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Abstrakt

Fibroblastovy rastovy faktor 21 (FGF21) je unikatny peptidovy hormon, ktory je zapojeny do regula-
cie glukézového a lipidového metabolizmu, a taktiez energetickej homeostazy. Vysledky z podetnych
animalnych stadii naznacuju, ze FGF21 mdze byt potencidlnym lieCivom v boji proti obezite a diabetu
mellitus druhého typu. Bolo pozorované, Zze FGF21 pdsobi proti rozvoju obezity (snad vplyvom zvySenia
energetického vydaja prostrednictvom aktivacie termogenézy v hnedom a bielom tukovom tkanive).
FGF21 zjavne taktieZ inhibuje lipolyzu. Konkrétny mechanizmus pésobenia FGF21 vsak nie je jednoznacne
objasneny.

V nasich experimentoch sme Studovali antiobezogénne ucinky FGF21 na modeli diétou indukovanej
obezity u mysi chovanych v termoneutrdlnej teplote. Predpoklada sa, Ze tento model (oproti pouzitiu
$tandardnej laboratdrnej teploty) priblizuje metabolicky stav zvierata k situdcii u ludi.

V priebehu kratkodobého (4- az 8-denného) p6sobenia sme pozorovali postupné zniZovanie obsahu
lipidov vtukovom tkanive a peceni, ¢o bolo najma zrejme pri kombinacii pésobenia FGF21 s PBs-
adrenergnou stimuldciou. Potvrdili sme, Ze v niektorych depach tukového tkaniva FGF21 stimuluje tzv.
hnednutie a taktieZ inhibuje lipolyzu. Zistili sme, Ze U¢inok FGF21 na sekréciu mastnych kyselin tukovym
tkanivom nie je sprostredkovany zmenami v miere re-esterifikdcie mastnych kyselin ale zmenami v li-
polyze. Aj ked sme behom podavania FGF21 nezaznamenali zlepSenie glykemického profilu obéznych
mysi v bazdlnom stave, v kombinacii s Bs-adrenergnou stimuldciou FGF21 synergicky zniZovalo hladinu
krvnej glukdzy, ¢o mbze rovnako suvisiet so zmenami v tukovom tkanive (najma inhibiciou lipolyzy).

Nase vysledky tak podporuju tedriu o kltcovej Ulohe tukového tkaniva pre manifestaciu antiobezo-

génnych a antidiabetickych ucinkov FGF21.
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Abstract

Fibroblast growth factor 21 (FGF21) is a unique peptide hormone involved in the energy homeosta-
sis, as well as in the regulation of glucose and lipid metabolism. Numerous animal studies suggest that
FGF21 may be used as a potential treatment for obesity and type 2 diabetes mellitus. It was found out,
that FGF21 counteracts the development of obesity presumably by increasing energy expenditure
through activation of thermogenesis in brown and white adipose tissue. FGF21 apparently also inhibits
lipolysis. However, the specific mechanism of action of FGF21 is not clear.

In our experiments we studied the antiobesogenic effects of FGF21 on mice model of diet-induced
obesity at thermoneutrality. It is assumed that this model approach (in contrast to housing mice at
standard laboratory temperature) mimics closely the metabolic status of humans. During the 4- to 8-day
FGF21 treatment we observed a gradual reduction of lipid content in the brown and white adipose tissue
and liver, especially in combination with Bs-adrenergic stimulation. We have confirmed that FGF21 inhib-
its lipolysis and also stimulates browning in certain adipose tissue depots. Furthermore, we have found
that the effect of FGF21 on fatty acid secretion by adipose tissue is not mediated by changes in the fatty
acid re-esterification rate, but rather by changes in lipolysis. Although we did not observe any beneficial
effect of FGF21 on glycemic profile of obese mice in basal conditions, in combination with Bs-adrenergic
stimulation FGF21 synergistically reduced blood glucose levels, which may also be related to changes in
adipose tissue (i.e. to inhibition of lipolysis).

Our results thus support the theory of the key role of adipose tissue for the manifestation of the an-

tiobesogenic and antidiabetic effects of FGF21.
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Zoznam pouzitych skratiek

AGPAT
ATP
ATGL
BAT
B6
cDNA
CL
CoA
CTP1
DAG
DGAT1
DNA
DNL
EF-1a
eEF2
EDTA
ERK1, 2
FAME
FAS
FGF21
G3pP
GLUT1
H.0,
HSL
LPL
MAGL
mRNA
MYF5
NEFA
PBS

acylglycerolfosfat acyltransferaza

adenozintrifosfat

triacylglycerolova lipaza (adipose triglyceride lipase)
hnedé tukové tkanivo (brown adipose tissue)
C57BL/6J BomTac (mysi kmeri)

komplementdrna DNA

Bs-adrenergny agonista CL316,243

koenzym A

karnitin-palmitoyltransferaza 1

diacylglycerol

diacylglycerol O-acetyltransferaza 1
deoxyribonukleova kyselina

de novo lipogenéza

elongacny faktor 1a

eukaryoticky elongacny faktor 2

kyselina etyléndiamintetraoctova

extraceluldrne regulovand signalna kindaza 1 a 2
metylester mastnej kyseliny (fatty acid methyl ester)
syntaza mastnych kyselin (fatty acid synthase)
fibroblastovy rastovy faktor 21 (fibroblast growth factor 21)
glycerol 3-fosfat

glukdézovy transportér 1

peroxid vodiku

hormadn-senzitivna lipaza

lipoproteinova lipaza

monoacylglycerolova lipaza

messengerova ribonukleova kyselina

myogénny faktor 5

ne-esterifikovana mastna kyselina (non-esterified fatty acid)

fyziologicky roztok (phosphate-buffered saline)
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PCR
PEPCK
PGC-1a

PPAR

PDK4
RNA
TAG
UcP1
WAT

polymerazova retazova reakcia

fosfoenolpyruvat karboxykindza

peroxizdmovy proliferdtorom aktivovany receptor gamma koaktiva-
tor 1-a (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactiva-
tor 1-alpha)

peroxizdmovy proliferdtorom aktivovany receptor a (peroxisome
proliferator-activated receptor)

pyruvat dehydrogenazova kinaza 4

ribonukleova kyselina

Triacylglycerol

rozpojovaci protein 1 (uncoupling protein 1)

biele tukové tkanivo (white adipose tissue)



1. Uvod

Energetickd homeostaza je regulovany fyziologicky proces, ktory zahfia prijem a vydaj energie. Ak je
tdto rovnovaha narusend, dochadza k vyznamnému zdravotnému problému — obezite. Nadmerna hmot-
nost je problémom hlavne kvdli tomu, Ze je asociovana s celou radou ochoreni, ako su kardiovaskularne
ochorenia, diabetes mellitus druhého typu a dalSie metabolické poruchy, ktoré su sihrnne oznacované
ako metabolicky syndrém.

Obezita predstavuje problém pre stale zvacSujucu sa populaciu ludi. Preto sa neustale zvySuje dopyt
po novych liecivach bez vedlajSich Ucinkov. Jednym zo slubnych terapeutik je aj fibroblastovy rastovy
faktor 21 (FGF21), tento peptidovy hormdn je exprimovany niekolkymi tkanivami (hlavne pecenou)
a p6sobi na viacero tkaniv. V silade s niekolkymi stddiami na animalnych modeloch obezity a diabetu
mellitus druhého typu mozno povedat, ze FGF21 ma priaznivy efekt na metabolizmus vratane redukcie
hmotnosti, poklesu akumuldcie lipidov v organizme a zvySenia inzulinovej senzitivity. Presny mechaniz-
mus ucinku FGF21 je vSak stdle predmetom diskusie.

Tato praca poskytuje suhrn vysledkov ohladom posobenia FGF21 na tukové tkanivo, ktoré boli zis-
kané najma prostrednictvom experimentov na mysich modeloch obezity, indukovanej vysoko-tukovou
diétou. Experimenty prebiehali vtermoneutralnom prostredi, ktoré oproti standardnym podmienkam
predstavuje lepsi model ludskej fyzioldgie (vid kapitola 2.1.2 Hnedé tukové tkanivo a termogenéza, od-
stavec &. 3). Sustredili sme sa pritom jednak na porovnanie réznych diok pdsobenia FGF21 (4 dni verzus
8 dni), jednak na ucinky FGF21 v kontextu B-adrenergnej signalizacie. Najvacsiu pozornost sme venovali
ucinkom FGF21 (popripade FGF21 a B-adrenergného agonistu) na lipolyzu v bielom tukovom tkanive
a termogénnu kapacitu hnedého tukového tkaniva. Oba tieto procesy maju totizto rozhodujuici vyznam

pri rozvoji obezity a jej lieCby.



2. Tukové tkanivo

2.1 VSeobecné poznatky o tukovom tkanive

Tukové tkanivo je volné, fibrézne, spojivové tkanivo obsahujuce krvné kapilary. Je zlozené
z viacerych typov buniek, hlavne z adipocytov, ktoré obsahuju jednu alebo viacero kvapiek triacylglycero-
lov (TAG). Daldou sucastou je stromatdlna vaskularna frakcia tvorena preadipocytmi, fibroblastami, imu-
nitnymi bunkami (najma makrofagami) a endotelidlnymi bunkami (Zwick et al., 2018).

V cicavcoch existuju dva hlavné druhy, ktoré su histologicky, molekularne a funkéne odliSené. Biele

tukové tkanivo (white adipose tissue — WAT) a hnedé tukové tkanivo (brown adipose tissue — BAT).

2.1.1 Biele tukové tkanivo a ukladanie lipidov

WAT je zodpovedné hlavne za uchovavanie energie (ukladanie zasobnych lipidov vo forme TAG — vid’
dalej), poskytuje tepelnu izolaciu a obaluje organy. Mastné kyseliny, ktoré tvoria TAG obsahuju viac
energie na jednotku hmotnosti ako sacharidy (vid' kapitola 2.2.3 Re-esterifikacia mastnych kyselin) a mo6-
Zu byt skladované bez Géasti vody (Rosen and Spiegelman, 2006), preto je ich ukladanie velmi vyhodné
z hladiska objemu.

Prostrednictvom sekrécie rady endokrinnych molekdl sa podiela na riadeni hospodarenia
s glukézou a systémového metabolizmu (Lidell et al., 2013). Jednym z proteinov, ktoré su vyluéované
bielym tukovym tkanivom je hormén leptin. Je kriticky pre udrZanie energetickej bilancie, signalizuje do
mozgu, konkrétne do hypotalamu a potld¢a prijem potravy (Halaas et al., 1995). Dal$im je adiponektin,
jeho nizke hladiny suvisia s rozvojom inzulinovej rezistencie a aterosklerdzy (Scherer et al., 1995). Biele
tukové tkanivo vyluCuje okrem iného aj radu cytokinov, ktoré hraju ulohu v zapalovych procesoch
(Trayhurn and Beattie, 2001).

Podla uloZenia a cievneho zasobenia mdzeme rozlisit dva druhy bieleho tukového tkaniva, ktoré ma-
ju aj ciastocne odlisnu funkciu a morfoldgiu. Subkutanne (podkozné) depo u mysi je heterogénne, obsa-
huje zrelé unilokuldrne adipocyty, medzi ktoré su vmedzerené multilokularne adipocyty. Unilokularny
adipocyt obsahuje jednu velkd tukovu kvapocku, malo cytoplazmy a sploStené jadrd umiestnené na okra-
ji bunky, zatial ¢o multilokuldrne adipocyty obsahuju viacero malych tukovych kvapiek. Visceralne (ab-

domindlne) depa su homogénnejsie a obsahuju prevazne velké unilokularne adipocyty (Tchkonia et al.,
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2007). Podla sucasnych poznatkov sa usudzuje, ze zvysené ukladanie subkutanneho tuku méze chranit
pred urcitymi prvkami metabolickej dysfunkcie. Naopak visceralny tuk zvysuje riziko diabetu mellitus
druhého typu, hyperlipidémie, atd. (Grauer et al., 1984). Jednym z vysvetleni moze byt fakt, Ze mnozstvo
multilokuldarnych adipocytov, ktoré obsahuji subkutanne depd mozu urcéitym spésobom chranit pred
metabolickymi poruchami (Snijder et al., 2003). Taktiez subkutanne depa maju zvysenu rychlost li-
polyzy, re-esterifikacie a tvorbu novych adipocytov. Vyznamnym faktorom je rozdiel v cievnom zasobeni.
Z visceralneho tuku je totiz krv odvadzana portalnym systémom priamo do pecene. Pochody vo visceral-
nom tuku tak maju bezprostredny dopad na zmeny v tomto organe, napr. hromadenie mastnych kyselin
pochadzajucich z lipolyzy (Salans et al., 1973; Shi and Clegg, 2009). V nasich experimentoch sme ako pri-
klad subkutanneho tukového tkaniva pouZivali dorzolumbalne depo a ako priklad visceralneho gonadalne

depo.

2.1.2 Hnedé tukové tkanivo a termogenéza

Druhym hlavnym typom tukového tkaniva je BAT, ktoré sa podiela na netriaskovej termogenéze.
BAT obsahuje velky pocet multilokuldarnych adipocytov. Farba BAT je ovplyvnena velkym poctom mi-
tochondrii, ktoré obsahuju Specializovany rozpojovaci protein 1 (UCP1) a podielaju sa na disipacii energie
vo forme tepla (Aquila et al., 1985). UCP1 je transmembranovy protein, ktory sa nachadza na vnutornej
mitochondridlnej membrane. ZniZuje proténovy gradient generovany v oxidativne]j fosforyldcii. Gradient
je zniZovany zvySenim permeability vnutornej mitochondridlnej membrdany, takZe protény, ktoré boli
pumpované do intermembrdnového priestoru, sa vracaju do mitochondridlnej matrix. UCP1 rozpojuje
respiraciu od fosforylacie adenozintrifosfatu (ATP), takZze dochadza k produkcii tepla, teda k termogenéze
a nie k tvorbe ATP (Cannon and Nedergaard, 2004; Puigserver et al., 1998).

U ludi je BAT funkéné hlavne v novorodeneckom obdobi. Aj ked sa dlhti dobu myslelo, Ze hnedé adi-
pocyty sa nenachadzaju u dospelych ludi, si¢asné poznatky naznacuju, Ze aj dospeli jedinci maju adipo-
cyty s charakteristikami adipocytov BAT (Garruti and Ricquier, 1992). Objavuju sa po termogénnych sti-
muloch na miestach, ktoré anatomicky zodpovedaju WAT. Iba mierne vystavenie chladu u ludi (14 -
17 °C) na kratky c¢as (1 — 2 hodiny) postacuje na stimulaciu termogénnej aktivity v BAT, zvySenie prijmu
glukdézy v BAT sprevadzaného zvySenou oxidaciou mastnych kyselin a zvySenym vydajom energie
(Yoneshiro et al., 2013). Podobne aj chladovd expozicia u mysi (tyZzden v 4 °C) sposobuje prechod

z niektorych depotov WAT na tukové tkanivo, ktoré je podobné hnedému (Hamann et al., 1996). Na BAT
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moze prejst hlavne anteridrne subkutanne depo a retroperitoneélne depo, ktoré patri pod viscerédlne
tukové depo (Shan et al., 2013). Chladova stimulacia aktivuje sympaticky nervovy systém, ndsledne do-
chadza k uvolneniu katecholaminov, ktoré sa viazu na Bs-adrenergné receptory (LeBlanc et al., 1975).
Proces prechodu sa nazyva hnednutie bieleho tukového tkaniva a hnedé adipocyty, ktoré sa objavuju v
bielom tukovom tkanive sa nazyvaju béZzové adipocyty. BéZové boli nazvané preto, pretoze predstavuju
akysi prechod medzi bielymi a hnedymi adipocytmi, pouZiva sa aj termin brite (brown in white).
S hnedym tukovym tkanivom maju spolocné to, ze su multilokularne, maja zvysenu expresiu UCP1
a taktiez maju viac aktivny mitochondridlny respiraény retazec (Sharp et al., 2012), (vid Obr. €. 1). Ich
tvorba a udrZiavanie predstavuje potencidlny néastroj v boji s obezitou (Giralt and Villarroya, 2013; Green
et al., 2017; Lidell et al., 2013). U mysi aktivuju termogenézu v BAT aj Bs-adrenergny agonisti. Prave sti-
muldcia Bs-receptorov sposobuje lipolyzu a hnednutie vo WAT a termogenézu v BAT, ¢o zvySuje energe-
ticky vydaj a zlepsuje glukdzovu toleranciu. Celkovo zvySuje rychlost metabolizmu. Jednym zo $pecific-
kych Bs-adrenergnych agonistov je CL316243 (skratene CL). DalSie Gcinky ako, znizenie mnoZstva tukové-
ho tkaniva su zavislé na teplote prostredia. Akutne termogenéza vyZaduje UCP1, ale pri chronickom p6-
sobeni prispievaju mechanizmy nezavislé od UCP1 (Granneman et al., 2003). Sucasné Studie ukazujq, ze
aj u fudi Bs-adrenergny agonisti funguju podobne, teda stimulujui termogenézu v BAT a maju potencial
lie¢it metabolické ochorenia (Cypess et al., 2015).

BAT ma vacsi vyznam v mensich cicavcoch, pretoZe mensie zvieratd maju vacsi pomer povrchu tela
k jeho objemu, trpia vac¢simi tepelnymi stratami a musia vynaloZit viac energie, aby udrzali stalu teplotu
tela. Maju preto rychlejsi metabolizmus a taktiez vyssSie teplotné rozmedzie tzv. termoneutralnej zény.
Termoneutrélna je taka teplota, pri ktorej bazalny metabolizmus zvierata Uplne staci na udrzanie telesnej
teploty a nie je potreba Ziadnej dodatocnej termogenézy. U normalnej laboratérnej mysi sa tato teplota
pohybuje okolo cca 30 °C, zatial ¢o u lahko obleceného ¢loveka zodpoveda klasickej izbovej teplote (ta je
nam preto najprijemnejsia) (Maloney et al., 2014). V termoneutralnom prostredi st naroky na termoge-
nézu a teda aj tonus sympatika a aktivita BAT minimalna (Boon et al., 2013). Prave studium mysi v ter-
moneutralite mdze predstavovat lepsi model ludskej fyzioldgie pre vyskum liecby obezity (Speakman and
Keijer, 2014).

Tukové tkanivo vznika v procese adipogenézy, kedy adipocytové prekurzorové bunky diferencuju do
zrelého tukového tkaniva. Preadipocyty su prevazne mezenchymového povodu. Predpoklada sa, Ze hne-
dé adipocyty pochadzaju z myogénnej bunkovej linie, ktord exprimuje protein myogénneho faktora 5
(Myf5+), zatial ¢o biele adipocyty (Timmons et al., 2007), rovnako ako aj béZové adipocyty (Long et al.,

2014), vznikaju z nemyogénnych bunkovych linii (Myf5-). U cicavcov tukové tkanivo vznikd pocas prena-
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tadlneho vyvoja, no adipocyty su nepretrzite tvorené az do dospelosti. V pripade pozitivnej energetickej
bilancie mézu dospelé adipocyty expandovat z2 — 3 % az na 60 — 70 % celkovej telesnej hmotnosti
(Spalding et al., 2008).

Rozozndvame dva druhy ndrastu tukového tkaniva, a to hypertrofiu a hyperplaziu. V pripade hyper-
trofie su zvySené poziadavky na uskladrfiovanie TAG, teda dochadza k zvac¢Sovaniu adipocytov. Ak hyper-
trofia pretrvava dlhSiu dobu, a adipocyty uzZ nie s schopné ukladat dalsie TAG, mdze dojst k vzniku me-
tabolického syndromu a inzulinovej rezistencie (Muir et al., 2016). Hypertrofia taktiez podporuje vznik
lokalneho zapalu (Henninger et al., 2014). Tukové tkanivo sa moze rozsirovat aj vznikom novych adipocy-
tov, tento proces nazyvame hyperplazia, teda zvacSovanie poctu buniek. Novo vzniknuté malé adipocyty,
ktoré mo6zu prijimat dalSie TAG a tym chranit ostatné organy, mdzu mat protektivny Géinok pred dysre-
guldciami metabolizmu (de Souza et al., 2001).

Tukové tkanivo je teda velmi dynamicky organ, schopny reagovat na mnozstvo podnetov. Hra velmi
dolezitu ulohu vo viacerych biologickych procesoch, v désledku toho jeho narusenie moéze viest
k zdvaznym ochoreniam, ako je metabolicky syndrom, obezita, diabetes mellitus druhého typu, atd.

(Berry et al., 2013).
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kmefiové bunky tukovej bunky

Obrazok ¢. 1 Vyvoj jednotlivych typov adipocytov.

Biele a béZové adipocyty pochddzaju z Myf5- embryonickej kmeriovej bunky, hnedé adipocyty pochddzaju
z Myf5+ embryonickej kmeriovej bunky. PRDM16 je nevyhnutny pre vznik fenotypu hnedého tukového
tkaniva. Upravené podla (Wu et al., 2013).
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2.2 Metabolizmus lipidov v tukovom tkanive

2.2.1 Lipolyza

Lipidové kvapOcky adipocytov su zlozené z TAG, ktoré su v pripade potreby hydrolyzované na glyce-
rol a mastné kyseliny. Proces Stiepenia TAG sa nazyva lipolyza a je mediovany prostrednictvom niekol-
kych enzymov, triacylglycerolovej lipazy (ATGL), hormdn-senzitivnej lipdzy (HSL) a monoacylglycerolovej
lipazy (MAGL). Rychlost lipolyzy je presne regulovana pomocou biochemickych a hormonalnych signalov
v reakcii na nutriény stav a energetické potreby organizmu (Lass et al., 2006). Inicidlny krok lipolyzy je
katalyzovany ATGL, ktord preferencne hydrolyzuje TAG na diacylglyceroly (DAG). HSL je zodpovedna
hlavne za hydrolyzu DAG na monoacylglyceroly, s nizSou efektivitou je schopna hydrolyzovat aj TAG na
DAG. ATGL aj HSL su najdélezitejSie enzymy lipolyzy, oba limitujd rychlost lipolyzy a taktiez zdielaju
mnozstvo spolo¢nych regulacnych mechanizmov. Ich aktivita je indukovand okrem iného aj PB-
adrenergnou stimulaciou, naopak inzulin je zodpovedny za inhibiciu lipolyzy (Schweiger et al., 2006).
Preto je lipolyza utlmena po jedle, kedy je inzulin zvyseny a mbze byt vyvoland napr. hladovanim alebo
vystavenim nizkym teplotam, teda aktivaciou sympatického nervového systému (vid kapitola 2.1.2 Hne-
dé tukové tkanivo a termogenéza). Tym, Ze ATGL katalyzuje lipolyzu, ma délezita ulohu aj v degradacii
tukovych kvapocok. Nadmerna expresia ATGL spOsobuje vyrazné zniZenie velkosti tukovych kvapiek
(Smirnova et al., 2006). Narozdiel od toho ATGL deficiencia u mysi je spojena s vyrazne znizenou lipoly-
zou, Co vedie k zvySenému ektopickému ukladaniu tukov prakticky vo vsetkych tkanivach tela, najma vo
vysoko oxidacnych tkanivach, ako su svaly, semenniky a tubuldrny systém obli¢iek (Haemmerle et al.,
2006). Podobne ATGL mutdcie u fudi su spojené so systémovou akumulaciou TAG a srdcovou myopatiou
(Tavian et al., 2012). Poslednym krokom lipolyzy je Stiepenie monoacylglycerolov. Ne-esterifikované
mastné kyseliny (NEFA) vytvarané pri lipolyze mozu byt uvolnené do cirkulacie, re-esterifikované spat na
TAG alebo oxidované (vid' kapitola 2.2.2 Oxidacia mastnych kyselin). Glycerol je uvolfiovany do obehu
nasledne je transportovany do pecene alebo obliciek, kde je konvertovany na glycerol 3-fosfat (G3P)
pomocou enzymu glycerol kindzy. G3P z pecene je konvertovany na dihydroxyacetén fosfat a nasledne
na glyceraldehyd 3-fosfat, kedy sa opat pripaja ku glykolyze alebo glukoneogenetickej drahe (Saponaro
et al., 2015).

Lipolyza prebieha hlavne v tukovom tkanive. Farmakologicky moze byt lipolyza aktivovana prostred-
nictvom viacerych stimulov, napriklad spominanou latkou CL (vid kapitola 2.1.2 Hnedé tukové tkanivo

a termogenéza). Dal3ou latkou, ktora stimuluje lipolyzu je izoproterenol inak nazyvany aj izoprenalin, o
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je neSpecificky agonista B-adrenergnych receptorov (Pinkney et al., 1998). KedZe Bs-adrenergny agonisti

aktivuju tukové tkanivo, mozno ich povaZovat za potencialny liek v boji proti obezite (Xiao et al., 2015).
Patologické zmeny v lipolyze mézu byt spojené s rozvojom obezity, napr. zvySenie bazalnej lipolyzy

moze prispievat k inzulinovej rezistencii, ako aj zhorsit citlivost na stimulaciu lipolyzy (Reynisdottir et al.,

1995).

2.2.2 Oxidacia mastnych kyselin

Mastné kyseliny maju v organizme viacero osudov. WAT sluzi ako zdroj lipidov pre zbytok tela, preto
je velka cast mastnych kyselin po lipolyze uvolnena do cirkuldcie a putuje do pedene, kde je nasledne
spatne premenena na TAG, zbalena do lipoproteinovych partikdl a opat expedovana do krvného obehu.
Ked' teda meriame hladinu NEFA v plazme, ziskavame informdciu o ¢innosti WAT, zatial ¢o plazmaticka
hladina TAG reflektuje najma metabolizmus pecene.

Z lipoproteinovych Castic s mastné kyseliny v krvnom riedisti periférnych tkaniv opat uvoltiované
¢innostou lipoproteinovej lipazy (LPL). Periférne organy nasledne mastné kyseliny oxiduju (oxidacia
mastnych kyselin, B-oxidacia) teda vyuzivaju ich ako jeden zo zdrojov energie (Rosen and Spiegelman,
2006).

B-oxidacia samozrejme v nepatrnej miere prebieha aj priamo vo WAT (Wang et al., 2003). Omnoho
vyznamnejsiu Ulohu ale hra v BAT. Mastné kyseliny z BAT nie su uvolfiované do cirkuldcie a v drvivej vac-
Sine su oxidované priamo v tkanive, ¢o poskytuje znaéné mnozZstvo energie nevyhnutné pre netriaSkovu
termogenézu (vid kapitola 2.1.2 Hnedé tukové tkanivo a termogenéza).

Ku kl'd€ovym regulaénym enzymom v procese oxidacie mastnych kyselin patri vo vSetkych tkanivach
acyl koenzym A (CoA) syntetaza a karnitin-palmitoyltransferdza 1 (CPT1). Acyl-CoA syntetdza vytvéra
thioesterovu vazbu medzi mastnou kyselinou a CoA a dava tak vznik acyl-CoA, teda aktivovanej mastnej
kyseline (Ahmadian et al., 2009). CTP1 nasledne zodpoveda za translokaciu aktivovanych mastnych kyse-
lin do mitochondrii (Wolfgang et al., 2006). Expresia enzymov zapojenych do oxidacie mastnych kyselin je
vyznamne ovplyvnend aktivitou peroxizémového proliferatorom aktivovaného receptoru a (PPARa)
(Dreyer et al., 1992). Transkripcny faktor PPARa je klucovym reguldtorom lipidového metabolizmu. Je
dolezity pre vychytavanie, utilizaciu a katabolizmus mastnych kyselin. Je schopny viazat lipidové signalne

molekuly a transdukovat vhodny signal do levelu génovej expresie. TaktieZ majua urciti tlohu v reguldcii
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zapalovej odpovede, ktora je velmi podstatna v pripade metabolického syndromu a aterosklerdzy (Varga

etal.,, 2011).

2.2.3 Re-esterifikacia mastnych Kkyselin

Vo WAT je zhruba polovica mastnych kyselin po lipolyze premenend naspat na TAG v procese re-
esterifikacie. Prave re-esterifikacia je proces, ktory citlivo reguluje mnozstvo uvolnenych mastnych kyse-
lin. Re-esterifikacia je opakujica sa esterifikacia, pri ktorej sa pripajaju aktivované mastné kyseliny ku
G3P a formuju tak TAG. Re-esterifikacia zavisi na dostupnosti G3P. G3P moéze byt v niektorych tkanivach
pripraveny fosforylaciou glycerolu enzymom glycerol kindzou (Nye et al., 2008). Glycerol kinaza je Cias-
tocne aktivna v BAT (Festuccia et al.,, 2003), vo WAT vsak prakticky uplne chyba (Robinson and
Newsholme, 1967). Preto glycerol uvolneny pri lipolyze nemozno vo WAT priamo zuzitkovat a je teda
vylucovany do cirkulacie. G3P je vo WAT nutné pripravit v procese glyceroneogenézy. Ako zdroje pre
syntézu G3P mozu sluzit glukdza, pyruvat, niektoré aminokyseliny a pod.

Vyznamnymi regula¢nymi enzymami zapojenymi do premeny pyruvatu na G3P su hlavne pyruvat
dehydrogendzova kinaza 4 (PDK4) a fosfoenolpyruvat karboxykindza (PEPCK) (Cadoudal et al., 2008;
Leroyer et al., 2006). Overexpresia PEPCK v tukovom tkanive zvysuje re-esterifikdciu mastnych kyselin
(Cadoudal et al., 2008), dalej je spojena s hypertrofiou tukového tkaniva a narastom hmotnosti. Zatial co
farmakologicka inhibicia PDK4 inhibuje zabudovavanie pyruvdtu do TAG (Franckhauser et al., 2002).
Dal$im doleZitym enzymom zapojenym v re-esterifikdcii je diacylglycerol O-acetyltransferdza 1 (DGAT1),
ktory v endoplazmickom retikule katalyzuje posledny krok re-esterifikacie, teda pripojenie posledného
acyl-CoA k DAG za vzniku molekuly TAG (Chitraju et al., 2017).

Na kontrole esterifikacie sa podiela aj niekolko hormdnov vratane inzulinu, ktory stimuluje syntézu
lipidov (Dyck et al., 2001), zatial ¢o glukagon ju inhibuje (Declercq et al., 1982). Farmakologicky mozno
re-esterifikaciu blokovat, napr. inhibitormi DGAT1, ako je latka A922500, ktora ucinne znizuje hladiny
TAG v sére u hlodavcov (King et al., 2009).

V adipocytoch mdze dochadzat k prazdnemu metabolickému cyklovaniu TAG a mastnych kyselin
(recyklacia mastnych kyselin naspat na TAG). K prazdnemu metabolickému cyklovaniu dochadza vtedy,
ked' dve metabolické drahy prebiehaju sucasne v opacnom smere (vid Obr. 2). Tento cyklus dokaze regu-
lovat hladiny volnych mastnych kyselin v bunke a tym zabranuje lipotoxicite (Braun et al., 2018). Lipoto-

xicita vznika rychlym uvolfiovanim NEFA pri lipolyze. Prazdne metabolické cyklovanie spolu s de novo
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lipogenézou, ktorej sa venujem v nasledujicej kapitole, predstavuju zdkladné energiu spotrebuvajuce
biochemické procesy v WAT, ktoré mézu byt spojené s rezistenciou na obezitu u mysi (Flachs et al.,
2017). Na esterifikdciu mastnych kyselin za vzniku jednej molekuly TAG je potreba 7 az 9 molekul ATP,
podla povodu G3P (Gauthier et al., 2008). Pre tuto energetickd naroénost sa o prazdnych cykloch lipolyzy
a re-esterifikacie uvazovalo uZ pred objavom UCP1 ako o hlavnhom mechanizme netriaskovej termogené-
zy v BAT. V sucasnosti sa podobné Uvahy vracaju a niektoré skupiny uvazuju o re-esterifikacii ako o alter-
nativnom mechanizme netriaskovej termogenézy nezdvislom na UCP1 (Schweizer et al., 2018). Je vSak

nutné podotknut, Ze v porovnani s UCP1 je kapacita tohto mechanizmu, produkovat teplo zanedbatelna.

Prazdné metabolické cyklovanie
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Obr. ¢. 2 Schematické zndzornenie lipolyzy a re-esterifikdcie

TAG su hydrolyzované na glycerol a mastné kyseliny prostrednictvom triacylglycerolovej lipdzy (ATGL),
hormdn-senzitivnej lipdzy (HSL) a monoacylglycerolovej lipdzy (MAGL). Glycerol je uvolfiovany do cirkuld-
cie. Mastné kyseliny su bud’ uvolfiované do cirkuldcie, alebo su premenené naspdt na TAG v procese re-
esterifikdcie. G3P ma viacero pévodov (vid Obr. 3). Na vytvorenie TAG je okrem G3P potrebnd aj aktivo-
vand mastna kyselina, teda acyl-CoA. Prostrednictvom glycerolfosfdat acyltransferdzy (GPAT) vznika lyzo-
fosfatidova kyselina, ktord je acylglycerolfosfat acyltransferdzou (AGPAT) premieriand na kyselinu fosfa-
tidovu. Pomocou fosfohydroldzy kyseliny fosfatidovej (PAP) je kyselina fosfatidovd konvertovand na DAG.
Nakoniec DGATI1 konvertuje DAG na TAG. Upravené podla (Townsend et al., 2017).
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2.2.4 De novo lipogenéza

TAG su syntetizované esterifikaciou volnych mastnych kyselin pochadzajucich z potravy, lipolyzy
alebo vzniknutych prostrednictvom de novo lipogenézy (DNL). DNL prebieha v cytoplazme v bunkach
pecene, ale aj tukového tkaniva. Diéta s vysokym obsahom sacharidov DNL stimuluje, naopak hladovanie
a polynenasytené mastné kyseliny ju inhibuju. Po prijati vysoko-sacharidovej stravy sa nadbytok sachari-
dov ulozi do zdsoby ako pecenovy glykogén, zbytok sa premeni na mastné kyseliny, ktoré su nasledne
zabudované do TAG (Hellerstein, 1999). Inicidlnym krokom v premene sacharidov na mastné kyseliny je
premena pyruvatu z glykolyzy na acetyl-CoA v mitochondrii. Nasledne je acetyl-CoA nutné transportovat
do cytozolu pomocou citrat shuttle aby mohol byt pouzity na syntézu mastnych kyselin. Inicialnym kro-
kom je premena acetyl-CoA na malonyl-CoA pomocou enzymu acetyl-CoA karboxyldza v cytozole, ten sa
zacleni do retazca mastnych kyselin za vzniku palmitatu, prvej syntetizovanej mastnej kyseliny (vid' Obr.
3) (Flatt, 1970). V cicavcich a vtacich organizmoch je pre DNL klu¢ovy enzymovy komplex syntaza mast-
nych kyselin (FAS) (Smith, 1994). Daldie mastné kyseliny sa potom tvoria predlZovanim a desaturaciou

tejto kyseliny. Prispevok DNL k celkovym zasobam lipidov v organizme je vsak relativne maly (Saponaro

et al., 2015).
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tvl-CoA karboxvldzy.

Pre vznik volnych mastnych kyselin je nevyhnutny enzymovy komplex FAS. Na syntézu TAG su potrebné
G3P a aktivované mastné kyseliny teda acyl-CoA. G3P a acyl-CoA su acylované na kyselinu fosfatidovu. Po
jej defosforyldcii vznikaju diacylglyceroly (DAG). Enzym DGATI1 ndsledne katalyzuje konverziu DAG na
TAG. Upravené podla (Saponaro et al., 2015).
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3. Tukové tkanivo a metabolicky syndrom

V sucasnej dobe sedavych zamestnani, nedostatku pohybu a nadmerného prijmu energeticky boha-
tych potravin trapi obezita a nadvaha ¢oraz viac ludi. Obezita je charakterizovana ako nadmerna akumu-
lacia a ukladanie tuku v tele a ¢asto je spojena s metabolickym syndrémom (Grundy, 2015). Prave rovno-
vaha medzi lipolyzou a re-esterifikdciou ovplyviuje narast tukového tkaniva (Campbell et al., 1992).
Nadmerna hmotnost je problémom hlavne kvéli sivisiacim ochoreniam ako je diabetes mellitus druhého
typu, kardiovaskularne ochorenia, nealkoholova steatdza pecene a nemozno opomenut ani zvysené rizi-
ko niektorych foriem rakoviny. Metabolicky syndrém sa vyskytuje u 20 % az 40 % celosvetove] populdcie
dospelych. Tento syndréom zvysuje riziko kardiovaskularnych ochoreni, jeho znaky st abdominalna obezi-
ta, zvySena hladina TAG, zvyseny apolipoprotein B, zniZeny lipoprotein s vysokou hustotou (HDL — high-
density lipoprotein), zvyseny krvny tlak, zvySené hladiny glukdzy a prozapalové a protrombotické stavy
(Grundy, 2008).

Existuje niekolko tedrii vzniku metabolického syndrému a s nim spojenou obezitou. Jednou z nich je
tedria mastnych kyselin, podla tejto tedrie velkost tukovych zasob determinuje hladiny NEFA v plazme a
nasledne aj mnoistvo ektopického tuku. Ektopicky tuk si TAG ulozené v bunkach mimo tukového tkani-
va, dovodom moze byt prekrodenie kapacity tukového tkaniva alebo nedostatok tukového tkaniva
(Lettner and Roden, 2008). Nadbytok NEFA je povaZovany za jeden zo spustacov metabolického syndré-
mu. Na tejto tedrii je zaloZeny vznik obezity v hornej Casti tela (Boden, 2008).

Aktivne metabolity, ktoré su uvolfiované tukovym tkanivom sa nazyvaju adipokiny. Patria medzi ne
leptin, adiponektin, zapalové cytokiny, rezistin, visfatin, inhibitor aktivdtora plazminogénu-1 (PAI-1)
a angiotenzinogén. POsobenie adipokinov predstavuje dalSiu tedriu vzniku metabolického syndromu
v sUvislosti s obezitou. Niektoré z nich su povazované za metabolické rizikové faktory, teda zvysuju riziko
metabolického syndrému (Lehr et al., 2012). Leptin (Heymsfield et al., 1999) a adiponektin (Yang et al.,
2001) posobia hlavne protektivne, no mechanizmus nie je Uplne jednoznacny (vid kapitola 2.1. VSeobec-
né poznatky o tukovom tkanive). Rizikovym faktorom je hlavne prozapalovy stav, ku ktorému prispieva
prebytok tukového tkaniva. Pri obezite dochadza k akumuldcii makrofagov v tukovom tkanive (Weisberg
et al., 2003). Cytokiny uvolnené pri tomto procese sa uvolfiuju do obehu a mézu spbsobit systémovy
zépal a/alebo rezistenciu na inzulin (Stephens and Pekala, 1992).

Spolu s obezitou dochadza k rozvoju inzulinovej rezistencie. Pri obezite je tukové tkanivo odolné vo-
¢i ucinkom inzulinu. Teda potlaceniu lipolyzy a akitnemu stimulaénému efektu inzulinu na LPL, ktora je

zapojena do ukladania tuku. Nasledne dochadza k prekroceniu kapacity adipocytov, a tie uz nie su
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schopné ukladat dalsi tuk, a teda ani chranit ostatné tkaniva pred tokom mastnych kyselin. Zvysené hla-
diny TAG a NEFA maju negativny Ucinok na inzulinovu senzitivitu (Ellis et al., 2000). Inzulinova rezistencia
neznamena iba zniZenie reakcie tkaniv na inzulin, ale ako bolo spomenuté, ovplyvruje lipidovy metabo-
lizmus a je spojend s hypertenziou, endotelovou dysfunkciou a dalSimi nepriaznivymi U¢inkami na fyzio-
logické systémy (Brunzell and Hokanson, 1999).

No problémom nie je iba nadbytok tukového tkaniva, ale aj jeho nedostatok inak oznacovany ako li-
podystrofia. Takéto tukové tkanivo nie je schopné absorbovat prilev mastnych kyselin po jedle, ¢o vedie
k ektopickému ukladaniu tuku v peceni a kostrovych svaloch. Zda sa, Ze prave tento ektopicky tuk sa mo-
Ze podielat na silnej inzulinovej rezistencii, steatdze, diabetu mellitus druhého typu a zvysenych hladi-
nach TAG (Huang-Doran et al., 2010; Joseph et al., 2014). Primerané mnoZstvo tukového tkaniva moze
chranit pred metabolickym syndrémom tym, Ze poskytuje bezpeéné GlozZisko pre lipidy z potravy. Vyluco-
vany leptin zaroven timi pocit hladu a posobi proti prejedaniu sa (Halaas et al., 1995; Pelleymounter et

al., 1995).

4. Fibroblastovy rastovy faktor 21 (FGF21)

Jednym z potencialnych liekov pésobiacich proti rozvoju obezity a metabolického syndromu by mo-
hol byt v stéasnosti intenzivne skimany fibroblastovy rastovy faktor 21 (FGF21) (Fisher and Maratos-
Flier, 2016). FGF21 je peptidovy hormdn posobiaci ako metabolicky regulator, ktory kontroluje glukézovu
homeostazu, inzulinovu senzitivitu a ketogenézu (Badman et al., 2007). Podavanie FGF21 obéznym hlo-
davcom vedie k zniZovaniu telesnej hmotnosti, pricom tento Uc¢inok nemozno vysvetlit zmenami v prijme
potravy, ale skor zvysenim energetického vydaja (Coskun et al., 2008).

FGF21 je ¢lenom Sirokej FGF rodiny, u fudi obsahuje 22 faktorov, ktoré sa podielaju na reguldcii pre-
Zitia buniek, mitogenéze, bunkovom raste, tkanivove] reparacii a raste nadorov (Ornitz and Itoh, 2001).
V uzSom deleni patri FGF21 do FGF endokrinnej podrodiny, ktorej ¢lenovia neobsahuju domény viaZzuce
heparin a su preto uvolfiované do cirkulacie. Ludsky FGF21 je vysoko homoldgny s mysim FGF21, avSak
jeho nizka homoldgia s inymi fudskymi FGF naznacuje, Ze FGF21 je Strukturdlne jedinecny (Nishimura et
al., 2000). Pri testovani boli gény pre FGF21 identifikované u vacsiny stavovcov okrem kuracieho genému
(Wicker et al., 2005).

Miestom najvacsej produkcie FGF21 je pecen, ktord rozhodujucim spésobom ovplyviiuje hladiny

FGF21 v plazme. Ale aj extrahepatdlne tkaniva ako WAT, BAT a kostrové svaly exprimuju FGF21 (Badman
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et al., 2007). V peceni su hladiny FGF21 zvySené prostrednictvom PPARa, ktory je aktivovany mastnymi
kyselinami pocas hladovania alebo ketogénnym stravovanim. Tento cirkulujuci FGF21 zvySuje energeticky
vydaj prostrednictvom termogénnej aktivacie tukového tkaniva (BonDurant et al., 2017). Ketogénna dié-
ta ma vysoky obsah tukov a nizky obsah sacharidov (Woodyatt, 1921). Je velmi efektivna pri zhadzovani
hmotnosti, zniZovaniu rezistencie na inzulin, zniZovaniu koncentracie triglyceridov v sére a zvySovaniu
koncentracii HDL-cholesterolu (Foster et al., 2003). Na rozdiel od toho chladova expozicia vedie k lokal-
nemu zvyseniu FGF21 v tukovom tkanive, ¢o vedie k autorkinej aktivacii bez akychkolvek zmien v systé-
movych hladinach FGF21 (Fisher et al., 2012). Exogénny FGF21 vyvoldva v peceni protizapalovu odpoved
v kontexte lipotoxickej diéty (Markan et al., 2014).

Hladiny FGF21 su vyssie pri obezite ako u ludi, tak u hlodavcov, ¢o naznacuje Ze obezita je FGF21 re-
zistentny stav, kedy je odpoved jednotlivych organov na exogénny FGF21 oslabend. Napriek tejto rezis-
tencii ma FGF21 preukazatelné antiobézne ucinky u mysi (Coskun et al., 2008; Veniant et al., 2015). Me-
chanizmus rezistencie je znamy aj pri inych horménoch ako je inzulin, leptin atd. no v pripade mecha-

nizmu rezistencie na FGF21 je nutny este dalsi vyskum (Fisher et al., 2010).

4.1 U¢inky FGF21 na jednotlivé organy

Interakcia FGF21 s jeho receptorom udava tkanivovu Specifitu Ucinku. Na vyvolanie Ucinku je po-
trebna pritomnost BKlotho, je to transmembranovy protein exprimovany hlavne v peceni, tukovom tka-
nive (BAT aj WAT) a pankrease, sluzi ako priama transmembranova podjednotka FGF21 receptora a tvori
s nim komplex. BKlotho s FGF receptorom tvoria neaktivny komplex na povrchu buniek, ktory sa aktivuje
po vazbe FGF21. Tato aktivacia vedie k fosforylacii signalizacnej molekuly, FGF receptor substratu 2 , ako
aj k naslednej fosforylacii extracelularne regulovanej signalnej kindzy 1 a 2 (ERK1, 2), (Kharitonenkov et
al., 2008) (vid Obr. €. 4).

Ucinky FGF21 na pecefi mdzu byt sprostredkované priamo ué¢inkom FGF21 na hepatocyty alebo pro-
strednictvom sekundarnych mediatorov odpovedajlcich na pecenovy FGF21, bud’ prostrednictvom tuko-
vého tkaniva, alebo centralnej nervovej sustavy (Hsuchou et al., 2007). V peceni FGF21 stimuluje oxidaciu
mastnych kyselin, produkciu ketdnovych latok a inhibuje lipogenézu (Coskun et al., 2008).

V tukovom tkanive FGF21 ovplyviuje aj glukézovy metabolizmus. Zistilo sa, Ze v bunkach 3T3-L1 by
mohol FGF21 p6sobit $pecificky na zvySenie prijmu glukdzy prostrednictvom vyssej expresie glukézového

transportéra-1 (GLUT1) (Kharitonenkov et al., 2005). Transport glukdzy bol vyrazne stimulovany po akti-

21



vacii drahy PPARy a nasledne FGF21 (Moyers et al., 2007). Experimentalna aplikacia u diabetickych mysi
znizuje hladiny glukdzy a cirkulujuceho inzulinu v krvi (Coskun et al., 2008), ¢o naznacuje zvySenie senziti-
vity k inzulinu.

FGF21 ovplyviuje aj lipidovy metabolizmus vo WAT. No nazory na to, ¢i FGF21 stimuluje alebo inhi-
buje lipolyzu, sa rozchadzaju. Povodné prace (Inagaki et al., 2007) ukazovali stimulaciu bazalnej lipolyzy
na 3T3-L1 adipocytoch. Novsie prace (Arner et al., 2008) vsak pri pouZiti rovnakych podmienok pozorova-
li skor inhibiciu lipolyzy. Inhibiciu lipolyzy potvrdzuje aj praca, v ktorej je popisané, Zze jednorazova injek-
cia obéznym mysiam zniZila level volnych mastnych kyselin v plazme (Li et al., 2009). Dal$i experiment na
FGF21 knockout mysiach naznaduje, ze G¢inok FGF21 mdze zavisiet na metabolickom stave organizmu:
endogénny FGF21 udajne stimuluje lipolyzu po¢as normdlneho prijmu potravy a naopak inhibuje lipolyzu
pocas hladovania (Hotta et al., 2009). Prave pocas hladovania dochadza k zvySeniu hladin FGF21
v plazme vplyvom zvysenej expresie pecenového FGF21. Tento stav je preto mozné prirovnat k aplikacii
exogénneho FGF21. Okrem ucinkov na lipolyzu FGF21 zniZuje cholesterol a TAG v experimentoch na my-
Siach (Veniant et al., 2015) (Kharitonenkov et al., 2005) a opiciach (Kharitonenkov et al., 2007). Dal3ou
doleZitou Ulohou FGF21 je indukcia UCP1, a teda zvySenie termogenézy v interskapuldarnom BAT u mysi.
Do tohto procesu sa vedla plazmatického FGF21 zapojuje aj parakriné pésobenie FGF21, ktory je produ-
kovany priamo v tukovom tkanive. No tento Ucinok nie je obmedzeny iba na BAT, chronicka chladova
expozicia zvysila expresiu FGF21 aj v dalSich tukovych depach, ktoré su citlivé na chlad ako su subkutanny
a perirendlny tuk, kde FGF21 udajne ovplyviiuje adaptivnu termogenézu (Fisher et al., 2012). Zd3 sa, Ze
FGF21 podporuje hnednutie niektorych dep WAT (vid' kapitola 2.1.2 Hnedé tukové tkanivo a termogené-
za). Aj tento jav moze sprostredkovévat metabolické efekty FGF21 a zvy$end termogenéza moze prispie-
vat k zvySenému energetickému vydaju, strate hmotnosti a glukézovej tolerancii (Wu et al., 2011). Su-
Casnejsie prace vsak prekvapivo ukdzali, Ze FGF21 sp6sobuje pokles hmotnosti aj u mysi s nefunkénym
UCP1 (Samms et al., 2015; Veniant et al., 2015), ¢o spochybriuje vyznam netriaskovej termogenézy pre
ucinky FGF21. V rozpore s predchadzajucimi tedriami bolo taktiez ukdzané, Ze FGF21 nie je nevyhnutny
ani pre stimulaciu termogenézy (Keipert et al., 2017).

FGF21 tieZ reguluje mitochondridlnu aktivitu a zvysuje oxidativnu kapacitu prostrednictvom ade-
nozinmonofosfat-aktivovanej proteinkinazy (AMPK), sirtuinu 1 (SIRT1) a PPARy koaktivatoru 1 a (PGC-1a)
(Chau et al., 2010). Vplyv PGC-1a na mitochondridlnu biogenézu je zapojeny aj do adaptivnej termogené-
zy a metabolizmu glukdzy a mastnych kyselin (Herzig et al., 2001), PGC-1a p6sobi ako koaktivator PPARa
pri transkripénej kontrole mitochondridlnych génov, ktoré sa podielaju na oxidacii mastnych kyselin

(Vega et al., 2000).
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Okrem pecene a tukového tkaniva FGF21 pGsobi aj v centralnej nervovej sustave. U mysi po syste-
matickej administracii prechddza hematoencefalickou bariérou a ostava intaktny (Hsuchou et al., 2007).
U ludi ho mozZno najst v cerebrospinalnej tekutine (Tan et al., 2011). Ukazalo sa, Ze FGF21 u mysi ovplyv-
riuje cirkadiannu periodicitu a fertilitu, o mdze byt priamy Gc¢inok v centralnej nervovej sustave
(Bookout et al., 2013). Centralny ucinok FGF21 mbzZe zvysit energeticky vydaj prave vdaka zvySovaniu
sympatickej aktivity (Owen et al., 2014). Nejasnd ostava Uloha FGF21 v pankrease a v svale (Fisher and
Maratos-Flier, 2016).

Nadejne antiobézne ucinky FGF21 u laboratdérnych hlodavcov (Kharitonenkov et al., 2005; Samms et
al., 2015; Veniant et al., 2015) odhalili potencial pre liecbu obezity aj u ludi. Spoloc¢nosti preto vytvaraju
varianty alebo analégy FGF21 pouzitelné v humannej medicine, ktoré maju zvysenu stabilitu a Ucinnost
oproti nativnemu FGF21 proteinu. Jednym z nich je aj LY2405319, ktory sa testoval na randomizovanych,
placebom kontrolovanych, dvojito zaslepenych skisobnych testoch, na pacientoch s obezitou a diabetom
mellitus druhého typu. Po 28 drioch liecby pacienti zniZili hmotnost a zlepsil sa im lipidovy profil v sére
(Gaich et al., 2013). Dalie spolo¢nosti stabilizuju FGF21 prostrednictvom konjugécie s inymi skupinami
ako su polyetylén glykol alebo imunoglobuliny, ktoré majui v animalnych modeloch za nasledok zlepSenie

glukdézovej tolerancie a redukciu telesnej hmotnosti (Xu et al., 2013).
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Obr. & 4 Ucinky FGF21 u mysi a ludi

Po konzumdcii ketogénnej stravy / po hladovani dochddza u mysi k vzostupu FGF21 koncentrdcii v sére a
v peceni je to riadené prostrednictvom peroxizomového proliferdtorom aktivovaného receptoru a (PPAR
a). Ndrast koncentrdcie FGF21 v peceni u mysi je tieZ indukovany steatdzou pecene, obezitou a PPARa
ligandmi. FGF21 interaguje s receptorom FGF v pritomnosti transmembrdnového proteinu BKlotho
v peceni a tukovom tkanive. Tdto interakcia vedie k PPARy coactivator protein-1a (PGCla) dependentnej
up-reguldcii oxiddcie mastnych kyselin a zniZeniu reguldcie syntézy lipidov v peceni. V tukovych tkanivdch
vedie pritomnost PPARy ligandov k produkcii FGF21. Krdatkodoby ucinok FGF21 md za ndsledok zniZenu
expresiu lipolytickych génov a ndsledne vedie k niZsim koncentrdciam cirkulujucich NEFA. FGF21-
indukovand fosforyldcia extraceluldrnej signdlnej regulovanej kindzy-1 (ERK1) vedie k aktivdcii GLUT1 a
absorpcie glukézy v mysich 3T3-L1 adipocytoch a primdrnych ludskych adipocytoch. U ludi je mechaniz-
mus obdobny a sérovad koncentrdcia FGF21 je vysSia pri diabetu mellitus druhého typu, obezite, metabo-
lickom syndrome a nealkoholovej steatdze pecene. Upravené podla (Domouzoglou and Maratos-Flier,
2011).
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5. Ciele prace

V Uvode diplomovej prace som sa snazila objasnit metabolické deje v tukovom tkanive a popisat ako
su tieto procesy ovplyvnené FGF21. Ako uz bolo spominané, FGF21 predstavuje potencidlne lieCivo na
terapiu portch metabolizmu ako obezita, diabetes mellitus druhého typu, atd. U¢inok FGF21 bol demon-
Strovany prostrednictvom animalnych a bunkovych modelov za Gc¢elom dosiahnutia nasledujucich cielov,

ktoré by mali pomdct objasnit problematiku:

1. Optimalizovat protokol pre meranie lipolyzy v bunkovych kulturach.

2. Charakterizovat efekt FGF21 v obéznych mysiach chovanych v termoneutrdlnom prostredi,
najmai &asovu sutslednost metabolickych zmien v jednotlivych organoch.

3. Vysvetlit mechanizmus Géinku FGF21 na produkciu ne-esterifikovanych mastnych kyselin vo
WAT (posudit moZne zapojenie re-esterifikacie mastnych kyselin).

4. Charakterizovat vplyv FGF21 na hladinu krvnej glukézy a pravdepodobny mechanizmus

ovplyviiovania tohoto parametru.
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6. Material a metody

6.1 In vivo experimenty

V animalnom experimente bol pouzity mysi kmen C57BL/6J BomTac (Taconic, Dansko), (skratene
B6), nachylny k diétou indukovanej obezite a dalSim metabolickym komplikaciam (Black et al., 1998). 44
samcov B6 bolo po dovezeni kimené Standardnou diétou (Ssniff Spezialdidten, Nemecko), (13 MJ meta-
bolizovatelnej energie / kg). Nasledne boli vo veku 6 tyZzdfiov umiestnené do termoneutralnej teploty, ¢o
v pripade mysi predstavuje 30 °C. Na jednu klietku pripadali 4 samce. Kfmené boli potom vysoko-tukovou
diétou (Ssniff E15742 Spezialdiaten, Nemecko), (21,4 MJ metabolizovatelnej energie / kg, 60 % energie
vo forme lipidov), ktora zhorsuje inzulinovu senzitivitu a sposobuje rozvoj obezity (Wang and Liao, 2012),
pricom potravu a vodu mali k dispozicii neobmedzene. Pocas celej doby experimentu mali 12 hodinovy
svetelny rezim. Kazdy tyzden prebiehali kontroly hmotnosti a spotreby krmiva. Po dosiahnuti poZzadova-
nej hmotnosti (v naSom pripade to bolo cca 40 g, ktoré boli dosiahnuté po cca 3 mesiacoch chovania na
vysoko-tukovej diéte) boli mysi separované, teda na jednu klietku pripadala 1 mys a zahdjila sa farmako-
logicka aplikacia.

Prebehli dva experimenty, experiment ¢.1 bol zamerany na sledovanie ndstupu ucéinku FGF21. Po
dobu 4 alebo 8 dni bolo dvakrat denne aplikované FGF21, (65 pl / mys, ¢o priblizne odpoveda 1,5 mg/kg
telesnej hmotnosti) alebo rovnaky objem kontrolného roztoku (10mM fosfat, 2 % glycerol, 0,05 % Tween
80, pH 8,15) prostrednictvom subkutannej injekcie do interskapuldrnej zény. Aplikacia prebiehala pribliz-
ne rano o 9:00 a vecer o 17:00. 4 dni pred usmrtenim bol jednorazovo intraperitonealne aplikovany fy-
ziologicky roztok obsahujuci tazkd vodu (2H20) (1.7 ml / my3) a zérover bolo 10 % pitnej vody nahradené

2H,0 (vid Obr. €. 5).
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Obr. ¢. 5 Schematické zndzornenie experimentu ¢. 1

Pre podrobnosti vid' text.

Experiment ¢. 2 bol zamerany na sledovanie efektu FGF21 na lipolyzu stimulovanu Bs-adrenergnym
agonistom CL316,243. Ako v experimente €. 1 bolo aplikované FGF21 alebo solny roztok po dobu 8 dni.
Tak isto ako pri predchadzajucom experimente bola 4 dni pred usmrtenim jednorazovo intraperitonealne
aplikovana 2H,0 (1.7 ml / my3) a zaroveri bolo 10 % pitnej vody nahradené 2H,0. Nasledne 1 def pred
usmrtenim bol jednorazovo intraperitonealne aplikovany roztok CL (350 ul / mys, ¢o priblizne odpoveda
1 mg/kg telesné hmotnosti), alebo solny roztok (vid kapitola 2.2.1 Lipolyza), (vid Obr. €. 6)

2 az 3 hodiny po administracii CL alebo solného roztoku bola merana glukdza z chvostovej cievy.
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Po ukonceni aplikacie boli mysi kratko anestetizované éterom a nasledne usmrtené podstrihnutim
krénych ciev. Bola im odobrata krv a organy ako pecen, srdce, sval musculus quadriceps, interscapularne
BAT, dorzolumbalne WAT a gonaddlne WAT. Opatovne bola stanovena glukdza. Nasledne boli jednotlivé
organy zvazené a bezprostredne zmrazené v kvapalnom dusiku a do spracovania uchovavané v -80 °C.

Na stanovenie glukdzy sa pouzival glukometer Contour plus spolu s testovacimi pasikmi (Bayer, Ne-
mecko). Princip metddy spociva v enzymaticke] reakcii, pri ktorej sa glukdza z krvi oxiduje na testovacom
pasiku na peroxid vodika, ktory je potom elektrolyticky rozkladany na katiény vodiku a aniény kysliku.
Anidny kysliku putuju ku kladnej elektrode, ¢o je glukometrom zaznamenané ako elektricky prud. Velkost

prudu zodpoveda vyslednej glykémii.
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Obr. ¢. 6 Schematické zndzornenie experimentu €. 2

Pre podrobnosti vid' text.
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6.2 In vitro experimenty

V sprievodnom experimente na bunkovych kultdrach bola pouzita bunkova linia 3T3-L1 (ATCC, USA),
ktora je odvodena z mysich 3T3 buniek na zéklade schopnosti akumulovat lipidy. Diferencované 3T3-L1
bunky su ¢asto pouzivanym in vitro modelom na vyskum bieleho tukového tkaniva. Z morfologického
hladiska su to fibroblasty, ktoré pod vplyvom vhodnych podmienok teda pro-diferenciaénych latok dife-
rencuju na zrelé adipocyty. Tieto bunky su taktieZ citlivé na lipogénne a lipolytické hormdny a latky ako
adrenalin, izoproterenol a inzulin (Morrison and McGee, 2015) .

Pre zamedzenie kontamindcie sa s bunkami pracovalo v lamindrnom boxe Steril VBH (Schoeller, Ce-
ska republika). Po rozmrazeni bunky rastli v predpripravenom proliferaénom médiu (vid Tab. €. 1 viavo).
Bunky boli umiestnené v CO; inkubaénom boxe (Schoeller, Ceska republika) pri 10 % koncentracii CO,
a 37 °C do dosiahnutia konfluencie (zhruba 7 dni). Potom bolo na indukciu diferenciacie proliferacné
médium vymenené za diferenciacné obohatené o dexametazén a BRL na 48 hodin (vid Tab. €. 1 vstrede).
Nasledne bolo médium vymenené za diferenciacné (vid Tab. €. 1 vpravo) v ktorom bunky diferencovali
11 az 13 dni.

Vo vlastnom experimente boli bunky vystavené pésobeniu roznych koncentracii CL316,243, izopro-
terenolu, alebo A922500 v niekolkych ¢asovych intervaloch (pre podrobnosti vid' kapitola 7.1 Priprava
systému na sledovanie lipolyzy v tkanivovych kulturach). Nasledne boli odobrané vzorky pre stanovenie

NEFA (vid kapitola 6.4.3 Stanovenie ne-esterifikovanych mastnych kyselin).

Proliferacné médium Diferenciaéné médium s BRL a Diferenciacné médium
dexametazénom
90 ml | D-MEM (4,5 g/l gluk6za) | 90 ml | D-MEM (4,5 g/l glukdza) 90 ml | D-MEM (4,5 g/l glukdza)
10 % fetalne bovinne sé- 10 % fetalne bovinne sé-
10ml | 10 % telacie sérum 10ml | rum 10ml | rum
100 pl | penicilin+streptomicin 100 pl | penicilin+streptomicin 100 pl | penicilin+streptomicin
50 pl 1,66 mM inzulin 50 ul 1,66 mM inzulin
200 pl | 1 mM dexametazon
100 uM BRL v dimetyl sul-
100 pl | foxide

Tabulka ¢. 1 ZloZenie médii na bunkové kultury (pre celkovy objem 100 ml).
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6.3 Analyza génovej expresie

6.3.1 Izolacia RNA

Na izolaciu ribonukleovej kyseliny (RNA) z réznych tkaniv bol pouzity Trizol od firmy SIGMA-
ALDRICH, USA. Toto ¢inidlo je mozné vyuzit k suéasnej izolacii RNA, deoxyribonukleovej kyseliny (DNA) a
bielkovin. Postupovalo sa s mensimi Upravami podla inStrukcii vyrobcu SIGMA-ALDRICH. Ak nebolo uve-
dené inak, vSetky kroky prebiehali pri izbovej teplote. Na zamedzenie kontaminacie sa pracovalo na
mieste urcenom vyhradne na izolaciu RNA. Pred izolaciou boli vzorky skladované v kvapalnom dusiku
alebo pri teplote -80 °C.

Najskor boli zmrazené vzorky zhomogenizované v 1 ml Trizolu (roztok obsahujuci guanidium thioky-
anat a fenol) pomocou oscilaéného mlynu MM400 (Retsch, Nemecko) a keramickej guli¢ky (tukové tkani-
vo bolo homogenizované 3 min., pecen 5 min.). Nasledovala centrifugacia vzoriek (centrifiga UNIVERSAL
320 (Hettich, Nemecko)), 10 min., 12000 g, 4 °C, ktorou sa odstranil prebytocny tuk (horna faza) a ne-
zhomogenizované zbytky (pelet). Odobrana ¢ira medzifaza sa inkubovala pri izbove] teplote 5 min.

RNA bola od DNA a proteinovej medzifaze separovana pridanim chloroformu (0,2 ml na 1 m Trizolu),
dokladnym pretrepanim a 10 min. inkubdaciou. Oddelenie faz bolo urychlené dalsou centrifugaciou (15
min., 14 000 g, 4 °C) a do novej 1,5 ml mikroskimavky bola odobrana vrchna vodna faza, ktora obsahova-
la RNA (spodna faza obsahuje DNA a medzifaza protein).

Nasledne bola RNA precipitovana pridanim izopropanolu (0,5 ml na 1 ml TRI reagentu). Po pretre-
pani v ruke boli vzorky inkubované pri izbovej teplote 10 min., aby sa mohla RNA vyzrazat. Naslednou
centrifugaciou (10 min., 12000 g, 4 °C) RNA sedimentovala v podobe gelovitého peletu.

Pelet RNA bol premyty 75 % etanolom (1 ml na 1 ml TRI reagentu), bol vortexovany (Scientific Indus-
tries, USA) a inkubovany 5 min. Po centrifugdcii (10 min., 12000 g, 4 °C) a odobrati supernatantu boli
vzorky susené vo vakuovej odparke (Hettich, Nemecko), (5 min., 40 °C). Na zmeranie koncentracie RNA
bol pelet rozpusteny v autoklavovanej vode (15 min., 60 °C), mnoZstvo vody zaviselo od druhu tkaniva
(tukové tkanivo v 11 pl, pecen v 500 pl). Na spektrofotometri NanoDrop (NanoDrop, USA) sa zmerala
koncentracia a skontrolovala sa Cistota vyizolovanej RNA. Koncentracia RNA bola uréend z merania vel-
kosti absorbancie v nasom pripade pri vinovej dizke 260 nm. Z pomerov absorbancie pri réznych vino-
vych dizkach sa ziskala informacia o ¢istote RNA. Pomer absorbancii pri vinovej dizke 260 a 280 nm hovo-
ril o kontamindcii proteinmi a pomer absorbancii pri 260 a 230 nm zase o zbytkoch organickych rozpus-

tadiel. V oboch pripadoch sa doporucena hodnota pohybovala od 1,7 az 2. Je potrebné podotknut, Ze nie
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vzdy sa nam podarilo dosiahnut doporucenu hodnotu, no v stlade s dlhodobymi skisenostami na odde-
leni boli hodnoty aj tak dostacujuce na meranie génovej expresie. Nariedena RNA o zndmej koncentracii

sa skladovala pri teplote -80 °C.

6.3.2 Reverzna transkripcia

Dal$im délezitym krokom pri sledovani génovej expresie je reverznd transkripcia, je to proces pri
ktorom sa vyizolovana RNA prepisuje do DNA. Aby sa zabranilo degradacii RNA, so vzorkami sa pracovalo
na lade. Vzorky sa nariedili na koncentraciu 500 ng/ul. Zmie$anim 1 ul zo vSetkych vzoriek sa pripravila
zmesna vzorka. Ta dalej sluZila k priprave negativnej kontroly (vzorky kde neprebehne reverzna trans-
kripcia) a riediacej kalibracnej rady RNA. Nasledne bol v UV dekontaminacnom boxe pripraveny MIX A,
ten sa skladd z autokldvovanej vody a primeru Oligo T, ktory pdruje s adeninom na polyA konci messen-
gerovej RNA (mRNA) a tak rozliSuje mRNA. Do novych 0,5 ml autokladvovanych mikroskimaviek umies-
tnenych na chladiacej dosticke sa napipetovali vzorky (1 pg RNA na reakciu, teda 2 pl vzorky
o koncentracii 500 ng/ul) a prislusné mnozstvo MIXU A (vid Tab. €. 2). Spolu so vzorkami sa pripravila aj
riediaca rada zmesnej vzorky o koncentracii 0.1, 0.05, 0.025, 0.0125, a 0.01 ng/pl. Negativna kontrola sa
miesto MIXU A doplnila Cistou vodou. Vzorky sa 5 min. inkubovali v termocykléri (Biometra, Nemecko),
nasledne boli schladené. V medzicase sa v UV dekontaminacnom boxe pripravil MIX B, ktory obsahuje 5x
koncentrovany buffer, dithiotreitol (DTT), ktory rozvolfiuje sekunddrnu Struktdru RNA, dNTP mix, teda
nukleotidy na prepisanie do komplementarnej DNA (cDNA) a M-MLV enzym. Do mikroskimaviek
v termocykléri sa pridalo vypocitané mnozstvo MIXU B (vid Tab. €. 2) a inkubovalo sa 50 min. pri teplote
37 °C, kedy reverzna transkriptaza syntetizuje komplementarne vlakno z mRNA templatu. Pocas posled-
nych 10 min. inkubdcie teplota stupla na 72 °C a nasledne rychlo klesla na 4 °C. Po inkubovani sa vzorky

20x nariedili na zriedenie reakéného pufru. Takto upravené vzorky sa skladovali pri teplote -20 °C.
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Objem na jednu vzorku [ul]
vzorka RNA 2
MIX A (celkom) 10
oligo T primery 0,5
redestilovana voda 9,5
MIX B (celkom) 8
5 x pufr 4
DTT 2
dNTP mix 1
M-MLV enzym 1

Tab. ¢. 2 ZloZenie reakénej zmesi pre reverznu transkripciu (pri koncentrdcii RNA 500 ng/ul)

6.3.3 Kvantitativna polymerazova retazova reakcia

Polymerazova retazova reakcia (PCR) slGZi na meranie génovej expresie, funguje na principe am-
plifikdcie molekul DNA. Na zabezpecenie stability DNA sa opatovne pracovalo na lade a reakéna zmes sa
pripravovala v UV dekontaminaclhom boxe (Herolab, Nemecko). Reakénd zmes sa skladala
z autoklavovanej vody, 2x koncentrovaného kitu The LightCycler® 480 SYBR Green | Master
a konkrétnych primerov 3" a 5°. Nasledne sa reakénd zmes a jednotlivé vzorky napipetovali na 96 jamko-
vU PCR dosticku (pre konkrétne objemy vid Tab. €. 3), pricom celkovy objem zmesi bol 10 pl. Nasledovala
vlastna reakcia v pristroji LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche, Svycarsko). Analyza sa zahajuje
iniciaciou, pricom sa reakénd zmes zahreje na 96 °C, kvoli aktivacii termostabilnej DNA polymerazy. Pri
teplote 96 °C prebieha denaturacia a dvojvlakno DNA je disociované. Za poklesu teploty na cca 55 aZz 65
°C nastdva aneldcia, primery nasadaju na komplementdrne miesta na templatovej DNA. Za teploty na 72
°C sa nasledne syntetizuje novd DNA v smere 5" — 3" pomocou DNA polymerazy, ktora nasada na primery
a vytvara nové vlakno DNA podla templatovej DNA. Poslednym krokom je denaturacnd analyza a schla-
denie reakcnej zmesi na 4 °C (vid Tab. €. 4). PCR produkty sa kvantifikovali prostrednictvom fluorescen-
cie. Na dvojvlaknovi DNA sa naviaZe fluorescenénd sonda SYBR green, ktora je sucastou pufru. Nasledne
sa na konci polymerizacie v kazdom cykle odcitava fluorescencny signal emitovany farbickou SYBR green.
Primery génov, ktorych expresia bola merana, ukazuje Tab. €. 5. Kazda vzorka bola merana duplikatne
a vo vysledku bol pouzity priemer oboch hodnét. Spolu so vzorkami bola zmerana aj riediaca rada a ne-

gativna kontrola pripravena v predchadzajicom kroku (vid' kapitola 6.3.2 Reverzna transkripcia). Presné
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mnozstvo PCR produktu bolo stanovené podla kalibraénej krivky, ktora bola vytvorena z expresie vzoriek
riediace]j rady. Expresia bola vyjadrend ako 2™, kde Ct oznacuje cyklus, v ktorom dosiahla krivka narasta-
jucej fluorescencie inflexného bodu.

Pre Ucely prezentacie vysledkov vsetkych génov v jednom suhrnnom grafe boli data z génovej
expresie prepocitané tak, aby priemer kontrolnej skupiny odpovedal hodnote 1. Nasledne boli data nor-
malizované prostrednictvom geometrického priemeru, ktory bol vypocitany z expresie troch housekee-
ping génov elongacného faktoru 1a (EF-1a) , B-aktinu a eukaryotického elongaéného faktoru 2 (eEF2).
Housekeeping gény sa podielaju na udrziavani zakladnych funkcii buniek, preto sa o¢akava, Ze ich expre-

sia bude konstantna vo vsetkych bunkdch za r6znych podmienok (Nelson et al., 1999).

Zlozka reakcnej zmesi Objem na jednu vzorku [ul]
2x koncentrovany master mix kit 5
redestilovand voda 3

5" primer 0,5

3" primer 0,5

vzorka cDNA (20x nariedend) 1

celkovy objem 10

Tab. ¢. 3 ZloZenie reakcnej zmesi pre qPCR reakciu

Faza reakcie Teplota [°C] | Cas trvania [s]
pociato¢na denaturacia 95 300
amplifikacia
Denaturdcia 95 10
anelacia ( nasadanie primerov) 60 20
Polymerizacia 72 20
denaturacna analyza

Denaturdcia 95 5
renaturdcia 65 60
postupnd denaturacia 98 -
Chladnutie 40 10

Tab. ¢. 4 Priebeh qPCR reakcie
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Gén Kéd v Sekvencia primeru Dizka produktu | Teplota na-
GenBank [bp] sadania [°C]

EF-1a 13627 | 5° TGACAGCAAAAACGACCCACCAAT 192 58,6
5" GGGCCATCTTCCAGCTTCTTACCA

B-aktin 11461 | 5" GAACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGAT 434 60,2
5" ACCGCTCGTTGCCAATAGTGATG

eEF2 13629 | 5" GAAACGCGCAGATGTCCAAAAGTC 142 58,7
5" GCCGGGCTGCAAGTCTAAGG

UCP1 22227 | 5" CACGGGGACCTACAATGCTTACAG 337 57,7
5" GGCCGTCGGTCCTTCCTT

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

DGAT1 13350 | 5" TGGCCAGGACAGGAGTATTTTTGA 249 59,6
5" CTCGGGCATCGTAGTTGAGCA

PGC-1a 19017 | 5" CCC AAA GGATGC GCT CTC GTT 150 57,2
5" TGC GGT GTC TGT AGT GGC TTG ATT

FAS 14102 | 5" TGG GTG TGG AAG TTC GTC AG 130 60
5" GTC GTG TCA GTA GCC GAG TC

PEPCK 18534 | 5" GGCAGCATGGGGTGTTTGTAGGA 248 60,5
5" TTTGCCGAAGTTGTAGCCGAAGAAG

PPARa 19013 | 5" TGCGCAGCTCGTACAGGTCATCAA 286 60,6
5" CCCCCATTTCGGTAGCAGGTAGTCTTA

Tab. ¢. 5 Zoznam pouZitych primerov

6.4 Stanovenie metabolitov z krvi

Z krvi sa ziskala krvna plazma, krv sa odoberala do mikroskimaviek s 5 pl 0,5 molarnou kyselinou
etyléndiamintetraoctovou (EDTA) (pH 8) chelatatnym cinidlom, ktoré zabranuje hemokoaguldcii. Na-
sledne sa vzorky centrifugovali (10 min., 4500 g, 4 °C). Po scentrifugovani doslo k oddeleniu krvnej plaz-
my, ktord sa nachddzala v hornej faze, od krvnych elementov. Horna faza sa odobrala do novych mikro-

skimaviek. Takto pripravené vzorky sa uchovavali niekolko dni pri teplote -20 °C.
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6.4.1 Stanovovanie triacylglycerolov v plazme

Na stanovenie TAG sa pouZival diagnosticky kit TG 250 od firmy Erba Lachema a postupovalo sa pod-
[a ndvodu na ich webovych strankach. Principom metddy je Stiepenie TAG prostrednictvom enzymu LPL
na glycerol a volné mastné kyseliny. Nasledne je glycerol v pritomnosti enzymu glycerolkinazy fosforylo-
vany na G3P. G3P je oxidovany na dihydroxyacetonfosfat enzymom glycerolfosfatoxiddzou za produkcie
peroxidu vodika (H.0;). Reakciou H,0,, 4-aminoantipyrinu a 4-chlorofenolu v pritomnosti enzymu pero-
xidazy vznika ¢ervené chindniminové farbivo.

Po rozpipetovani vzoriek na meraciu dosti¢ku sa napipetovala negativna kontrola aj roztok Standar-
du. Pridalo sa reakcéné Ccinidlo (zloZzenie vid Tab. ¢. 6) a inkubovalo sa 10 min. pri 37 °C.
V spektrofotometri sa pri vinonej dizke 500 nm zmerala absorbancia vzoriek a $tandardu oproti negativ-

nej kontrole.

reakcné Cinidlo Standard

Goodov pufor (pH 7,2) 50 mmol/I Triacylglyceroly 2,26 mmol/I
4-Chlorofenol 4 mmol/I

Mg #* 15 mmol/I

ATP 2 mmol/I

glycerolkinaza > 6,7 pkat/l

peroxidaza > 33 pkat/I

lipoproteinlipaza >33 pkat/I

lipoproteinlipaza >33 pkat/I

4-Aminoantipyrin 0,5 mmol/I

Tab. ¢. 6 ZloZenie reakcnych cinidiel v kite TG 250

6.4.2 Stanovenie cholesterolu

Na stanovenie cholesterolu sa pouzival diagnosticky kit CHOL 250 od firmy Erba Lachema a postu-
povalo sa podla navodu na ich webovych strankach. Principom metddy je Stiepenie esterov cholesterolu
cholesterazou na cholesterol a mastné kyseliny. Nasledne je volny cholesterol oxidovany cholesteroloxi-
dazou na 4-cholesten-3-on a H;0,. V pritomnosti enzymu peroxiddzy potom reaguje peroxid vodika s 4-

aminoantipyrinom (4-AAP) a fenolom za vzniku chinéniminového farbiva.
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Po rozpipetovani vzoriek, roztoku Standardu a negativnej kontroly sa pridalo reakéné cinidlo (zloZe-

nie vid Tab. & 7) a inkubovalo 10 min. pri 37 °C. V spektrofotometi sa pri vinovej dizke 500 nm zmerala

absorbancia vzoriek a Standardu oproti negativnej kontrole.

Reakéné cinidlo

Standard

Goodov pufor (pH 7,2) 50 mmol/I cholesterol 5,18 mmol/I
fenol 5 mmol/I
4-Aminoantipyrin 0,3 mmol/l
cholesterolesteraza > 3,33 pkat/I
cholesteroloxidaza > 0.83 pkat/I
peroxidaza > 50 pkat/I

Tab. ¢. 7 ZloZenie reakénych Cinidiel v kite CHOL 250

6.4.3 Stanovenie ne-esterifikovanych mastnych kyselin

Na stanovenie NEFA sa pouzival kit NEFA HR (2) od firmy FUJIFILM Wako Diagnostics U.S.A., postu-

povalo sa podla ndvodu na ich webovych strankach. Principom metédy je acyldcia koenzymu A (CoA)

mastnymi kyselinami v pritomnosti acyl-CoA syntetazy. V dalSej faze je vytvoreny acyl-CoA oxidovany

acyl-CoA oxidazou na H,0,. Nasledne H,0; v pritomnosti peroxidazy mediuje vznik fialového konec¢ného

produktu, na zaklade ktorého urcujeme fotometricky koncentraciu NEFA. Pripravil sa roztok R1 a R2 (zlo-

Zenie vid Tab. €. 8).

Po rozpipetovani vzoriek na meraciu dosticku sa napipetoval aj roztok Standardu, ktory funguje ako

kalibrator a negativna kontrola. Pridalo sa reakéné Cinidlo R1, inkubovalo sa za stdleho trepania 10 min.

pri 37 °C na trepacke PST-60 plus Biosan (Merci, Ceskd republika). Po ochladeni na lade sa pridalo reak¢-

né &inidlo R2, opat sa 10 min. pri 37 °C inkubovalo na trepacke. V spektrofotometri sa pri vinovej dizke

546 nm zmerala absorbancia vzoriek nm a Standardu oproti negativnej kontrole.
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roztok A roztok B

Acyl-CoA syntetdza 0,53 U/ml Acyl-CoA oxidaza 12 U/ml

CoA 0,31 mmol/I peroxidaza 14 U/ml

ATP 4,3 mmol/I 3-metyl-N-etyl-N anilin 2,4 mmol/I

4-Aminoantipyrin 1,5 mmol/I
askorbat oxidaza 2,6 U/ml
sodium azid 0,062%
fosfatovy pufor (ph 7,0) 50mmol/I
sodium azid 0,059%

Tab. ¢. 8 ZloZenie reakcnych cinidiel v kite NEFA HR (2)

6.4.4 Stanovenie inzulinu

Na stanovenie inzulinu sa pouzival Mercodia Ultrasensitive Mouse Insulin ELISA kit od firmy Mer-
codia a postupovalo sa podla ndvodu na ich webovych strankach. Je to enzymova imuno-analyza zaloZe-
na na sendvicovej technike, v ktorej sa pouZivaju dve monoklondlne protilatky proti antigénom na mole-
kulach inzulinu. Sendvi¢ova technika funguje na principe tvorby imunokomplexov, ktoré sa vytvoria po
vdzbe protilatky vo vzorkach a antigénu. Imunokomplexy sa deteguju pomocou konjugatu (bielkovina
s naviazanym enzymom). Vznikne tzv. ,,sendvi¢”, ktory je tvoreny antigénom, protilatkou a konjugatom.
Mnozstvo naviazanych znacenych protildtok sa zviditelni enzymovou reakciou. Na meraciu dosti¢ku sa
napipetovali vzorky, roztok Standardu, ktory funguje ako kalibrator a negativna kontrola. Pridal sa roztok
s protilatkami. Inkubovalo sa 2 hodiny na trepacke pri izbovej teplote. Nasledne sa dosticky Sestkrat
premyli. Pridal sa roztok tetrametylbenzidinu na vyvinutie reakcie a inkubovalo sa 15 min. pri izbove;j
teplote. Nakoniec sa pridal roztok, ktory reakciu ukoncuje a trepalo sa asi 5 sekidnd na trepacke. Na spek-

trofotometri sa zmerala absorbancia vzoriek pri 450nm.

6.4.5 Stanovenie lipogenézy a re-esterifikacie pomocou izotopov 2Hz20

Pomocou znadenia TAG stabilnym izotopom (2H,) je moZné zmerat syntézu TAG a de novo lipogené-

zu (DNL). Pri obohateni telesnej tekutiny zvierata 2H,0 sa 2H zabudovdva do novo vznikajucich TAG. Mysi
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boli preto injikované koncentratom 2H,0 a naviac im bola podavand 10 % 2H,0 v pitnej vode (vid kapitola
6.1 In vivo experimenty). Behom disekcie odobrané vzorky pripravené pre 1) stanovenie obsahu tazkej
vody v krvnej plazme, 2) stanovenie obsahu deutéria v mastnych kyselindch TAG z gonadalneho WAT (co
odrdza obrat syntézy mastnych kyselin v tkanive) a 3) stanovenie obsahu deutéria v glycerolovej Casti
TAG z gonaddlneho WAT (¢o odraza obrat glyceroneogenézy a re-esterifikdcie mastnych kyselin). Vsetky
pripravené vzorky boli analyzované prostrednictvom ndslednej dvojrozmernej plynovej chromatografie
(GCxGC TOF), ktora prebiehala prostrednictvom RNDr. Petra Zacka, Ph.D. na pracovisku BIOCEV. Dalej

preto uvadzam iba postup pripravy vzoriek.

6.4.5.1 Priprava vzoriek na stanovenie obohatenia TAG deutériom

Spracovanie vzoriek sa skladalo zniekolkych d&asti. Prvym krokom bola extrakcia, kedy sa
k zmrznutému tkanivu v 2 ml mikroskimavkach pridal fyziologicky roztok (PBS), etyl acetat v pomere 1:2
a keramicka gulicka. PBS predstavuje vodnu fazu a etyl acetat organickd fazu. Vzorky sa zhomogenizovali
v oscilatcnom mlyne. Nasledovala sonikacia v sonikatore (Hielscher, Nemecko) a rotacia v mieSacke Invit-
rogen HulaMixer (Thermo Fisher Scientific, USA). Tieto kroky branili pred¢asnému oddeleniu dvoch faz.
Vzorky sa scentrifugovali (5 min., 10000 g, 4 °C). Na zéklade hydrofobicity presli TAG do vrchnej organic-
kej fazy, ktora sa odobrala do novej sklenenej skimavky. Vzorky sa vysusili vo vikuovom koncentratore
Speed Vac (Thermo Fisher Scientific, USA), (40 min., 900 g, 35 °C).

Pre plynovu chromatografiu bolo potrebné pripravit derivaty, ktoré bude mozné lahko previest do
plynnej fazy. Molekula TAG sa preto rozdelila na glycerolovu Cast a derivaty mastnych kyselin. Na rozpus-
tenie sa pridal ku kaZdej vzorke hexan s antioxidantom butylovanym hydroxytoluénom. Vzorky sa pre-
miestnili do termostabilnych skimaviek so Srobovacimi vickami. Pridal sa CH3ONa a vzorky sa zahrievali
pri 70 — 80 °C, 20 min. Po vychladnuti sa pridala 3 molarna metanolicka HCI, redestilovana voda a hexan
a vzorky sa dokladne pretrepali. Vzorky sa scentrifugovali na rotore (10 min., 2500 g, 4 °C). Vzniknuté
metylestery mastnych kyselin (FAME) su hydrofébne, takze presli do hornej organickej fazy ktora sa odo-
berala. Spodna vodna faza sa ponechdvala. Vzorky sa vysusili vo vakuovom koncentratore Speed Vac (40
min., 900 g, 35 °C). FAME sa opat rozpustili v hexdne a do vyhodnotenia sa skladovali pri -20 °C.

Poslednym krokom bola derivatizacia glycerolu, kedy sa pouzivala spodnd vodna faza
z predchadzajuceho kroku. Spodna faza obsahujuca glycerol sa prefiltrovala cez 0,45 um PVDF filter.

A vzorky sa vysusili vo vakuovom koncentratore Speed Vac (5 az 6 h., 60 °C) a ihned po vytiahnuti sa za-
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parafilmovali aby sa zamedzilo pristupu vzdusnej vlhkosti. Kvoli toxicite pouzivanych Cinidiel sa pouzivali
ochranné prostriedky ako respirdtor, ochranné okuliare, rukavice a pracovalo sa v digestore Merci (Mer-

U

ci, Ceska republika). Vzorky sa rozpustili v pyridine a premiestnili sa do uzatvératelnych skimaviek, ihned
sa uzavreli. Nasledne sa pridal N, O-Bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamid (BSTFA), opat sa skimavky ihned'
uzavreli. BSTFA funguje ako donor trimetylsilu pri derivatizacii polarnych zliéenin, napomaha chromato-
grafickej analyze. Vzorky sa inkubovali v termobloku (Biometra, Nemecko) pri 60 °C, 20 min. a do vyhod-

notenia sa skladovali pri -20 °C.

6.4.5.2 Priprava vzoriek na stanovenie obohatenia plazmy 2H20

Tato metdda sa pouzivala na overenie mnozstva 2H,0 v plazme. V principe sa 2H proporéne prenesie
na lahko splynovatelny acetdn. V prvom kroku bola potrebna priprava $tandardov 10 %, 5 % a 2,5 % 2H,0
vo vode, na zhotovenie kalibra¢nej krivky. K 10 pl plazmy alebo standardu sa pridalo 10 M NaOH a 5 %
roztok acetdnu v acetonitrile, ktory slUzi na precipitaciu proteinov. Vzorky sa dobre uzavreli a sonikovali
na rozbitie proteinovych klastrov. Vzorky sa nechali inkubovat cez noc pri izbovej teplote. K vzorkam sa
pridal hexdn a Na,S0O,, nasledne sa vortexovali, sonikovali a centrufugovali (1 min., 5000 RCF, 4 °C). Vrch-
na hexdnova faza sa preniesla do sklenenych vialok a starostlivo sa uzavrela. Vyhodnocovanie vzoriek

opat prebehlo prostrednictvom RNDr. Petra Zacka, Ph.D. na pracovisku BIOCEV.

6.5 Stanovenie triacylglycerolov v tkanive

Na stanovenie TAG musi najskor dojst k saponifikacii TAG z tkaniv. K 50 mg tkaniva (pecene) sa pri-
dalo 150 pul KOH rozpusteného v 65 % etanole. Zaistené eppendorfky sa zohrievali v termobloku pri 70 °C
2 h. Vzorky sa 10x riedili, svortexovali sa a stocili. Takto pripravené vzorky sa zmerali. Postupovalo sa

rovnako ako v kapitole 6.4.1 Stanovenie triacylglycerolov v plazme.
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6.6 Statistické vyhodnotenie

Data boli statisticky vyhodnocované prostrednictvom programu GraphPad Prism (GraphPad Sof-
tware, USA). Hranica Statistickej vyznamnosti bola stanovend na p < 0,05, pricom pouZité znaky a Statis-
tické metddy su vidy uvedené v legende obrazkov. Vysledky su prezentované ako aritmetické priemery
a variability su vyjadrené ako stredné chyby priemerov. Hladina vyznamnosti rozdielu je vyjadrend poc-

tom hviezdiciek alebo inych symbolov (vid Tab. ¢. 9).

Pocet * alebo # | p-hodnota Signifikancia

ok ok <0.0001 extrémne signifikantné
* ok 0.0001 az 0.001 | extrémne signifikantné
** 0.001 az 0.01 velmi signifikantné

* 0.01az0.05 signifikantné

Tab. ¢. 9 Vysvetlenie symbolov hladiny vyznamnosti pouZitych v grafoch
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6.7 Zoznam pouzitych chemikalii

2H,0 (tazka voda) CortecNet, Francuzsko
5x pufor pre reverznu transkripciu Invitrogen, Nemecko
aceton Penta, Ceskd republika
acetonitril Sigma Aldrich, USA
butylovany hydroxytoluén (BHT) Sigma Aldrich, USA
bis(trimetylsilyl)trifluoroacetamidu (BSTFA) Sigma Aldrich, USA
dithiotreitol (DTT) Sigma Aldrich, USA
diagnosticky kit TG 250 Erba Lachema, Ceska republika
diagnosticky kit CHOL 250 Erba Lachema, Ceska republika
diagnosticky kit NEFA HR (2) FUJIFILM Wako Diagnostics U.S.A., USA

diagnosticky kit Mercodia Ultrasensitive Mouse

Insulin ELISA
dNTP
EDTA
Etanol
etyl acetat
HCl—kyselina chlorovodikova
Hexan
Chloroform
lzopropanol
KOH-hydroxid draselny
LightCycler® 480 SYBR Green | Master
CH3ONa—metoxid sodny
Metanol
NaOH-hydroxid sodny
Na,SOs—siran sodny
oligoT
penicilin, streptomycin
PBS

PCR primery

Mercodia, Svédsko
Invitrogen, Nemecko
Serva, Nemecko
Penta, Ceskd republika
Sigma Aldrich, USA
Penta, Ceskd republika
Sigma Aldrich, USA
Penta, Ceskd republika
Serva, Nemecko
Penta, Ceskd republika
Roche, Nemecko
Sigma Aldrich, USA
Penta, Ceskd republika
Penta, Ceskd republika

Sigma Aldrich, USA

Generi Biotech, Ceska republika

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

Generi Biotech, Ceska republika



pyridin

Trizol

Sigma Aldrich, USA
Sigma Aldrich, USA

6.8 Zoznam pouzitych pristrojov

automatické pipety (rozsah 0,2 — 1000 pl)

centrifdga Universal 320R

CO, inkubaény box

digestor

glukometer Contour plus
HulaMixer

laminarny box Steril VBH
LightCycler® 480 RT PCR System
mini centrifuga

oscilaény mlyn MM400
spektrofotometer NanoDrop
spektrofotometer Sunrise basic
Spicky na pipety

termoblok

termocyklér

trepacka PST-60 plus Biosan
sonikator

UV dekontaminacny box

vahy ADAM

vakuova odparka

vakuovy koncentrator Speed Vac

vortex

Gilson, Francuzsko
Hettich, Nemecko
Schoeller, Ceska republika
Merci, Ceskd republika
Bayer, Nemecko

Thermo Fisher Scientific, USA
Schoeller, Ceska republika
Roche, Nemecko

Labnet, USA

Retsch, Nemecko
NanoDrop, USA

Tecan, Svaj¢iarsko

Gilson, Francuzsko
Biometra, Nemecko
Biometra, Nemecko
Merci, Ceskd republika
Hielscher, Nemecko
Herolab, Nemecko

ADAM eqp., Velka Britania
Hettich, Nemecko
Thermo Fisher Scientific, USA

Scientific Industries, USA

42



7. Vysledky

7.1 Priprava systému pre sledovanie lipolyzy v tkanivovych kultu-

rach

Je zname, ze FGF21 tlmi lipolyzu (Schlein et al., 2016), avsak in vivo boli pozorované aj pro-
lipolytické ucinky FGF21 (Inagaki et al., 2007). V modeli in vivo su Gcinky FGF21 modulované pdsobenim
dalsich horménov a orgédnov, a je preto obtiazne urcit, ¢i su popisované Ucinky na lipolyzu priame alebo
iba druhotné. Preto by nase oddelenie chcelo vbudicnosti skimat priamo pdsobenie FGF21
v bunkovych kultirach. Prvou ulohou méjho diplomového projektu bolo optimalizovat podmienky pre
meranie lipolyzy v bunkovej kulture. K tomuto Ucelu sme pouzili bunkové kultdry 3T3-L1 diferencované
do adipocytov (vid kapitola 6.2 In vitro experimenty). Ako marker lipolyzy sme brali uvolfiovanie NEFA.
Pretoze je hladina NEFA pri bazalnej, nestimulovanej lipolyze prakticky na Urovni detekéného limitu me-
tédy (vid kontrola Obr. €. 7), nebolo by mozné za tychto podmienok pozorovat pripadnud inhibiciu li-
polyzy. Lipolyzu sme preto stimulovali r6znymi davkami agonistov B-adrenergnych receptorov bud' Bs-
Specifickym CL316,243 (CL), alebo neselektivhym izoproterenolom.

Hladiny NEFA v médiu sme merali 90 a 180 min. po zaciatku p6sobenia agonistov. Medzi tymito
dvomi ¢asovymi bodmi doslo k hromadeniu NEFA (Obr. €. 7. a, b), co dokazuje, Ze adipocyty boli po celu
dobu experimentu v poriadku a schopné lipolyzy.

V porovnani s nestimulovanou kontrolou bolo uvolfiovanie NEFA masivne zvySené ako p6sobenim
CL, tak izoproterenolu. V rozmedzi pouZitych koncentracii sme vSak nepozorovali Ziadnu koncentracnu
zavislost tohto efektu (Obr. €. 7. a, b). (V pripade izoproterenolu sme dokonca zaznamenali inhibi¢ny
ucinok najvyssej davky.) Dosiahli sme tak zjavne maximalnu mieru lipolyzy. Za tychto podmienok by ne-

bolo mozné pozorovat Ziadnu dalSiu stimuldaciu lipolyzy.
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Obr. ¢. 7 Stimulacia lipolyzy v bunkovych kulturach 3T3-L1. MnoZstvo NEFA uvolnené do média behom
experimentu: efekt samotného CL (a), efekt samotného izoproterenolu (b), mnoZstvo NEFA po 90 min. (c)
a po 180 min (d).

Statistika: Jednocestnd ANOVA (Analyza Varidcie) s Tukeyho zrovndvacim testom (a, b). Dvojcestnd ANO-
VA so Siddkovym zrovndvacim testom (c, d). * znamend signifikanciu medzi 90 min. a 180 min. prislusnej
koncentrdcie CL alebo izoproterenolu (a, b), alebo signifikanciu oproti kontrolnej skupine CL alebo izopro-
terenolu v prislusnom case (c, d) a @ znamenda signifikanciu u izoproterenolu oproti najvyssej koncentrad-
ciil

Aby sme dosiahli mierne zvysenej hladiny lipolyzy, ktord mozno ako inhibovat, tak dalej stimulovat,
zopakovali sme experiment s nizSimi koncentraciami CL. Pomocou odberov v dvoch ¢asovych bodoch
sme opat overili, Ze stimulované bunky su schopné lipolyzy pocas celého experimentu (Obr. €. 8. a). Za
tychto podmienok sme boli schopni pozorovat koncentraénu zavislost stimulacie lipolyzy (Obr. €. 8. b, c).

Takze tieto podmienky by mohli byt pouzitelné aj pre meranie G¢inkov FGF21.
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Obr. ¢. 8 Stimuldcia lipolyzy v bunkovych kultirach 3T3-L1 niZsimi koncentrdciami CL. MnoZstvo NEFA
uvolnené do média behom experimentu s nizsimi koncentrdciami CL: zndzornenie ¢asového priebehu (a),
mnoZstvo NEFA po 60 min. (b) a po 120 min. (c).

Statistika: Jednocestnd ANOVA s Tukeyho zrovndvacim testom (a, b). Dvojcestnd ANOVA so Siddkovym
zrovndvacim testom (c). * znamend signifikanciu medzi 90 min. a 180 min. prislusnej koncentrdcie CL
alebo signifikanciu oproti kontrolnej skupine CL v prislusnom case.

V Case, kedy prebiehali tieto experimenty, sme vsak este nemali k dispozicii FGF21, ktoré nas indus-
tridlny partner dodal az pred zahdjenim animalnych experimentov. Preto sme vyuZitelnost zvolenych
nizkych koncentracii CL overovali v kombinacii s inymi moduldtormi lipolyzy, konkrétne s latkou A922500,
ktora funguje ako inhibitor DGAT1. Tato inhibicia re-esterifikacie by mala vyustit v zvySeny vylev NEFA.
Ako sa dalo ocakdavat, A922500 skutocne stimuloval uvolfiovanie NEFA, pricom tento efekt bol umocneny
pridanim CL (Obr. €. 9. a, b) a pretrvaval aj po 120 min. pésobenia (Obr. €. 9. c).

Protokol pre budice skimanie efektov FGF21 na adipocyty bol teda UspeSne zavedeny. Zaroven
sme ziskali data ohfadom koncentracnej zavislosti u¢inkov CL na lipolyzu, ¢o bolo uZito¢né pri planovani

nadvazujucich animalnych experimentov.
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Obr. ¢. 9 Stimuldcia lipolyzy v bunkovych kulturach 3T3-L1 prostrednictvom CL a A922500. MnoZstvo
NEFA uvolnené do média behom experimentu: zndzornenie casového priebehu (a), mnoZstvo NEFA po 60
min. (b) a po 120 min. (c).

Statistika: Jednocestnd ANOVA s Tukeyho zrovndvacim testom (a, b). Dvojcestnd ANOVA so Siddkovym
zrovndvacim testom (c). * znamend signifikanciu medzi 90 min. a 180 min. prislusnej koncentrdcie CL
alebo A922500 alebo signifikanciu oproti kontrolnej skupine CL alebo A922500 v prislusnom case.

7.2 Posobenie FGF21 in vivo

Ucinky FGF21 su v literattre popisované najma v stvislosti s obezitou. Preto sme pokusnym zviera-
tdm najskor po dobu 3 mesiacov podavali diétu s vysokym obsahom tuku, ¢o viedlo k rozvoju obezity
(Obr. €. 10. a). Spotreba diéty sa po prvotnych vykyvoch ustalila a drzala sa v jednej rovine (Obr. €. 10. b).
Kvoli chovaniu mysi v termoneutrdlnom prostredi je aj neprekvapivo nizka spotreba (spotreba pouzitej
diéty v standardnej teplote sa obvykle pohybuje okolo 3 g / den), kedZe udrziavanie telesnej teploty ne-

bolo energeticky narocné.
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Obr. ¢. 10 Vyvoj hmotnosti a spotreby zvierat pred zahdjenim vlastného experimentu. Prirastok hmot-
nosti (a). Spotreba diéty (diéta s obsahom 21,4 MJ metabolizovatelnej energie / kg, 60 KJ % tuku) (b)
(Mysi boli v klietkach po 4, vyslednd spotreba je prepocitand na jednu mys.).

7.2.1 Casova zavislost aéinkov FGF21

Prvy animalny experiment bol zamerany na sledovanie casového priebehu efektu FGF21. K tomuto
ucelu boli obézne mysi na vysoko-tukovej diéte injikované po dobu 4 alebo 8 dni roztokom FGF21, alebo

kontrolnym roztokom. Nasledovalo zrovnanie stavu po 4 a po 8 drioch aplikacie FGF21.

7.2.1.1 VSeobecné ucinky FGF21

Stvordenné posobenie FGF21 nebolo dostatoéné k tomu, aby sa prejavili zmeny hmotnosti oproti
kontrolnej skupine (Obr. €. 11. a porovnaj kontrolu 4 dni a FGF21 4 dni — ¢iarkované Ciary). Pri dlhSom
posobeni vsak mysi injikované FGF21 vykazovali tendenciu k poklesu hmotnosti (Obr. €. 11. a). Ako
u kontrolnych zvierat, tak aj u zvierat injikovanych FGF21 sa prejavili tendencie k poklesu spotreby diét,

o je pravdepodobne vysledok stresu (Obr. €. 11. b).
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Obr. ¢. 11 Vyvoj hmotnosti a spotreby zvierat pocas samotného experimentu. Hmotnost mysi (a). Spo-
treba diéty (diéta s obsahom 21,4 MJ metabolizovatelnej energie / kg, 60 KJ % tuku) (b).

Statistika: Dvojcestnd RM ANOVA (Analyza Varidcie s opakovanym meranim) s Tukeyho zrovndvacim
testom, nie su Ziadne signifikancie.

Aby sme zistili, o zodpoveda za pokles telesnej hmotnosti, zvazili sme jednotlivé organy. Pokles te-
lesnej hmotnosti nie je spésobeny G¢inkami FGF21 na svalové tkanivo (m. quadriceps — Obr. €. 12. a
ani srdce — Obr. €. 12. b). (Prekvapivé signifikantné zvySenie hmotnosti svalu m. quadriceps po 8 drioch
experimentu pozorujeme ako u FGF21, tak u kontroly, ¢o vylucuje efekt samotného FGF21.) V pripade
vsetkych tukovych depotov pozorujeme tendenciu k zniZzeniu hmotnosti po 8 dfioch pdsobenia FGF21
(Obr. €. 12. ¢, d, e), ktora je v pripade hnedého tukového tkaniva po 8 drioch signifikantna (Obr. ¢. 12. e),
FGF21 teda spdsobuje pokles mnoZstva tukového tkaniva.

Osemdenna aplikacia FGF21 viedla k vyraznej redukcii hmotnosti pe¢ene (Obr. €. 12. f), ¢o koreluje
so znizenym mnozstvom TAG v peceni (Obr. €. 13.). MozZno konstatovat, Ze pokles telesnej hmotnosti je
sposobeny mensou akumulaciou tuku v organizme, teda ako znizenim velkosti tukovych dep, tak pokle-

som obsahu tuku v peceni.
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Obr. ¢. 12 Hmotnosti orgdnov po 4- a 8-dennom p6sobeni FGF21.

Hmotnosti svalu (a), srdca (b), dorzolumbdlneho (c) a gonaddlneho WAT (d), BAT (e) a pecene (f).
Statistika: Dvojcestnd ANOVA so Siddkovym zrovndvacim testom, * prezentuje efekt FGF21; # zndzorriuje
efekt dizky experimentu (4 dni verzus 8 dni).
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7.2.1.2 Vplyv FGF21 na Kkrvné markre

Vzhladom k vyraznym zmendm v hmotnosti pecene sme sa zamerali na skimanie metabolitov, ktoré
suvisia s metabolickymi procesmi v peceni. Osemdenné podavanie FGF21 signifikantne zniZilo hladiny
cholesterolu v porovnani s kontrolnou skupinou (Obr. €. 14. a). V pripade TAG bolo pozorované podobné
zniZzenie po osemdennej aplikacii FGF21, avSak nedosiahlo significancie (Obr. €. 14. b). Predpokladame,
Ze naznak poklesu hladin TAG v plazme suvisi so sledovanym znizenim mnozZstva pecerfiovych TAG (Po-
rovnaj Obr. €. 13. a Obr. ¢. 14. b).

V sulade s nevyraznym ucinkom FGF21 na hmotnosti tukovych dep boli aj plazmatické hladiny pro-
duktov lipolyzy ovplyvnené FGF21 iba v minimdlnej miere. Hladiny NEFA vykazovali uréitu tendenciu
k zniZeniu, pésobenim FGF21 (Obr. €. 14. c), hladiny glycerolu vsak zostali nezmenené (Obr. ¢. 14. d).

FGF21 neovplyviiovalo hladiny glukézy (Obr. €. 14. e), aj ked' v literature je pri dlhSom posobeni

FGF21 popisovany pokles glykémie u obéznych mysi (Cuevas-Ramos et al., 2009).
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Obr. ¢. 14 Plazmatické mdrkre po 4- a 8-
dennom pésobeni FGF21

Hladina cholesterolu (a), TAG (b), NEFA (c) a
glycerolu v plazme, (d) a glukozy v krvi (e)
Statistika: Dvojcestnd ANOVA so Siddkovym
zrovndvacim testom, * prezentuje efekt
FGF21; # zndzorriuje efekt dizky experimentu
(4 dni verzus 8 dni). Ddta boli skontrolované
pomocou Grubbovho testu na zistenie odlah-
lych hodnét. Na zdklade toho bola vylucend
odlahld hodnota (prislusna skupina (a) ozna-
cend vykricnikom (1) v stipci grafu).
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7.2.1.3 Vplyv FGF21 na génovu expresiu v jednotlivych tkanivach

Na zdklade hodnot krvnych markerov nas v dalSom kroku zaujimalo ¢i sa koreSpondujuce zmeny
prejavia na Urovni génovej expresie v prislusnych tkanivach. V peceni, gonadalnom a dorzolumbalnom
tukovom depe boli zmerané markre najdéleZitejSich metabolickych drah a tie boli vyjadrené jednak ne-
normalizované (Obr. €. 15. a; €. 16. a; €. 17. a), tak normalizované (Obr. €. 15. d; €. 16. d; €. 17. d) na
geometricky priemer 3 housekeeping génov (Obr. €. 15. b, ¢; €. 16. b, c; €. 17. b, c).

V peceni nepozorujeme Ziaden signifikantny efekt na génovu expresiu s vynimkou génu ATGL, ktory
katalyzuje prvy krok lipolyzy. 8-denné posobenie FGF21 tImi expresiu ATGL (Obr. €. 15. a, d) (po normali-
zacii dat sa zmensi rozptyl hodn6t a diskutovany rozdiel tak dosiahne signifikancie).

V gonaddlnom tukovom depe FGF21 uz po 4 dnoch zniZuje expresiu génu FAS, ¢o zjavne indikuje
pokles de novo lipogenézy. Po dlhsom pdsobeni sa vsak tento rozdiel zmyva (Obr. €. 16. a, d).

V dorzolumbalnom tukovom depe nardZame na problém s normalizdciou dat: teda tendenciou
k znizeniu geometrického priemeru housekeeping génov (Obr. €. 17. c). Vinou toho sa u niektorych gé-
nov po normalizdcii objavi artificidlne signifikantny narast (gén PPARa) (Obr. €. 17. d). FGF21 ovSem zjav-
ne zvySuje expresiu UCP1 (aj ked velky rozptyl hodn6t znemoznuje dosiahnutie signifikancie), ¢o je
v sulade s predpokladanym posobenim FGF21 na hnednutie bieleho tukového tkaniva (Fisher et al.,
2012).

FGF21 sp6sobovalo iba minimalne zmeny na Urovni expresie génov. Aj napriek tomu data naznacu-
ju, Ze FGF21 by mohol byt zapojeny do hnednutia bieleho tukového tkaniva. Zda sa tiez, Ze FGF21 sp6so-

buje celkovu inhibiciu lipidového metabolizmu, jeho Gcinky su ako antilipolytické, tak antilipogénne.
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Obr. ¢. 16 Génovd expresia
v gonaddlnom tukovom
depe po 4- a 8-dennom
poésobeni FGF21.

a) Nenormalizovand génovd
expresia (ddta boli prepoci-
tané tak, aby priemer
4-dennej kontrolnej skupiny
odpovedal hodnote 1).

b) Génovd expresia house-
keeping génov.

¢) Geometricky priemer
housekeeping génov.

d) Génovad expresia norma-
lizovand geometrickym
priemerom  housekeeping
génov (ddta boli prepo-
¢itané tak, ako je popisané
v bode a).

Statistika jednotlivych gé-
nov: Dvojcestnd ANOVA so
Siddkovym zrovndvacim
testom, * prezentuje efekt
FGF21; # zndzorriuje efekt
dizky experimentu (4 dni
verzus 8 dni).
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7.2.2 In vivo cast, kombinacia ucinkov CL316,243 a FGF21

Ucinky samotného FGF21 neboli ani po 8 diioch a? tak vyrazné, preto sme sa rozhodli skiimat poso-
benie FGF21 v kontexte B-adrenergnej stimuldcie. Zvieratd vystavené po dobu 8 dni pésobeniu FGF21
alebo kontrolného roztoku sme jednorazovo injikovali Bs-adrenergnym agonistom CL316,243 alebo
solnym roztokom. Kontrolné skupiny (bez CL) sa tak prekryvaju s predchadzajicim experimentom. U¢inky
FGF21 v tychto skupinach teda boli diskutované v predchddzajucej kapitole. Tu sa zameriame na ucinky

CL samotného a v kombinacii s FGF21.

7.2.2.1 Kombinacia uc¢inkov FGF21 a adrenergnej simulacie

Aplikacia CL 24 hodin pred disekciou nemala Ziadny vplyv na telesni hmotnost (Obr. €. 18. a). No po
aplikacii CL sa dramaticky zniZuje spotreba diéty ako u kontroly tak u FGF21 skupiny (Obr. €. 18. b),

z toho mozZno usudzovat, Ze pri dlh§om pdsobeni CL by klesala aj hmotnost.

a b
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= e
s o < 3 o
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Obr. ¢. 18 Hmotnosti a spotreba diéty u zvierat. Telesnd hmotnost (a) a spotreba diéty (diéta s obsahom
21,4 MJ metabolizovatelnej energie / kg, 60 KJ % tuku) (b) po 8-dennej aplikdcii FGF21 a po jednorazovej
injekcii CL.

Statistika: Dvojcestnd ANOVA so Siddkovym zrovndvacim testom. Ucinok FGF21 nebol signifikantny;
# zndzornuje efekt CL.

56



Tak ako v predchadzajicom experimente aj v tomto pripade nas zaujimalo, ako sa vyvijala hmotnost
jednotlivych organov po aplikacii CL. Zatial ¢o neboli pozorované Ziadne Ucéinky CL na hmotnost kostro-
vého svalu (Obr. €. 19. a), srdca (Obr. €. 19. b), gonadalneho (Obr. €. 19. d), dorzolumbalneho (Obr. €. 19.
c) ani hnedého tukového tkaniva (Obr. €. 19. e), CL vyrazne zvysovalo hmotnost pecene (Obr. €. 19. f), ¢o
suviselo so zvySenou akumulaciou lipidov (Obr. €. 20.), zjavne uvolnenych pri lipolyze z bieleho tukového
tkaniva. FGF21 tento ndrast hmotnosti pecene timilo (Obr. €. 19. f), ¢o by bolo v sulade s antilipolytickym

pOsobenim FGF21.
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Obr. ¢. 19 Hmotnosti orgdnov po pésobeni CL a FGF21.

Hmotnosti svalu (a), srdca (b), dorzolumbdlneho (c) a gonaddlneho tukového depa (d), hnedého tuku (e)
a pecene (f).

Statistika: Dvojcestnd ANOVA so Siddkovym zrovndvacim testom. * prezentuje efekt FGF21; # zndzorriuje
efekt CL.
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7.2.2.2 Vplyv CL a FGF21 na krvné markre

CL nemalo Ziadny ucinok na hladiny cholesterolu v plazme (Obr. €. 21. a). U kontrolnych zvierat (bez
FGF21) vsak bola 24 hodin po injekcii CL vyrazne zvySena hladina TAG v plazme (Obr. €. 21. b), ktora tak
opét korelovala s obsahom TAG v peceni (Obr. €. 21. a). Vyrazny bol vplyv CL na lipolyzu v tukovom tka-
nive, ¢o sa prejavilo narastom hladiny NEFA aj glycerolu v plazme (Obr. €. 21. ¢, d). ZvySené hladiny NEFA
po injekcii CL boli davané do suvislosti s prechodnym zvySenim hladiny inzulinu a poklesom glykémie
(Grujic et al., 1997; MacPherson et al., 2014). Inzulin bol u kontrolnych zvierat skutocne zvyseny 24 hodin
po podani CL (Obr. €. 21. e), avsak Ziadna signifikantna zmena v glykémii nebola pozorovana (Obr. €. 21.
f). Naproti tomu 2 — 3 h. po injekcii CL bola prekvapivo glukdza dokonca zvysena (Obr. €. 21. g). Z tohto
Casového bodu vsak nemame k dispozicii vzorky pre stanovenie NEFA a inzulinu, takZe detailnejsi popis
mechanizmu tohoto prechodného ucinku bude predmetom az nadvéazujicich studii.

FGF21 posobilo v podstate proti vyssie popisanym ucinkom CL: Blokovalo narast TAG (Obr. ¢. 21. b),
NEFA (Obr. €. 21. c), glycerolu (Obr. €. 21. d) aj inzulinu (Obr. €. 21. e). U zvierat po 8-dennom pdsobeni
FGF21 bol naviac pozorovany vyrazny pokles glykémie 2 — 3 hodiny po injekcii CL (Obr. €. 21. g). Je teda
zrejme, ze FGF21 p6sobi antilipolyticky — protichodne k B-adrenergnej stimuldcii. Kombinacia FGF21 a CL

vSak prekvapivo synergisticky znizuje hladinu krvnej glukdzy.
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Obr. ¢. 21 Pésobenie CL a FGF21 na
krvné mdrkre

MnoZstvo cholesterolu (a), TAG (b),
NEFA (c), glycerol (d), inzulinu v
plazme (e) a glukdézy v krvi meranej
24 h. po aplikacii CL (f), glyke-
mia 2 — 3 h. po aplikdcii CL (g).
Statistika: Dvojcestnd ANOVA so
Siddkovym  zrovndvacim testom,
* prezentuje efekt FGF21; # zndzor-
niuje efekt CL. Ddta boli skontrolo-
vané pomocou Grubbovho testu na
zistenie odlahlych hodnét. Na zd-
klade toho bola vylucend odlahld
hodnota (prislusné skupina (a) je
oznacend vykriénikom (1) v stlpci
grafu).

59



7.2.2.3 Vplyv CL a FGF21 na génovu expresiu

Na zaklade hodn6t krvnych markerov nas opat zaujimali rozdiely na Urovni génovej expresie. Obr. €.
22 az 24 sumarizuju vysledky merani génovej expresie v peceni a tukovom tkanive analogicky k obrazkom
¢.15az17.

Aj napriek tomu, Ze v peceni sa nenachadzaju Bs-adrenergné receptory a nie je teda ovplyvnena p6-
sobenim CL priamo, 24 h po injekcii CL v nej bola pozorovana zvy$ena expresia ATGL (Obr. €. 22. a). To
zjavne suvisi so vseobecnym lipogénnym ucinkom CL. FGF21 tento narast opat timilo.

CL ovSem v peceni signifikantne zvySoval aj expresiu housekeeping génov Eef2 a Efla, ¢o viedlo
k signifikantnému narastu geometrického priemeru tychto génov, ktory bol pouzity pri normalizacii.
Z tohoto dovodu vznikli pri normalizacii niektoré zjavne artificidlne vysledky (pokles expresie PGCla
(Obr. €. 22. d)).

V gonadalnom tukovom depe CL (totoZne s FGF21) potladuje expresiu FAS, ¢o odzrkadluje zniZenu
lipogenézu v tomto depe (Obr. €. 23. a, Obr. €. 23. d). Zaroven nepozorujeme efekt na ATGL, z ¢oho usu-
dzujeme, Ze lipolyza je v tomto pripade regulovand inak nez na Urovni génovej expresie.

V dorzolumbéalnom tukovom depe zvySuje CL expresiu UCP1. Tento ndrast je eSte zvyrazneny kom-
binaciou CL s FGF21 (Obr. €. 24. b, Obr. €. 24. f).

Skimané podmienky teda zdsadne neovplyvnili génovu expresiu v Ziadnej zo Studovanych tkaniv.

Najvyraznejsim vysledkom je synergisticka stimuldcia hnednutia dorzolumbalneho tukového tkaniva.
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Obr. ¢. 24 Génovd expresia v
dorzolumbdlnom tukovom
depe po p6sobeni CL a FGF21.
a) Nenormalizovand génovd
expresia (ddta boli prepoci-
tané tak, aby priemer 8-
dennej kontrolnej  skupiny
odpovedal hodnote 1).

b) Génovd expresia housekee-
ping génov.

¢) Geometricky priemer house-
keeping génov.

d) Génovd expresia normali-
zovand geometrickym prie-
merom housekeeping génov
(ddta boli prepocitané tak ako
je popisané v bode a).
Statistika jednotlivych génov:
Dvojcestnd ANOVA so Siddko-
vym zrovndvacim testom, *
prezentuje efekt FGF21; # znd-
zornuje efekt CL. Ddta boli
skontrolované pomocou Grub-
bovho testu, na zistenie odlah-
lych hodnét. Na zdklade toho
boli vylucené odlahlé hodnoty
(prislusng skupina (a, b) je
oznacend  vykricnikom  (!)
v popise osy grafu).
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7.2.2.4 Stanovenie lipolyzy a re-esterifikacie pomocou izotopu 2H20

Napriek minimalnym zmenam v génovej expresii v tukovom tkanive, predchddzajlice meranie hladin
lipidov v plazme naznacilo (v sulade s literatdrou (Schlein et al., 2016)), Ze FGF21 inhibuje sekréciu NEFA
a glycerolu z tukového tkaniva. Sekrécia NEFA zavisi ako na Urovni lipolyzy, tak na spatnej re-esterifikacii
mastnych kyselin. U¢inok FGF21 na hladiny NEFA bol vyraznejsi nei na glycerol (porovnaj Obr. €. 14. c a
Obr. €. 14. d), ¢o nas viedlo k hypotéze, Ze FGF21 znizuje sekréciu NEFA prostrednictvom stimuldcie ich
re-esterifikacie. Aby sme mohli tuto hypotézu testovat, pouzili sme znacenie novo syntetizovanych TAG
stabilnym izotopom vodika — deutérium 2H. Telesna tekutina mysi bola obohatena o ?H,0 pomocou jed-
norazovej injekcie a nasledného prijmu pitnej vody s 10 % ?H,0. Meranie 2H,0 v plazme potvrdilo, Ze vo
vsetkych experimentalnych skupinach doslo k rovnomernému obohateniu krvi na cca 6 % (Obr. €. 25. a).

Nasledne sme izolovali TAG z gonaddlneho a dorzolumbdlneho tukového tkaniva a pecene, rozdelili
ich na mastné kyseliny (presnejsie FAME), glycerol a nasledne analyzovali obsah 2H v oboch &astiach TAG
molekuly pomocou plynovej chromatografie (vid' kapitola ¢. 6.4.5 Stanovenie lipolyzy a re-esterifikacie
pomocou izotopov 2H,0). Zatial ¢o do mastnych kyselin sa 2H dostava pri procese de novo syntézy mast-
nych kyselin, do glycerolu sa 2?H méZe dostat pri glyceroneogenéze a néslednej re-esterifikacii mastnych
kyselin.

Vo frakcii FAME zo ziadneho zo Studovanych organov nebolo detegované Ziadne navySenie oboha-
tenia 2H oproti prirodnému zastupeniu. Obrat syntézy mastnych kyselin bol teda za skimanych podmie-
nok pod detekénym limitom tejto metddy. Oproti tomu v glycerolovej frakcii z gonadalneho tuku sme
zaznamenali zvy3eny podiel 2H (aj ked dost nizky, blizky detekénému limitu), ¢o naznauje, Ze re-
esterifikacia v tomto tukovom depe skutocne prebieha v detekovatelnej miere. Podobne ako v pripade
lipolyzy, CL taktiez zvySovalo obrat re-esterifikdcie (Obr. &. 25. b, ¢ — zvy$ené mnozZstvo 2H vo vzorkach
stimulovanych CL oproti kontrolam), zatial ¢o FGF21 re-esterifikaciu timilo. V rozpore s nasou hypotézou
teda zmeny v re-esterifikacii neurcuju vylev NEFA. Miera re-esterifikacie je tak v tomto pripade zjavne
ovplyviiovana druhotne zmenami v lipolyze.

Glycerolova frakcia z ostatnych organov nebola skimana.
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8. Diskusia

Praca bola zamerand na sledovanie vplyvu exogénneho FGF21 na obezitu vyvolanu diétou
v termoneutralnom prostredi, ktoré predstavuje velmi dobry model pre studium obezity. Je zndme, Ze
FGF21 je zapojeny do regulacie glukdézového a lipidového metabolizmu, teda in vivo administracia FGF21
zlepsuje inzulinovd senzitivitu, zniZzuje krvnu glukdzu, zniZzuje obsah TAG v mysSich modeloch obezity
a diabetu mellitus druhého typu (Coskun et al., 2008; Kharitonenkov et al., 2005). V sulade s tymito pra-
cami, naSe data demonstruju vplyv FGF21 na metabolické procesy, ktoré vedu k zlepSeniu obezity a inzu-
linovej rezistencie. Antiobézne Uéinky mozu byt spésobené stimulaciou netriaskovej termogenézy pro-

strednictvom FGF21 (Coskun et al., 2008; Kharitonenkov et al., 2005) .

8.1 Vplyv teploty na energeticky metabolizmus

Pocas trojmesacnej pripravnej fazy sp6sobilo poddvanie vysoko-tukovej diéty a chovanie mysi
v termoneutralite naberanie hmotnosti, teda rozvoj obezity. Spotreba diéty bola v porovnani so Stan-
dardnou teplotou relativne nizka, kedZe v termoneutralite staci na udrziavanie telesnej teploty bazalny
metabolizmus a nedochadza k pridavnej termogenéze, ako uz ukazali predchadzajice prace (Xiao et al.,
2015). BeZna teplota pre chovanie mysi je 22 °C, ¢o predstavuje pre mysi chladovy stres, dochadza pri
tom k hnednutiu bieleho tukového tkaniva, zvySuje sa expresia UCP1 (tieto zmeny su este vyraznejsie pri
nizsich teplotach), pricom su zvysené energetické naroky na udrZiavanie telesnej teploty (Walden et al.,
2012). DIhodobé chovanie mysi v termoneutralite (30 °C) minimalizuje produkciu tepla, vratane inaktiva-
cie hnedého tukového tkaniva a redukuje termogenézu sprostredkovanu UCP1 (Nedergaard and Cannon,
2014). Termoneutralne prostredie u neobleéeného ¢loveka sa pohybuje okolo 26 °C (Maloney et al.,
2014). Prave studium mysi v termoneutralite predstavuje lepsi model fudskej fyzioldgie a lieCby obezity

(Speakman and Keijer, 2014).
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8.2 Casovy priebeh tu¢inkov FGF21

Po aplikacii FGF21 sa zacali az v 5. dni prejavovat tendencie k poklesu hmotnosti, teda 4-dennd apli-
kacia nebola dostato¢na na pozorovanie Uc¢inkov FGF21 na hmotnost mysi a je nutnd dlhsia aplikacia.
Rovnaky antiobézny efekt FGF21 bol zaznamenany v predchadzajicich experimentoch pri subtermoneu-
talnych teplotach (Coskun et al., 2008). V sulade s literaturou (Veniant et al., 2015) teda m6Zzeme konsta-
tovat, Ze teplota prostredia nema priamy vplyv na antiobezogénny uc¢inok FGF21. V oboch experimen-
toch pouzivali r6zne velké davky FGF21, ¢i uz mensie (Coskun et al., 2008) alebo vacsie (Veniant et al.,
2015) a zistili, Ze efekt narasta s davkou.

V naSom experimente sa nezavisle na podavani FGF21 prejavila u vSetkych skupin vratane kontrol-
nych tendencia k poklesu spotreby diéty, ¢o mozZe byt spdsobené stresom spojenym so separaciou mysi
alebo s kazdodennym injikovanim, pretoze k poklesu doslo u vSetkych skupin. V porovnani s kontrolnou
skupinou nemalo FGF21 na prijem potravy Ziadny vplyv, €o je v sulade s literatdrou, ktord taktiez uvadza,
Ze FGF21 spotrebu potravy bud neovplyviuje (Veniant et al., 2015), alebo dokonca zvySuje (Coskun et
al., 2008), pravdepodobne v slvislosti so zvySenym energetickym vydajom.

Pokles hmotnosti bol zjavne primdrne spo6sobeny redukciou obsahu lipidov v organizme, FGF21 ne-
ovplyvriovalo hmotnost svalového tkaniva, ako sme ocakavali na zaklade Studia literattry (Coskun et al.,
2008), avsak v pripade oboch skumanych bielych tukovych dep sme pozorovali jasnu tendenciu
k zniZovaniu hmotnosti organu. V pripade BAT bola redukcia eSte vyraznejSia, zjavne v suvislosti
s predpokladanou aktivaciou UCP1 (Fisher et al., 2012) a spalovanim velkého mnoZstva lipidov v tomto
tkanive. Hmotnost pecene bola po aplikacii FGF21 po 8 drioch zniZzend v dosledku zniZzeného obsahu TAG.
Predpokladame, Ze zmeny v peceni reflektuju pokles hmotnosti tukového tkaniva, kedZe mastné kyseliny
vznikajuce pri lipolyze v tukovom tkanive pridia do pecene, kde su re-esterifikované na TAG. Podobné
vysledky boli pozorované skor pri nizsich teplotach (Coskun et al., 2008).

Pre signalizaciu FGF21 je nevyhnutny FGF receptor a kofaktor BKlotho, ktory je selektivnhe exprimo-
vany v cielovych tkanivach FGF21, teda v peceni a tukovom tkanive. Naopak jeho expresia nebola dete-
govana v srdci a kostrovom svale (Xu et al., 2009). Vyskum mysi s deficienciou FGF21 Specificky v peceni
naznacil, Ze velka ¢ast efektov v peceni je sekundarna, sprostredkovana pésobenim FGF21 na iné tkani-
vo, napr. centréalny nervovy systém (Owen et al., 2014). FGF21 je schopny prechadzat hematoencefalic-
kou bariérou (Hsuchou et al., 2007) a jeho chronicka intracerebroventrikularna aplikacia zvysila prijem

potravy, energeticky vydaj a zlepsila inzulinova senzitivitu (Sarruf et al., 2010). P6sobenie FGF21 na cen-
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tralnu nervovu sustavu nebolo v nasich experimentoch Studované. Nase vysledky vsak ukazuju, ze cast
zmien v peceni je mozné vysvetlit aj zmenou metabolizmu tukového tkaniva.

Pozorovali sme rovnako signifikantné znizenie hladin cholesterolu a tendenciu k poklesu TAG
v plazme vplyvom FGF21, ¢o je v sulade s predchadzajucimi pokusmi na mysSiach (Veniant et al., 2015)
a aj opiciach (Kharitonenkov et al., 2007).

Ako u? bolo naznaéené v kapitole 4.1 U¢inky FGF21 na jednotlivé organy, je vplyv FGF21 na lipolyzu
v adipocytoch kontroverzny. Predchadzajuce prace (Inagaki et al., 2007) popisovali stimulacny efekt
FGF21 na bazalnu lipolyzu na 3T3-L1 adipocytoch. Novsie prace vsak pri pouziti rovnakych podmienok
pozoruju opacné pdsobenie (Arner et al., 2008). FGF21 pritom zniZuje hladiny NEFA v plazme nie iba pri
chronickom pésobeni, ale uz aj po jednej davke (Li et al., 2009). ZlozZitejsi vztah FGF21 a lipolyzy naznacu-
ju studie na mysiach s deficienciou v FGF21 (Hotta et al., 2009). Endogénny FGF21 udajne stimuluje li-
polyzu u sytych zvierat a inhibuje ju u hladnych. Hladovanie vSeobecne zvysuje hladiny FGF21, ktoré su
u sytych zvierat velmi nizke. Mozno preto ocakavat, ze ucinok vysokej davky exogénneho FGF21 bude
skor blizsi situacii v hladnom zvierati. Nas zaver, Zze FGF21 tlmi lipolyzu in vivo, je preto v sulade
s vacsinou dostupnej literatury.

Neskorsie experimenty zhodne reportuju benefi¢ny Gcinok FGF21 na glykémiu, zatial ¢o my Ziadne
rozdiely v hladine krvnej glukdzy nepozorujeme. Spominané experimenty ovSem c¢asto vyuzivali o nieco
dlhsie p6sobenie FGF21 12 dni (Coskun et al., 2008); 15 dni (Veniant et al., 2015) a niektoré z nich vyuzi-
vali efektivnejsSiu kontinualnu aplikaciu FGF21 osmotickymi pumpami (Coskun et al., 2008). FGF21 by mal
ovsem pdsobit na glykémiu aj akdtne, ked' sa zvieratdm zamedzi v pristupu k potrave (Xu et al., 2009).
V nasom pripade, rovnako ako vo vacésine chronickych experimentov, sa glykémia spravidla meria v stave
nahodnej sytosti, o méze rozdiely medzi skupinami stierat. Najpodstatnejsi rozdiel medzi nasim experi-
mentom a predchddzajlcimi pracami vSak spociva v miere obezity. Nase zvieratd aj vplyvom dlhodobého
chovu v termoneutralnej teplote vazili okolo 45 — 50 g. Ked' su experimenty robené na obéznych zviera-
tach, ich hmotnost sa bud neuvadza (Xu et al., 2009), alebo je vyrazne nizsia (Coskun et al., 2008). Obezi-
ta je naozaj spojend s istou mierou rezistencie k u¢inkom FGF21 (Fisher et al., 2010), takZe je pochopitel-
né, Ze v nasom morbidne obéznom modeli nedochadza k manifestacii vsetkych skoér popisanych ucinkov
FGF21, ale iba tych najvyraznejsich. Ako sme ocakavali (Coskun et al., 2008), (Veniant et al., 2015), (Xu et
al., 2009) inzulin bol po 8 drioch podavania FGF21 znizZeny. Za pokles inzulinu moze bud pokles jeho sek-
récie, zvySenie biodegradacie inzulinu, alebo kombinacia oboch. Bolo experimentalne dokazané (Wente

et al., 2006), Ze FGF21 skor ako sekréciu ovplyviiuje biosyntézu inzulinu. MoZno ocakavat, Ze celkové
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znizenie obsahu lipidov v tele (vratane ich ektopickych depotov) vedie k zvysenej citlivosti k inzulinu. Za
tychto podmienok je potom k udrzaniu nezmenenej glykémie treba mensie mnozstvo inzulinu.

Mozno teda konstatovat, Ze FGF21 znizuje obsah lipidov v organizme (cholesterol, NEFA, TAG) pro-
strednictvom zmien v tukovom tkanive a nasledne v peceni. Stym suvisi aj trend k poklesu telesnej
hmotnosti a zlepSenie inzulinovej senzitivity. Efekty s vyraznejsie po 8 diioch aplikacie nez po 4 drioch.

Aj napriek tomu, Ze FGF21 iba minimalne ovplyvioval génovu expresiu, vysledky naznacuju, ze

FGF21 inhibuje lipidovy metabolizmus a aktivuje hnednutie bieleho tukového tkaniva.

8.3 Kombinacia ucinkov CL316,243 a FGF21

KedZe Ucinky FGF21 na lipolyzu neboli vyrazné, rozhodli sme sa sledovat ucinky FGF21 za podmie-
nok stimulovanej lipolyzy, k comu sme vyuzili jednorazové podanie Bs-adrenergného agonistu CL316,243.
Je zndme, Ze stimulacia Bs-adrenergnych receptorov sposobuje lipolyzu vo WAT, BAT a termogenézu
v BAT (Inokuma et al., 2006), naopak FGF21, zvycajne lipolyzu tImi (Arner et al., 2008; Li et al., 2009).

V sulade s predchadzajucimi pracami na laboratdrnych hlodavcoch, ktoré vaésinou skamali acinky CL
pri Standardnych izbovych teplotach (Grujic et al., 1997; Susulic et al., 1995), aj v naSom experimente CL
vyrazne znizovalo prijem potravy. Mechanizmus tohoto pdsobenia nie je zndmy. Jednym z kandidatov bol
hormdn leptin, ktory reguluje prijem potravy, no poddvanie Bs-adrenergnych agonistov potlacuje sekré-
ciu leptinu, ¢o by naopak malo viest k zvy$enému prijmu potravy (Mantzoros et al., 1996). Dalsim
z kandidatov by mohol byt inzulin, kedZe tImi prijem potravy (Woods et al., 1998) a zarover su jeho hla-
diny po podani CL akutne zvySené (Grujic et al., 1997). V neposlednom rade moézZe byt prijem potravy
priamo ovplyvneny aj mnozstvom uvolnenych mastnych kyselin a keténovych latok (vid dalej). CL znizuje
prijem potravy aj po chronickej aplikacii v termoneutralite, no Standardnej izbovej teplote bol ojedinele
pozorovany narast prijmu potravy, ako prevencia pred stratou telesnej hmotnosti (Xiao et al., 2015).

V nasom pripade bol CL aplikovany iba jednorazovo, takze pokles prijmu potravy nestihol ovplyvnit
telesni hmotnost. Samotny CL stimuluje lipolyzu (MacPherson et al., 2014), ¢o sa prejavilo zvySenymi
hladinami NEFA v plazme aj obsahom TAG v peceni (to viedlo aZ k zvySeniu hmotnosti celého organu).
Peceri potom lipidy opat expeduje do tela v podobe lipoproteinovych partikdl, ¢o bolo v nasom pripade
reflektované zvySenym mnoistvom TAG v plazme. Pri chronickom posobeni CL vSak strata hmotnosti

vedie k dlhodobému poklesu NEFA (Xiao et al., 2015).
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Zaujimavym efektom, ktory je pripisovany akutnemu posobeniu CL, je okamzity pokles glykémie
(Grujic et al., 1997). Zdalo by sa, Ze tento pokles bude sp6sobeny narastom prijmu glukézy do aktivova-
ného BAT, ktoré sa vyznacuje mimoriadnou kapacitou pre spalovanie glukdzy aj lipidov. Pokusy s mySami
s tkanivovo Specifickou deficienciou Bs-adrenergného receptoru vsak ukazali, Ze pre znizovanie glykémie
je klicové skér WAT (Grujic et al., 1997). Nevyhnutna sa pre tento efekt zda byt adrenergna stimulacia
lipolyzy vo WAT (MacPherson et al., 2014). Z toho vyplyva, Ze CL stimuluje lipolyzu vo WAT, ¢o vedie
k zvysenej hladine NEFA v cirkulacii. Tieto NEFA nasledne (nie Uplne objasnenym mechanizmom) stimulu-
ju pankreas k sekrécii inzulinu, ¢o vedie k poklesu glykémie (Grujic et al., 1997; MacPherson et al., 2014).

Popisované experimenty boli vidy robené na mysiach kfimenych standardnou diétou a chovanych
v Standardnej teplote (MacPherson et al., 2014; Xiao et al., 2015). V tomto ohlade su mimoriadne zauji-
mavé ucinky akutnej adrenergnej stimulacie v naSom modeli obéznych termoneutrdlnych zvierat. Aj
u nds vedie posobenie CL k ndrastu NEFA, nasledne aj inzulinu, avsak krvna glukdza nie je ovplyvnena
(merané 24 h po injekcii CL). To by mohlo sved¢it o vysokom stupni inzulinovej rezistencie v nasom mo-
deli, takZze sa ani extrémne vysoké hladiny inzulinu neprejavia na Urovni krvnej glukdzy. Ked sme vsak
glykémiu analyzovali bezprostredne (2 — 3 h.) po injekcii CL, bola glykémia dokonca dramaticky zvysena,
¢o je v priamom protiklade k situdcii u mysi na Standardnej diéte. Tento fenomén si zasluzi dalsi podrob-
nejsi vyskum. V nadvazujucich experimentoch by sme radi zmerali aj hladiny NEFA a inzulinu kratko po
injekcii CL, aby sme lepSie porozumeli mechanizmu, akym CL ovplyviuje krvna glukézu v naSom modeli.
Sucasna hypotéza o ose NEFA — inzulin — krvna glukdza sa zda byt nedostatocna.

Ako uZ bolo niekolkokrat poznamenané, v naSom modeli FGF21 inhibuje lipolyzu a znizuje hladiny
NEFA, ¢o sa prejavuje najma v kontexte adrenergnej stimuldcie. Absencia narastu NEFA u adrenergne
stimulovanych mysi vystavenych p6sobeniu FGF21 odpovedala absencii narastu obsahu TAG v peceni,
aj absencii narastu inzulinu. Na druhd stranu prijem potravy je inhibovany pésobenim CL nezdvisle na
FGF21, ¢o skor hovori proti centrdlnej ulohe NEFA a inzulinu v tomto kontexte. Odhliadnuc od inhibicie
lipolyzy ovsem u mysi injikovanych FGF21 doslo bezprostredne po injekcii CL k dramatickému poklesu
krvnej glukdzy. Aj napriek tomu, Ze mali vSetky nase experimentélne skupiny v zasade rovnaki hmotnost
a mieru adipozity, krvna glukéza bola jednotlivymi latkami ovplyvnena diametralne odlisne. Zatial ¢o
neboli pozorované Ziadne signifikantné zmeny v glykémii po posobeni samotného FGF21, CL hladinu
krvnej glukdzy akutne vyrazne zvySovalo a naopak, kombindacie FGF21 a CL krvna glukézu dramaticky
znizovala. Zda sa teda, Ze pdsobenie FGF21 dokaZe u obéznych mysi obnovit potencial pre akitne znize-

nie glykémie po adrenergnej stimulacii, ktoré je normalne pozorované u mysi na Standardnej diéte
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(Grujic et al., 1997; MacPherson et al., 2014). FGF21 a CL teda glykémiu synergisticky ovplyviuju, co je
najdoleZitejSim zaverom celého projektu s potencidlnym terapeutickym vyuzitim.

FGF21 (Fisher et al., 2012) aj CL (Klaus et al., 2001) taktieZ aktivuju UCP1 v BAT aj hnednice WAT,
¢im dochadza k navyseniu energetického vydaju a pripadne k zniZzovaniu hmotnosti. V pripade FGF21 bol
tento zaver v sucasnosti spochybneny skuto€nostou, Ze antiobezogénne ucinky FGF21 su zachované
aj v mysiach s UCP1 deficienciou (Samms et al., 2015; Veniant et al., 2015). Napriek tomu, Ze FGF21 zvy-
Suje UCP1, tento mechanizmus teda nie je priamo zodpovedny za zniZzovanie hmotnosti. Aj v naSom mo-
deli pozorujeme navysenie expresie UCP1 ako po CL, tak po FGF21, pricom kombinacia oboch ma aditiv-
ny ucinok.

Skimanie ucinkov FGF21 v podmienkach adrenergnej stimuldcie zvyraznilo zmeny v lipolyze
a naslednych dejoch, ktoré neboli v bazdlnom stave vidy zjavné. V bazdlnom stave boli najvyraznejsie
ucinky FGF21 pozorované v plazme a peceni, vSetky pozorované efekty vsak nasvedcéovali tomu, Ze bol
ovplyvneny metabolizmus tukového tkaniva. Az po adrenergnej stimuldcii sa Uplne odhalilo antilipolytic-
ké pésobenie FGF21, ktoré zjavne stalo v pozadi ostatnych zmien.

FGF21 ma potencial obnovit efekt zniZenia glukdzy vyvolany Bs-adrenergnou stimuléciou pri obéz-
nych mysiach. Zda sa pritom, Ze riadenie tychto zmien v glykémii nie je zavislé iba na hladindch NEFA
a inzulinu, ako sa skor predpokladalo. V dalsom kroku sa chystame otestovat reproducibilitu tychto vy-

sledkov a preskimat mechanizmus zniZovania glukézy v blizSom detaile.
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9, Zaver

Na ciele, ktoré boli na zaciatku prace v kapitole ¢. 5 vytycené, sme zodpovedali prostrednictvom
spominanych experimentov a analytickych metéd.

1. V pripravnych experimentoch sme overili, Ze Bs- adrenergny agonista CL 316,243 vyrazne stimuluje
lipolyzu v bunkovych kultdrach 3T3-L1. Zaroveri sme nasli koncentraciu CL (10° mM), pri ktorej je
mozné lipolyzu este dalej stimulovat alebo inhibovat, teda tieto podmienky by boli v buddcnosti
vhodné na meranie Ucinkov FGF21 na bunkovych kulturach.

2. Stvordenné pdsobenie FGF21 nebolo dostatoéné k tomu, aby zmeny v pozorovanych parametroch
dosiahli signifikancie. Az po 8 diioch sme zaznamenali zniZenie obsahu lipidov v plazme a v peceni.
Aj napriek minimalnym zmendm v génovej expresii vSetkych Studovanych tkaniv profil lipidov
v plazme naznacuje, Ze by primarnym miestom pdsobenia FGF21 mohlo byt tukové tkanivo,
v ktorom dochadza k inhibicii lipolyzy. Zaroven FGF21 po 8 droch zjavne stimuluje UCP1, ¢o sa pre-
javuje znizenim hmotnosti BAT (pravdepodobne v dosledku zvyseného spalovania lipidov) a ten-
denciou k zvysenej expresii UCP1 v dorzolumbdlnom WAT.

3. Podarilo sa nam zistit, ze FGF21 znizuje hladiny NEFA priamo prostrednictvom zmien v lipolyze a nie
prostrednictvom stimulacie ich re-esterifikdcie. Miera re-esterifikacie totiz klesa po podsobeni
FGF21, ¢o by teoreticky malo viest k zvySenej sekrécii NEFA. KedZe pozorujeme opak, klti¢ovym
procesom musi byt lipolyza TAG a nie re-esterifikacia mastnych kyselin.

4. Samotny FGF21 glykémiu takmer neovplyviioval, zatial ¢o Ps-adrenergnd stimuldcia viedla
k vyraznému ndrastu glykémie. Kombindacia oboch latok glykémiu synergisticky zniZovala. Tieto
efekty sa nepodarilo jednoznacne vysvetlit sic¢asnymi tedriami o vyzname NEFA a inzulinu pre regu-
laciu glykémie pri adrenergnej stimulacii. PretoZe je zniZovanie hladiny krvnej glukézy témou
s velkym medicinskym vyznamom, nadvazuju na nase vysledky dalSie projekty oddelenia s cielom

objasnit pric¢inu pozorovanych efektov.
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