rozdil efektivity jednotlivych koaktivatorii pfi stimulaci respirace (St-Pierre
et al., 2003). K rozdilim mezi obéma koaktivatory patii i zpiisob jejich aktivace. Napiiklad AMPK
v pfi¢n€ pruhovaném svalu efektivné stimuluje narst mnozstvi mitochondrii prosttednictvim PGC-1a,
ale ne pres PGC-1p (Jager et al., 2007).

Pti studiu funk¢nich rozdilli a vzajemnych vztahti mezi PGC-1a a PGC-1p Ize s vyhodou vyuzit

bunécné a zvifeci modely, u kterych je jeden z koaktivatora deaktivovan.
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3.5 Celotélova inaktivace PGC-1p

Kwvili sekven¢ni a funkéni podobnosti byly PGC-la a PGC-1B zna¢nou dobu povazovany za
tentyz transkripéni koaktivator nazyvany PGC-1. Po identifikovani PGC-1p se objevila fada studii
zabyvajicich se rozdily mezi obéma transkripénimi faktory. Celotélova inaktivace PGC-1a i PGC-1p
vede u mysi k tvorbé defekti v metabolicky aktivnich tkénich. Navzdory tomu jsou vsak takto
postizeni jedinci Zivotaschopni a mohou se rozmnozovat. V pfipadé inaktivace PGC-1p bylo
v kosternim a srde¢nim svalu pozorovano snizeni mnozstvi mitochondrii, zatimco v hnédém tuku
nedoslo k zadné signifikantni zméné (Lelliott et al., 2006). Méfeni spotieby kysliku u myocytd
z lytkového svalu (musculus soleus) ukazalo, Ze u jedinci s celotélovou inaktivaci PGC-1p dochazi
krom¢ snizeni mmnozstvi organel také k redukci mitochondrialni respirace. U zvifat s inaktivaci
PGC-1B byla v bilé i v hnédé tukové tkani naméiena zvySena exprese PGC-la, coz svédci
o kompenza¢nim efektu koaktivator. V hnédé tukové tkani byla naméfena sniZzend exprese gentll
spojenych s elektronovym transportnim fetézcem. Mezi tyto geny patii naptiklad cytochrom c a 5b
podjednotka cytochrom c oxidazy. ZvySenim exprese PGC-1a tedy nelze zcela kompenzovat ablaci
PGC-1B, ackoliv tento efekt mize prispivat k udrzeni standardniho mnozstvi mitochondrii v hnédém
tuku.

Ve studii pracujici s kulturami lidskych adipocytt byla vyssi exprese PGC-lo asociovana
s hnédnutim bilych tukovych bun€k v diusledku zvySeni exprese UCP1 (Tiraby et al., 2003).
V experimentech provadénych na mySim modelu s celotélovou inaktivaci PGC-1p vSak kompenzacni
zvySeni PGC-1a nebylo dostacujici k vyvolani obdobného fenotypu. V jiné studii byla zvitata krmena
dietou s vysokym obsahem tuku (Sonoda et al., 2007). Konzumace diety s vysokym obsahem tuku
vedla u PGC-1p deficientnich jedinct k ukladani triacylglycerolii v jatrech v podstatné vétsi mife nez
u kontrolnich mysi, pfestoze spotieba potravy i télesnd hmotnost se téméi nelisily. Dalsi studie
provadéna na mySim modelu s celotélovou ablaci PGC-1p se soustfedila na vliv diety s vysokym
obsahem tuku na inzulinovou citlivost. Pfestoze glukozovy toleran¢ni test'” neodhalil Zadné
signifikantni rozdily mezi dvéma genotypy, inzulinova citlivost v jatrech byla u mysi s inaktivaci
PGC-1pB vyrazné snizena a dochdzelo u nich k ukladani triacylglycerolt v jatrech ve vétsi mife nez
u kontrolnich jedinci (Vianna et al., 2007). U kosterniho svalu bylo snizeno mnozstvi mitochondrii
a také exprese gent, jejichz produkty se ucastni mitochondrialni respirace. K ektopickému ukladani
triacylglyceroli ve svalech nedochazelo a inzulinova senzitivita této tkané nebyla nijak ovlivnéna.

Pii akutni chladové expozici byla u mysi s celotélovou inaktivaci PGC-1B jiz po né€kolika
hodinach naméfena vyrazné nizsi télesna teplota ve srovnani s jedinci bez tohoto defektu. Hladiny
genové exprese UCP1 se vSak mezi genotypy signifikantné neliSily. Vyrazné rozdily nebyly

pozorovany v télesné hmotnosti, v pfijmu potravy ani v mnozstvi hnédé tukové tkané. Analyza

1> Metoda slouzici ke stanoveni miry glukézové tolerance. Provadi se zpravidla nalaéno a porovnavaji se pii ni
hodnoty glykémie pied a po pozieni ur¢it€ho mnozstvi glukozy.
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spotieby kysliku v kosternim svalu rovnéz nepotvrdila Zadné signifikantni rozdily mezi dvéma
genotypy a podstata zvySené citlivosti k chladovému stresu tak nebyla objasnéna (Sonoda et al., 2007).
Podobnou reakci na chladovou expozici lze pozorovat u mysi s inaktivaci UCP1, u kterych klesa
vyznam hnédého tuku jako hlavniho organu netfesové termogeneze. V bilém tuku téchto zvifat byla
detekovana vyssi spotieba kysliku a vyssi Groven oxidace mastnych kyselin, zatimco v kosternim
svalu byly rozdily nepatrné (Ukropec et al., 2006).

Zminéné studie odhalily, ze PGC-1f hraje klicovou roli v procesu mitochondridlni biogeneze,
respirace a vyznamné ovliviiuje metabolizmus mastnych kyselin v jatrech. Kompenzacni zvyseni

exprese PGC-1a neni dostacujici k plné nahradé téchto funkci.
3.6. Inaktivace PGC-1p v tukové tkani

Inaktivace PGC-1p pouze v tukové tkani umozituje zaméftit se na funkce, které koaktivator v tkani
zastava, zatimco genova vybava v ostatnich tkénich zistdva kompletni. Ve studiich zabyvajicich se
celotélovou inaktivaci bylo zjisténo, ze absence PGC-1p snizuje efektivitu mitochondrialni respirace
v bilé i ve hnédé tukové tkani.

Ve studii pracujici s mySim modelem bylo inaktivace genu pro PGC-1B v bilé a hnédé tukové
tkani dosazeno prostiednictvim enzymu Cre rekombindzy exprimované pod promotorem aP2
(adipocyte protein 2), ktery je specificky pro tukovou tkan, ale je exprimovan i v makrofazich
(viz kapitola 5.1). Tato studie byla zaméfena na zkoumani vlivu PGC-1f na mitochondrialni respiraci
a biogenezi v adipocytech a dale na charakterizaci vztahu tohoto koaktivatoru k inzulinové citlivosti
a k mechanizmu pusobeni 1é¢iv TZD (Enguix et al., 2013). Vysledky ukazaly, ze inaktivace PGC-1f
v tukové tkani vede ke snizeni ucinnosti mitochondrialni respirace v disledku snizeni mnozstvi
enzymu, jako je napiiklad citrat syntaza a cytochrom c oxidaza. Na systémové urovni vSak nebyly
pozorovany zadné metabolické defekty kromé zvySeného mnozstvi hnédé tukové tkané, které bylo

u zvitat se specifickou deleci o 30% vice v porovnani s kontrolnimi jedinci.
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4 Hypotézy a cile prace

Experimenty popisované v této diplomové praci byly provadény na mySim modelu se specifickou
inaktivaci genu pro PGC-1p vbilém a hnédém tuku. Primarnim cilem bylo zjistit jak4d je uloha
mitochondridlni biogeneze v aktivaci prdzdného metabolického cyklovani mezi lipolyzou
a reesterifikaci mastnych kyselin v gonaddlnim tukovém depu. Pro aktivaci prazdného cyklovani byla

pouzita chladova expozice nebo stimulace pomoci diety s vysokym obsahem tuku obohacené o n-3

PUFA.
4.1. Hypotézy

Vliv chladové expozice na mysi s celotélovou inaktivaci genu pro PGC-1B byl zkouman nékolika
vyzkumnymi tymy (Lelliott et al., 2006; Sonoda et al., 2007). Vysledky chladové expozice provadéné
na my$§im modelu s inaktivaci PGC-1p pouze v tukové tkani vSak dosud nebyly publikovany. V chladu
dochazi u dorzolumbalniho tukového depa k hnédnuti bilé tukové tkané, coz je provazeno zvysenim
genové exprese i mnozstvi proteinu UCP1 (Wu et al., 2013). Studie provadéna v nasi laboratofi
prokazala, ze béhem chladové expozice je u mysi v gonadalnim tukovém depu indukovano prazdné
metabolické cyklovani mezi lipolyzou triacyglycerold a reesterifikaci mastnych kyselin (Flachs et al.,
2017). Chladova expozice obecné¢ stimuluje mitochondrialni biogenezi v hnédém tuku a v kosternim
svalu a také proces mitochondrialni respirace v bilém tuku i v dal§ich metabolicky aktivnich tkanich.

Vysledky experiment provadénych v nasi laboratofi ukazuji, Ze vlivem kombinace n-3 PUFA
a kalorické restrikce dochazi u mysi krmenych dietou s vysokym obsahem tuku ke snizeni
hmotnostniho pfirtstku, adipozity a mnozstvi lipidovych metabolitl v plazmé (Flachs et al., 2011).
Kaloricka restrikce stimuluje sympaticky nervovy systém, ¢imz aktivuje B-adrenergni receptory

v tukové tkani a n-3 PUFA funguji jako ligand PPARY.
4.2 Specifické cile prace
1) Popsat vliv chladové expozice na fenotyp mysi se specifickou deleci genu pro PGC-1f v bilé

a hnédé tukové tkani.

2) Na urovni genové exprese popsat ucinek delece PGC-1f na indukci prazdného metabolického
cyklovani v gonadalnim tukovém depu v termoneutralnim prostfedi a b&hem chladové

expozice.

3) Zjistit zda dochazi v hnédé tukové tkani ke kompenzaci delece PGC-1p na urovni genové

exprese, poptipad€ na trovni proteinu.
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4) Popsat ucinek diety s vysokym obsahem tuku obohacené o n-3 PUFA v kombinaci s mirnou
kalorickou restrikci na celotélovy metabolizmus a na indukci prazdného metabolického

cyklovani v gonaddlnim tukovém depu u mysi s deleci PGC-1.
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5 Material a metody

5.1 MySi model s inaktivaci PGC-1p v tukové tkani

Ve vSech experimentech zminiovanych v této praci byly pouzity mySi z kmene C57BL/6J,
u kterych byl gen pro PGC-1p deaktivovan pomoci Cre/loxP rekombindzového systému (Orban, Chui,
& Marth, 1992). C57BL/6J je inbredni mysi kmen casto pouzivany ve studiich zaméfenych na
energeticky metabolizmus, nebot tato zvifata maji sklon krozvoji dietou indukované obezity
a inzulinové rezistence (Black et al., 1998). Pro inaktivaci genu pro PGC-1B je nutno koédujici usek
DNA ohranicit dvéma loxP (locus of X-over P1), coz jsou sekvence o velikosti 34 part bazi, na
kterych dochazi k vazbé Cre rekombinazy. Tento enzym inaktivuje gen pro PGC-1f prostiednictvim
homologni rekombinace useku DNA v oblasti mezi loxP, ¢imz dojde k vystfizeni kddujici sekvence.
Do mysiho genomu jsou loxP zaneseny procesem rekombinace mezi cilovym usekem DNA
a genovym vektorem zkonstruovanym ze sekvenci bakterialni DNA. Vysledkem této rekombinace je
ohraniceni sekvence kodujici gen pro PGC-1p. Pro inaktivaci genu pouze v tukové tkani je nutné, aby
Cre rekombinaza byla exprimovana pod promotorem specifickym pouze pro tukovou tkan. U zvifat
uzitych v této praci byl enzym exprimovan pod adiponektinovym'® promotorem, ktery je narozdil od
promotoru aP2 specificky pouze pro tukovou tkan.

Pro vytvoreni heterogenni populace byli samci, u kterych je exprimovana Cre rekombinaza a loxP
zaneseny do genomu, pripusténi k samicim, u kterych k expresi rekombinazy nedochazi, ale gen pro
PGC-1B je ohraniCen loxP. Timto zplsobem je vytvofena populace, vniz se se stejnou
pravdépodobnosti vyskytuji jedinci s expresi rekombinazy, u nichz je PGC-1p inaktivovan (KO), a bez

exprese rekombinazy, u nichz se genovy produkt vytvari (WT).
5.2. Piehled experimentii - chladova expozice

Experiment zabyvajici se chladovou expozici byl v ramci této studie celkem tfikrat zopakovan
a pro jednotlivé pokusy byly vytvofeny pracovni nazvy CE K1, CE K2 a CE K3. V experimentech
byli pouziti samci zkmene C57BL/6J, vjejichz bilé a hnédé tukové tkani je, popfipad€ neni
inaktivovan gen pro PGC-1p. Jak bylo popséno v ptfedchozi kapitole, inaktivace genu je zavisla na
tom, zdali v tkanich je (KO), ¢i neni (WT) exprimovana Cre rekombinaza. VSechna zvifata byla
krmena standardni dietou (Ssniff Spezialdidten, Némecko), méla neustale neomezeny pristup k vode
ak potravé a po celou dobu experimentu méla dvanactihodinovy svételny rezim. Po odstaveni byly
my$i umistény ve skupinach po tfech do jedné klece, a dokud nedosahly stafi sedmi tydnt, zistaly
v mistnosti s teplotou 22 °C. Nasledn¢ byla vSechna zvifata pfemisténa do mistnosti s teplotou 30 °C,

coz u mysi odpovida termoneutralni zon¢, a v této teploté ziistala po dobu deseti dnli. V prvnich dvou

' Adiponektin je proteinovy hormon produkovany v adipocytech. Stimuluje oxidaci mastnych kyselin

~~~~~

a ovliviuje fadu dalsich procest.
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experimentech (CE K1, CE K2) byly mysi rozdéleny na tfi skupiny, z nichZ jedna ziistala ve 30 °C po
celou dobu experimentu (ctrl), druhd skupina byla umisténa na 48 hodin do mistnosti s teplotou 6 °C
(2d cold) a tieti skupina byla do chladové mistnosti umisténa na 7 dni (7d cold), (Obr. ¢. 6). Zvifata
byla rozdélena do skupin podle télesné hmotnosti na pocatku pokusu tak, aby se primérné hmotnosti
ve skupinach nelisily. V kazdé skupin€ byla polovina mysi s inaktivaci genu pro PGC-1p a polovina
bez inaktivace. Celkem tak bylo vytvoteno 6 podskupin (ctrl KO, ctrl WT, 2d cold KO, 2d cold WT,
7d cold KO, 7d cold WT). V experimentu CE K1 bylo pouzito 31 zvitat, coz odpovida mnozstvi 4-6
mysi na jednu podskupinu. V CE K2 bylo pouzito 61 zvifat, coz odpovida mnozstvi 8-12 mysi v jedné
podskuping. V experimentu CE K3 byla zvitata rozdélena pouze na dv¢ skupiny, z ¢ehoZz prvni zlstala
ve 30 °C (ctrl) a druha skupina byla umisténa do chladu na 7 dni (7d cold). V pokusu se tak pracovalo
se C¢tyfmi podskupinami (ctrl KO, ctrl WT, 7d cold KO, 7d cold WT) a celkem bylo pouzito 36 mysi,
coz odpovidd mnozstvi 9 mysi v jedné podskupin€. V CE K3 byla zvitata béhem experimentu kazdy
den vazena a byla jim denné métfena spotfeba potravy. U vzorkll z tohoto pokusu se planuje méftit
obrat cyklovani triacylglyceroli a mastnych kyselin v tukové tkani pomoci nukledrni magnetické
rezonan¢ni spektroskopie (viz kapitola 5.8). 48 hodin pfed ukoncenim experimentu byl proto mySim
injikovan fyziologicky roztok obsahujici deutérium (*H) a pitna voda jim do konce experimentu byla

vyménéna za 5% roztok tézké vody (oxid deutéria; *H,0).

samci

Kkmen CS7BL/6J
PGC-1p KO aWT
vék 7 tydnu

ctrl E— 8
22 °C 30°C /10 dni 6 °C / 2 nebo 7 dni

7d cold prmE——e——————eeeeeeee——

2d cold ___-

piesun do 30 °C, piesun do 6 °C, piesun do 6 °C,

ctrl, 7d cold, 2d cold 7d cold 2d cold disekce

Obr. ¢. 6. Obecné schéma experimentu - chladova expozice.

V chladové mistnosti byly mysi chovany v klecich po tfech, coZ je standardni poéet pouzivany

v na$i laboratofi u experimentd zaméfenych na chladovou expozici (Flachs et al., 2017). Mysi
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chované po jednom jsou kromé chladového stresu zbyte¢né vystaveny také stresu socidlnimu a vice
nez tfi zvirata spolecné vytvareji ptili§ mnoho tepla. Experiment byl ukoncen usmrcenim pokusnych
zvitat prostfizenim hrdla v éterové narkédze. VSechny mysi byly usmrceny v dopolednich hodinach.
U vSech experimentl byly odebirany vzorky krve, gonadalniho a dorzolumbalniho tukového depa
a hnédé tukové tkané. V experimentu CE K3 byly navic odebrany vzorky jater a kosterniho svalu
(musculus quadriceps). Hmotnosti mysi, jednotlivych organd a tkani byly zaznamenany
a vyhodnoceny. VSechny odebrané tkan¢ vyjma vzorkli krve byly okamzité¢ uloZzeny do tekutého
dusiku a nasledn¢ skladovany pii teploté -70 °C. Vzorky krve byly po odebrani uchovany na ledu
v mikrozkumavkach s 5ul 0,5 M roztoku EDTA (kyselina etylendiamintetraoctova), ktery zabranuje
srazeni krve. Krev byla poté centrifugovana pti 4492 g po dobu 10 minut ve 4 °C a nasledn¢ byla ze

vzorkil odebrana krevni plazma a uloZena pii teploté -70 °C.
5.3. Prehled experimentu - kaloricka restrikce

Experiment zaméfeny na ucinky kalorické restrikce a diety s obsahem n-3 PUFA byl v této studii
proveden jednou s pracovnim nazvem R K1. Mysi na zacatku tohoto pokusu byly ve véku od péti do
Sesti a pil mésicd, a byly rozdeleny podle télesné hmotnosti rovnomérné do péti skupin, ve kterych byl
vzdy stejny pocet jedincti od obou genotypil (KO a WT). Prvni skupina (std) byla krmena standardni
dietou (Ssniff Spezialdidten, Némecko), druhd skupina (cHFc) byla krmena dietou s vysokym
obsahem tuku a tieti skupina (krill) byla krmena dietou s vysokym obsahem tuku obohacenou o n-3
PUFA ve formé triacylglyceroli puvodem z drobnych antarktickych korysu (Olympic Seafood,
Norsko), (Tab. €. 1). Zvitata ve ¢tvrté (cHFc/R) a paté (krill/R) skupiné byla krmena stejnymi dietami
jako druha a tieti skupina, ale mnozstvi potravy, které jim bylo podavano bylo o 10% mensi. Celkem
se tedy pracovalo s deseti podskupinami zvitat (std KO, std WT, cHFc KO, cHFc WT, krill KO, krill
WT, cHFc¢/R KO,cHFc/R WT, krill/R KO, krill/R WT) a bylo zde pouzito 104 mySich samct, coz
odpovida mnozstvi 9-12 mysi v jedné podskupiné. Cely dietni experiment trval sedm tydnd, béhem

kterych byly chovany v teploté 22 °C a pii dvanactihodinovém svételném rezimu.
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druh diety

std

cHFc¢

krill
(cHFc + n-3 PUFA)

charakteristika diety

standardni dieta

dieta s vysokym

obsahem kukufi¢ného

dieta s vysokym
obsahem kukufi¢ného

oleje a s ptidavkem #n-3

oleje
PUFA
hruba energeticka
1660 2060 2060
hodnota [kJ/100g]
proteiny [%] 20 21 21
lipidy [%] 6 32 32
z toho n-3 PUFA
0 0 16
[% z celkovych lipidii]
sacharidy [%] 42 33 33
vlaknina [%] 32 14 14

sloZeni diety [1000 g]

R/M-H V1536-000
(Ssniff Spezialdidten)

370,8 g standartni diety
R/M-H,

315,2 g Sunaru,

9,3 g kukuti¢ného
Skrobu (Maizena),
231,8 g kukuti¢ného
oleje (Oleofarm)

73 g kaseinu

370,8 g standartni diety
R/M-H,

315,2 g Sunaru,

9,3 g kukuti¢ného
Skrobu (Maizena),

159 g kukuti¢ného
oleje (Oleofarm)

73 g kaseinu, 72,8 g
extraktu z korysa
(Olympic Seafood)

Tab. €. 1. SloZeni diet a procentualni zastoupeni jednotlivych Zivin v celkovém energetickém

obsahu.

Po dobu dvou tydnti pied zacatkem experimentu byla zvitatim ve skupinach cHFc, krill, cHFc/R

a krill/R podavéana dieta s vysokym obsahem tuku. Skupina cHFc na této dieté ziistala, zatimco tfem

ostatnim skupindm byla v prvnim tydnu experimentu dieta zménéna nebo jim byla zavedena

desetiprocentni kaloricka restrikce. Mnozstvi potravy pro mysi ve skupinach cHFc/R a krill/R bylo

kazdy tyden upravovano tak, aby odpovidalo mnozstvi potravy zkonzumované zviraty ve skupinach

bez restrikce. Z divodu presného méfeni spotieby potravy byly mysi umistény do kleci po jednom.

Hmotnost mysi byla zaznamenavana jednou tydné ve stejny ¢as po dobu sedmi tydnt. 48 hodin pred

ukonéenim experimentu byl stejné jako v pokusu CE K3 zvifatim injikovan fyziologicky roztok

obsahujici deutérium a jejich pitna voda byla nahrazena 5% roztokem tézké vody (viz kapitola 5.8).
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samci

kmen CS7BL/6J

PGC-1 KO a WT

vek 5 - 6,5 mesice L=

std —

cHF ¢ ==

krill oo

10% KR
cHF ¢/R. o |
10% KR
KrillR oo |
6 mésicu |2 tj*dn}" 7 tydnii
piechod na piechod na krill dietu, aplikace roztoku  gjsekce
cHFc dietu zac¢atek Kalorické restrikce deuteria

Obr. ¢. 7. Obecné schéma experimentu - kaloricka restrikce. KR - kaloricka restrikce.

Experiment byl ukoncen usmrcenim mys$i prostiizenim hrdla v éterové narkéze (Obr. €. 7).
Vsechna zvitata byla usmrcena v rannich hodinach a méla az do konce experimentu pfistup k potravé
(mysi ve skupinach cHFc/R a krill/R pied usmrcenim dostaly sviij denni prid€l potravy). MySim byly
odebrany vzorky krve, gonadalniho a dorzolumbalniho tukového depa a hnédé tukové tkané. Thned po
usmrceni byla mySim pomoci glukometru (Lifescan, USA) zméfena glykémie z krve odebrané
z krénich cév po prostiizeni hrdla. Vzorky tkani byly okamzit€ ulozeny do tekutého dusiku a nasledné
skladovany pfi teplot¢ -70 °C. Vzorky krve byly zpracovany stejnym zpilisobem jako pii
experimentech s chladovou expozici a byla z nich odebrana krevni plazma, ktera byla uloZena pfi

teploté -70 °C.
5.4 Genotypizace experimentalnich zvirat

Genotyp mysi pouzitych v experimentech byl ur¢en pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR;
polymerase chain reaction), kde byl specificky usek DNA namnoZen a nasledné detekovan pomoci
elektroforetické separace. Prvnim krokem byla izolace DNA ze vzorku tkané. Zvitatim byl odstfizen
maly kousek usniho boltce, ke kterému bylo v mikrozkumavce ptidano 300 ul 50mM NaOH a smés

byla inkubovana v termobloku 10 minut pii 95 °C. Poté bylo do mikrozkumavky ptidano 25 ul 1 M
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Tris-HCI (trishydroxymethylaminometan, pH 8, upraveno HCIl). Nésledné bylo 0,5 pl zkazdého

vzorku odebrano do reakcni smési (Tab. €. 2).

slozka reak¢ni smési objem na jeden vzorek [pl]
redestilovana voda 7,3
10x pufr 1,25
dNTP mix 0,25
Adipo Q 5" primer 0,65
Adipo Q 3" primer 0,65
PERC 5’ primer 0,65
PERC 3’ primer 0,65
TAG polymeriaza 0,25
DNA 0,5
celkovy objem 11,65

Tab. €. 2. SloZeni reakéni smési pro PCR pouzZivané pri uréovani genotypu ze vzorku tkané.

Reakce probihala na piistroji TGradient (Biometra, Némecko). Jednotlivé faze reakce jsou zde

vypsané (Tab. ¢. 3).

faze reakce

teplota [°C]

doba udrZovani teploty [s]

pocatecni denaturace 94 120
amplifikace (30 cyklii)

denaturace 94 30
annealing

58 30
(nasedani primerti)
elongace 72 90

konecna elongace

elongace 72 420

Tab. ¢. 3. Faze PCR na pfistroji TGradient pri urcovani genotypu ze vzorku tkané.

Po PCR nasledovala elektroforeticka separace na 1,2 % agar6zovém gelu. Soucasti gelu jsou 1x TBE

pufr (Tris/kyselina boritd/EDTA), agar6za a 5 ul interkala¢niho barviva GelRed (Biotum, USA). TBE

pufr se pouziva také k zaliti gelu béhem elektroforézy. Do mikrozkumavek obsahujicich PCR produkt
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bylo pfidéano 3 pl vkladaciho pufru (loading buffer). Pro uréeni molekulové hmotnosti PCR produktu
po separaci bylo do jedné jamky misto vzorku napipetovano 9,6 ul DNA markeru. Elektroforéza
probihala po dobu piiblizné 2 hodin pii napéti 60 V. Po ukonceni elektroforézy byly na gelu
detekovany prouzky odpovidajici DNA fragmentim, které se stanou viditelné po ozateni gelu UV
lampou. Dva prouzky jsou patrné u jedincii s expresi Cre rekombinazy (KO) a jeden prouzek je patrny

ve vzorcich jedincti bez exprese enzymu (WT).
5.5 Izolace RNA

Pro izolaci RNA byla pouzita metoda Guanidium thiokyanat-fenol-chloroformové extrakce
(Chomczynski & Sacchi, 1987). Vsechny kroky probihaly za pokojové teploty s vyjimkou
centrifugaci, které probihaji pfi teploté¢ 4 °C. Z divodu ochrany RNA pted ribonukledzami byl cely
postup provadeén v Casti laboratofe vyhrazené pro tuto metodu a s uzitim pipet uréenych pouze pro
praci s RNA. Vzorky pro izolaci byly uchovavany v tekutém dusiku, nebo pfi teploté -70 °C. Zmrzlou
tkan je nutné ihned po vyjmuti z dusiku ponofit do mikrozkumavky s Trizolem (roztok obsahujici
guanidium thiokyanat a fenol), aby se zabranilo degradaci RNA. Doporuc¢ené mnozstvi Trizolu je 1 ml
na 100 mg tkané.

Prvnim krokem byla homogenizace tkan€¢ v mikrozkumavkach s Trizolem, do kterych byla
vlozena keramicka kulicka. Homogenizace byla provedena pomoci oscilacniho mlynu MM400
(Retsch, Némecko) a probihala podle druhu tkané 3 az 5 minut. Nasledovala centrifugace (10 minut,
12000 g, 4 °C), po které se do nové mikrozkumavky odebrala mezifaze obsahujici RNA. K odebrané
mezifazi bylo ptidano 0,2 ml chloroformu na 1ml Trizolu, smes byla diikladné promichana a nechala
se 10 minut inkubovat. Dalsi centrifugaci (15 minut, 14000 g, 4 °C) se smés rozdélila na horni vodnou
fazi, ktera obsahovala RNA a spodni organickou fazi. Vodna faze byla odebrana do nové
mikrozkumavky, pti¢emz bylo tfeba vyvarovat se kontaminace proteiny z fdzového rozhrani. Do nové
mikrozkumavky bylo pfidano také 0,5 ml izopropanolu na Iml Trizolu. RNA se nechala
v izopropanolu 10 minut vysrazet. Nasledovala dalsi centrifugace (10 minut, 12000 g, 4 °C), po které
zustal na dn¢ mikrozkumavky vysrazeny pelet RNA. Supernatant byl odebran, k peletu bylo pfidano
Iml 70% etanolu na 1ml Trizolu a obsah mikrozkumavky se promichal a nechal znovu centrifugovat
(5 minut, 12000 g, 4 °C). Supernatant se nechal odsat a zbyly pelet se vysusil na vakuové odparce.
Vysuseny pelet se rozpoustél 20 minut v redestilované vodé pti 60 °C za obCasného promichavani.

Cistota a koncentrace naizolované RNA se ovéfila pomoci spektrofotometru NanoDrop
(NanoDrop, USA). Koncentrace RNA ve vzorku byla vypoctena z hodnoty absorbance pti 260 nm.
Informace o Cistot¢ RNA byla ziskana z pomérit absorbance pfi riznych vinovych délkach. Pomeér
absorbanci pii 260 a 280 nm vypovida o kontaminaci proteiny a pomér absorbanci pii 260 a 230 nm

vypovida o pozistatku organickych rozpoustédel. Naizolovana RNA byla dale uchovana pii -70 °C.
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5.6 Reverzni transkripce

Pfi méteni genové exprese se sleduji hladiny mRNA. Tento typ ribonukleové kyseliny byl piepsan
do cDNA metodou reverzni transkripce. Vzorky vyizolované RNA se nejprve natfedily redestilovanou
vodou na stejnou koncentraci. Nasledné se v UV dekontamina¢nim boxu pfipravily zasobni roztoky
A a B (Tab. ¢. 4).

Roztok A obsahoval redestilovanou vodu a polyT oligonukleotidy, které jsou komplementarni
k polyA konci mRNA. Pfi reverzni transkripci byly polyT oligonukleotidy pouzity jako primery, ¢imz
se zajistilo, Ze do cDNA byla pfepsana pouze mRNA. Do mikrozkumavek, ve kterych reakce
probihala, byl napipetovan roztok A spole¢né s roztokem nafedéné RNA tak, aby v kazdém vzorku byl
1 pg RNA a celkovy reakéni objem v mikrozkumavce ¢inil 12 pl. Tato smés byla nejprve
denaturovana zahfatim na teplotu 65 °C a nasledné rychle zchlazena. Poté bylo ke smési ptidano 8 pl
roztoku B, jehoz soucasti byl enzym reverzni transkriptaza, ktery katalyzuje ptepis RNA na cDNA. Po
pridani roztoku B reakce probihala 50 minut pfi teploté 37 °C. Na zavér byla teplota na 10 minut
zvySena na 72 °C a nasledné byly vzorky zchlazeny na 4 °C. Reakce probihala na piistroji TGradient

(Biometra, Némecko). Vzorky cDNA byly dale skladovany pii teploté -20 °C.

mix A objem na jeden vzorek [pl]
oligo T primery 0,5
redestilovana voda 10,5

mix B objem na jeden vzorek [pl]
5 x pufr 4

DTT 2

dNTP mix 1

M-MLYV RT (reverzni transkriptaza) 1

Tab. €. 4. SloZeni roztoku A a B pro reverzni transkripci.
5.7 Kvantitativni PCR

Metoda kvantitativni PCR (qPCR) je zaloZena na amplifikaci (zmnozZeni) cilového useku cDNA,
pfiCemz umoziiuje métit mnozstvi vzniklého PCR produktu po kazdém cyklu reakce. V pribchu
reakce mnozstvi cDNA exponencidlné nartista a je méfeno pomoci fluorescencni sondy, ktera vytvaii
signaly podle toho, jak vznika novy PCR produkt. Jako fluorescen¢ni sonda bylo pouzito interkalacni
barvivo SYBR Green. K navrzeni primert byl pouZit software Lasergene 7.1 (DNA Star, USA)
aprimery byly navrzeny tak, aby nasedaly na DNA pii teploté piiblizné¢ 60 °C. Aby pfi reakci
nedochazelo ke kontaminaci genomickou DNA, nasedaji pouzité primery do dvou riznych exont,

mezi kterymi se vyskytuje intron. Seznam primerti je zde uveden (Tab. €. 5).

32



gen kod sekvence primeru délka teplota
GenBank produktu | nasedani
[bp] [°C]

EF-1a 13627 5S'TGACAGCAAAAACGACCCACCA 192 58,6
5'GGGCCATCTTCCAGCTTCTTACCA

p-aktin 11461 5'"GAACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGAT | 434 60,2
5’ACCGCTCGTTGCCAATAGTGATG

CyKklofilin-§ | 19035 5"ACTACGGGCCTGGCTGGGTGAG 216 59,4
5'TGCCGGAGTCGACAATGATGA

UCP1 22227 5'"GACGGGGACCTACAATGCTTACAG 337 57,7
5'GGCCGTCGGTCCTTCCTT

PPARYy 19016 5'GCCTTGCAGTGGGGATGTCTCA 338 59,3
5'GATGCGGATGGCCACCTCTTTG

PPARa 19013 5'"CCGGGTCATACTCGCAGGAAAGA 471 60,6
S’ATAGCAGCCACAAAAAGGGAAATG

PGC-1a 19017 S'TGCGGTGTCTGTAGTGGCTTGATT 150 57,2
5'"CCCAAAGGATGCGCTCTCGTT

PGC-1p 170826 5'CGAGCGAGCGAGCGAGCGAGTG 165 59,1
5" GTCTGTCCGTCCGTCCGTCCGTCC

ATGL 66853 5'"GGCAATCAGCAGGCAGGGTCTTTA 248 60,6
5'"GCCAACGCCACTCACATCTACG

FAS 14104 5'TGG GTG TGG AAG TTC GTC AG 130 60
5'GTC GTG TCA GTA GCC GAG TC

COoX1v 12857 5’ AGAAGGCGCTGAAGGAGAAGGA 386 60,5
5'CCAGCATGCCGAGGGAGTGA

Tab. €. 5. Seznam pouZitych primeri.

Reakce probihala na piistroji LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Svycarsko)
a vzorky byly méfeny na 96-jamkovych destickach. Do jamek byla napipetovana reakéni smes, jejiz
soucasti je 2x koncentrovany kit The LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Tab. ¢. 6). Vzorky

cDNA byly pfed pfidanim do reakéni smési 20x natedény redestilovanou vodou v PCR kvalité.

sloZzka reakcni smési objem na jeden vzorek [pl]
2 x koncentrovany master mix kit 5
redestilovana voda 3

5’ primer 0,5

3’ primer 0,5

cDNA (20x nafedénd) 1

Tab. €. 6. SloZeni reak¢ni smési pro qPCR reakci.

Prvnim krokem gPCR byla pocatecni denaturace, pti které se reakéni smes zahtala na teplotu
95 °C. Nasledovalo 45 cykla, ve kterych se opakovala denaturace, nasednuti primerd na DNA
a elongace. Na konci kazdé clongaéni faze byla méfena fluorescence, nebot v této fazi byl

syntetizovan PCR produkt. Nakonec byla reakéni smés postupné zahfivana az na teplotu 98 °C, coz
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vedlo k rozpadu struktury dvouvldknové DNA, uvolnéni interkala¢niho barviva SYBR Green a tim
k poklesu fluorescence. Tato zaveérecna faze reakce se nazyva denaturacni analyza a lze pomoci ni
overit specifitu vzniklého produktu, a zdali nebyl vzorek kontaminovan genomickou DNA (Tab. €. 7).
V piipadé, Ze produkt je specificky a vzorky nejsou kontaminované, je v grafu zavislosti fluorescence
na teplot¢ tani DNA pouze jediné fluorescencni maximum. V takovém piipadé vSechny vzorky

obsahuji identicky produkt.

faze reakce teplota [°C] doba udrzovani teploty [s]

pocatecni denaturace 95 300

amplifikace (45 cykli)

denaturace 95 10
nasednuti primera 60 20
elongace 72 20

denaturacni analyza

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

Tab. €. 7. Faze qPCR na pristroji LightCycler® 480 System.

Kazdy vzorek byl zméfen paraleln€ v duplikatu a ve vysledku byl pouzit primér dvou hodnot. Ze
vSech pouzitych vzorki byl vytvofen smésny vzorek, ze kterého byla nasledné vytvoiena fedici fada,
ktera obsahovala Ctyfi rizné koncentrace (1x, 2x, 4x, 8x). Pfesné mnozstvi PCR produktu bylo
stanoveno podle takto vytvofené kalibracni kiivky. Jako negativni kontrola byla pouZita reakéni smés
bez pfidani vzorku. Vysledky genové exprese cilovych genti byly vztazeny na vysledky méfeni
referencnich gent, u nichz by se genova exprese neméla v ramci skupin pokusnych zvitat nijak lisit.
Jako referen¢ni geny pii méfeni genové exprese v této praci byly pouzity EF-1a (elongaéni faktor 1 o),

B-aktin a cyklofilin-f.
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5.8 1Izolace triacylglyceroli pro nuklearni magnetickou rezonanéni

spektroskopii

Jednim ze zplsobli méfeni obratu triacylglyceroli a mastnych kyselin v tukové tkani je
inkorporace deutéria do molekul triacylglycerold a nasledna analyza vystupu z nuklearni magnetické
rezonancni spektroskopie. Analyza spekter ani namétené vysledky nejsou soucésti této prace, nebot
v dobé sepisovani dosud nebyly k dispozici.

Mysim v experimentech CE K3 a R K1 byl 48 hodin pfed usmrcenim intraperitonealng'” injikovan
fyziologicky roztok tézké vody. Mnozstvi injikovaného roztoku je odvozeno od hmotnosti zvirat
a odpovida 5% z celkové hmotnosti vody v téle, jejiz obsah byl uréen jako 70%. Po injikovani byla
mySim pitnd voda nahrazena 5% roztokem té¢zké vody z diivodu udrzeni hladiny deutéria v organizmu.

U vzorkil gonadalniho tukového depa z experimentu R K1 (pfiblizné 70 mg tkan€) a hnédé tukové
tkané z experimentu CE K3 (ptiblizn€¢ 40 mg tkan€) byla po rozmrazeni nejprve provedena izolace
lipidd pomoci Folchovy extrakce. Pfi této metod€ byl vzorek homogenizovan v metanolu a poté
smichéan s KCl ve sklenéné zkumavce (2 ml metanolu a 750 ul KCl na 70 mg tkan¢). Dale byl ptidan
1 ml dichlormetanu, smés byla 10 minut sonikovana'® a nasledn& 20 minut promichavéna na tiepacce.
K zamezeni odparu rozpoustédel byly zkumavky obaleny alobalem. Poté bylo ke smési ptidano
dalsich 700 pl KCl a 3 ml dichlormetanu a vSe bylo znovu 10 minut sonikovano. Na zavér byla smés
centrifugovana pfi pokojové teploté (10 minut, 2500 g), spodni faze byla odebrana do nové zkumavky
a nechala se odparovat v digestofi do druhého dne.

Po Folchové extrakci je nutné separovat triacylglyceroly od mastnych kyselin a esterd
cholesterolu, k cemuz se pouziva kolonova chromatografie. Kolony Discovery DSC-Si (Sigma, USA)
se nejprve dvakrat promyji smési hexanu a MTBE (metyl-z-butyl-éter) v poméru 96:4 a poté dvakrat
pouze Cistym hexanem. Lipidy extrahované v pfedchozim kroku se nechaly rozpustit v 500 pl smési
hexanu a MTBE v poméru 200:3 a byly aplikovany na kolonu. Po aplikaci vzorku na kolonu byla
zkumavka jesté jednou promyta 2 ml smési hexan:MTBE (200:3) a tento objem byl také aplikovan na
kolonu. Nasledn¢ byla kolona postupné promyvana smési hexan:MTBE (200:3), (3x 2,5 ml)
a hexan:MTBE (96:4), (4x2,5 ml). Prvni smés slouzi k vymyti esterti cholesterolu a druhd smés
k vymyti triacylglyceroli. Jednotlivé frakce byly zachyceny do sklenénych zkumavek a frakce
s triacylglyceroly se nechala odpafit do sucha v digestofi. Vzorky triacylglycerolti ze zde popsanych

experimentd jsou méfeny v Ustavu organické chemie a biochemie AV CR.

' Injikace roztoku do vnittku dutiny bfisni, pfiemz je nutné penetroval ki, svalovou vrstvu a parietalni

peritoneum (blana vystylajici vnitiek dutiny bfisni).

18 o L oy . g , , . (L X 1% X
Metoda, pfi které je pouzito energie smérovanych zvukovych vin k rozruseni povrchu bunék, ¢i dalSich Castic

ve vzorku.
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5.9 Méreni koncentrace lipidovych metaboliti

Koncentrace lipidovych metaboliti byla stanovena ve vzorcich plazmy a v homogenatech jaterni
tkané a kosterniho svalu (musculus quadriceps). Metabolity méfené v plazmé byly neesterifikované
mastné kyseliny (NEFA; non-esterified fatty acids) a triacylglyceroly. Ve vzorcich tkani byly
stanoveny pouze koncentrace triacylglycerolti. K méfeni lipidovych metaboliti byly pouzity komercni
diagnostické soupravy (NEFA - Wako Chemicals GmbH, Némecko; triacylglyceroly - Erba Lachema,
CR). Reakce (tvorba barevného produktu) probihala na 96-jamkovych destickach a vysledek byl
vyhodnocen pomoci spektrofotometru Sunrise basic (Tecan, Svycarsko).

Princip metody stanoveni koncentrace NEFA.

acyl-CoA-syntaza .
RCOOH + ATP + CoA > acyl-CoA+AMP + PPi

acyl-CoA-oxiddza
acyl-CoA + 0, > H,0, + 2,3-trans-enoyl-CoA

2H,0, + 4-aminoantipyrin + 3-metyl-N-etyl-N-p-hydroxyetyl-anilin
peroxidaza . o
—— > anilinovy pigment + 3H,0
Princip metody stanoveni koncentrace triacylglycerold.

. lipoproteinlipaza . .
triacylglycerol+H,O >glycerol+mastné kyseliny

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

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

_ o peroxidaza o . i
2H,0,+4-aminoantipyrin+4-chlorofenol ——————>chinoniminové bravivo+4H,0O

Vzorky plazmy ¢i tkdnovych homogenati byly dle doporu¢eného postupu smichany s reakénim
¢inidlem ze specifickych kitd. Koncentrace metaboliti ve vzorcich byla urCena pomoci pramérné
absorbance standardnich vzorkd dodanych vsoupravé a od naméfené absorbance vzorkl byla
odectena primérnd hodnota blanku. Kazdy vzorek byl méfen paralelné ve dvou jamkéach a jako
vysledek byl pouzit priméer dvou hodnot.

Pro stanoveni koncentrace triacylglyceroli ve vzorcich jater a kosterniho svalu byl vytvofen
homogenat piiblizné z 50 mg tkané. Tkan byla nejprve inkubovana ve 150 pl 3 M KOH rozpusténého
v 65 % etanolu po dobu 2 hodin pfi teploté¢ 70 °C. Po inkubaci byl jaterni homogenat natedén
redestilovanou vodou 10x a svalovy homogenat byl nafedén 5x. Nafedéné vzorky byly poté pouzity
k méfeni koncentrace triacylglycerolti a vysledek byl piepocten na mnozstvi tkan¢. Vzorky plazmy

byly méfeny bez piedchoziho fedéni.
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5.10 Western blotting

Stanoveni mnozstvi UCP1 na trovni proteinu bylo ve vzorcich hnédé tukové tkdné provedeno
pomoci western blottingu. Vzorky tkdné byly skladovany pfti teploté -70 °C. Zmrzla tkan byla
prenesena do STE média (Tris, EDTA, sacharéza) spfidavkem inhibitori proteaz
(fenylmethansulfonylfluorid, aprotinin, leupeptin, pepstatin) tak, aby byl vytvofen 10% tkanovy
homogenat (ptiblizn€ 45 mg tkané bylo homogenizovano ve 450 pul STE média). Homogenizace byla
provedena na ledu za pouziti ru¢niho homogenizatoru Ultra-Turrax T8.01 (IKA, Neémecko).
Z homogenatu byl odebran alikvot pro stanoveni celkového mnozstvi proteinu metodou BCA
(stanoveni pomoci kyseliny bicinchoninové) a zbytek byl dale uchovavan pii teploté -70 °C.

Metoda BCA je zvlasté¢ vhodna pro stanoveni koncentrace proteinti ve vzorcich tukové tkane,
nebot’ neni citliva ke zvySené koncentraci mastnych kyselin. Principem je interakce proteini
s méd’natymi ionty, coZ vede k jejich redukci na méd’né ionty a ke tvorbé barevného produktu, jehoz
mnozstvi je ureno porovnanim absorbanci vzorkll s hodnotami kalibracni kiivky. Jako standard byl
pouzit vzorek hovéziho sérového albuminu (BSA; bovine serum albumin) nafedény v péti riznych
koncentracich  (kalibraéni kfivka). Absorbance byla méfena na 96-jamkové desticce
spektrofotometrem Sunrise basic (Tecan, Svycarsko) pii absorbanci 562 nm. Tkatiovy homogenat byl
meéfen ve dvou riznych koncentracich a doplnén vodou do objemu 15 pl spolec¢né s 225 pl reakéniho
¢inidla z predem pfiipravené¢ho kitu. Pfed méfenim na spektrofotometru byla smés inkubovana 30
minut pifi 37 °C.

Tkanové homogenaty byly po rozmrazeni natfedény redestilovanou vodou na stejnou koncentraci
proteinu (2 pg/pl) a zarovenn byl k vzorkim v poméru 1:1 napipetovan vzorkovy pufr (2x Laemli
buffer, Bio-Rad, USA) spfidavkem 5% merkaptoetanolu. Nésledné¢ byla smés denaturovéna
v termobloku pfi 85 °C po dobu 12 minut. Po vyjmuti z termobloku byly vzorky pipetovany do jamek
10% polyakrilamidového gelu s Tris-glycinovym pufrem (25 mM Tris, 192 mM glycin, 10% SDS, pH
8,3). Pro vizualizaci molekulové hmotnosti separovanych proteinti byl do gelu napipetovan také
Protein Ladder (Thermo Scientific, USA). Elektroforéza probihala pfiblizné po dobu 3 hodin,
pocatecni napéti je 60 V, poté 90 V a nakonec 110 V. Po ukonéeni elektroforézy byl gel vyjmut
z aparatury, inkubovan v blotovacim pufru III (20 mM Tris, 5 mM glycin, 10% methanol) po dobu
15 minut a vlozen do sloupce tvoteného z filtra¢nich papirti namocenych v pufrech I (150 mM Trizma
base, 10% methanol), IT (12 mM M Trizma base, 10% methanol) a III a polyvinylidenfluoridové
(PVDF) membrany, ktera byla aktivovana namocenim do metanolu, vody a pufru II. Sloupec byl
umistén do aparatury pro blotovani polosuchou metodou a pfenos proteinti z gelu na membranu
probihal po dobu jedné hodiny pii elektrickém proudu 60 mA na jednu membranu. Po ukonéeni byla
membrana vyjmuta z aparatury, oplachnuta v TBS pufru (50 mM Tris, 150 mM NaCl) a poté ve
smesi blokovaciho pufru Odyssey (Li-cor, USA) a TBS pufru vpoméru 1:1. Z membrany byl

vystiizen prouzek v oblasti, kde dochazi k separaci proteinii o molekulové hmotnosti 25 az 40 kDa.
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Nésledné byla membrana inkubovéna pifes noc piiteploté 6 °C ve smesi TBS s 0,1 % Tweenem,
Odyssey pufru a primarni protilatky (anti-H/M-UCP1-mouse-MAB6158, RD systems, 1:1000, USA).
Druhy den byla membrana 5x oplachnuta smési TBS s Tweenem a poté byla inkubovana ve tmé po
dobu 1 hodiny pfi laboratorni teploté. Inkubacni smés byla stejna jako u primarni protilatky, do smési
vsak byla pfidana sekundarni protilatka (AlexaFluor goat-anti-mouse 680, 1:5000, Invitrogen,
Némecko). Nasledovalo dal§ich pét oplachnuti smési TBS s Tweenem kvili omyti nenavazané
sekundarni protilatky a na zavér byla membrana oplachnuta pouze v TBS pufru. UCP1 na membran¢
byl detekovan skenovanim na pfistroji Odyssey IR Imager (Li-cor, USA) a kvantifikace mnozstvi

proteinu byla provedena pomoci softwaru AIDA (Raytest, Némecko).
5.11 Statistické vyhodnoceni

Pro statistické porovnani dat byl pouzit software Sigma Stat (Systat, USA). Hladina statistické
vyznamnosti byla stanovena na p < 0,05. Pro porovnani ziskanych dat byla pouzita dvoucestna
ANOVA. Data, kterd neprosla testem normality, byla transformovana pomoci nastroji programu
Sigma Stat. Vysledky jsou prezentovany jako vybérové prumery a variability jsou vyjadieny jako

sttedni chyby vybérového pruméru.
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5.12 Seznam pouzitych chemikalii

*H,0 (t&zka voda)

10x pufr pro PCR

5x pufr pro RT

adeninové nukleotidy (AMP, ATP)
agaroza

akrylamid

amonium persulfat (APS)
aprotinin

BCA kit

blokovaci pufr Odyssey
diethyléter

dichlormetan

dithiotreitol (DTT)

DNA marker

dNTP

DTT

EDTA

etanol
fenylmetansulfonylfluorid (PMSF)
GelRed

glycin

HCI

hexan

chloroform

Cholesterol liquid 250 S kit
izopropanol

KCl

KOH

Laemmli buffer

leupeptin

LightCycler® 480 SYBR Green I Master

loading buffer
merkaptoetanol
metanol

metyl-t-butyl-éter (MTBE)

CortecNet, Francie
Roche, Némecko
Invitrogen, Némecko
Sigma, USA
Serva, Némecko
Serva, Némecko
Sigma, USA
Sigma, USA
Sigma, USA
Li-cor, USA
Penta, CR

Sigma, USA
Sigma, USA
Roche, Némecko
Invitrogen, Némecko
Invitrogen, Némecko
Serva, Némecko
Penta, CR

Sigma, USA
Biotum, USA
Serva, Némecko
Penta, CR

Sigma, USA
Penta, CR

Erba Lachema, CR
Serva, Némecko
Penta, CR

Penta, CR
Bio-Rad, USA
Sigma, USA
Roche, Némecko
Roche, Némecko
Serva, Némecko
Penta, CR

Sigma, USA



M-MLYV reverzni transkriptaza

NaOH

NEFA liquid 250 S kit

oligothymidin

PCR primery

pepstatin

primarni protilatka anti-H/M-UCP1-mouse-MAB6158
Protein Ladder

PVDF membrany

sachardza

sekundarni protilatka AlexaFluor goat-anti-mouse 680
sodium dodecyl sulfat (SDS)

TAG polymeraza

tetrametyletylendiamid (TEMED)

Triacylglycerol liquid 250 S kit
trishydroxymethylaminometan

Trizma base

Trizol

Tween 20

5.13 Seznam pouzitych pristroja

AIDA software

aparat na elektroforézu

aparat na semi-dry blotting
automatické pipety (rozsah 0,2 - 1000 pl)
centrifuga Universal 320R
glukometr One Touch Ultra

kolony Discovery DSC-Si

Lasergene software

LightCycler® 480 RT PCR System
magnetické michadlo

mini centrifuga

Odyssey IR Imager

oscila¢ni mlyn MM400

PCR piistroj Tgradient
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Invitrogen, Némecko

Penta, CR

Wako Chemicals, Némecko

Generi Biotech, CR
Generi Biotech, CR
Sigma, USA

RD systems, USA
Thermo Scientific, USA
Millipore, USA
Penta, CR
Invitrogen, Némecko
Bio-Rad, USA
Roche, Némecko
Bio-Rad, USA

Erba Lachema, CR
Sigma, USA

Fluka, USA

Sigma, USA

Serva, Némecko

Raytest, Némecko
Bio-Rad, USA
Omni-Bio, CR
Gilson, Francie
Hettich, Némecko
Lifescan, USA
Sigma, USA
DNA Star, USA
Roche, Némecko
IKA, USA
Labnet, USA
Li-cor, USA
Retsch, Némecko

Biometra, Némecko



pH meter

Sigma Stat software

sonikator

spektrofotometr NanoDrop
spektrofotometr Sunrise basic
termoblok

Ultra-Turrax T8.01 homogenizator
vahy ADAM

vakuova susicka VR-1 Heto

vortex
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WTW, Némecko

Systat, USA

Hielscher, Némecko
NanoDrop, USA

Tecan, Svycarsko
Biometra, Némecko

IKA, USA

ADAM eqp., Velka Britanie
Thermo Scientific, USA
Scientific Industries, USA



6 Vysledky

6.1 Chladova expozice

Experiment chladové expozice zaméfeny na zkoumani funkce koaktivatoru PGC-1 a na
charakterizaci fenotypu mysi se specifickou deleci genu pro PGC-1p v tukové tkani byl celkem tfikrat
zopakovan (CE K1, CE K2 a CE K3). Na konci experimentu byly vyhodnoceny rozdily hmotnosti
jednotlivych dep tukové tkané, jater a kosterniho svalu, hladiny NEFA a triacylglyceroli v plazmé,
obsah triacylglycerold v jatrech a v kosternim svalu a hladiny vybranych enzymil a transkripénich
faktorti na tirovni genové exprese. Mnozstvi proteinu UCP1 v hnédé tukové tkani bylo stanoveno

pomoci metody Western Blotting.
6.1.1 Télesna hmotnost a spotieba diety

Télesna hmotnost mysi byla méfena nékolikrat pred zac¢atkem experimentu (pfi rozdélovani zvitrat
do skupin, pii pfesunu do termoneutralni teploty), na zacatku experimentu (tj. na zacatku chladové
expozice) a na konci kazdého experimentu. U pokusu CE K3 byla méfena spotieba potravy a télesna
hmotnost kazdy den béhem trvani experimentu. Hmotnostni pfirdstek zvifat je zobrazen jako primeér
rozdild hmotnosti po a pfed experimentem. Kromé dvoudenni chladové expozice, ktera byla
provedena pouze u CE K1 a CE K2, jsou zde hodnoty ze vSech tii pokusti dohromady (Obr. €. 8). Po
dvoudenni chladové expozici byl u zvifat patrny signifikantni ubytek télesné hmotnosti, ktery byl po
dalsich péti dnech v chladu snizen, ale nedosahl hodnoty stejné jako na zacatku experimentu. Nebyly
zde zaznamenany zadné signifikantni rozdily mezi genotypy. Rozdil ve zménach té€lesné hmotnosti
béhem experimentu popisuje graf hodnot namétenych v pokusu CE K3 (Obr. €. 9), kde byla métena
idenni spotieba potravy. Mezi genotypy nebyly ve spotfebé diety naméfeny zadné signifikantni
rozdily (Obr. €. 10). Vzhledem k vy$simu energetickému vydeji nezbytnému k udrzeni télesné teploty,
doslo k nartistu spotfeby potravy jiz od prvniho dne chladové expozice. Od ttetiho dne experimentu
konzumovaly mysi chované v chladu signifikantné (dvojnésobn€) vice potravy ve srovnani se zvifaty

v termoneutralni teploté a spotieba potravy se jiz do konce experimentu nezvySovala.
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Obr. ¢. 8. Priristek télesné hmotnosti. Graf znazorfiuje pramérné hodnoty ze vsech tii
pokusti (2d cold pouze data zCE K1, 2) vypocitané jako rozdil télesné hmotnosti po a pied

experimentem. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi v§emi skupinami (ctrl; 2d cold; 7d cold).
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Obr. ¢. 9. Télesna hmotnost v pritbéhu experimentu. Graf znazorfiuje primérné hodnoty

z experimentu CE K3. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl; 7d cold).
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Obr. €. 10. Spotieba potravy v pribéhu experimentu. Graf znazoriiuje praimérné hodnoty

z experimentu CE K3. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl; 7d cold).

6.1.2 Koncentrace lipidovych metaboliti v plazmé a akumulace lipidu

v jatrech a v kosternim svalu

Koncentrace NEFA a triacylglycerolii byly méfeny v plazmé na konci vSech tfi experimentd.
Hladiny NEFA v plazmé byly po dvou dnech chladové expozice signifikantné snizeny u obou
genotypu. U skupiny 7d cold doslo ke zvySeni koncentrace NEFA v plazmé a to zejména u genotypu
wt, kde se hladiny NEFA pitiblizily hodnotdm naméfenym u mysi v termoneutralnim prostredi. Rozdil
mezi genotypy nebyl signifikantni u zadné ze skupin (Obr. ¢. 11). Obsah triacylglycerolti v plazmé byl
signifikantné snizen u skupin 2d cold i 7d cold ve srovnani se skupinou ctrl. U skupiny 7d cold je vSak
patrny mirny nardst hladiny triacylglycerold, ktery je vysSsi u genotypu wt. Neobjevily se zde zadné
signifikantni rozdily mezi genotypy (Obr. €. 12). Ve vzorcich jater a kosterniho svalu (musculus
quadriceps) byla méfena koncentrace triacylglycerolti v experimentu CE K3 a zaroven byla v tomto
pokusu méfena hmotnost téchto tkani. Hmotnost jater se vlivem chladové expozice nezménila
(Obr. ¢. 13) a obsah triacylglycerold v této tkani byl u skupiny 7d cold jen nesignifikantné zvySen
(Obr. ¢. 14). U hmotnosti kosterniho svalu doslo vlivem chladové expozice k nepatrnému snizeni
(Obr. €. 15). Stejné jako u parametrti meétenych v jatrech se zde neobjevily zadné signifikantni rozdily
mezi jednotlivymi genotypy. V obsahu triacylglycerolii ve svalu nebyl rozdil mezi skupinami. Objevil
se zde vSak rozdil mezi genotypy, ktery je u skupiny 7d cold signifikantni (Obr. ¢. 16). Nizsi obsah
triacylglycerolti v kosternim svalu naznacuje funkéni zménu v této tkani patrn€ zptsobenou vznikem

defektu v tukové tkani.
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Obr. ¢. 11. Obsah NEFA v plazmé. Graf znazorfiuje primérné hodnoty ze vSech tii pokust
(2d cold pouze data z CE K1, 2). Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl; 2d cold).

NEFA - neesterifikované mastné kyseliny.
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Obr. ¢. 12. Obsah triacylglyceroli v plazmé. Graf znazoriiuje primérmé hodnoty ze vSech tfi
pokust (2d cold pouze data z CE K1, 2). Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl;
2d cold) a (ctrl; 7d cold - u genotypu ko). TAG - triacylglyceroly.
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Obr. &. 13. Hmotnost jater. Graf znazoriiuje primémé hodnoty z experimentu CE K3. Zadné

signifikantni rozdily (p<0,05) nebyly naméfeny.
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Obr. ¢. 14. Obsah triacylglycerolii v jatrech. Graf znazoriiuje primérné hodnoty

z experimentu CE K3. Zadné signifikantni rozdily (p<0,05) nebyly naméteny. TAG - triacylglyceroly.
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Obr. ¢. 15. Hmotnost svalu (musculus quadriceps). Graf znazoriuje primérné hodnoty

z experimentu CE K3. Zadné signifikantni rozdily (p<0,05) nebyly naméfeny.
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Obr. ¢. 16. Obsah triacylglyceroli ve svalu (musculus quadriceps). Graf zndzoriuje
pramérné hodnoty z experimentu CE K3. *Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi genotypy (ko; wt)
ve skupiné 7d cold. TAG - triacylglyceroly.
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6.1.3 Hmotnost tukovych dep

Hmotnost gonadalniho tukového depa byla po dvoudenni chladové expozici mirn€ zvysena.
U skupiny 7d cold doslo k signifikantnimu snizeni hmotnosti gonadalniho tuku ve srovnani s ostatnimi
skupinami. Signifikantni rozdily mezi jednotlivymi genotypy se neobjevily u zadné ze skupin
(Obr. ¢. 17). Hmotnost dorzolumbalniho tukového depa se po dvoudenni chladové expozici nezménila
a po dalSich péti dnech v chladu doslo jen k nepatrnému tbytku hmotnosti. Ani u tohoto depa nejsou
mezi genotypy zadné signifikantni rozdily (Obr. €. 18). Hmotnost hnédé tukové tkané byla u skupiny
2d cold signifikantné niz$i ve srovnani se skupinou ctrl. U skupiny 7d cold byla hmotnost hnédého
tuku u genotypu ko nesignifikantné nizsi ve srovnani se skupinou ctrl, zatimco u genotypu wt dosahla
hmotnost tkané téméi stejné hodnoty jako u skupiny ctrl. Ve vSech skupinach jsou patrné signifikantni
rozdily mezi jednotlivymi genotypy, pfiCemz hmotnost tkdn¢ je vyssi u genotypu ko (Obr. ¢. 19).
Hmotnost hnédého tuku piedstavuje nejvétsi fenotypovy rozdil mezi genotypy a vypovida o vzniku

funkéniho defektu v tkani.

600

500

—

400

—_

300 -

hmotnost (mg)

——

200

100 -

0
|

ctrl 2d cold 7d cold

wt ‘ ko ‘ wt ‘ ko ‘ wt

Obr. ¢. 17. Hmotnost gonadalniho tukového depa. Graf znazortiuje primérné hodnoty ze
vsech tii pokust (2d cold pouze data z CE K1, 2). Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi
skupinami (ctrl; 7d cold) a (2d cold; 7d cold).
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Obr. ¢. 18. Hmotnost dorzolumbalniho tukového depa. Graf znazorfiuje primérné

hodnoty ze viech tii pokusti (2d cold pouze data z CE K1, 2). Zadné signifikantni rozdily (p<0,05)

nebyly nameéteny.
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Obr. ¢. 19. Hmotnost hnédé tukové tkané. Graf znazoriiuje primérné hodnoty ze vSech tii

pokust (2d cold pouze data z CE K1, 2). Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl;

2d cold) a *mezi genotypy (ko; wt) ve vSech skupinach (ctrl; 2d cold; 7d cold).
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6.1.4 Hladiny genové exprese v gonadalnim tukovém depu

FAS je klicovy enzym procesu lipogeneze a ATGL v tukové tkani urCuje rychlost lipolyzy
a ¢astecné 1 prazdného cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin. V experimentu
CE K1 byla v gonadalnim tukovém depu zmeétena hladina genové exprese pro oba enzymy, FAS (Obr.
¢. 20) a ATGL (Obr. €. 21). Grafy ukazuji hladiny exprese zminénych gend vztazené na hladinu
genové exprese referen¢niho genu EF-la. U obou gentl byla exprese zvysSena ve skupiné 7d cold
au ATGL doslo ke zvyseni i u skupiny 2d cold. Ani u jednoho genu se neobjevily signifikantni

rozdily mezi genotypy.
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Obr. ¢. 20. Hladina genové exprese pro FAS v gonadalnim tukovém depu. Hladiny
genoveé exprese pro FAS jsou vztaZzeny na hladiny genové exprese pro referencni gen EF-la. Graf
znazornuje prumérné hodnoty zexperimentu CE K. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi
skupinami (ctrl; 7d cold) a (2d cold; 7d cold - u genotypu wt). FAS - syntaza mastnych kyselin,

EF-1la - elonga¢ni faktor 1a.
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Obr. ¢. 21. Hladina genové exprese pro ATGL v gonadalnim tukovém depu. Hladiny
genové exprese pro ATGL jsou vztazeny na hladiny genové exprese pro referenéni gen EF-la. Graf
znazoriiuje pramérné hodnoty zexperimentu CE Kl1. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi
skupinami (ctrl; 2d cold) a (ctrl; 7d cold - u genotypu ko). ATGL - triacylglycerolova lipaza,

EF-1a - elongacni faktor 1.

6.1.5 Hladiny genové exprese v hnédé tukové tkani

Z duvodu kontroly inaktivace genu pro PGC-1B byly zméfeny hladiny genové exprese tohoto
koaktivatoru v hnédé tukové tkani uexperimentu CE K2. Mezi skupinami se neobjevily zadné
signifikantni rozdily a podle o¢ekavani byla hladina exprese genu pro PGC-1f u ko mysi zanedbatelna
ve srovnani s genotypem wt (Obr. €. 22). PGC-1B se podili na regulaci exprese mitochondrialnich
gend, proto byla v experimentu CE K1 méfena genova exprese pro Ctvrtou podjednotku cytochrom
c oxidazy (COX IV). Po dvou dnech chladové expozice doslo k signifikantnimu zvySeni genové
exprese pro COX IV, zatimco u skupiny 7d cold byly naméfené hodnoty témét stejné jako u skupiny
ctrl. U tohoto genu nebyly naméteny zadné signifikantni rozdily mezi genotypy (Obr. ¢. 23). Dalsimi
geny, jejichz exprese byla méfena v pokusu CE K2 jsou geny pro jaderné receptory PPARa, PPARY,
transkripéni koaktivator PGC-1a a UCP1. U vSech téchto genti byla hladina genové exprese u obou
skupin vystavenych chladu signifikantné¢ vys$$i u zvifat s genotypem ko. V hnédém tuku tak
pravdépodobné dochazi ke vzniku funkéniho defektu, ktery je b&hem chladové expozice nutné
kompenzovat. Hladiny genové exprese pro PPARy a PGC-la byly navic signifikantné vyssi
u genotypu ko také v termoneutralni teploté. Exprese PPARa se béhem chladové expozice u genotypu

wt snizila, zatimco u ko mysi zustala pfiblizné stejna (Obr. ¢. 24). U PPARy byla u obou genotypt
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nejniz$i hladina genové exprese u skupiny ctrl a nejvyssi u skupiny 2d cold. U genotypu wt doslo
u skupiny 7d cold k nesignifikantnimu sniZzeni hladiny genové exprese ve srovnani se skupinou
2d cold. U genotypu ko byl rozdil v genové expresi mezi skupinami 2d cold a 7d cold zanedbatelny
(Obr. €. 25). Genova exprese pro PGC-1a byla rovnéz nejnizsi u skupiny ctrl a nejvyssi u skupiny
2d cold. U skupiny 7d cold doslo u obou genotypti ve srovnani se skupinou 2d cold k signifikantnimu
snizeni hladin genové exprese (Obr. €. 26). Exprese genu pro UCP1 kopirovala genovou expresi pro
PGC-1a a u skupiny 2d cold byla tedy signifikantné zvySena ve srovnani s ostatnimi skupinami.
U skupiny 7d cold byla hladina genové exprese signifikantné vyssi ve srovnani se skupinou ctrl
a signifikantné nizsi nez u skupiny 2d cold (Obr. ¢. 27). U obou genotypt byla ve skupiné 7d cold
zjisténa pozitivni korelace s hladinami genové exprese pro PGC-1a (wt - r =0,683; P = 0,036;

ko -r=10,833; P =0,005).
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Obr. ¢. 22. Hladina genové exprese pro PGC-1f v hnédé tukové tkani. Hladiny genové
exprese pro PGC-1B jsou vztazeny na geometricky prumér hladin genové exprese referenc¢nich genti
EF-1a, cyklofilin  a f-aktin. Graf znazoriuje prumérné hodnoty z experimentu CE K2. *Signifikantni
rozdily (p<0,05) jsou mezi genotypy (ko; wt) ve vSech skupinach (ctrl; 2d cold; 7d cold).

PGC-1pB - peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 beta, EF-1o - elongaéni

faktor la.
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Obr. ¢. 23. Hladina genové exprese pro COX IV v hnédé tukové tkani. Hladiny genové
exprese pro COX IV jsou vztazeny na hladiny genové exprese pro referencni gen [B-aktin. Graf
znazoriiuje pramérné hodnoty zexperimentu CE Kl1. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi

skupinami (ctrl; 2d cold) a (2d cold; 7d cold - u genotypu wt). COX IV - ¢tvrta podjednotka

cytochrom c oxidazy.
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Obr. ¢. 24. Hladina genové exprese pro PPARa v hnédé tukové tkani. Hladiny genové
exprese pro PPARa jsou vztazeny na geometricky primér hladin genové exprese referencnich geni
EF-10, cyklofilin B a B-aktin. Graf zndzorniuje primérné hodnoty z experimentu CE K2. Signifikantni
rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl; 7d cold - u genotypu wt) a (2d cold; 7d cold - u genotypu
wt), a *mezi genotypy (ko; wt) ve skupinach 2d cold a 7d cold. PPARa - peroxizomalnimi

proliferatory aktivovany receptor alfa, EF-1a - elongac¢ni faktor 1a.
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Obr. ¢. 25. Hladina genové exprese pro PPARY v hnédé tukové tkani. Hladiny genové
exprese pro PPARY jsou vztazeny na geometricky prumér hladin genové exprese referencnich genti
EF-10, cyklofilin B a B-aktin. Graf zndzorniuje primérné hodnoty z experimentu CE K2. Signifikantni
rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl; 2d cold - u genotypu wt), a *mezi genotypy (ko; wt) ve
vsech skupindch (ctrl; 2d cold; 7d cold). PPARYy - peroxizomalnimi proliferatory aktivovany receptor

gama, EF-1a - elongacni faktor la.
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Obr. ¢. 26. Hladina genové exprese pro PGC-1a v hnédé tukové tkani. Hladiny genové
exprese pro PGC-1a jsou vztazeny na geometricky primér hladin genové exprese referencnich genti
EF-10, cyklofilin B a B-aktin. Graf zndzornuje primérné hodnoty z experimentu CE K2. Signifikantni
rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl; 2d cold) a (2d cold; 7d cold - u genotypu ko), a *mezi
genotypy (ko; wt) ve vSech skupinach (ctrl; 2d cold; 7d cold). PGC-1a - peroxisome proliferator-

activated receptor gamma coactivator 1 alpha, EF-1a - elongacni faktor 1a.
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Obr. ¢. 27. Hladina genové exprese pro UCP1 v hnédé tukové tkani. Hladiny genové
exprese pro UCP1 jsou vztaZzeny na geometricky primér hladin genové exprese referencnich genii
EF-10, cyklofilin B a B-aktin. Graf zndzornuje primérné hodnoty z experimentu CE K2. Signifikantni
rozdily (p<0,05) jsou mezi vSemi skupinami (ctrl; 2d cold; 7d cold), a *mezi genotypy (ko; wt) ve
skupinach 2d cold a 7d cold. UCP1 - rozptahovaci protein 1, EF-1a - elongac¢ni faktor 1.

6.1.6 Mnozstvi UCP1 proteinu v hnédé tukové tkani

Vzhledem k signifikantnim rozdilim v hladinach genové exprese pro UCP1 mezi skupinami
ijednotlivymi genotypy, byl v hnédé tukové tkani v experimentu CE K3 zméfen obsah proteinu
UCPI. U skupiny 7d cold doslo k signifikantnimu zvySeni mnozstvi UCP1 proteinu (vztazeného na
2 ug celkového proteinu) ve srovnani se skupinou ctrl. Zadné signifikantni rozdily mezi genotypy se
zde neobjevily (Obr. ¢. 28). Obsah UCP1 byl nasledné piepocéten na celkové mnozstvi UCP1 proteinu
v celé hnédé tukové tkani. Data ziskana timto prepoctem ukazala signifikantné vyssi mnozstvi UCP1

proteinu u genotypu ko ve skupiné 7d cold (Obr. ¢. 29).
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Obr. ¢ 28. Mnozstvi UCP1 proteinu vztaZzeného na 2 pg celkového proteinu v hnédé
tukové tkani. Graf znazorfiuje primérné hodnoty z experimentu CE K3. Signifikantni rozdily

(p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl; 7d cold). UCP1 - rozptahovaci protein 1.
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Obr. €. 29. Mnozstvi UCP1 proteinu v celé hnédé tukové tkani. Mnozstvi UCP1 proteinu
bylo pfepocteno na hmotnost interskapularni hnédé tukové tkané. Graf znazornuje primémé hodnoty
z experimentu CE K3. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinami (ctrl; 7d cold), a *mezi

genotypy (ko; wt) ve skuping 7d cold. UCP1 - rozptahovaci protein 1.
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6.2 Kaloricka restrikce

Cilem experimentu bylo popsat vliv diety s vysokym obsahem tuku s pfidavkem n-3 PUFA,
pfipadné v kombinaci s 10% kalorickou restrikci na fenotyp zvifat se specifickou deleci genu pro
PGC-1p v tukové tkéani. Té€lesnd hmotnost mysi byla méfena jednou tydné po celou dobu experimentu
stejné jako spotieba potravy. Z hodnot télesnych hmotnosti byl vypocten primérny hmotnostni
priristek zvifat v jednotlivych skupinach (rozdil hmotnosti v daném tydnu a na zacatku experimentu).
Na konci experimentu byly vyhodnoceny rozdily hmotnosti jednotlivych dep tukové tkané, hladina
glykémie, obsah lipidovych metabolitl v plazmé a hladiny vybranych enzymt na urovni genové

exprese ve vzorcich gonadalniho tukového depa.
6.2.1 Télesna hmotnost a spotieba diety

Télesna hmotnost byla u skupiny std od 2. tydne experimentu signifikantné niz$i ve srovnani se
skupinami cHFc a krill a od 4. tydne experimentu také signifikantné niz$i ve srovnani se skupinami
cHFc/R a krill/R. Hmotnost zvitat krmenych dietami s vysokym obsahem tuku se béhem experimentu
zvySovala. Na konci experimentu mély nejvyssi té¢lesnou hmotnost mysi ze skupiny cHFc a krill. Mysi
ve skupinach na kalorické restrikci (cHFc/R, krill/R) vazily od 5. tydne signifikantné méné ve
srovnani se skupinami cHFc a krill. Ve vSech skupinidch (kromé skupiny krill) méla zvitata
s genotypem ko tendenci pfibyvat na hmotnosti vice nez wt mysi. V zadné skupiné vSak tento rozdil
nebyl signifikantni (Obr. €. 30). Pfi porovnani hmotnostniho pfirGstku béhem experimentu byly od
2. tydne naméteny signifikantni rozdily mezi skupinou std ve srovnani se skupinami cHFc a krill. Od
4. tydne byl naméfen signifikantné niz§i hmotnostni prirtstek u skupiny std také ve srovnani se
skupinami cHFc/R a krill/R. Od 5. tydne byl signifikantni rozdil i mezi skupinami cHFc/R a krill/R ve
srovnani se skupinami cHFc a krill. U zadné ze skupin nebyl rozdil v hmotnostnim ptirtstku mezi
jednotlivymi genotypy signifikantni. SniZzeni hmotnostniho pfirtstku bylo zaznamenano pouze
u skupin na kalorické restrikci. O¢ekavany ucinek n-3 PUFA na sniZzeni hmotnostniho pfirtstku nebyl
pozorovan ani v jedné skupiné (krill, krill/R), (Obr. ¢. 31). Spotieba potravy byla u skupiny std
signifikantné vys$i ve srovnani se skupinami na dieté¢ s vysokym obsahem tuku, u kterych byla
spotieba pfiblizné stejna (Obr. ¢. 32). Standardni dieta obsahuje o 24% méné kalorii ve srovnani
s dietami s vysokym obsahem tuku. (Tab. ¢. 1), mysi ve skupiné std tak v potravé pfijimaly nepatrné

vice energie nez mysi v ostatnich skupinach.
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Obr. €. 30. Télesna hmotnost v pribéhu experimentu. Graf znazorfiuje primérné hodnoty
z experimentu R K1. Signifikantni rozdily (p<0,05) byly naméfeny mezi skupinou std a skupinami bez
restrikce (cHFc; krill) od 2. tydne experimentu, mezi skupinou std a skupinami s restrikci (cHFc/R;
krill/R) od 4. tydne experimentu a mezi skupinami s restrikci (cHFc/R; krill/R) a bez restrikce (cHFc;
krill) od 5. tydne experimentu.
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Obr. €. 31. Rozdily v télesné hmotnosti pred zaciatkem a po ukonceni experimentu.
Graf znazornuje primérné hodnoty z experimentu R K1. Signifikantni rozdily (p<0,05) byly naméfeny
mezi skupinou std a skupinami bez restrikce (cHFc; krill) od 2. tydne experimentu, mezi skupinou std
a skupinami s restrikci (cHFc/R; krill/R) od 4. tydne experimentu a mezi skupinami s restrikci

(cHFc/R; krill/R) a bez restrikce (cHFc; krill) od 5. tydne experimentu.
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Obr. €. 32. Spotieba potravy v priibéhu experimentu. Graf znazorfiuje primérné hodnoty
z experimentu R K1. Signifikantni rozdily (p<0,05) byly naméfeny mezi skupinou std a skupinami bez

restrikce (cHFc; krill) od 1. tydne experimentu
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6.2.2 Glykémie a koncentrace lipidovych metabolitl v plazmé

Hladina glykémie byla u experimentalnich zvifat méfena pomoci glukometru z krve odebrané
z krénich cév ihned po usmrceni. V dob€ ukonceni experimentu byly mySi v sytém stavu. Hladina
glykémie byl u skupiny std signifikantné nizsi ve srovnani se skupinami cHFc, cHFc/R a krill/R. Mezi
jednotlivymi genotypy se v zadné ze skupin signifikantni rozdily neobjevily (Obr. €. 33). Koncentrace
NEFA a triacylglyceroli byla zméfena v plazmé. V koncentraci NEFA se neobjevily Zzadné
signifikantni rozdily mezi skupinami ani mezi genotypy (Obr. ¢. 34). Koncentrace triacylglycerolii
v plazmé byla ve skupinach cHFc/R a krill/R signifikantn¢ niz§i ve srovnani se skupinou cHFc.

Signifikantni rozdily mezi genotypy se nevyskytovaly u zadné ze skupin (Obr. €. 35).
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Obr. €. 33. Hladina glykémie. Graf znazorfiuje praimérné hodnoty z experimentu R KI.

Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinou std a skupinami cHFc, cHFc/R a krill/R.
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Obr. ¢. 34. Obsah NEFA v plazmé. Graf znazoriiuje pramérné hodnoty z experimentu R K1.
Z4dné signifikantni rozdily (p<0,05) nebyly naméteny. NEFA - neesterifikované mastné kyseliny.
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Obr. ¢. 35. Obsah triacylglyceroli v plazmé. Graf znazorfiuje primérné hodnoty
z experimentu R K1. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinou cHFc a skupinami s restrikci

(cHFc¢/R; krill/R). TAG - triacylglyceroly.
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6.2.3 Hmotnost tukovych dep

Hmotnosti gonadalniho (Obr. €. 36) a dorzolumbalniho (Obr. ¢ 37) tukového depa byly u skupiny
std signifikantné niz8i ve srovndni se vSemi ostatnimi skupinami. Kalorickd restrikce signifikantné
snizila hmotnost dep bilé tukové tkdn€ u obou skupin (cHFc/R, krill/R) ve srovnani se skupinou cHFc.
Signifikantni rozdily mezi jednotlivymi genotypy se neobjevily u zadné ze skupin. Hmotnost hnédé
tukové tkan¢ byla signifikantné vys$i u genotypu ko ve srovnani s genotypem wt u skupin cHFc
a cHFc/R akrill/R. Objevily se zde zaroven rozdily mezi skupinami. Hmotnost hnédého tuku byla

signifikantn€ nizsi u skupiny std ve srovnani se skupinami cHFc, krill a krill/R (Obr. ¢. 38).
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Obr. ¢. 36. Hmotnost gonadalniho tukového depa. Graf znazoriiuje pramérné hodnoty
z experimentu R K1. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinou std a ostatnimi skupinami

(cHFc; cHFc/R; krill; krill/R) a mezi skupinou cHFc a skupinami s restrikei (cHFc/R; krill/R).
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Obr. ¢ 37. Hmotnost dorzolumbalniho tukového depa. Graf znazorfiuje primérné
hodnoty zexperimentu R K1. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinou std a ostatnimi
skupinami (cHFc; cHFc/R; krill; krill/R) a mezi skupinou cHFc a skupinami s restrikci (cHFc/R;
krill/R).
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Obr. ¢. 38. Hmotnost hnédé tukové tkané. Graf znazorfiuje primérné hodnoty z experimentu
R K1. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi skupinou std a skupinami cHFc, krill a krill/R a *mezi
genotypy (ko; wt) ve skupinach cHFc, cHFc/R a krill/R.

65



6.2.4 Hladiny genové exprese v gonadalnim tukovém depu

V gonadalnim tukovém depu byly meétfeny hladiny genové exprese pro FAS a ATGL. Grafy
ukazuji hladiny exprese zminénych gent vztazené na genovou expresi referencniho genu EF-la.
Vzhledem k tomu, Ze ve skupinach krill a krill/R se o¢ekavany ucinek n-3 PUFA na télesnou hmotnost
a hmotnost tukovych dep neobjevil, genova exprese byla métena pouze u vzorktl ze skupin std, cHFc
a cHFc/R. Hladina genové exprese pro FAS byla u skupiny std signifikantn¢ vysSi ve srovnani
s ostatnimi skupinami. U skupiny cHFc/R doslo k signifikantnimu nartstu hladiny genové exprese ve
srovnani se skupinou cHFc. Zadné signifikantni rozdily mezi jednotlivymi genotypy se neobjevily
(Obr. ¢. 39). Hladiny genové exprese pro ATGL byly u skupiny cHFc signifikantn¢ nizs$i ve srovnani
se skupinami std a cHFc/R. Zadné signifikantni rozdily mezi genotypy se zde neobjevily (Obr. &. 40).
Kaloricka restrikce zvysila genovou expresi klicovych enzymi prazdného cyklovani mezi lipolyzou

a reesterifikaci mastnych kyselin, zadny vztah k PGC-1f zde vSak nebyl nalezen.
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Obr. ¢. 39. Hladina genové exprese pro FAS v gonadalnim tukovém depu. Hladiny
genové exprese pro FAS jsou vztaZzeny na hladiny genové exprese pro referenéni gen EF-1a. Graf
znazornuje prumérné hodnoty zexperimentu R KI1. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi
skupinami (std; cHFc), (std; cHFc/R) a (cHFc; cHFc/R). FAS - syntaza mastnych kyselin,

EF-1la - elonga¢ni faktor 1a.
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Obr. ¢. 40. Hladina genové exprese pro ATGL v gonadalnim tukovém depu. Hladiny
genové exprese pro ATGL jsou vztazeny na hladiny genové exprese pro referencni gen EF-la. Graf
znazoriiuje prumeérné hodnoty zexperimentu R KI1. Signifikantni rozdily (p<0,05) jsou mezi
skupinami (cHFc; std) a (cHFc; cHFc/R). ATGL - triacylglycerolova lipdza, EF-la - elongacni

faktor la.
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7 Diskuze

Prazdné metabolické cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin a mitochondrialni
respirace v tukové tkani maji vliv na koncentraci lipidovych metabolitt v plazmé, celkovou adipozitu
organizmu a hmotnost metabolicky aktivnich tkani i celého téla (Campbell et al., 1992; Boéttcher
& Fiirst, 1997). Kratkodobéa chladova expozice v tukové tkéni vede k indukci prazdného cyklovani
a zaroven ve vSech metabolicky aktivnich tkdnich stimuluje procesy, mezi které patii mitochondridlni
biogeneze, respirace a oxidativni fosforylace (Vallerand et al., 1999). Transkripéni koaktivator
PGC-1B hraje klicovou roli v procesu mitochondridlni biogeneze a je zodpovédny za regulaci
mitochondridlnich respiracnich funkci. Cilem prace bylo popsat vliv specifické delece genu pro
PGC-1P v tukové tkéani na drahy energetického metabolizmu a zejména na prazdné cyklovani u mysi

vystavenych chladové ¢i dietni expozici.

7.1 Chladova expozice

vy

télesné hmotnosti, kdy ztratily primérné vice nez jeden gram hmotnosti. Po dalSich péti dnech
chladové expozice se hmotnost mysi opét pfiblizila hmotnosti pred zadatkem experimentu. Ubytek
hmotnosti lze vystvétlit zvySenim energetického vydeje z diivodu potieby udrzeni t€lesné teploty pii
chladové expozici. Spotieba potravy se béhem prvnich dvou dnd chladové expozice zvySovala zhruba
ojeden gram diety denné. Treti den dosdhla spotieba u mysi vystavenych chladu pfiiblizné
dvojnésobku spotfeby u mysi v termoneutralité a na této tirovni zlstala do konce experimentu. Nartst
hmotnosti Ize castecné vysvétlit tim, ze od tietiho dne dosahla spotfeba potravy hodnoty dostatecné
pro pokryti energetického vydeje. Podobné zmény v télesné hmotnosti a spotfebé potravy po
kratkodobém vystaveni chladu byly pozorovany i v experimentu, ve kterém se porovnavaly mysi
kmeny A/J a C57BL/6J (Flachs et al., 2017). Specificka delece genu pro PGC-1p v tukové tkani
neméla vliv na ani jeden sledovany parametr.

Hladiny NEFA a triacylglycerolii v plazmé byly u zvitat v chladu signifikantné nizsi ve srovnani
se skupinou ctrl a to zejména po dvoudenni chladové expozici. Béhem chladové expozice je
vychytavani lipidovych metabolitd z krevniho fecisté¢ zvyseno (Khedoe et al., 2015). NEFA jsou
vychytavany jatry a nasledné uzity k syntéze triacylglycerolt, které jsou poté uvolnény do krve
a znovu hydrolyzovany v kosternich svalech a v hnédé tukové tkani, coz jsou u hlodavcl hlavni
organy tfesové a netfesové termogeneze. Snizeni hladiny téchto lipidovych metaboliti v plazmé po
dvou dnech chladové expozice a nasledny narist mize byt zptisoben zvySenim potieby metabolické
energie u ostatnich tkani a postupnym zvySovanim lipolyzy, reesterifikace a de novo lipogeneze v bilé
tukové tkani. ZvySeni hladiny plazmatickych triacylglyceroli u skupiny 7d cold ve srovnani se

skupinou 2d cold miiZze byt zptisobeno i zvy$enim piijmu potravy. Mezi jednotlivymi genotypy nebyly
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v hladinach lipidovych metaboliti v plazmé zaddné signifikantni rozdily a absence PGC-1p tak patrné
nema vliv na jejich uvoliiovani a vychytavani v krevnim ob¢hu.

V hmotnosti dorzolumbalniho tukového depa nebyly zaznamenany zadné rozdily mezi genotypy
a u skupiny 7d cold je pouze mirné sniZzeni hmotnosti depa ve srovnani s ostatnimi skupinami, coz je
patrné zpusobené zvySenim katabolizmu tukovych zasob z diivodu vyssi poptavky po metabolické
energii. Hmotnost gonadalniho tukového depa byla u mysi ve skupin€ 2d cold ve srovnani se skupinou
ctrl mirn€ zvysena. U skupiny 7d cold vSak doslo k signifikantnimu snizeni ve srovnani s ostanimi
skupinami. Na trovni genové exprese byla v gonadalnim tuku u skupin 2d cold a 7d cold naméfena
vyssi hladina genové exprese pro ATGL a u skupiny 7d cold vyssi hladina exprese genu pro FAS.
Tyto vysledky naznacuji, ze béhem vystaveni chladu dochazi ke zvySovani lipolyzy a postupné
i k nartistu lipogeneze v tukové tkani a pravdépodobné i ke zvySeni prazdného cyklovani mezi
lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin. Niz§i hmotnost gonadalniho tukového depa u skupiny
7d cold naznacuje, Ze katabolizmus tukovych zasob zde probiha rychleji nez proces lipogeneze.
Zminéné vysledky jsou vsouladu s praci, ktera byla na$i laboratofi publikovana v letosnim roce
(Flachs et al., 2017). Inaktivace genu pro PGC-1p v tukové tkani vSak neméla vliv na zadny z téchto
metabolickych déju.

Hmotnost jater se mezi jednotlivymi skupinami ani genotypy neli§ila, ale mirné¢ vys$i obsah
triacylglycerolt byl detekovan u skupiny 7dcold. Z divodu pokryti zvySené poptavky po
triacylglycerolech ve svalech a hnédém tuku miize v jatrech dochdzet ke zvySeni syntézy
triacylglycerolti a mastnych kyselin de novo. Tento efekt byl popsan ve studii zabyvajici se chladovou
expozici u potkant (Trayhurn, 1979).

Rozdily v hmotnosti kosterniho svalu byly mezi skupinami i mezi genotypy zanedbatelné. Obsah
triacylglycerolti ve svalu byl ve skupiné€ 7d cold u mysi s genotypem ko signifikantné nizsi ve srovnani
s genotypem wt. Diivodem mohou byt vy$$i naroky na tfesovou termogenezi jako kompenzace snizeni
netfesové termogeneze v hnédém tuku, u kterého lze vzhledem k absenci genu pro transkripcni faktor
regulujici mitochondrialni respiracni funkce ocekavat vznik defektu. Nesignifikantni rozdil v obsahu
triacylglyceroli ve svalu se objevil u myS$i v termoneutralni teploté, kde zvifata termogenezi
zprostiedkovanou hnédym tukem nepotiebuyji.

Hmotnost hnédé tukové tkan€ byla signifikantné vySsi u zvitat ve skupiné ctrl ve srovnani se
skupinou 2d cold. Béhem prvnich dvou dnii chladové expozice kvtli zvySeni termogeneze v hnédém
tuku patrné dochdzi k vyCerpani zasob triacylglycerolli v hnédych adipocytech. Ve skupiné 7d cold
doslo k naristu hmotnosti tkan¢ ve srovndni se skupinou 2d cold a u genotypu wt se hmotnost
hnédého tuku znovu pfiblizila hodnoté u skupiny ctrl. Od tietiho dne chladové expozice tak ziejmée
dochazi ke zvySeni lipogeneze v hnédych adipocytech. K tomuto efektu mize ptispivat jednak zvyseni
pfijmu mastnych kyselin z triacylglycerolii adipocytem, zvySeni esterifikace mastnych kyselin a jejich
ukladani do tukovych kapének, nebo lipogeneze de novo stimulovana zvySenym piimem glukozy

hnédou tukovou tkani. Dal$im diivodem pro narist mnozstvi hnédého tuku béhem chladové expozice
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mize byt zvySeni syntézy proteini nezbytnych pro plnéni termogennich funkci tkdné (Flachs et al.,
2017). Konkrétni diivod bude tfeba objasnit méfenim genové exprese a dal$imi experimenty. U zvitat
s deleci genu pro PGC-1B byla ve vSech skupinach hmotnost hnédého tuku signifikantné vyssi ve
srovnani s genotypem wt. Na rozdil od wt zvifat vSak u mysi s genotypem ko po sedmi dnech
chladové expozice mnozstvi hnédé¢ho tuku nebylo stejné jako u zvitat ve skupiné ctrl. Tento fakt
poukazuje na defekt v procesu lipogeneze, poptipade v syntéze proteind a mitochondrialni biogenezi
v této tkani. U skupin 2d cold a 7d cold byl rozdil v hmostnosti hnédého tuku mezi genotypy ptiblizné
25% a 15%. Ve skuping ctrl byl rozdil v hmotnosti hnédého tuku mezi genotypy vice nez 50%. Stejny
efekt byl pozorovan ve studii zkoumajici mysi se specifickou deleci genu pro PGC-1B v tukové tkani
pod aP2 promotorem (Enguix et al., 2013). V této studii byl v hnédém tuku na Grovni genové exprese
u zvifat s deleci genu pro PGC-1B naméfen niz§i obsah enzymt ucastnicich se mitochondrialni
respirace. Snizena schopnost mitochondrii oxidovat substraty vede ke sniZeni tvorby protonového
gradientu, ktery je nezbytny pro termogenezi zprostfedkovanou UCP1.

Po dvou dnech chladové expozice vzrostla signifikantné hladina genové exprese pro UCP1 ve
srovnani s ostatnimi skupinami. U skupiny 7d cold byla genova exprese pro UCP1 znacné nizsi nez
u 2d cold, ptesto zde vSak byl signifikantni rozdil ve srovnani se skupinou ctrl. Mysi s genotypem ko
mély ve skupindch 2d cold a 7d cold hladiny mRNA pro UCP1 signifikantné vys$si ve srovnani
s genotypem wt. Ve skupiné 7d cold bylo naméfeno vétsi mnozstvi UCP1 proteinu ve srovnani se
skupinou ctrl. Rozdil mezi genotypy nebyl zaznamenan. Po pfepocteni celkového mnozstvi UCP1 na
celou interskapularni hnédou tukovou tkan bylo ve skupiné 7d cold u genotypu ko signifikantné vice
proteinu ve srovnani s wt. Defekt mitochondrialnich funkci v disledku delece PGC-1B vedouci ke
snizeni oxidativni fosforylace a tvorby protonového gradientu tak mize byt kompenzovan zvysenim
hladiny genové exprese a mnozstvi proteinu UCP1.

Genova exprese a funkce obou PGC-1 koaktivatorii v metabolicky aktivnich tkanich je podobna
(Lin et al., 2002). Exprese genu pro PGC-1a je v tukové tkani indukovana béhem chladové expozice
a stimuluje expresi UCP1 (Puigserver et al., 1998). Vliv chladové expozice na hladiny genové exprese
byl v ptipadé¢ PGC-la podobny jako u UCP1 a to jak u jednotlivych skupin, tak i u genotypd. Ve
skupiné 7d cold genova exprese pro PGC-1a pozitivné korelovala s expresi genu pro UCP1 u obou
genotypl. Vyssi expresi pro UCP1 tak Ize vysvétlit zvySenim genové exprese PGC-la. ZvySeni
obsahu PGC-1a na trovni genové exprese slouzi u genotypu ko pravdépodobné jako kompenzace
delece PGC-1B (Lelliott et al., 2006). U skupin 2d cold a 7d cold byly u zvifat s genotypem ko
nameéteny 1 vysSi hladiny genové exprese pro PPARa a PPARy. Vyssi obsah PPARa a PPARYy tak
milZze souviset se zvySenim exprese PGC-la a pfispivat ke kompenzaci absence PGC-1f. Aktivace
PPARYy agonistou vede k indukci UCP1 a ke zvySeni aktivity lipoprotein lipazy (LPL), ktera hraje
klicovou roli pii pfijmu mastnych kyselin v hnédém tuku (Laplante et al., 2003). V piipadé PPARY tak
mize vys$Si hladina genové exprese slouzit ke kompenzaci defekti mitochondridlnich funkci

a v pfijmu mastnych kyselin adipocyty v hnédém tuku.

70



V bilém tuku nebyly zaznamenany zadné signifikantni rozdily mezi jednotlivymi genotypy.
Vzhledem k tomu, Ze trovenn mitochondrialni respirace je v bilé tukové tkani podstatné niz$i nez
v hnédém tuku, lze prepokladat, ze k tvorbé funkéniho defektu zde nedoslo. Zda je absence PGC-1f3
v této tkani rovnéz kompenzovana zvysenim exprese PPARa, PPARy a PGC-1a, ¢i jinym zpisobem,

je nutné ovérit mefenim genové exprese.
7.2 Kaloricka restrikce

Podavani diety sobsahem n-3 PUFA aktivuje PPARy. Aktivace tohoto receptoru pomoci
syntetického agonisty rosiglitazonu vedlo v tukové tkani k nartistu mnozstvi mitochondrii, zvySeni
oxidace mastnych kyselin a ke snizeni celkové adipozity organizmu (Wilson-Fritch et al., 2004).
V ptipadé n-3 PUFA jsou zminéné efekty slabsi a k jejich zesileni lze vyuzit mirné kalorické restrikce
(Flachs et al., 2011).

Cilem tohoto experimentu bylo popsat efekt diety s vysokym obsahem tuku s piidavkem n-3
PUFA, ptipadn€¢ v kombinaci s mirnou kalorickou restrikci na fenotyp zvifat se specifickou deleci
genu pro PGC-1p v tukové tkani. Vliv této dietni expozice byl sledovan zejména ve vztahu k indukci
prazdného metabolického cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin a k funkci
mitochondrii v tukové tkdni experimentalnich zvitat.

Hmotnostni piirtstek mysi ve skupiné€ krill se od skupiny cHFc nelisil. U skupin na kalorické
restrikci (cHFc/R, krill/R) byl hmotnostni pririistek niz§i ve srovnani se skupinami bez restrikce.
Nebyl zde vsak pozorovan efekt n-3 PUFA na snizeni hmotnosti, ktery se objevil v pfedchozich
experimentech v nasi laboratofi (Flachs et al., 2011). Odli$ny ucinek v tomto experimentu mohl byt
zpasoben pouzitim jiného zdroje n-3 PUFA (krill misto EPAX 1050 TG) pfipadné odlisné davky
a poméru mastnych kyselin. U zvifat s genotypem ko byl ve vSech skupinach hmotnostni pfirtistek
mirn€ vyss§i ve srovnani s genotypem wt, zadné signifikantni rozdily se v§ak neobjevily.

Hmotnost gonadalniho a dorzolumbalniho tukového depa byla u vSech skupin na dieté s vysokym
obsahem tuku signifikantn€ vys$i nez u skupiny std. V obou ptipadech byla hmotnost tukovych dep
nejvyssi u skupin cHFc a krill. Kaloricka restrikce snizila hmotnost tukovych dep v obou skupinach,
vétsi efekt n-3 PUFA se vSak neobjevil. U obou tukovych dep nebyl zaznamenan zadny signifikantni
rozdil mezi genotypy.

Hmotnost hnédé tukové tkdné byla signifikantné vyssi u genotypu ko ve vSech skupinach kromé
skupin krill a std, kde byl pozorovan pouze trend. Stejny efekt se objevil i u experimentl zabyvajicich
se chladovou expozici a je tedy ziejmé, ze v hnédém tuku dochdzi vlivem delece genu pro PGC-1§
k tvorb¢ funkéniho defektu, ktery zplsobuje zvetSeni tkané.

Hladiny NEFA v plazmé se neliSily mezi skupinami ani mezi genotypy. U hladin triacylglycerolt
nebyly zadné rozdily mezi genotypy a jediny signifikantni rozdil byl mezi skupinami cHFc a cHFc/R,
kde byly hladiny niz§i u skupiny na kalorické restrikci ziejmé v dusledku vyS$si poptavky po

metabolické energii.
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Vzhledem k tomu, ze u skupin krill a krill/R se o¢ekavany efekt n-3 PUFA neobjevil a zmirnéni
hmotnostniho pfirtistku bylo pozorovano pouze u skupin na kalorické restrikci, méteni genové exprese
bylo provedeno pouze u skupin std, cHFc a cHFc/R. Hladina genové exprese pro FAS ve vzorcich
gonadalniho tukového depa byla signifikantné vyssi u skupiny std ve srovnani s ostatnimi skupinami.
U zvitat krmenych dietou s vysokym obsahem tuku tak v gonadalnim depu dochazi ke snizeni
lipogeneze. Kaloricka restrikce vSak vede k signifikantnimu zvySeni exprese tohoto genu. Genova
exprese ATGL dosahovala ptiblizné stejnych hodnot u skupin std a cHFc¢/R, zatimco u skupiny cHFc
byla signifikantn¢ niz$i. Pfijem diety s vysokym obsahem tuku tak snizuje lipolyzu a lipogenezi.
Mirna kaloricka restrikce byla dostateCnym stimulem k navySeni procesu lipolyzy a lipogeneze
de novo, pripadné reesterifikace mastnych kyselin. U FAS ani u ATGL nebyly naméteny zadné
signifikantni rozdily mezi genotypy a delece genu pro PGC-1p tak stejné jako u chladové expozice

v gonadalnim tuku neovlivnila prazdné cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci.
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8 Zavér

U mysi se specifickou deleci genu pro PGC-1B v tukové tkani, které byly vystaveny kratkodobé
chladové expozici, se ve srovnani s kontrolnimi zvifaty neobjevily zadné signifikantni rozdily
v télesné hmotnosti, pfijmu potravy, koncentraci lipidovych metaboliti v plazmé ani v hmotnosti
metabolicky aktivnich tkani s vyjimkou hnédé tukové tkan€. Hmotnost hnédého tuku ptedstavuje
nejvétsi fenotypovy rozdil a vypovidd o defektu mitochondridlnich respiracnich funkci v této tkani.
Snizeni mitochondridlni respirace a oxidativni fosforylace vede ke zmenSeni protonového gradientu,
ktery je nezbytny pro netfesovou termogenezi zprostiedkovanou UCP1. U mysi s absenci PGC-1p3
vystavenych chladu proto dochézi ke kompenzaci zvySenim obsahu UCP1 na urovni genové exprese
i proteinu. Dalsi kompenzaci absence PGC-18 v hnédém tuku zvitat vystavenych chladu je zvysSeni
hladin genové exprese pro PPARa, PPARy a PGC-1a. PGC-1a béhem chladové expozice stimuluje
expresi UCP1 a ma tak piimy vliv na zvySeni obsahu UCPI1. Tyto zavéry podporuje i pozitivni
korelace hladin genové exprese pro UCP1 s genovou expresi pro PGC-1a namétena v hnédé tukové
tkani chladové exponovanych mysi. Dal§im fenotypovym rozdilem je niz§i obsah triacylglycerolii
v kosternim svalu mysi s absenci PGC-1p. Tento efekt mtize byt zplisoben vyssi spotiebou mastnych
kyselin ve svalu v disledku vyss$iho pozadavku na tfesovou termogenezi, ktera kompenzuje defekt
hnédé tukové tkang.

Experiment zabyvajici se dietni expozici neukazal zadné signifikantni fenotypové rozdily mezi
jednotlivymi genotypy s vyjimkou hmotnosti hnédého tuku. Podle méteni hladin genové exprese pro
ATGL a FAS zpisobila mirna kaloricka restrikce zvySeni lipolyzy, lipogeneze a pravdépodobné
i aktivaci prazdného cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin v gonadalnim
tukovém depu u zvitat krmenych dietou s vysokym obsahem tuku. Kombinovany efekt #n-3 PUFA
a kalorické restrikce se zde vSak neprojevil. Vliv delece genu pro PGC-1B na indukci prazdného
cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin v gonaddlnim tukovém depu nebyl

prokazan ani v tomto pokusu ani u experimentli zamétenych na chladovou expozici.
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