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Abstrakt CJ

Prace se vénuje otdzce prazdného metabolického cyklovani, konkrétné cyklu, ktery zahrnuje lipolyzu
a reesterifikaci mastnych kyselin a probihd v bilé tukové tkani. Tento cyklus zastava v organizmu fadu
podstatnych funkci, reguluje dulezité drahy metabolizmu lipidi a ma urcity vliv i na celkovy
energeticky metabolizmus organizmu.

Prvni ¢ast prace se zabyva obecnymi vlastnostmi prazdnych metabolickych cykli a uvadi ptiklady
uloh, které hraji v organizmu. V nasledujici ¢asti jsou detailné popsany jednotlivé kroky tvorici
prazdny cyklus lipolyza/reesterifikace. Znacna Cast se zabyva regulaci aktivity prazdného cyklu. Timto
zptsobem lze umocnit dopad prazdného cyklovani na procesy, které jsou jim ovliviiovany.

Fyziologicky vyznam prazdného metabolického cyklu mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych
kyselin v bilé tukové tkani byl popsan v mnoha studiich, jejichz vysledky jsou v této praci uvedeny za

ucelem poskytnuti uceleného nahledu na funkci této soustavy ve fyziologii savcu.
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Abstrakt AJ

The thesis deals with the task of futile metabolic cycling, mainly on the cycle including lipolysis and
fatty acid re-esterification, which takes place in white adipose tissue. This cycle plays some essential
roles in organism, including regulation of important metabolic pathways in lipid metabolism and also
exhibit certain influence on the whole body energy metabolism.

First part of the thesis is focused on general properties of futile metabolic cycles and shows some
examples of their functions in organism. Next part presents detail view on single steps making the
whole lipolysis/re-esterification cycle. Considerable part deals with the ways of regulation of futile
cycle activity. This approach may increase an impact of futile cycling on processes under its influence.

Physiological relevance of futile metabolic cycle based on lipolysis and fatty acid re-esterification
in white adipose tissue was described in numerous studies. This thesis shows their results for

a purpose to provide a summary of functions of this system in physiology of mammals.
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Seznam zkratek

ACP
ADP
AMP
ATGL
ATP
CAMP
CoA
CPT1
ER
FAD
FADH,
FAS
FAT/CD36
FBP
GDP
GTP
HSL
MGL
MRNA
NAD
NADH
NAD-ICDH
NADP
NADPH
NADP-ICDH
PEPCK
PFK
PKA
PPAR
SERCA
TZD

pfenasSe¢ acylovych skupin

adenosindifosfat

adenosinmonofosfat

triacylglycerolova lipaza

adenosintrifosfat

cyklicky adenosinmonofosfat

koenzym A

karnitin-palmitoyltransferaza I

endoplazmatické retikulum

flavinadenindinukleotid oxidovana forma
flavinadenindinukleotid redukovana forma

syntdza mastnych kyselin

translokaza mastnych kyselin CD36
fruktoza-1,6-bisfosfataza

guanosindifosfat

guanosintrifosfat

hormon-senzitivni lipaza

monoacylglycerolova lipaza

mediator/messenger ribonukleova kyselina
nikotinamidadenindinukleotid oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotid redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotid asociovana isocitratdehydrogenaza
nikotinamidadenindinukleotidfosfat oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat redukovana forma
nikotinamidadenindinukleotidfosfat asociovana isocitratdehydrogenaza
fosfoenolpyruvatkarboxykinaza

fosfofruktokinaza

proteinkinaza A

receptory aktivované proliferatory peroxizomu
vapnikova ATPaza sarko/endoplazmatického retikula

thiazolidinediony



1 Uvod

Prazdné metabolické cykly byly popsany téméi pred pul stoletim. Povaha téchto soustav
znesnadnovala porozuméni jejich vyznamu ve fyziologii organizmu. V soucasnosti je v§ak znamo, zZe
prazdné metabolické cykly diky své zvlastni povaze zajistuji fadu specifickych funkci. Prazdné
cyklovani obecné spotiebovava metabolickou energii, ktera je pifitom uvoliiovana ve formé tepla.
Takto zprostiedkovana termogeneze neni jen vedlejsim efektem, ale v mnoha ptipadech piimo
hlavnim zdmérem. Ve vétsiné ptipadu slouzi prazdné metabolické cykly k zajisténi optimalni regulace
metabolické drahy, ¢i jinych pochodil s touto drahou souvisejicich. Podstatnd je rovnéz schopnost
téchto soustav integrovat rizné metabolické pochody.

Cilem této prace je nejprve struéné popsat mechanizmus prazdného metabolického cyklovani a na
nékolika typickych prikladech zdokumentovat jaké ukoly prazdné cykly plni v organizmu. Hlavni ¢ast
prace je zaméfena na prazdny metabolicky cyklus mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin
v bilé tukové tkani. Rada studii naznaduje, Ze tento cyklus ma potencial branit rozvoji obezity a s ni
asociovanych metabolickych poruch. Jsou zde popsany zakladni drahy metabolizmu lipidt, které
zminény cyklus vytvareji, popfipadé jsou jim ovliviiovany. Klicova kapitola je veénovana
fyziologickému vyznamu prazdného cyklu lipolyza/reesterifikace pii zajiStovani netfesové
termogeneze a regulaci metabolickych drah ¢i koncentrace substrati v krevnim obéhu. Diskutovan je

také vliv prazdného cyklovani v bilé tukové tkani na celkovy energeticky metabolizmus organizmu.



2 Prazdné metabolické cykly

2.1 Obecné vlastnosti prazdnych metabolickych cyklua
2.1.1 Terminologie

Terminem prdzdny metabolicky cyklus byva oznaCovana soustava proti sobé pisobicich reakct,
které probihaji sou¢asné. Tyto reakce byvaji pohanény hydrolyzou energeticky bohatych molekul, jako
je naptiklad ATP, a kazda reakce je katalyzovana odlisSnym enzymem. Soustava je Casto oznacovana
také jako substratovy cyklus, nebot’ dochazi Kk cyklickym pifeménam mezi substraty a produkty.
Dalsimi pouzivanymi nazvy jsou jalovy cyklus a plytvavy cyklus, coz reflektuje skutenost, ze energie

vynalozena na syntézu produktu je v protismérné reakci vyplytvana degradaci zpét na vychozi latku.
2.1.2 Fyziologicky vyznam

Dany d&j Ize nazyvat prazdnym metabolickym cyklem, pokud spliiuje urcité podminky. Zakladni
vlastnosti je spotieba energie, kterd ovSem ve vysledku nevede k zadné anabolické ¢i katabolické
transformaci chemické slouc¢eniny (Newsholme & Crabtree, 1976). Na rozdil od bé&znych
metabolickych cykld, jejichz prototypem je Krebstv cyklus, maji tyto soustavy zejména regulacni
ulohu. V nejjednodussim ptipadé se skladaji ze dvou reakci, které jsou si navzajem antagonistické
a katalyzuji je dva enzymy. Jsou v8ak znamy i cykly, které zahrnuji vice nez pét reakci a vystupuje
Vv nich i sest enzymu (Rohwer & Botha, 2001).

Energie pochazejici z makroergni slouceniny byva uvolnéna ve formé tepla, coz muze byt
nasledné vyuzito. Piikladem je prazdny cyklus, ktery probiha v létacich svalech ¢melaka. Uvedeny
cyklus byl vsedmdesatych letech dvacatého stoleti prvnim popsanym zastupcem z této tiidy
metabolickych pochodi (Newsholme & B. Crabtree, 1970). Prvni zreakci Vtéto soustavé je
fosforylace fruktdza-6-fosfatu katalyzovana fosfofruktokinazou (PFK) za vzniku fruktoza-1,6-
bisfosfatu. Protichiidnou reakci je defosforylace fruktdza-1,6-bisfosfatu katalyzovana fruktdza-1,6-

bisfosfatazou (FBP). Soustavu Ize znazornit nasledujicimi rovnicemi:

fruktoza-6-fosfat + ATP — fruktoza-1,6-bisfosfat + ADP
fruktoza-1,6-bisfosfat + H,O — fruktdza-6-fosfat + P;

Spojenim obou rovnic se ziska celkova reakce hydrolyzy ATP:
ATP + H,0 - ADP + P,

Zminény cyklus probihd v tkanich mnoha zivocisnych druhti, naptiklad v potkanich jatrech ¢i

V kosternim svalu ¢lovéka (Clark & Bloxham, 1974). V druhém piipad¢ se uplatiiuje mechanizmus



alosterické inhibice. FBP je inhibovana AMP, coz vede ke sniZeni jeji katalytické tcinnosti. AMP
naopak aktivuje PFK tim, Ze zvySuje jeji afinitu k substratu (fruktdza-6-fosfat). Zjisténi, ze aktivatory
enzymu dopfedné reakce funguji jako inhibitory reakce zpétné a naopak, dalo vzniknout ptedpokladu,
ze v dany okamzik mtize byt funkéni pouze jeden z téchto enzymt. V soucasnosti je zndmo, Ze v této
soustave obé reakce probihaji s vyznamnou rychlosti soucasné, coz je pro prazdné metabolické cykly
charakteristické. U cyklu, ktery se vyskytuje v Iétacich svalech émelékt, k inhibici FBP pomoci AMP
viibec nedochazi (Newsholme et al., 1972). Tim je umoznéna neustala produkce tepla v letové fazi,
coz tomuto hmyzu dovoluje 1état pii nizkych teplotach.

Jak jiz bylo zminéno, prazdné cykly maji ulohu zejména v regulaci metabolickych pochodt. Tok
metabolitli ur¢itou metabolickou drahou se znaci J a je roven rychlosti dopfedné reakce (vf) zmensené
o rychlost reakce zpétné (v;):

] =ve— v,

Hodnota J je v ustaleném stavu' dana kli¢ovym (rychlost uréujicim) stupném metabolické drahy.
Tento stupeni je charakteristicky tim, Ze je mnohem pomalejsi nez ostatni reakéni stupné v dané draze.
Reakce v kli¢ovém stupni se vyznacuje nizkou az zanedbatelnou hodnotou v, a probiha tedy daleko od
rovnovazného stavu’. Dale zde plati zikonitost, e zm&na toku se rovna zmén& rychlosti dopiedné
reakce:

A] = Avg

Zvetsi-li se tok klicovou reakcei, narist musi byt pienesen na nasledujici reakéni stupent drahy
prostfednictvim zvétSeni V. V enzymové kinetice plati, Ze rychlost katalyzované reakce je ovlivnéna
koncentraci substratu® [S]. Pfenos zmény toku je tedy uskute¢fiovan zménami v koncentraci substratu,
které jsou zpisobeny zménou Vi V piedchozim reakénim stupni. Po dosazeni vSech zminénych

proménnych dojdeme k rovnici, ktera uvadi do vztahu zavislost zmény toku klicovym stupném drahy

Al (A[5]> Vs
J B [S] (Vf _Vr)

Velikost podilu v¢ /(vf - V;) udava, jak daleko se reakce nachdzi od rovnovazného stavu. U

se zménou koncentrace substratu:

nerovnovazné reakce neni AJ/J ptili§ zavisla na A[S]/[S], a proto ma-li byt naptiklad zdvojnasobena
hodnota toku, musi byt zdvojnasobena i koncentrace substratu. V organizmech nastavaji situace, kdy

je potieba navysit tok aZz o ne€kolik fada, k takovym zménam v koncentraci substratu vSak nedochazi.

'V Zivych organizmech je udrzovan ustaleny stav (homeostiza). V rovnovazném stavu je hodnota J nulova,
nebot’ v¢ a V, se rovnaji. DosaZeni rovnovazného stavu znamena pro organizmus smrt.

% Viz poznamka ¢&. 1.

® Rovnice Michaelise-Mentenové v =

” .+s (v = rychlost reakce, V = maximalni rychlost reakce, K, =
m
Michaelisova konstanta, S = koncentrace substratu)



Proto musi byt zapojeny dalsi regulacni mechanizmy, mezi které patii prave prazdné cyklovéani. U
prazdného cyklu ptedstavuji v¢ a v, rychlosti dvou protichiidnych nerovnovaznych reakci, které jsou
katalyzovany dvéma riznymi enzymy, tudiz se obé mohou nezavisle ménit. Zapojeni takové soustavy
umoziuje mnohem citlivéjsi regulaci toku v zavislosti na zménach koncentrace substratu (Voet &
Voet, 2011).

Jako priklad regulace prazdnym cyklem lze pouzit zminény cyklus PFK/FBP
(glykolyza/glukoneogeneze), konkrétn¢ varianta, kde dochazi k allosterické inhibici AMP. Hodnota
toku miize byt navysena témet o dva fady a zaroven zde existuje citliva modulace toku vlivem inhibice
obou enzymu rdznymi inhibitory jinymi nez AMP. Z vysledkd méfeni metabolického toku in vivo lze
ucinit predpoklad, ze zvySenim koncentrace AMP dochazi ke zvySeni aktivity PFK(vs) z 10% az na
90% maximalni hodnoty. Soucasné dochazi ke snizeni aktivity FBP (v;) z 90% na 10%. Dale bylo
experimentalné prokdzano, ze maximalni aktivita PFK ve svalu je desetindsobné vyssi nez aktivita
FBP (Newsholme & B. Crabtree, 1970). Dosadime-li za aktivitu PFK 100, bude maximalni aktivita
FBP rovna 10 a ve dvou situacich, které odpovidaji meznim koncentracim AMP, ziskdme nésledujici
hodnoty J.

pti vysoké koncentraci AMP: ] = vf —vr =90 -1 = 89
pti nizké koncentraci AMP: [=vf—vr=10-9=1

Bez prazdného cyklu piedstavuje rozdil meznich koncentraci AMP pfiblizn¢ devitinasobny rozdil
toku. V tomto ptipadé je rozdil Jyysoke amp/Inizke amp témeET devadesatinasobny (89/1).

Kromé tlohy v termogenezi a regulaci metabolického toku lze prazdné cykly vyuzit také jako
pufrovaci (naraznikovy, buffering) mechanizmus. Tyto mechanizmy slouzi jako nastroj regulace
koncentraci iontll v buné¢nych kompartmentech i v mezibunééném prostoru. U vyssich obratlovct se
vyskytuje napiiklad bikarbonatovy pufrovaci systém, ktery je nezbytny pro regulaci pH Vv intersticialni
tekuting (Breton, 2001). Jeden z prazdnych metabolickych cykla s touto funkcei je cyklus vapenatych
jontd (Ca”). Stézejni ulohu v ném zastivd enzym SERCA (sarco/endoplasmic reticulum
Ca”* ATPase), ktery za spotieby ATP pumpuje vapenaté ionty proti jejich koncentraénimu gradientu
z cytosolu do endoplazmatického retikula (ER). Pfi podrazdéni ryanodinovych receptori naopak
dochazi k vytoku vapenatych ionti do cytosolu, nebot tyto receptory ovladaji vapenaté kanaly
v membran¢ retikula (Brillantes et al., 1994). Cyklus standartné probiha pfi svalové kontrakci, kdy
jsou ryanodinové receptory aktivovany mediatorem a po vyliti do cytosolu navraci SERCA buiiku do
pivodniho stavu napumpovanim iontl zpatky pfes membranu. Konstitutivni aktivita cyklu byla
popsana u nékterych druhti ryb, kde neustalé pumpovani iontd za spotieby ATP slouzi k termogenezi
v urc¢itych tkanich (Block, 1994).

Jako pufrovaci systém se cyklus muze chovat vpiipadé, kdy vbuice dochazi
k nezadoucim oscilacim v koncentraci vapniku. Nejprve se navazou dva vapenaté ionty do mist na

cytosolické stran¢ pumpy a po hydrolyze ATP nasleduje konformaéni zména a ionty se presouvaji do
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retikularni ¢asti, kde se nakonec od enzymu odpoutaji, ale mohou zistat i dlouhodobé navazany. lonty
vazané kK SERCA pumpé nenalezi mezi vapenaté ionty rozpusténé v cytosolu ani v ER ajsou tedy
pohlceny timto naraznikem. Funkce mechanizmu byla popsana u matematickych modelt, jez
vykazovaly signifikantni snizeni citlivosti k vapnikovym oscilacim pti pouziti SERCA pumpy s touto
pufrovaci aktivitou (Higgins, Cannell, & Sneyd, 2006).

Prazdné metabolické cykly mohou zastavat ulohu i pii integraci riznych metabolickych drah. Jako
piiklad prazdného cyklu s touto funkci zde poslouzi cyklus zahrnujici H'-transhydrogenazu a dva typy
isocitratdehydrogenazy (NADP-ICDH a NAD-ICDH). Reakce NAD-asociované
isocitratdehydrogenazy probihd ve sméru citratového cyklu, zatimco reakce NADP-asociované
isocitratdehydrogenazy bézi v opaéném sméru. NAD-ICDH katalyzuje redukci koenzymu NAD do
formy NADH, ktera spole¢né s oxidovanou formou koenzymu NADP funguje jako substrat H'-
transhydrogendzy. Reakce transhydrogenazy je pohanéna energii transmembranového gradientu
protonu a jejim produktem je redukovany koenzym NADPH, ktery slouzi jako substrat v reakci
NADP-ICDH (viz obr. ¢.1).

Man' WADH
S A
| )
Krebsiv v
cyklus JEOETrE ot NADPH
MaD NAD®
NAD- NADP- 1
ICOH ICOH - H
NADH  kefo- . H+
glutaré?ﬁ'm‘” NADP transhydrogenaza
NADH
_—'/ HJ‘D
KaDH NAD® A respirace

NADM H

Nap'

Obr. &. 1, schéma prazdného cyklu H'-transhydrogenazy/NAD-ICDH/NADP-ICDH, upraveno
z (Sazanov & Jackson, 1994).

Dochazi zde Kustanoveni rovnovahy v koncentraci redukovanych a oxidovanych forem
koenzymit. Hlavni ulohou této soustavy je propojeni citratového cyklu a oxidativni fosforylace

(Sazanov & Jackson, 1994).
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Obr. ¢. 2, schéma riznych funkci prazdného metabolického cyklovani.

Uvedené ptiklady potvrzuji, zZe prazdné metabolické cykly maji zna¢ny fyziologicky vyznam

a nejedna se tedy o pouhé plytvani energii.



3 Prazdny metabolicky cyklus lipolyza/reesterifikace mastnych Kkyselin

V bilé tukové tkani

3.1 Uloha tukové tkané v organizmu

Lipidy jsou estery vicesytnych alkoholi a mastnych Kkyselin. Jejich spole¢nou vlastnosti je
hydrofobie zptisobena dlouhymi uhlovodikovymi fetézci mastnych kyselin. V organizmu se vyskytuji
v riiznych formach, z nichZ pro metabolické pochody jsou zvlast¢ vyznamné triacylglyceroly. Ostatni
druhy lipida slouzi jako stavebni prvky biologickych membran (glycerofosfolipidy a sfingolipidy),
popfipad¢ jako prekurzory hormont (cholesterol), (Alberts et al., 2002).

Triacylglyceroly jsou tvofeny tfemi mastnymi kyselinami navazanymi na molekulu glycerolu.
V organizmu maji vyznam jako hlavni zasobarna metabolické energie. K tomuto Géelu jsou vyuzivany
adipocyty, coz jsou specializované bunky obsahujici kromé béznych organel (jadro, mitochondrie, ER,
atd.) vakuoly s triacylglyceroly (tukové kapénky), jezZ mohou vypliiovat naprostou vétSinu jejich
cytosolu. Vyjma adipocyti se v tukové tkani vyskytuji dal§i bunky, které byvaji souhrnné
oznaCovany jako stromato-vaskularni frakce a maji funkci zejména vyZzivujici a podptirnou. Mezi
tyto bunky patii preadipocyty, endotelidlni buriky, fibroblasty (bufiky vazivové tkang) a bunky
imunitniho syst¢ému (T a B lymfocyty, zirn¢ bunky a makrofagy). Adipocyty lze délit podle
mnozstvi tukovych kapének na multilokularni, tvofici hnédy tuk a unilokularni, které vytvareji bily
tuk. Barva hnédé tukové tkané je dana velkym mnoZstvim mitochondrii obsahujicich hnédavé
zbarvené cytochromy (Liillmann-Rauch, 2012). Hnédy tuk slouzi jako organ zajist'ujici termogenezi,
coz je mozné diky rozptahujicim proteinim, které rusi protonovy gradient na mitochondrialnich
membranach, atim dochdzi kuvoliovani energie ve formé tepla (Nedergaard et al., 2001).
Termogeneze zprostiedkovana rozptrahujicimi proteiny je nezbytna pro drobné savce (napf. mysi)
a pro mlad’ata mnoha vétSich savca vCetné ¢lovéka. Savci vybaveni hnédym tukem maji tuto tkan
zejména na zadech v oblasti mezi lopatkami.

Jiz bylo uvedeno, ze hlavni funkce bilého tuku je uklddat metabolickou energii ve formé
triacylglycerol. Ackoliv termogeneticka schopnost unilokularnich adipocytd neni tak vyznamna jako
u hnédého tuku, nelze ji zcela zanedbat (Ukropec et al., 2006). Vrstvy bilého tuku ulozené v podkozi
navic pusobi jako tepelna izolace, coz je zvlast vyznamné u zivocicht Zijicich ve studenych oblastech
(tuleni, tucnaci).

V lidském téle se nachdzi dva hlavni typy bilé tukové tkané. Prvnim z nich je podkozni tukova
tkan a druhym typem je ttrobni, visceralni tukova tkan. Visceralni tuk zastava tlohu v mechanické
ochran¢ vnitinich orgéni. Krev z této tukové tkdné€ je portalnim ob&hem piivadéna do jater, coz pfi
nadmérné akumulaci visceralniho tuku (abdominalni obezita) vede k fad¢ zdravotnich rizik (Bjerndal

et al., 2011). Vyssi zastoupeni visceralni tukové tkané v poméru k podkozni napiiklad pozitivné



koreluje s vyskytem inzulinové rezistence (Goodpaster, Krishnaswami, & Resnick, 2003). Oba typy
bilé tukové tkan¢ jsou dale ¢lenény na jednotliva tukova depa. U podkozniho tuku jsou vyznamna
gluteofemoralni (hyzdé a stehna) a abdominalni (bficho) depa, zatimco visceralni tuk se déli na depo
omentalni (u Zaludku), mezenterické (u stfev), retroperitonedlni (obklopujici ledviny),
perikardidlni (u srdce) a dalsi. Posledni jmenované hraje roli pii vyzivovani srde¢niho svalu
volnymi mastnymi kyselinami. Studie vS8ak naznacuji, Ze zvétSeni perikardialniho depa znacné
piispiva ke vzniku koronalni aterosklerozy (Prati et al., 2003).

Uloha tukové tkané jako endokrinniho organu byla dlouho neznama. Hormony produkované
adipocyty se nazyvaji adipokiny ajsou uvolnovany do krevniho tecist€¢ ve formé proteint.
V organizmu reguluji fadu metabolickych drah a ovliviiyji funkci pohlavnich hormont, zanétlivé
procesy i interakce s imunitnim systémem. Prvnim objevenym adipokinem je leptin, ktery patii
zaroven k fyziologicky nejvyznamnéj$im. Plsobeni leptinu je esencialni pro spravny pohlavni
vyvoj a podili se na udrzovani energetické homeostazy (mimo jiné ma vliv na pfijem potravy
a zvySuje jaterni glukoneogenezi), (Brabant et al., 2000). Dal$im vyznamnym hormonem,
produkovanym tukovou tkani, je adiponektin. Jeho plisobenim na specifické receptory dochézi
k aktivaci signalnich kaskad, jez ve vysledku vedou napfiiklad ke zvySeni oxidace mastnych
kyselin ve svalové tkani, ¢i k stimulaci produkce interleukini. Mezi dulezité adipokiny patii také
interleukin-6, tumor necrosis factor a a mnohé dalsi. V tukové tkani je vysoce exprimovana
aromataza, coz je enzym, ktery katalyzuje syntézu estrogenti z androgend (Nimrod & Ryan,
1975).

Tukova tkan je tedy dulezity multifunkéni organ, ktery kromé skladovéani energie plni

v organizmu mnozstvi specifickych ukola.
3.2 Metabolizmus lipida

3.2.1 Lipolyza triacylglyceroli

V predchozi kapitole bylo zminéno, ze triacylglyceroly jsou pro metabolické pochody
nejvyznamnéjsi skupinou lipidd. Lipolyza je katabolicky proces, pii kterém jsou molekuly
triacylglycerolti $té€peny za vzniku glycerolu a tfech molekul mastnych kyselin. Jednotlivé slozky
mohou byt nasledné oxidovany za vzniku metabolické energie ve formé¢ ATP aredukovanych
koenzymi (NADH, FADH,), (Voet & Voet, 2011).

Lipolyza probiha bud’ pii traveni triacylglycerolt pfijatych v potravé, nebo pii hydrolyze tukovych
kapének v adipocytech, kdy organizmus potfebuje vyuZit ulozenou energii. StéZejnimi enzymy jsou
zde lipazy. Ty lze délit podle mista jejich plsobeni, nebot’ nékteré lipazy jsou specifické pro urcité
bunécéné kompartmenty (napt. lyzozomalni lipaza) a jiné se vyskytuji pouze v extracelularnim prostoru

(Hayase & Tappel, 1970). Pokud lipolyza probiha pii katabolizmu tukovych zasob v adipocytech,



dochézi zde ke spolupraci né€kolika intracelularnich lipaz. Prvni z nich je triacylglycerolova lipaza
(adipose triglyceride lipase, ATGL). Pro jeji aktivaci je nutny protein CGI-58 atento komplex je
rychlost ur¢ujicim katalyzatorem $tépeni triacylglycerola (Lass et al., 2006). Produktem reakce ATGL
jsou vsak pouze diacylglyceroly, jez musi byt dale hydrolyzovany prostiednictvim hormon-senzitivni
lipazy (HSL). Vzniklé monoacylglyceroly jsou nasledné Stépeny za katalyzy monoacylglycerolovou
lipazou (MGL), pticemz vznika glycerol avolné mastné kyseliny. Zminéné lipazy katalyzuji

hydrolyzu substratt selektivné na pozicich, jez jsou pro n¢ specifické (viz obr. €. 3).

selektivita lipday TAG m
sn-2 ATG L N

sn-1 CGI-58 /\
D AG O.T DAG T:T

. H S L sn-2,3 sn-\‘l,:}

e o

MAG e
nespecifické MGL sn-2 sn-1

.
G+3MK & i

Obr. ¢. 3, schéma selektivni hydrolyzy acylglycerolt intracelularnimi lipazami (TAG =

triacylglycerol, DAG = diacylglycerol, MAG = monoacylglycerol, G = glycerol, MK = mastna

kyselina), upraveno z (Eichmann et al., 2012).

Extracelularni lipazy se uplatiiuji u lipolyzy potravnich triacylglycerolt. V Zaludku ucinkuji kyselé
lipazy* charakteristické nejvy$si katalytickou aktivitou pii pH 3-6, zatimco Vtenkém stfevé se
vyskytuje alkalicka lipaza®, kterd vyZzaduje ptitomnost soli Zlutovych kyselin a enzymu kolipazy®
(Lowe, 1997). Poté co jsou triacylglyceroly v rtiznych ¢&astech gastrointestinalniho traktu
hydrolyzovany lipazami, vysledna smes monoacylglycerold a mastnych kyselin je transportovana pies

apikalni membranu enterocytii pomoci proteinovych pienaseci (napi. CD36, FATP), (Thurnhofer &

* Jedna se zejména o lingvalni a Zaludecni lipazu. Lingvalni lipaza je produkovana ?lazami na povrchu jazyka,
ale nejvice aktivni je az v zaludku. Zalude&ni lipaza je sekretovana hlavnimi buiikami Zalude¢niho epitelu.

® Nejvyznamngjsi alkalickou lipazou je pankreaticka lipaza. Tento enzym je sekretovan slinivkou bfi¥ni a pro své
pusobeni vyzaduje soli zlu¢ovych kyselin.

® Kolipaza je enzym vyluGovany slinivkou bfidni, vytvaii komplex s pankreatickou lipazou. Zabrafiuje jeji
denaturaci solemi zlucovych kyselin, které jsou zaroven nezbytné pro jeji katalytickou aktivitu.
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Hauser, 1990). V cytosolu vétsiny bunék se mastné kyseliny nevyskytuji ve volné formé, ale jsou
asociovany se specifickymi vazebnymi proteiny (FABP), (Ockner & Manning, 1974). Tyto vazebné
proteiny slouzi v enterocytech k transportu mastnych kyselin do ER, kde dochazi k jejich esterifikaci
za vzniku triacylglycerolti. Triacylglyceroly, apolipoproteiny a fada dalSich slozek (napt. fosfolipidy
a estery cholesterolu) v lumen ER vytvateji ziklad chylomikronu’, ktery je po sérii tiprav sekretovan
pres bazolateralni membranu enterocytu do lymfatickych kapilar. V lymfatickém systému putuji
chylomikrony do vétSich lymfatickych cév az jsou nakonec vyplaveny z hrudniho mizovodu do
krevniho feciste.

Lipoproteinové Castice se krvi dostavaji az do kapilar v tukové a svalové tkani. Zde se vyskytuji
lipoproteinlipazy, které katalyzuji hydrolyzu triacylglyceroli obsazenych v ¢astici. Vznikaji volné
mastné kyseliny, které tak mohou vstupovat do adipocytii, nebo myocytii a byt esterifikovany,
popiipadé oxidovany. Produktem reakce lipoproteinlipaz je také glycerol, ktery je transportovan do
jater. V této tkani je nejprve fosforylovan glycerolkinazou a nasledné transformovan na glykolyticky
meziprodukt dihydroxyacetonfosfat za katalyzy glycerol-3-fosfat-dehydrogenazou (Warkentin &
Fondy, 1973). Pii mobilizaci triacylglyceroli ztukové tkané se mastné kyseliny uvolnéné
intracelularnimi lipazami dostavaji do krevniho ob&hu. Zde jsou navazany na albumin?, ktery slouzi
k pfenosu do tkani, kde probiha jejich oxidace. | v tomto piipadé¢ je glycerol transportovan do jater.
V jaterni tkdni dochazi k jeho pfeméné na dihydroxyacetonfosfat a k naslednému zpracovani podle

potieby (pfi katabolizmu hnédého tuku lze glycerol zpracovat piimo v multilokularnich adipocytech).
3.2.2 p-oxidace

Ve srovnani s ostatnimi energetickymi substraty (sacharidy a aminokyseliny) poskytuje oxidace
mastnych kyselin vice metabolické energie, nebot’ tyto slouceniny jsou zpracovavany na nizsi oxidacni
stupenl. Navic hydrofobni povaha triacylglycerolli vyzaduje jejich ukladani v dehydratované formé,
zatimco glykogen (z&sobni forma glukdzy) obsahuje dvojnasobné mnozstvi vody nez je hmotnost jeho
susiny. Z triacylglycerolu lze proto ziskat az Sestkrat vice energie v porovnani s glykogenem o stejné
hmotnosti (Alberts et al., 2002).

Oxidaci predchazi lipolyza atransport mastné kyseliny do cytosolu cilové bunky. V tomto
bunééném kompartmentu totiz probihd prvni krok, kterym je aktivace mastné kyseliny navazanim
koenzymu A za vzniku pfislusného acyl-CoA. Na aktivaci jedné molekuly mastné kyseliny se
spotiebuji dva ekvivalenty ATP. B-oxidace se odehrava v mitochondriich (viz obr. €. 4), Sjejichz
vn&j§i membranou je asociovana Karnitin-palmitoyltransferaza | (CPT1). Jedna se o katalyzator
klicového kroku oxidace mastnych kyselin. Pokud aktivovana mastna kyselina obsahuje dlouhy

uhlovodikovy fetézec, je pomoci CPT1 pfevedena na ester karnitinu. Produkt této reakce je prenesen

" Chylomikron je lipoproteinova &astice tvorena zejména triacylglyceroly. Slouzi k transportu potravnich lipidi
z epitelovych bunék gastrointestinalniho traktu do krevniho obéhu, kde mohou byt vyuzity tkanémi.

® Albumin je nejcast&jsi protein krevniho séra. Je ve vod& rozpustny, a proto miiZe transportovat navazané
hydrofobni mastné kyseliny v krevnim fecisti.
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do mitochondrialni matrix za katalyzy karnitin-acylkarnitintranslokazou. Na matrixové strané vnitini
mitochondrialni membrany se vyskytuje karnitin-palmitoyltransferaza II, ktera katalyzuje pfeménu
acylkarnitinu zpét na acyl-CoA. Mastné kyseliny s kratkym uhlovodikovym fetézcem mohou
jednoduse prostupovat do mitochondrialni matrix (Charney, Micic, & Egnor, 1998).

Prvnim krokem samotné p-oxidace je dehydrogenace acyl-CoA za katalyzy acyl-CoA-
dehydrogenazou. Pfi tomto kroku vznika a-f-nenasyceny thioester a dochazi k transformaci koenzymu
FAD na jeho redukovanou formu FADH,. Nasleduje adice vody na dvojnou vazbu za vzniku -
hydroxyacyl-CoA. Ve tieti reakci opét dochazi k tvorbé redukovaného koenzymu. Tentokrat je NAD*
pfeménén na NADH+H" pii dehydrogenaéni reakci za vzniku p-ketoacyl-CoA. Zavéreénym krokem je
thiolazou katalyzované S$tépeni B-ketoacyl-CoA a piipojeni thiolové skupiny dal$iho koenzymu
Ak odstépenému zbytku mastné kyseliny. Reakci vznika acyl-CoA o dva uhliky krat$i nez byla
puvodni molekula. Tento thioester znovu podstupuje zminéné Ctyii reakce, pficemz opét dochazi
k jeho zkraceni o dva uhlikové atomy a K tvorbé dalsich redukovanych koenzymu. Druhym produktem
thiolyzy B-ketoacyl-CoA je acetyl-CoA, ktery nasledné mtize vstoupit do citratového cyklu (Karlson,
1975).

3.2.3 Syntéza mastnych kyselin

Lipidy mohou v organismu vznikat i z nelipidovych latek. Dochazi tomu v dasledku syntézy
mastnych kyselin de novo. Do jisté miry se jedna o obracenou B-oxidaci, syntéza mastnych kyselin
v8ak probiha v cytosolu (viz obr. ¢. 4). Dal$im rozdilem oproti B-oxidaci je pfitomnost koenzymu
NADPH+H", které jsou pii syntéze mastnych kyselin transformovany na svou oxidovanou formu
NADP®. Dochazi tedy ke spotfeb&é metabolické energie. Proces je katalyzovan syntdzou mastnych
kyselin (fatty acid synthase, FAS), coz je multifunkéni komplex nékolika enzymi (Volpe & Vagelos,
1974).

B-oxidace syntéza mastnych kyselin
; ; A-ACP (C,,,) ——
e acyl-CoA(C,.5)  mitochondrie cytosol e
FAD — 1 i NADP’
FADH, <] NADPH + H'
Enoyl-CoA Enoyl-ACP
H,0 —~ 2 3

TK» H,0

3-L-Hydroxyacyl-CoA 3-p-Hydroxyacyl-ACP

NAD™ — e s C NADP"
NADH + H' <+ NADPH + H
B-Ketoacyl-CoA B-Ketoacyl-ACP

l‘u;\‘\ 4 1 C CoA + CO,
Acetyl-CoA<"] Malonyl-CoA

acyl-CoA (C,) 8 8 acyllACP(C,) S

Obr. &. 4, srovnani B-oxidace a syntézy mastnych kyselin, upraveno z (Voet & Voet, 2011).
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Vychozimi latkami jsou zde acetyl-CoA a malonyl-CoA. Nejprve dochazi k odstépeni koenzymu
A zmindnych substrati ak jeho vyméné za ACP? (acyl carrier protein). Nasleduje kondenzace
komplext acetyl-ACP a malonyl-ACP, pficemz vznika B-ketoacyl-ACP, molekula oxidu uhli¢itého
avolny ACP. V dalsim kroku je p-ketoacyl-ACP redukovan za vzniku f-hydroxyacyl-ACP
aoxidovaného koenzymu NADP®. Tieti reakce syntézy mastnych kyselin je dehydratace pB-
hydroxyacyl-ACP. Vznika zde enoyl-ACP, cozZ je sloucenina s dvojnou vazbou mezi o a 3 uhlikem
acylového zbytku. Poslednim krokem syntézy mastnych kyselin je redukce enoyl-ACP doprovazena
oxidaci koenzymu NADH+H". Vysledkem této sekvence reakci je molekula acyl-ACP o dva uhlikové
atomy del$i nez acylova skupina acetyl-ACP. Cyklus se znovu opakuje a vznikly acyl-ACP tedy
kondenzuje s molekulou malonyl-ACP za vzniku B-ketoacyl-ACP. Po probéhnuti potfebného poétu

cykll je nov€ nasyntetizovana molekula mastné kyseliny uvolnéna z komplexu FAS (Karlson, 1975).
3.2.4 Esterifikace mastnych kyselin

Esterifikace mastnych kyselin piedstavuje anabolickou drahu, ktera spotfebovava metabolickou
energii ve formé ATP aredukovanych koenzymil. Caste¢né se jednd o proces opaény k lipolyze
triacylglycerol. Syntéza mastnych kyselin de novo a nasledna esterifikace za vzniku triacylglycerolt
byvaji oznacovany jako lipogeneze (Hellerstein et al., 1991).

Pro esterifikaci jsou tfeba mastné kyseliny vazané ke koenzymu A. Vznikaji v cytosolu za katalyzy
acyl-CoA-syntetazou a spotieby ATP. Druhou nezbytnou slozkou je glycerol-3-fosfat, ktery vznika
z dihydroxyacetonfosfatu v reakci katalyzované glycerol-3-fosfat-dehydrogenazou. Dochazi pii tom
k tvorb& oxidovaného koenzymu NAD®. Dihydroxyacetonfosfit je meziproduktem glykolyzy a je
proto spojujicim ¢lankem mezi metabolickymi drahami lipidi a sacharidd. V piipadé€, ze je v bufice
snizena glykolyza, glycerol-3-fosfat miize byt vytvaren glyceroneogenezi. Jednd se o drahu generujici
fosforylovany glycerol znesacharidovych prekurzori, jako jsou pyruvat nebo aminokyseliny.
V nékterych tkanich (napf. jatra a hnédy tuk) se vyskytuje enzym glycerolkinaza, ktery katalyzuje
fosforylaci glycerolu na glycerol-3-fosfat za spotieby ATP (Festuccia et al., 2003). V bilém tuku za
fyziologickych podminek neni glycerolkinaza aktivni, bylo vSak dokazano, Ze jeji expresi v této tkani
Ize stimulovat thiazolidinediony (TZD') (Guan et al., 2002).

Vykonnymi enzymy esterifikace mastnych kyselin jsou acyltransferazy, které katalyzuji pfipojeni
piislusnych acyl-CoA na hydroxylovou skupinu glycerol-3-fosfatu. Podle substrati se tyto enzymy
déli na glycerol-3-fosfat-acyltransferazy, monoacylglycerolové acyltransferazy a diacylglycerolové
acyltransferazy (Karlson, 1975).

Metabolickda energie nutna pro esterifikaci volnych mastnych kyselin za vzniku molekuly

triacylglycerolu je pfi¢inou zvySené energetické spotieby pii aktivovaném prazdném cyklovani.

% ACP je protein, ktery slouZi jako pfenase¢ acylovych skupin pii syntéze mastnych kyselin.
1% Thiazolidinediony patii mezi 16&iva vyuzivana pii 16¢bé diabetu druhého typu.
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3.3 Regulace cyklu lipolyza/reesterifikace v bilé tukové tkani

Bila tukova tkan je klicovym mistem pro lipolyzu triacylglycerolll, nebot’ tento d¢j umoziuje
vyuziti ulozené metabolické energie. Unilokularni adipocyty jsou také mistem, kde dochazi
k esterifikaci mastnych kyselin. Bylo zjisténo, ze oba zminéné procesy probihaji zaroven a jsou
katalyzovany riuznymi sadami enzymu. Za téchto okolnosti miZe dochazet k prazdnému
metabolickému cyklovani (Jensen, Ekberg, & Landau, 2001). Navyseni obratu prazdného cyklu mezi
lipolyzou a reesterifikaci v bilé tukové tkani bylo pozorovano pii fyziologickych stavech jako je

naptiklad kratkodobé hladovéni, coz je stav asociovany se stimulaci lipolyzy (Vaughan, 1962).
3.3.1 Stimulace lipolyzy

V bilé tukové tkani ¢loveéka je v nestimulovaném stavu 30-90 % volnych mastnych kyselin po
uvolnéni z triacylglycerold znovu reesterifikovano. V ptipade, ze je adipocyt vystaven lipolytickému
stimulu, dochazi ke snizeni podilu reesterifikovanych mastnych kyselin na 10-20% (Wang et al.,
2003). Absolutni troven prazdného cyklovani je navzdory tomuto poklesu stimulaci lipolyzy znaéné
navysena. Skutetnost byla prokazana sledovanim inkorporace tritia (*H) do molekul mastnych kyselin
a glycerolu (Brooks, Arch, & Newsholme, 1983).

Jako priklad efektoru aktivovaného lipolytickym stimulem zde poslouzi HSL. Tato lipaza
katalyzuje nejen hydrolyzu diacylglycerolti, jez jsou jejimi preferovanymi substraty, ale ma
i schopnost $tépit triacylglyceroly (Eichmann et al., 2012). Na poc¢atku drahy vedouci k aktivaci
zminéného enzymu je poptavka organizmu po metabolické energii. ZvySena potieba metabolické
energie vede k produkci a vyplaveni katabolickych hormont. Jedna se zejména o katecholaminy
a adrenokortikotropni hormon (ACTH) (Vaughan, Berger, & Steinberg, 1964). Nasledné dochazi
k navazani molekul hormoni na specificky receptor na membrané adipocytu. Naptiklad adrenalin se
vaze na Pr-adrenergni receptor sprazeny s G-proteinem™ (Barbe et al., 1996). Po navazani hormonu
aktivuje G-protein adenylatcyklazu', coz vede ke zvyseni cytosolické koncentrace druhého posla,
kterym je cyklicky AMP (CAMP). Cyklicky AMP se vaze na proteinovy komplex zahrnujici
inaktivovanou proteinkinazu A (PKA)™ a zptsobuje jeji aktivaci. Aktivovana PKA poté katalyzuje
fosforylaci samotné HSL a tim ji pievadi do aktivniho stavu. DalSim tkolem PKA je katalyzovat
fosforylaci perilipinu, coz je protein tvofici ochrannou vrstvu tukovych kapének uvniti adipocytu.

Fosforylace perilipinu zptistupfiuje povrch tukové kapénky HSL aenzym je nasledné schopen

' G-proteiny patii mezi enzymy katalyzujici hydrolyzu GTP. Vyskytuji se ve dvou konformacich, jedna
s navazanym GTP (aktivni), druha s navazanym GDP (inaktivni). Maji tilohu v bunééné signalizaci.

12 Adenylatcyklaza je enzym katalyzujici syntézu cyklického AMP (cAMP), ktery slouZi jako druhy posel
V bunécné signalizaci.

3 Proteinkiniza A je enzym, ktery katalyzuje fosforylaci fady proteinil. V inaktivovaném stavu se sklada ze
dvou Kkatalytickych a dvou regula¢nich podjednotek. Navazanim cAMP dochézi k disociaci regulaénich
podjednotek, coz kinazu aktivuje.
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katalyzovat $tépeni triacylglyceroli na diacylglyceroly a dokonce az na monoacylglyceroly (Sztalryd
et al., 2003).

Jiz bylo zminéno, ze rychlost urujicim katalyzatorem hydrolyzy triacylglycerola je ATGL.
Regulace jeji aktivity ma proto vétsi vyznam nez u HSL (bude popsana v kapitole 3.3.3). Produktem

reakce ATGL jsou vSak pouze diacylglyceroly, jez musi byt dale hydrolyzovany prostfednictvim HSL

a MGL, maji-li byt z glycerolové kostry uvolnény vSechny mastné kyseliny.

l
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Obr. ¢ 5, schéma mechanizmu aktivace hormon-senzitivni lipazy, upraveno z

(http://pharmaxchange.info/press/wp-content/uploads/2013/09/mobilisation_of fats.gif).

Zvysena uroven lipolyzy zpiisobuje vyssi uvoliiovani mastnych kyselin do krevniho ob&hu, coz ma
za nasledek zvyseni oxidace mastnych kyselin (Cho et al., 2009). Tato asociace umoznuje stimulovat
produkci ATP, coz je hlavni cil katabolického procesu. V mitochondriich adipocyt rovnéz dochazi k

B-oxidaci, znacna ¢ast mastnych kyselin, které nejsou uvolnény z buiiky je vsak reesterifikovana.
3.3.2 Stimulace reesterifikace

Ve stavu stimulované lipolyzy je pro dal$i navySeni obratu prazdného cyklu nutna stimulace
reesterifikace. Tento proces vyzaduje jednak aktivaci uvolnénych mastnych kyselin navazanim acyl-

CoA azaroven fosforylaci glycerolu za vzniku glycerol-3-fosfatu. V bilé tukové tkani lze za
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fyziologickych podminek fosforylovany glycerol syntetizovat dvéma zplsoby, které jiz byly vyse
popsany. V situaci kdy dochazi ke stimulaci lipolyzy, je rovnovaha v organizmu naklonéna ke
katabolizmu, a glycerol-3-fosfat je tudiz syntetizovan glyceroneogenezi (Nye, Hanson, & Kalhan,
2008).

Rychlost urcujicim krokem této drahy je transformace oxaloacetatu na fosfoenolpyruvat katalyzovana
fosfoenolpyruvatkarboxykinazou (PEPCK). Regulaci aktivity PEPCK lze proto vyznamné navysit
uroven cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci v bilém tuku. Na trovni transkripce se na tomto
ukolu podili jaderné receptory PPARy (peroxisome proliferators-activated receptors), které patii do
rodiny transkripénich faktorti regulujicich bunéfnou diferenciaci aexpresi enzymi rdznych
metabolickych drah (Vidal-Puig et al., 1997). I1zoforma PPARY2 je charakteristicka pro tukovou tkan
amimo expresi PEPCK ovlivituje také aktivitu abiogenezi mitochondrii. Zde se uplatiuji
koaktivatory PPARYy, kterymi jsou transkripéni faktory ze skupiny PGC-1 (PGC-1a a PGC-1B), (Wu et
al., 1999). Expresi PEPCK lze rovnéz ovlivnit 1é¢ivy TZD, nebot’ ty pusobi jako vysokoafinni ligand
PPARY (Lehmann et al., 1995).

Dalsi zptasob, kterym lze regulovat nejen reesterifikaci mastnych kyselin, ale i lipolyzu, byl objeven
pomérné nedavno a zahrnuje translokdzu mastnych kyselin (FAT/CD36). Tento transmembranovy
protein byl zminén v souvislosti s transportem mastnych kyselin z cytosolu enterocytii do krevniho
reCisté. Plsobi zaroven jako katalyzator prenosu mastnych kyselin z a také do tukovych a svalovych
bungk, coz je klicovy krok jejich metabolické drahy (Coburn et al., 2000). Adipocyty, u kterych byla
zvyiena aktivita FAT/CD36 prostiednictvim hexarelinu', vykazovaly vyssi expresi PPARy vedouci
ke stimulaci reesterifikace (Rodrigue-Way et al., 2007). U tkanové kultury adipocytd s vypnutim genu
pro FAT/CD36 bylo zaznamenano mensi mnozstvi glycerolu a mastnych kyselin uvolnénych z bunky
a zaroven vys§i pomér uvolnénych mastnych kyselin v porovnani s glycerolem (Wan et al., 2013).
Udaje svédéi o sniZeni lipolyzy i reesterifikace mastnych kyselin. Dale byla v této studii méfena
exprese MRNA PEPCK ataké obsah enzymu v buiikach. V porovnani s kontrolnimi kulturami byly
tyto hodnoty u adipocytt s knockoutem pro FAT/CD36 vyrazné niz$i. Po pfidani inhibitoru HSL byl
naméfen dalsi pokles exprese mRNA PEPCK, coz potvrzuje zavislost reesterifikace a tim i obratu
cyklovani na trovni lipolyzy. Diky skuteénosti, ze mastné kyseliny uvolnéné z adipocytu mohou byt
nasledné okamzité preneseny zpét pomoci FAT/CD36, Ize na tento enzym nahliZet jako na rozsifeni

prazdného cyklu mezi lipolyzou a reesterifikaci (Zhou et al., 2012).
3.3.3 DalSi zpiisoby stimulace prazdného cyklovani

Zvyseny obrat prazdného cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci je asociovan nejen se stavem

hladovéni, ale také s fyzickou aktivitou. Tato skute¢nost se muze zdat paradoxni, nebot’ v obou

4 Hexarelin je peptid tvofeny 3esti aminokyselinami, ktery v organizmu stimuluje vyluCovani riistového
hormonu. Z tohoto diivodu je asto vyuzivan jako anabolicky steroid. Pisobi jako agonista FAT/CD36.
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pfipadech vyzaduje organizmus ATP, které je prazdnym cyklem konzumovano. Pfi zvysené fyzické
aktivité byla namétena vyssi exprese PEPCK, coZ vede ke stimulaci reesterifikace (Wan et al., 2012).

Poptavka po ATP vede k aktivaci AMP-aktivované proteinkinazy (AMPK). Jedna se o ustfedni
enzym energetického metabolizmu, jehoz aktivita je stimulovana naristem koncentrace AMP (Davies
et al.,, 1995). AMPK ma schopnost regulovat lipolyzu prostiednictvim modulace aktivity lipaz.
Aktivita AMPK je navic regulovana PKA, ktera enzym fosforyluje, ¢imz je zamezeno inhibi¢nimu
efektu AMPK na HSL (viz obr. ¢. 6). PKA takto pusobi pouze pii zajisténi akutni odpovédi na
lipolyticky stimul (Djouder et al., 2010). Naproti tomu pti dlouhodobé aktivaci AMPK dochazi ke
stimulaci aktivity ATGL, coz umoziuje zvyseni lipolyzy triacylglycerold touto lipazou (Ahmadian et
al., 2012). Diacylglyceroly vzniklé reakci ATGL vedou zaroven k usnadnéné reesterifikaci, nebot” se
hromadi v bufice v disledku inhibi¢niho efektu AMPK na HSL (Daval et al., 2005). Vzhledem
k tomu, ze ATGL i HSL jsou ovliviiovany AMPK, uplatiiuje se tento enzym V citlivé regulaci
cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci

LIPOLYTICKY STIMUL
(HORMON)

INAKTIVNI m

" '

LIPOLYZA

N

| TAG | | K |

e

AMP:ATP REESTERIFIKACE

PKA

Obr. ¢. 6, schéma vztahu mezi PKA,AMPK a prazdnym metabolickym cyklem (AMPKa = alfa
podjednotka AMPK, TAG = triacylglycerol, MK = mastné kyseliny), upraveno z (Djouder et al.,
2010)

Vysledky experimentl nasi laboratoie naznacuji, ze cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci 1ze
stimulovat také podavanim omega-3 polynenasycenych mastnych kyselin. Jedna se zejména
o eikosapentaenovou kyselinu a dokosahexaenovou kyselinu. Metabolity téchto latek slouzi jako
ligandy jadernych receptort PPAR (Rossmeisl et al., 2009). To vede nejen ke stimulaci reesterifikace
v dusledku vyssi exprese PEPCK, ale také ke zvySeni mitochondrialni -oxidace. Kromé zminénych

efekti maji omega-3 mastné kyseliny Vorganizmu fadu dalSich pozitivnich u¢inkll. ZvySuji
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inzulinovou senzitivitu a pomahaji snizovat rozvoj kardiovaskularnich chorob a diabetu druhého typu
(Kromhout et al., 2011).

Vliv omega-3 mastnych kyselin na zvyseni prazdného cyklovani a pf-oxidace lze jesté umocnit
mirnou kalorickou restrikei (Flachs et al., 2011). Ta odpovida piiblizné desetiprocentnimu ubytku
vzhledem k mnozstvi potravy pfijatému bez omezeni. Mysi krmené dietou s obsahem omega-3
mastnych Kyselin vykazovaly pti kombinaci s kalorickou restrikci vyssi expresi PEPCK ve

visceralnim tuku v porovnani s ostatnimi skupinami (Flachs et al., 2013).

3.4 Fyziologicky vyznam cyklu lipolyza/reesterifikace v bilé tukové tkani

Vyse byla na ptikladu cyklu glykolyza/glukoneogeneze demonstrovana schopnost prazdnych cykli
regulovat tok metabolickou drahou. V piipadé cyklu mezi lipolyzou a reesterifikaci v bilé tukové tkani
je regulace metabolického toku nezbytna pro optimalni dodavku mastnych kyselin do ostatnich tkani
(kosterni a srdeéni sval, jatra). Cyklovani mezi lipolyzou a reesterifikaci probiha jednak v adipocytu,
ale také mimo tukovou tkan, kdy jsou mastné kyseliny vyplaveny do krevniho ob&hu a esterifikovany
Vv jatrech. Studie provadéna na potkanech, u kterych bylo prazdné cyklovani stimulovano hladovénim,
naznaCuje, ze druhd moznost vSak prispiva pouze velmi malo Kk celkové urovni reesterifikace
v organizmu (Kalderon et al., 2000). Diky tomuto poznatku lze bilou tukovou tkan povazovat za
hlavni organ zodpovédny za fizeni metabolizmu mastnych kyselin v organizmu.

Schopnost prazdného cyklu regulovat metabolicky tok je vyznamna pii fyzické zatézi a zejména pii
zotaveni organizmu po zatézi. Zde popisovana studie pracovala s celkovou systémovou reesterifikaci
véetné jaterni, jejiz podil pfi fyzické aktivit€é neni tak zanedbatelny jako ve stavu hladovéni. Piesto
studie potvrzuje vyznam prazdného cyklovani. V experimentu byla méfena uroven lipolyzy
a reesterifikace béhem cCtyrthodinové fyzické zatéze (rychla chiize) andsledném dvouhodinovém
zotaveni, poté co byla pokusnym objektim aplikovana davka znacené kyseliny palmitové a glycerolu
(Wolfe et al., 1990). Pied zacatkem fyzické aktivity bylo 70% uvolnénych mastnych kyselin
reesterifikovano. Hodnota byla po tficeti minutdch rychlé chiize snizena na 30% ana této Grovni
zustala aZ do ukonceni aktivity. Pokles 1ze zdivodnit vy$si poptavkou po metabolické energii vedouci
ke stimulaci mitochondrialni oxidace a lipolyzy bez sou¢asného navyseni reesterifikace. Okamzité po
ukonceni aktivity doSlo k nartistu podilu reesterifikovanych mastnych kyselin na 90%. V tomto
pripadé doslo k poklesu poptavky po ATP, zatimco stale pretrvaval vysoky obrat lipolyzy v dusledku
hormonalni stimulace. Po dvou hodinach zotaveni se podil reesterifikovanych mastnych kyselin vratil
na 70%. Ukolem prazdného cyklu je tedy bezprostiedné zareagovat na sniZeni poptavky po ATP
navySenim reesterifikace dokud pretrvava vysoka uroven lipolyzy pomaleji regulovatelnou
hormonalni stimulaci. Tato nezavisla regulace riznych pochodl podilejicich se na stejné metabolické

draze maze byt uskute¢néna pouze u prazdnych metabolickych cyklia (Newsholme & Crabtree, 1976).
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U cyklu mezi lipolyzou a reesterifikaci v bilém tuku byl navic zaznamendn transport prave
uvolnénych mastnych kyselin zpét do adipocytu pomoci prenaseée FAT/CD36, coz umoziuje jesté
citlivéjsi regulaci metabolického toku podle aktualnich energetickych potieb (Zhou et al., 2012).

Ve studii, kterd se zabyvala vlivem fyzické zatéze na obrat prazdného cyklu, byl zaroven méfen
podil této soustavy na celkovém energetickém vydeji (Wolfe et al., 1990). Pied zacatkem fyzické
aktivity byla energie spotfebovana prazdnym cyklovanim urcena na 1,2% celkového energetického
vydeje. V prub&hu aktivni faze doslo v dasledku nardstu vydeje k poklesu tohoto podilu na 0,4%.
OvSsem po prechodu do zotavovaci faze, kdy se mmnozstvi reesterifikovanych mastnych kyselin
pohybovalo kolem 90%, spotieboval prazdny cyklus dokonce 3,6% celkového energetického vydeje.
Jak jiz bylo zminéno, tento experiment se zabyval celkovou systémovou reesterifikaci, tudiz naméfené
hodnoty nelze vztadhnout na bilou tukovou tkan.

Urceni vlivu cyklu lipolyza/reesterifikace na celkovy energeticky metabolizmus je podstatné pro
vyuziti stimulace cyklu k 1é¢bé obezity asni asociovanych metabolickych poruch. Ackoliv podil
metabolizmu bilého tuku na celkovém energetickém vydeji byva Casto zanedbavan, s rostoucim
obsahem tukové tkan€ se zvysuje také vyznam jeho metabolické aktivity. Podil metabolizmu bilého
tuku na celkovém bazilnim metabolizmu je u primérnych jedinct piiblizn€¢ 5% au osob trpicich
obezitou se tato hodnota zdvojnasobuje (Bottcher & Fiirst, 1997). ZvySenim oxidativni kapacity
mitochondrii v adipocytech (napf. pomoci suplementace omega-3 mastnymi kyselinami) lze
dosahnout jesté vyssich hodnot. Podil cyklu mezi lipolyzou a reesterifikaci v bilé tukové tkani byl
u stfedné obéznich jedincii uréen jako 2-3% celkového bazalniho metabolizmu (Flachs et al., 2013).

Dosud zde nebylo popsano chovani prazdného metabolického cyklu pii chladové expozici. Touto
metodou se zabyvaji experimenty provadéné v nasi laboratofi a z jejich vysledki je patrné, Ze se jedna
o podstatny zptisob stimulace prazdného cyklovani. MySim vystavenym teploté 4°C po dobu dvou az
sedmi dni byla po ukonceni expozice zvazena tukova depa a mnozstvi reesterifikovanych mastnych
kyselin bylo stanoveno pomoci inkorporovaného deuteria (°H), (Zouhar, 2015). Visceralni tukové
depo, které je typické vyssi aktivitou prazdného cyklu, ztratilo po dvoudenni expozici znacnou Cast
hmotnosti, coz znaéi nartst lipolyzy. Opétovny narust tukovych zasob adipocytd Vv dusledku
reesterifikace byl zaznamenana pouze pii sedmidenni chladové expozici alze tedy odvodit, Ze
k maximalni stimulaci prazdného cyklovani dochazi az kolem sedmého dne pobytu ve 4°C. Energie
spotfebovana prazdnym cyklem je uvolnéna ve formé tepla, tudiz se prazdné cyklovani podili na
netfesové termogenezi. Ve zminéné studii bylo béhem sedmidenni expozice reesterifikaci mastnych
kyselin ve visceralni tukové tkani vytvotreno pfiblizné¢ 50 mg triacylglycerolu. Pii jedné otacce cyklu
lipolyza/reesterifikace je na 1 mol triacylglycerolu spotfebovano 8 molti ATP, coz v tomto piipadé
odpovida spotfebované energii 30 J (Baldwin, 1970). Takové mnozstvi vSak pfedstavuje jen nepatrnou
cast z celkového energetického vydeje a podil prazdného cyklu na udrzeni té€lesné teploty pti chladové

expozici je tedy velmi maly.
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Pti chladové expozici u hlodavct také dochazi k aktivaci metabolickych procest v hnédém tuku.
Tato tkan zajistuje netfesovou termogenezi prostfednictvim mitochondridlnich rozpfahujicich
proteinti. Hnédy tuk je charakteristicky velkym mnoZzstvim mitochondrii, na jejichz membranach se
vSak vyskytuje pomérné malé mnozstvi ATP-syntaz (Houstek et al., 1995). Protonovy gradient
vytvoieny oxidaci substratl, coz jsou vtomto piipad¢ zejména mastné kyseliny, tedy neslouZzi
k syntéze ATP. Misto toho je jeho energie pfeménéna na teplo pomoci rozptahujicich proteint, které
navzdory této schopnosti nenalezi k zadnému prazdnému metabolickému cyklu. Ve srovnani
scyklovanim mezi lipolyzou areesterifikaci, dochdzi cinnosti rozpfahujicich proteind
k mnohonasobné vyssi produkei tepla. Tento mechanizmus je proto zcela zasadni pro udrzeni télesné
teploty u chladové exponovanych mysi (Nedergaard et al., 2001).

Hnédy tuk je tvoren multilokuldrnimi adipocyty, ve kterych se vyskytuje vétsi mnozstvi malych
kapének s triacylglyceroly. Takové uspoiadani znacné zvétSuje celkovy povrch kapének. To umoziuje
podstatné zefektivnéni lipolyzy, nebot tento proces probiha pravé na povrchu tukovych kapének
(Nagayama et al., 2010). Béhem chladové expozice vSak mastné kyseliny ze zasob v hnédém tuku
nestaci k zajisténi dlouhodobé termogeneze. Proto zde existuje spoluprace mezi hnédou a bilou
tukovou tkani. Mastné kyseliny jsou lipolyzou uvolnény ze zasob v bilém tuku a krvi se dostavaji do
hnédé tukové tkang, kde dochazi k jejich reesterifikaci, popfipadé jsou okamzité vyuzity k tvorbé
protonového gradientu. Z tohoto duvodu vede chladovy stimul ke zvySeni pfijmu mastnych kyselin
multilokularnimi adipocyty z krevniho obéhu (Kuusela et al., 1997).

V souvislosti s vyssi efektivitou lipolyzy v disledku zvétSeni povrchu lipidovych kapének
v adipocytech lze zminit dals$i vyznamny efekt prazdného cyklu lipolyza/reesterifikace. V experimentu
byla riznymi mikroskopickymi metodami pozorovana piestavba tukovych kapének v adipocytech ve
stavu stimulované lipolyzy (Hashimoto et al., 2012). Vysledky studie naznac¢uji, ze v unilokularnich
adipocytech dochazi pti reesterifikaci uvolnénych mastnych kyselin k tvorbé zna¢ného mnozstvi
malych lipidovych kapének. Na povrchu téchto kapének miize nasledné probihat lipolyza, ¢imz je
rychlost a u¢innost tohoto procesu podstatné navySena. Schopnost prazdného cyklu zvétSovat celkovy
povrch lipidovych kapének v unilokularnich adipocytech muze byt vyuzita ke zvySeni katabolizmu
tukovych zasob u pacienti trpicich obezitou.

Dalsi tloha prazdného cyklu mezi lipolyzou a reesterifikaci spociva ve vlivu na metabolizmus
sacharidl. Reesterifikace za vzniku triacylglycerolu vyzaduje glycerol-3-fosfat, ktery je pti hladovéni
tvofen glyceroneogenezi, ale za jinych okolnosti je jeho prekurzorem glukdza ptijaté z krevniho obéhu
(Reshef, Hanson, & Ballard, 1969). Prazdné cyklovani se tedy mize podilet na snizovani hladiny
glukézy v krvi.

Hladina volnych mastnych kyselin v krevnim ob¢hu je rovnéz regulovana prazdnym cyklovanim.
Volné mastné kyseliny jsou silné reaktivni latky, coz je pfi¢inou jejich toxického pisobeni
a vyvolavani zanétu. Dochazi k tomu zejména v jatrech, ale i v celé fad¢ dalSich tkani véetné bilého

tuku. Pravé bila tukova tkan je ohrozovana lokalnimi toxickymi vykyvy V koncentraci mastnych
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kyselin, tudiz prazdné cyklovani ma podstatny vyznam pfi jeji ochrané. Pfili§ vysoka hladina volnych
mastnych kyselin v krevnim ob&hu zaroven zplsobuje zvysené riziko rozvoje inzulinové rezistence
a diabetu druhého typu (Paolisso et al., 1995). Prazdny metabolicky cyklus zde slouzi jako pufrovaci
mechanizmus, nebot’ reesterifikaci je snizovano mnozstvi mastnych kyselin uvolnénych do krve
(Campbell et al., 1992). Nezavislym stimulovanim lipolyzy, ¢i reesterifikace Ize aktivitu pufrovaciho
systému citlivé regulovat podle aktualnich energetickych potfeb a koncentrace mastnych kyselin

V krevnim obéhu.
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4 Zavér
Prazdny metabolicky cyklus mezi lipolyzou a reesterifikaci mastnych kyselin v bilé tukové tkani je

soustava plnici v organizmu fadu velice dulezitych ukolu (viz obr. €. 7).

PRAZDNY METABOLICKY CYKLUS
R

( LIPOLYZA/REESTERIFIKACE
REGULACE
) LOKALNICH VYKYVD
TERMOGENEZE V KONCENTRACI
MASTNYCH KYSELIN
A \
REGULACE REMODELACE
METABOLICKEHO TUKOVYCH KAPENEK V
TOKU V ZAVISLOSTI ADIPOCYTECH 1
NA ENERGETICKE REGULACE HLADINY
POTREBE MASTNYCH KYSELIN V

KREVNIM OBEHU

Obr. €. 7, schéma funkci prazdného metabolického cyklu mezi lipolyzou a reesterifikaci.

Schopnost uvoliiovat energii z makroergnich sloucenin ve formé tepla je pro prazdné cykly
charakteristicka. U cyklu mezi lipolyzou a reesterifikaci vSak tento efekt k celkové termogenezi
organizmu prispiva jen velmi malo. Podil prazdného cyklovani v bilé tukové tkani na celkovém
energetickém metabolizmu vSak neni nesignifikantni, odpovida piiblizné 2-3% celkového bazalniho
metabolizmu. Efektivni stimulovani aktivity soustavy by mohlo tuto hodnotu navysit, ¢ehoz lze vyuzit
zejména pii  1éCbé obezity asni asociovanych metabolickych  poruch. VIiv  cyklu
lipolyza/reesterifikace na snizovani hladiny krevni glukézy muze byt rovnéz vyuzit k 1é¢bé
metabolickych poruch.

Velmi vyznamny je efekt prazdného cyklovani na regulaci hladiny volnych mastnych kyselin
v krevnim obéhu. Vysoka hladina mastnych kyselin zvySuje riziko rozvoje inzulinové rezistence,
diabetu druhého typu a mastné kyseliny ptsobi toxicky v mnoha tkanich a vyvolavaji rozvoj zanétu.
Prazdny cyklus také reguluje toxické vykyvy v koncentraci mastnych kyselin, ke kterym dochazi
lokalné v bilém tuku, ¢imz tuto tkan ochranuje.

Dilezita funkce tohoto prazdného metabolického cyklovani je zajisténa diky schopnosti
remodelovat tukové kapénky v adipocytech. U unilokularnich adipocyti, pro které je charakteristicka
jedna velkéa kapénka s triacylglyceroly, dochazi reesterifikaci k tvorbé velkého mnozstvi lipidovych

mikrokapének. Tvorba mikrokapének zvétSuje celkovy povrch tukovych vakuol, ¢imz bunka ziskava

Vv
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Dalsi zvyznamnych tloh, které prazdny cyklus v organizmu =zastiva je citliva regulace
metabolického toku. Metabolické drahy regulované prazdnym cyklovanim slouzi k syntéze ATP
oxidaci mastnych kyselin vV mitochondriich rtiznych tkani. Jedna se tudiz o velmi dulezité pochody.

Prazdné cyklovani rovnéz umoziuje integraci katabolickych a anabolickych drah lipidového

metabolizmu.
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