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Abstrakt

Autofagie je esencidlni recyklacni mechanismus, piredstavujici drédhu vedouci
k utilizaci a reorganizaci intracelularnich komponent (zivin, organel, aj). Neddvné studie
provadéné na tukové tkani navic naznacuji, Ze se autofagie spolupodili na diferenciaci
prekurzorii tukovych bunék a fenotypovych preménach tkané. Cilem této prace je shrnout
vlastnosti autofagie v kontextu rtznych druhii tukové tkané€, a zaroven predstavit regulaci
autofagie jako potencidln¢ vyuzitelnou v terapiich zamétenych na 1éCbu obezity. Existuji vSak

rizika provazejici regulaci autofagie, ktera budou v této praci rovnéz zohlednéna.

Klic¢ova slova: autofagie, tukova tkan, terapie

Abstract

Autophagy is an essential mechanism of recycling, which represents a path leading to
utilization and reorganization of intracellular components (nutrients, organelles, etc). Recent
studies on adipose tissue have shown, that autophagy plays crucial role in differentiation of
the adipocytes precursors and in phenotypic tissue transformations. The aim of this thesis is to
summarize the characteristics of autophagy in terms of various adipose tissues as well as to
present the regulation of autophagy as a potentially useful in therapy focused on obesity
treatment. However, with the regulation of autophagy, there are risks that will also be

considered in the present thesis.

Keywords: autophagy, adipose tissue, therapy
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Seznam pouzitych zkratek

atg
ATM
BAT
BEAT
C/EBPp
gWAT
HFD

LC3A/B

LD
MEFs
mTOR
PGC-1a
PINK1
PLIN1

PPAR-y

SWAT
T2D
UCP1
VWAT
WAT

B3-AR

autophagy-related genes, s autofagii asociované geny

adipose tissue macrophages, makrofagy tukové tkan¢

brown adipose tissue, hnéda tukova tkan

beige adipose tissue, bézova tukova tkan

CCAAT-enhancer-binding protein B, CCAAT-zesilovac-vazebny protein 3
gonadal white adipose tissue, gonadalni bila tukova tkan

high fat diet, strava s vysokym obsahem tuku

microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3, protein asociovany s

mikrotubuly 1A/1B-lehky fetézec 3

lipid droplets, tukové kapénky

mouse embryonic fibroblasts, embryonalni fibroblasty mysi
mammalian target of rapamycin, sav¢i cil rapamycinu

PPARY coactivator 1a, PPARY koaktivator 1a

PTEN-induced putative kinase 1, PTEN-indukovand putativni kinaza 1
peripilin 1

peroxisome proliferator-activated receptor y, peroxizomalni proliferacné-
aktivaéni receptor y

subcutaneous white adipose tissue, podkozni bil4 tukova tkan

type 2 diabetes, diabetes druhého typu

uncoupling protein 1, odpiahujici protein 1

visceral white adipose tissue, viscerdlni bila tukova tkan

white adipose tissue, bila tukova tkan

B3 adrenergic receptor, 33 adrenergni receptor



1. Uvod

Autofagie je mechanismus, slouzici k udrzovani homeostdzy buiiky. Zajistuje mimo
jiné rozklad nefunkénich proteinti a poskozenych organel v lysozomech, ochranu buiiky za
stresovych podminek (zptisobenych nedostatkem ¢i piebytkem zivin, oxidativnim nebo
genotoxickym stresem) a je rovnéz dulezitym imunologickym aparatem. V nedavnych
vyzkumech byla pozorovana nova funkce autofagie, a to jeji ucast pii diferenciacnich

procesech v tukové tkani (Kovsan et al., 2011).

Autofagii v daném kontextu muizeme rozdélit do tii typl: autofagie, mitofagie a
lipofagie. VSechny zminéné procesy hraji dulezitou roli pii pfeméndch zpisobenych
navozenymi, nebo pfirozenymi podminkami v tukové tkéni. Hlavné pii diferenciaci bilé
tukové tkdné (white adipose tissue — WAT), hypertrofované u pacientt s obezitou (Kovsan et
al.,, 2011). Déle pti proménach bézové tukové tkan¢é (beige adipose tissue — BEAT) po
odeznéni chladovych stimulaci (Altshuler-Keylin et al., 2016) a chladem navozené lipofagii
v hnédé tukové tkéani (brown adipose tissue — BAT) a jatrech (Martinez-Lopez et al., 2016).
Regulaci autofagie bylo docileno nad&nych vysledk obzvlast’ ve vyzkumu metabolickych

poruch, jako je obezita a s ni spojeny diabetes (https://clinicaltrials.gov/, online).

Cilem této prace je shrnout poznatky o vSech tfech typech autofagie v souvislosti
s ptisluSnym druhem tukové tkan€ a o moZnostech jeji regulace. Rovnéz budou shrnuty
nevyhody, potize a rizika, ktera s sebou pfinasi. Nov¢&jsi studie ukazuji, ze regulace autofagie
pfizpisobena metabolickému profilu pacienta miize mit v budoucnosti Uispé$né terapeutické

vyuziti (Ro et al., 2019).


https://clinicaltrials.gov/

2. Tukova tkan

WAT se vtéle vyskytuje na fad¢ mist. Podkozni sWAT (subcutaneous WAT) je
ochranna vrstva proti mechanickému poskozeni a nebezpeci infekce. Zaroven je to vrstva
izolacni, slouzici k udrzeni télesné teploty. Viscerdlni vWAT (visceral WAT) obklopuje
vnitini organy v oblasti pobfisnice a hrudniho koSe (Kwok et al., 2016). WAT je obecné
povazovana za metabolicky aktivni ulozisté lipidii a v neposledni fadé¢ za endokrinni organ,
ktery se podili na udrzeni energetické homeostazy v téle prostfednictvim ukladani a
uvolnovani lipidd, ale i sekreci proteinti, napt. adipokini (Friedman, 2009). V modernim

vyzkumu je WAT vénovana pozornost piedevsim ve spojeni s pandemii obezity jako jednoho
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choroby jsou charakteristické abnormalni akumulaci tukové tkané v téle (Bray et al., 2006).

BAT se vyskytuje pfevazné u novorozenych savcl (véetné ¢lovéka), hibernujicich
zivocichll a hlodavci. Je soustiedéna do oblasti lopatek, krku a obklopuje vétsSinu dilezitych
vnitinich organl. Je hnédd diky vysokému obsahu mitochondrii, konkrétné kvili v nich
obsazenému cytochromu, a ve srovnani s WAT vyssi vaskularizaci. Hlavni funkci BAT je
pfeména piijimané energie na teplo. To je zajiSténo pfedevSim cinnosti proteinu UCP1
(uncoupling protein 1), ktery se nachazi ve vnitini mitochondridlni membrané. UCPI,
aktivovany mimo jiné chladem, odpojuje protonovy gradient, vytvafeny elektron transportnim
fetézcem, coZ ma za nasledek zvySenou produkci tepla (Lowell et al., 2000). BAT je
esencialni pro klasickou netfesovou, ale také pro aklimacni termogenezi. Produkce tepla se
spousti vzdy, kdyz to vyzaduji okolni podminky. Je to adaptivni mechanismus savci, ktery
evoluéné prispél ke zvySeni pravdépodobnosti pteziti mlad’at a také ke schopnosti zivocichil

snaset chladové podminky (Cannon et al., 2004).

Morfologickym i funkénim mezistupném mezi WAT a BAT je BEAT (viz. obr. 1).
Povazuje se za byvalou bilou, kterda piejala znaky hnédé, vcetné vétStho mnoZstvi
mitochondrii a tukovych kapének (velikostn€é menSich, nez u WAT), exprese UCPI a
vaskularizace. Tento proces se oznacuje jako ,.hnédnuti“ tukové tkan€. Jednd se o adaptivni

termogenezi pievazné navozenou chladem (Harms et al., 2013).


https://www.who.int/
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Obriazek 1 — Druhy tukové tkané

Morfologické rozdily mezi bilou, béZovou a hnédou tukovou tkéni pfedvedené na kreslenych
obrazcich a fotografiich vzorkli obarvenych hematoxylin-eosinem. Zkratky: WAT (white adipose
tissue), BEAT (beige adipose tissue), BAT (brown adipose tissue). Pfevzato a upraveno: (Kwok et al.,
2016)

Diferenciaci bun¢k tukové tkané, stejné jako fenotypové pfemény jednoho druhu do

jiného, provazi autofagie.

3. Autofagie

Autofagie je znama jako proces, ktery fidi drahu vedouci k degradaci
cytoplazmatickych proteini a proteinovych agregatl (Kroemer et al., 2010) a je evolucné
konzervovanym mechanismem recyklace Zivin a bunéénych organel v Gtvarech nazyvanych
lysozomy (Kim et al., 2013). Autofagie je iniciovana vznikem dvou-membranovych vackd,
tzv. autofagozomi, které pohlcuji ¢ast cytoplazmy. Pohlceny néklad je nasledné dopraven do

lysozomt za ucelem jeho nasledné degradace (Mizushima et al., 2007).

Autofagie se obecné rozdeluje do dvou velkych podskupin: mikro- a makroautofagie,
ktera se dale déli na hromadnou (bulk autophagy) a selektivni. Do selektivni autofagie spadaji
specifikované druhy autofagie, zaméfené na urCitou organelu, ¢i jinou intracelularni
komponentu. Do této skupiny patii mimo jiné mitofagie, lipofagie, chlorofagie, ribofagie aj.

V této praci se zaméeiim predevSim na autofagii obecné, mitofagii, ktera zajistuje recyklaci



mitochondrii, a lipofagii, odpovédnou za obrat tukovych kapének v bunkéch (Galluzzi et al.,

2017).

Vliv autofagie na diferenciaci bunék byl studovan cilenym umlcenim nebo deleci genti
regulujicich autofagii, obecné znamych pod zkratkou atg (autophagy-related genes) (Meijer et
al., 2007). Byla zjisténa jeji role v diferenciacnich procesech mnoha bunécnych typt, vcetné
bun¢k kmenovych (Hu et al., 2019), ale také u bunécné linie 3T3-L1 (mysi fibroblasty, které
jsou schopny diferenciace do tzv. adipose-like tukovych bunék), obecné vyuzivané linie pro
vyzkum tukové tkané in vitro (Novikoff et al., 1980). Nové¢;jsi studie rovnéz poukazuji na roli
autofagie béhem diferenciace prekurzorit 3T3-L1, pfi niz dochazi ke zvySeni mnoZstvi

autofagozomu obsahujicich mitochondrie (Goldman et al., 2011).

Krom¢ bunécéné linie 3T3-L1 byla popsana role autofagie i v diferenciaci WAT.
Podili se pfevazné na intracelularnich pfestavbach v prekurzorech buné€k a inhibici autofagie

doslo k vyraznym fenotypovym zménam (Singh et al., 2009a).

3.1 Autofagie v bilé tukové tkani

Vznik WAT a zralych tukovych bunék z prekurzori vyzaduje zasadni pireménu
bunéénych struktur a tvorbu struktur novych, odpovidajicich unikatni morfologie tkang. Jiz
zminéna role autofagie pii diferenciaci tukové tkané byla dokézana po jeji inhibici v mySim
modelu, kterda vedla k celkovému sniZeni akumulace lipidi ve formé triglyceridii a snizeni
télesné hmotnosti ve srovnani s kontrolni skupinou (Singh et al., 2009a). Také studie
provadéné na vzorcich vVWAT a sWAT obéznich subjektd (lidi) ukazuji zvySenou expresi
genl autofagie: atg5 a LC3A4/B (microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3). Zde
bylo uk4zéno, Ze se autofagie podili na reorganizaci intracelularnich komponent a tvorbé
velkych tukovych kapének specifickych pro WAT (Kovsan et al., 2011). VySe zminéna
inhibice autofagie u mysi vedla naopak ke zméné fenotypu tukové tkané, k tzv. ,,hnédnuti*
(Singh et al., 2009a). BAT se vyznacuje zvySenym obsahem mitochondrii ve srovnéani
s WAT. Autofagie, vtomto pifipadé specificky mitofagie, reguluje recyklaci mitochondrii
v prekurzorech tukovych bunék a vznik velkych tukovych kapének. Pokud je tento proces
inhibovan, nedochazi k recyklaci mitochondrii a je upfednostnén vznik hnédého fenotypu

(Goldman et al., 2011).

Ackoli rozumime molekularni podstaté¢ pribéhu autofagie v tukové tkani, faktory
regulujici genovou expresi prisluSnych genti nejsou zatim dostateéné znamy. Jedna ze studii

popisuje vliv transkripéniho faktoru C/EBPP (CCAAT-enhancer-binding protein B). Je to



faktor, ktery iniciuje diferenciaci prekurzorti tukovych bun€k, a to aktivaci exprese PPAR-y
(peroxisome proliferator-activated receptor gamma) a C/EBPa, dvou kli¢ovych faktort tohoto
procesu (Tang et al., 1999). C/EBP rovnéz iniciuje expresi genu atg4b, cysteinové protedzy,
ktera Stépi prekurzor LC3 (souhrnné shrnuti drah viz. obr. 7). Vliv C/EBPP se potvrdil
redukci genové exprese pomoci priislusné siRNA, coz vedlo kinhibici autofagie a
poruse diferenciace tukové tkané (Guo et al., 2013). Vliv autofagie na diferenciaci byl dale
sledovan u mysi se zablokovanym genem Prnp (prion protein). V tomto modelu nebyl
exprimovan inhibitor autofagie protein PrP < C > (cellular prion protein). Podle ocekéavani
doslo u takto modifikovanych mysi k vyznamnému zvySeni exprese markeru autofagie LC3, a
zaroven faktort PPAR-y a C/EBP-a, a tudiz ke zvySené tvorbé tukové tkané. Rovnéz
dochazelo ke hromadéni lipidl a nartstu velikosti tukovych bunék, spise, nez ke zvétSovani
jejich pocti. Dané vysledky naznacuji, Ze prionovy protein je jednim z hlavnich negativnich
regulatorii diferenciace tukové tkang, jelikoz dochazi jeho pisobenim k expresi PrP < C >.
Tento protein reguluje autofagii nejen jeji pfimou inhibici, ale zjevné potlacuje 1 expresi
C/EBP, faktoru, ktery tidi expresi PPAR-y a C/EBP-a, ale také expresi genu autofagie atg4b.
Z vyse popsanych dusledki zablokovani genu Prnp vyplyva zjevny vliv autofagie na
diferenciacni procesy v tukové tkani (Jeong et al., 2019).

Casovy interval, ve kterém se geny atg nejvice podili na pribéhu diferenciace, byl
zkouman systematickou analyzou jejich genové exprese. V prolifera¢ni fazi (den 0) byla

cv v

po nasazeni) (Ahmed et al., 2018).

Zkoumani ptresné¢ho nacasovani a molekularniho mechanismu autofagie v tukové tkani
je dilezité hlavné z diivodu potencidlniho terapeutického vyuZiti v 1é€bé obezity a sni

spojenych poruch, mezi které patii metabolicky syndrom a inzulinova rezistence.

3.1.1 Diabetes mellitus druh¢ho typu a inzulinova rezistence

Diabetes druhého typu (type 2 diabetes, T2D) je chronickd metabolickd porucha.
Vzniké interakci genetickych, environmentélnich a behaviordlnich rizikovych faktori (Chen
et al.,, 2012). Lidé s T2D se potykaji s mnoha dlouho- i1 kratkodobymi zdravotnimi
komplikacemi, mezi které patii obezita. Je to nemoc charakteristicka inzulinovou rezistenci a
hyperglykemii, pfi niZ dochédzi ke zvySenému transportu glukézy do jater, svald a tukové

tkan¢ (Fujioka et al., 2007).



Inzulin je aktivatorem drahy mTOR (mammalian target of rapamycin) a
fyziologickym inhibitorem autofagie (souhrnné shrnuti drah viz. obr. 7). U pacienti s T2D byl
sledovan nartist autofagie, zptisobeny pravdépodobné inzulinovou rezistenci, a s tim spojenou
destrukci mitochondrii a nahromadéni cytoplazmatickych tukovych kapének (Ost et al.,
2010). Autofagie vsWAT obéznich subjektii koreluje se zvySenou produkci markeru
autofagie LC3, inzulinovou rezistenci a se systémovymi zénétlivymi reakcemi v tukové tkani.
Také potlacuje produkci prozanétlivych cytokint IL-1B, IL-6, TNFa, a IL-18, a inhibice
autofagie vedla k ocekavanému nekontrolovanému narastu exprese a sekrece téchto cytokinti
(Jansen et al., 2012). Obezitu bézné provazi produkce prozanétlivych cytokinii makrofagy ve
VWAT a také nedostatek proteinu PLIN1 (peripilin 1), odpovédného za skladovani lipida a
lipolyzu. Ukazalo se, Ze zvySena produkce prozanétlivych cytokinti aktivuje autofagii, coz ma
za nasledek ubikvitinaci a degradaci PLIN1. Toto zjiSténi naznacuje, ze autofagie hraje
dilezitou roli v prozéanétlivé mobilizaci lipidi, fizené cytokiny za stavu obezity (Ju et al.,
2019). Rovnéz z vyse popsaného vyplyva, ze autofagie aktivovana prozanétlivymi cytokiny
zpétné potlacuje jejich tvorbu.

Ve vWAT se zvysend exprese gent autofagie vyskytla jesté pred tim, nez se rozvinula
inzulinovad rezistence. Spolupiisobeni téchto dvou jevii miiZe znamenat, ze inzulinova
rezistence a zvySend exprese genil autofagie koreluji, ale vyviji se a plisobi nezavislé na sobé

a jesté predtim, nez se projevi T2D (Kovsan et al., 2011).

V sav€ich bunikach je iniciace autofagie zavislda mimo jiné na komplexu proteint
sestavajiciho z ULK1 (Unc-51 like autophagy activating kinase 1; atgl homolog), atgl3 a
FIP2000. Tento komplex je aktivovan supresi drahy mTOR v dasledku inzulinové rezistence,
nebo piisluSnymi inhibitory (Mokas et al., 2009). Narist autofagie byl zkouman i v ptipadech,
které se ukézaly jako nezavislé na draze mTOR, konkrétné v MEFs (mouse embryonic
fibroblasts) kultivovanych s kyselinou palmitovou. Tyto buiiky vykazovaly zvySenou expresi
faktoru LC3 ve srovnani s kontrolni skupinou. Ve vysledku se tak autofagie ukazuje i jako
mechanismus obrany proti lipotoxicité vyvolané kyselinou palmitovou, ale pouze v ne-

tukovych bunikéch s omezenym mnozstvim tukovych kapének (Tan et al., 2012).

Jelikoz nartist autofagie obecné provazi stav obezity a do jisté miry i1 koreluje s T2D,
jeji regulace a omezeni se staly sttedem zdjmu ve vyzkumech zaméfenych na terapii vyse

zminénych chorob.



3.2 Inhibice autofagie

Inhibice autofagie se jevi jako potencidlné ucinny zpiisob prevence a 1écby obezity a pfitahuje
¢im dal vice pozornosti. Ve vétsiné ptipadd je zacilena na geny autofagie, v prvnich
publikacich se vyuzival mysi model s deletovanym genem atg5, nebo atg7. Baerga et al.

(2009) sledovali diferenciaci ath'/ " MEFs na tukové bunky (viz. obr. 2).

1 2 3 = 5

atg5+/+

atg5-/-

Obrazek 2 — Mikroskopicka analyza tukové tkané v arg5"" a atg5” MEFs

U primarnich MEFs byla indukovana diferenciace. Tfi dny po indukci byla provedena mikroskopicka
analyza — sledovan byl pribéh diferenciace v zavislosti na expresi genu atg5. (1-5) jsou fotografie
potizené z dvoudenniho zaznamu, ukazuji kontinualni morfologické premény, ke kterym dochézi
béhem diferenciace. Ctvercové plochy na obrazcich (A a C) jsou pod piislusnym originilem
predvedené v detailu (B a D). Bilé Sipky v (B) ukazuji na rostouci tukovou kapénku; cerné Sipky v (C)
a (D) sméfuji k buiikdm, u kterych byla diferenciace neuspésna. Zkratky: MEFs (mouse embryonic
fibroblasts), atg (autophagy-related genes). Prevzato a upraveno: (Baerga et al., 2009)

Ackoli na zacatku proces probihal normalné, pozdé¢jsi morfologické promény selhaly a
u veétSiny bunék doSlo k bunétné smrti. Po aplikaci inhibitoru autofagie chlorochinu na
kontrolni wild-type MEFs rovnéz doSlo k potlaceni diferenciace na tukové bunky (Baerga et

al., 2009).

V mys$im modelu delece gend autofagie in vivo vedla k redukci velikosti a/nebo poctu

tukovych bunék a velikosti tukovych kapének ve WAT. Zaroven u mysi s deletovanym
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genem atg’ doSlo k narlstu poctu mitochondrii a mitochondridlnich enzymt, vyraznéjsi 3-
oxidaci a zvySeni po¢tu molekularnich markert BAT, jako jsou UCP-1 a PGC-la (PPARy
coactivator la) (Singh et al., 2009a). Takto modifikované mysi byly vyrazné Stihlejsi a
pohyblivéjsi. Celkovy podil cholesterolu a zarovenn leptinu a triglyceridi v plazmé
modifikovanych mysi byl nizsi. Mysi se zablokovanym genem atg7 se jevili rezistentni
k obezit¢ zptisobené HFD (high fat diet) (Zhang et al., 2009). Podobnych vysledkt dosahli ve
sveé studii Ghosh et al. (2018). Sledovali zmény v gWAT (gonadal WAT) u mysi s mutaci
v genu pro Pik3c3 (Phosphatidylinositol 3-kinase catalytic subunit type 3) (souhrnné shrnuti
drah viz. obr. 7), kinazy, kterd reguluje autofagii. Vyssi tolerance glukézy a redukovana
tvorba tukové tkané byla zna¢na u mysi stfedniho véku a pretrvala i u starSich zvitat. Rovnéz

doslo ke zvySeni exprese markerdt UCP1 a PGC-1la, coz svédéilo o prednostnim vzniku BAT

(Ghosh et al., 2018).

Inhibice gentli kontrolujicich autofagii je mozné docilit i jinak, nez deleci genti atg, a to
treba farmakologicky, napt. aplikaci TDG (thiodigalactoside). Aplikace této latky méla za
nasledek cilenou inhibici GALI (galectin-1) (souhrnné shrnuti drah viz. obr. 7) a redukci
tvorby tukové tkan¢ (Mukherjee et al., 2015). Pozd¢jsi studie ukazala vliv inhibice GALI a
atg5 na metabolismus lipidi ve WAT mysi krmenych HFD spolu s TDG. Doslo ke snizeni
exprese proteinu LC3 a naristu exprese p62, ktery je faktorem potlacujicim autofagii.
Kombinovana inhibice GALI a atg5, navozena podanim TDG, zredukovala tvorbu tukové
tkané stimulovanou HFD, a zaroven tvorbu lipidi. Jako dikaz autofi uvadi soubézné umlceni
genu pro expresi PPAR-y, C/EBP-a a syntdzy mastnych kyselin (FAS), rovnéz zpisobené
TDG (Parray et al., 2017).

Autofagie se ukéazala jako dobfe regulovatelny proces, ktery se z velké miry podili na
diferenciaci bun¢k tukové tkané. Ackoli faktory exprese piislusnych genti dosud nejsou uplné
znamy, piedpoklada se vliv transkripéniho faktoru C/EBP. Zajimavym zjisténim byla rovnéz
zvySena exprese markeri hnédnuti a prednostni vznik BAT, stimulovany deleci gent atg. Je
ziejmé, Ze zde hraje roli pfedevS§im reorganizace organel, v daném piipadé mitochondrii,
v prekurzorech bunék. Bunka muize pomoci autofagie specificky eliminovat a sniZovat
mnoZzstvi mitochondrii. Tento déj se nazyva ,mitofagie” a je vyznamnym procesem pii
pfeménach tukové tkané. Jeji pisobeni ovlivnilo fenotypové zmény mimo jiné v disledku
chladovych stimulaci a, jak uz se zminovalo, pfednostni vznik BAT v tom piipadé, kdy byla

mitofagie inhibovdna. Na druhou stranu pfimo v BAT se mitofagie ukazala jako vyhodna a



jeji inhibice by mohla negativné ovlivnit spravné fungovani bunék z hlediska kvality

mitochondrii.

4. Mitofagie

Mnozstvi mitochondrii v buiice je udrzovdno rovnovahou mezi recyklaci a délenim.
Hlavnimi transkripénimi faktory, dillezitymi pii zvySovani mnoZzstvi mitochondrii v buiice,
jsou Pgcla (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1la), Nrfl/2
(nuclear respiratory factors 1 and 2) a Tfam (mitochondrial transcription factor A) (Altshuler-
Keylin et al., 2016). PINK-Parkin je klicova signalni draha regulujici degradaci mitochondrii.
Po tom, co dojde k depolarizaci, neboli ztrat¢ membranového potencidlu, se kindza PINK1
(PTEN-induced putative kinase 1) akumuluje ve vné&j$i mitochondridlni membrané. Po
dimerizaci a autofosforylaci rekrutuje a aktivuje Parkin, E3 ubikvitin ligdzu, ktera
ubikvitinuje proteiny ve vné&jSi mitochondridlni membrané a tim spousti degradaci
nefunkénich mitochondrii (Vincow et al.,, 2013). Dany proces je zajiStovan mitofagii
(Klionsky et al., 2016), coz bylo potvrzeno mimo jiné analyzou BEAT elektronovou
mikroskopii. Na snimcich Altshuler-Keylin et al. (2016) identifikovali autofagické vakuoly
obsahujici zbytky mitochondridlnich struktur — krist. Toto zjiSténi naznacuje, Ze se mitofagie
s nejveétsi pravdépodobnosti ucastni diferenciace a fenotypovych piemén tukové tkané

(Altshuler-Keylin et al., 2016), coz bude podrobnéji popsano v nasledujici kapitole.

p62 byl diive popsan jako represor autofagie a jeho souhra s mitofagii béhem
diferenciace byla zkoumdna na bunikich hADSC (human adipose-derived stromal cells),
v kterych byla indukovana diferenciace tukovych bun¢k pomoci kyseliny olejové. Takto
piipravené¢ buiiky mély napodobovat prostiedi nejvice odpovidajici lidské fyziologii. Po
inhibici p62 doSlo ke zvySeni exprese specifického markeru mitofagie mito-LC3II/I a
hyperaktivaci raného stadia diferenciace, coZ miize znamenat, Ze inhibice p62 v hADSC
indukovanych kyselinou olejovou ovlivituje tvorbu tukovych bunék regulaci mitofagie (Zeng

et al., 2018).

Rovnéz je prokazany vliv mitofagie na diferenciaci prekurzorti tukovych bunék 3T3-
L1 prostfednictvim proteinu FAM134B (Family with Sequence Similarity 134, Member B),
jehoz funkci je mimo jiné ptrestavba membran endoplazmatického retikula, zprostiedkovana
autofagii, a homeostaza lipidi. ZvySeny vyskyt autofagie v buiikkach a redukované mnozstvi

mitochondrii potvrdilo roli FAM134B u mysi s hyperaktivovanou expresi dan¢ho proteinu,



byly rovnéz obézni a mély mnohem vic bilé tukové tkan€, nez mysi z kontrolni skupiny (Cai

etal., 2019).

Nejvetsi pozornost ale nadale pritahuje, kromé autofagie v diferenciacnich procesech
WAT, i téma mitofagie v BEAT. Zplsoby navozeni a udrzeni daného, zjevné vyhodného,

fenotypu, jsou stiedem zdjmu moderniho vyzkumu obezity.

4.1 Mitofagie v béZove tukové tkani

Bézova tukova tkdn ma podobné jako hnéda termogenetickou funkci, zajiSténou
polypeptidem UCPI1. BEAT podle jedné ze studii vznikd postnataln€ z progenitorovych
populaci bunék WAT, specificky exprimujicich Ebf2 (Early B Cell Factor-2) (Wang et al.,
2014), a rovnéz z jiz existujicich zralych bunék WAT, a to fenotypovou pieménou vyvolanou
vnéj§imi stimuly, pfedev§im chladem, nebo podanim agonisti B3-AR (beta-3 adrenergic
receptor), které stimuluji signdlni dréhu aktivujici termogenezi v BAT a zvySuji expresi UCP1
(Barbatelli et al., 2010). BEAT za béznych okolnosti (bez stimulace) exprimuje mnohem min
UCPI, nez hnéda tukova tkan, ackoli zvySend produkce cAMP zvedla expresi UCP1 na
uroven srovnatelnou s BAT. To znamena, ze BEAT je schopna fenotypové pfemény z
energetického uloZist¢ do producenta tepla a obracen€ v zavislosti na podminkéach. Tuto

schopnost jiné druhy tukové tkané postradaji (Wu et al., 2012).

Jelikoz je BEAT ovlivnitelnd vngj$imi faktory, stala se novym stifedem z4jmu, jako
potencialni terapeuticky cil pro 1é€bu obezity. Hlavnim limitem je autofagie, jejiz Groven je
v BEAT nizka az do chvile, kdy dojde k odeznéni stimuli chladovych, ¢i podanim agonistl
B3-AR. Pravdépodobné je to zplisobeno tim, Ze aktivace drahy PKA (protein kinase A, mimo
jiné negativni regulator autofagie) navozena stimulaci B3-AR inhibuje autofagii (souhrnné
shrnuti drah viz. obr. 7). Po ukonceni této stimulace dochéazi k reaktivaci autofagie a
naslednému béleni BEAT. JiZ zminéné zvySeni produkce cAMP mélo za nésledek sniZenou
expresi Mitf, transkripéniho faktoru odpovédného za biogenezi autofagozomi a lysozomd, a
LC3. Podénim inhibitord PKA doSlo ke zmirnéni téchto represi, ¢imZ se potvrdila role této
drahy v regulaci autofagie (Altshuler-Keylin et al., 2016). V pozdé&jsi studii se ukézala role
mitochondridlniho membranového regulatoru apoptéozy Bcl2113 (Bcl-2-like protein 13), pfi
hnédnuti v disledku chladové stimulace nebo aktivace piislusnych receptorti (Ju et al., 2018).
Na mys$im modelu se ukdzalo, ze receptor Bcl2113 reguloval mitofagii a apoptozu
v mitochondriich béhem diferenciace tukovych bun¢k. Ac¢koli ptfesny mechanismus jeho vlivu

zatim neni dostatecné znamy, byl potvrzen represivni ucinek Bcl2113 na mitochondrialni
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autofagii (Fujiwara et al., 2019) za soucasného narGstu oxidativni fosforylace, ktera bézné

provazi proces diferenciace tukovych bun€k (Zhang et al., 2013).

BEAT

Nezivisle na autofagu Zavisle na I_— PKA
autofagii a t
mitofagii
cAMP
Chlad AC

pB3-agonisti .-“1_

mU’mﬂ

B-AR

Obrazek 3 — Represe autofagie/mitofagie je nezbytna k udrZeni béZového fenotypu tukové tkané

Pti stimulacich B-AR se WAT preménuje na BEAT nezavisle na autofagii. Po odeznéni stimulaci
dochazi za spoluplisobeni autofagie/mitofagie k degradaci mitochondrii a zpétné pfeméné BEAT na
WAT. AC/cAMP/PKA inhibuje autofagii k udrzeni bézového fenotypu. Nékteré studie predpokladaji,
7ze v BAT draha cAMP/PKA rovnéz inhibuje autofagii pii stimulacich B-AR. ? reprezentuje inhibici,
ktera dosud nebyla potvrzena. Zkratky: B-AR (beta adrenergic receptor), WAT (white adipose tissue),
BEAT (beige adipose tissue), AC (adenylyl cyclase), cAMP (cyclic adenosine monophosphate), PKA
(protein kinase A). Pfevzato a upraveno: (Ferhat et al., 2019)

Paradoxem BEAT je schopnost udrzeni funk¢nosti mitochondrii i pfes snizeni
membranového potencidlu, coz za béZnych okolnosti vede k jejich degradaci. Mitofagie
zprostitedkovana cytoplazmatickym proteinem Parkin je nejlépe popsana draha eliminace
nefunk¢nich mitochondrii ubikvitinaci proteina v jejich vnéj$i membrané. Pokusy provedené
na mysich s deletovanym genem pro Parkin ukdzaly, Ze sniZeni aktivity jim zpisobené
mitofagie muze byt jednim ze zakladnich mechanismi fenotypové premény WAT do BEAT,
ale pouze v ptipadé¢ gWAT. V sWAT nebyly zaznamenany zadné rozdily ve stupni hnédnuti
ve srovndni s kontrolni wild-type skupinou (Taylor et al., 2017). Delece genu pro Parkin

v sWAT, na rozdil od gWAT, se ukazala spi§, nez stimuldtor hnédnuti, jako podpora jiz
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ziskaného fenotypu. Po 15 dnech od odeznéni stimuli navozujicich hnédnuti tkané, bézové
tukové buiiky vymizely z wild-type mysi, ale byly stale pfitomny u mysi postradajicich Parkin
(Lu, 2019). Dané vysledky naznacuji, ze k udrzeni BEAT je potfeba inhibovat, nebo jinak
omezit mitofagii a zabranit tak zpétnému béleni tukové tkané (viz. obr. 3), ke kterému dochazi

po odeznéni chladovych ¢i receptorovych stimulaci.

4.1.1 Inhibice mitofagie v bézové tukové tkani

Vzhledem k pochopeni vyznamu fungovani mitofagie v BEAT byly provedeny studie,
zabyvajici inhibici daného procesu v tukové tkani. Jejich cilem bylo pfedevsim omezit
pfechod mezi bézovym a bilym fenotypem po odeznéni pfislusnych stimuld. Dle o¢ekavani
inhibice mitofagie omezila degradaci mitochondrii a tim nasledovanou tvorbu WAT, ¢imzZ byl

upfednostnén bézovy/hnédy fenotyp (Altshuler-Keylin et al., 2017).

Deleci genu pro Parkin, konkrétné Park2, nedoSlo ke zménam v expresi UCPI, které
typicky provazi zpétnou pteménu BEAT do WAT (Lu et al., 2018a). Stejné¢ tak u dvou skupin
mysi, s deletovanym genem atgJ, respektive atgl2, byly po 15 dnech od odeznéni stimulace
pomoci B3-AR agonistl pozorovany zna¢né rozdily predevSim v expresi proteint
specifickych pro BEAT. Na rozdil od kontrolni skupiny, ve WAT ziskané z oblasti tfisel mysi
atg5” &i atgl 2" pretrvala zvySend exprese UCP1 a mitochondridlnich komplexti dychaciho
fetézce (Altshuler-Keylin et al., 2016). Potlaceni exprese atg/2 bylo docileno 1
farmakologicky, a to poddnim malinového ketonu, ktery mimo jiné zvysil biosyntézu
mitochondrii a expresi p62, jiz zminéného represoru mitofagie, v tukovych bunkach (Leu et
al., 2018). Krom¢& malinového ketonu se jako inhibitor mitofagie ukéazal také Liensinine,
isochinolinovy alkaloid sjiZz prokdzanou schopnosti navodit hnédnuti tukové tkané.
Liensinine v zavislosti na dévce zabranil maturaci lysozomélnich proteaz potiebnych pro
degradaci mitochondrii (katepsinu B, C, L), ¢imZ doslo k inhibici mitofagie v buiikédch a
pretrvani bézového fenotypu in vitro a in vivo (Rodriguez-Hernandez et al., 2009; Xie et al.,

2019).

Problém s tvorbou a udrzenim fenotypu BEAT byl sledovan 1 u WAT ze starSich
jedinct, pfisuzuje se to senescenci prekurzort tukovych bunék. Tumor supresorovy faktor p53
se UcCastni starnuti WAT a pozitivné reguluje autofagii prostiednictvim represe drahy mTOR.
Ve své studii Fu et al. (2019) popisuji korelaci mezi mirou hnédnuti WAT a chladem
navozenou represi p53. Farmakologickou inhibici p53 u modelu starnouci tukové tkané

docilili obnoveni schopnosti fenotypové ptemény WAT. Rovnéz doslo ke zlepSeni tolerance
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glukdzy a inzulinové senzitivity a bylo detekovano vétsi mnozstvi mitochondrii ve srovnani
s kontrolni skupinou. Autofi pfedpokladaji, ze toto zjisténi mize mit terapeutické vyuziti v
1é¢bé vékem podminéné obezity a inzulinové rezistence u T2D (Fu et al., 2019).

Ackoli inhibice mitofagie se jevi vyhodna v BEAT, nemize byt zamifena na tukovou

tkan obecn¢ a celoplosné kvili existujici vyjimcee, a tou je BAT.

4.2 Mitofagie v hnédé tukové tkani

Na rozdil od BEAT, mitofagie v BAT se jevi jako vyhodna, neboli udrzuje
homeostazu mitochondrii v buiikach a tim kvalitu termogeneze pii odolavani chladu. Buiiky
BAT stimulované chladem a B-AR agonisty vykazovaly zvySenou expresi genu UCP! a s tim
spojeny cCastéjsi vyskyt mitofagie (Lu et al., 2018b). Yau et al. (2019) zkoumali vliv T;
(tyroidniho hormonu trijodtyroninu) na obrat mitochondrii v tukové tkani. Dosli k vysledku,
ze Ts stejné jako jeho analogy a ostatni latky stimulujici autofagii v BAT maji pozitivni vliv
na oxidaci mastnych kyselin, mitochondridlni respiraci a termogenezi a miizou byt vyuzity
pro 1écbu obezity (Yau et al., 2019). Z hlediska terapeutického vyuziti se inhibice mitofagie v
BAT jevi jako nejednoznacna. Provedené pokusy s cilenou inhibici mitofagie v mySim
modelu ukazala, ze vétsi podil mitochondrii v buikdch hnédé tukové tkéané byl zpisoben
spiSe, nez vznikem novych mitochondrii, retenci starych a nemoZnosti jejich recyklace.
Celkové mnozstvi mitochondrii ale bylo srovnatelné, coz mize znamenat, Zze u mladych a
zdravych mysi neovlivni pfitomnost €1 nepfitomnost mitofagie jejich kvalitu. Inhibice v BAT
muze byt vyhodnd u starSich a obéznich mysi, u kterych je mitofagie hyperaktivovana a tim
dochazi k ubyvani podilu BAT v téle a s tim spojené obezit¢ a porucham termogeneze (Kim
et al., 2019). Tento fakt byl prokazan ve studii, ve které¢ byly mysi s deletovanym genem
Parkin specificky v BAT, krmeny HFD. Na rozdil od kontrolni skupiny byly tyto mysi vice
odolné obezité navozené HFD a byl u nich detekovan vétsi podil BAT. Transkripéni regulace
proteinu Parkin jako odpovéd’ na termogenetickou aktivaci se tedy jevi jako mozny
mechanismus udrzeni mitochondridlni homeostazy v BAT a mizZe byt relevantni pro
pochopeni toho, pro¢ dochazi kredukci a inaktivaci daného typu tukové tkdné za

patofyziologickych stavil jako je obezita a starnuti (Caird et al., 2019).

5. Lipofagie
Selektivni degradace v lysozomech se vztahuje i na bunééna ulozisté lipid v procesu

nazyvaném lipofagie. Ta byla objevena diky porovndni mechanisma regulace s lipolyzou,
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ktera se klasicky vyznacuje hydrolyzou lipidi cytoplazmatickymi neutralnimi lipazami.
V podminkéch nedostatku zdroji energie, jsou lipidy ulozené v tukovych kapénkach ve formée
triglyceridii hydrolyzovany na mastné kyseliny, coz umoziuje jejich vyuziti jako zdroje
energie. Je to primarni bunénd odpovéd’ na hladovéni, pficemz za sekundarni miizeme
povazovat nespecifickou autofagii v buiice. Kombinovanou inhibici neutralnich lipadz a
autofagie bylo docileno naristu mnozstvi vnitrobunécnych lipidid. Tim se prokdzala souhra
cytoplazmatické a lysozomalni drahy v regulaci lipidové homeostazy (Cingolani et al., 2016;
Singh et al., 2009b). Cytoplazmatické tukové kapénky (lipid droplets = LD) jsou
fyziologickym ulozistém lipidi v bunice. Obsahuji neutrdlni lipidové jadro, sestdvajici
z triglyceridu a esterti cholesterolu, ohranicené vrstvou fosfolipidi a specifickych plastovych
proteint LD — perilipind (PLINs) (Kimmel et al., 2010). Béhem lipolyzy s vyuzitim
neutralnich lipaz, konkrétné tukové triglycerid lipazy, v tukové tkdni dochazi k aktivaci PKA,
fosforylaci a proteazomalni degradaci PLIN1 (Souza et al., 2002). Mechanismus, kterym jsou
tukové kapénky navigovany ptimo k lipofagii zatim neni dostate¢né¢ znamy. AUP1 (ancient
ubiquitous protein 1) se ukézal jako protein schopny lokalizovat LD a zaroven interagovat
s Ube2g2 (Ubiquitin-conjugating enzyme E2 G2) (Spandl et al., 2011). Avsak to, zdali tento
komplex opravdu oznacuje a vede LD k degradaci, nebylo zatim zkouméano.

Autofagie lipidi byla prokazana u fady bunécnych typt, véetné tukové tkané. Mohlo
by se jednat o proces, regulujici maturaci tukovych buné€k a obrat LD prosttednictvim signalni
drahy mTORCI, kter4 inhibuje lipofagii a potlacuje lipolyzu. Umlc¢enim mTORCI doslo ke
zvySenému vyskytu lipolyzy a s ni asociované autofagie, ale zarovein ke ztraté tukové masy a
snizeni schopnosti termogeneze v BAT in vivo (viz. obr. 4) (Zhang et al., 2019). Tyto
vysledky by mohly sv&dc¢it o tom, Ze autofagii, a konkrétné lipofagii, v tukové tkani je potieba
striktné regulovat, aby dochazelo ke spradvnému priibé¢hu diferenciace bunék, a jeji role neni

dosud jednoznacné jasna.

U makrofagl infiltrujicich tukovou tkan (adipose tissue macrophages — ATM) bylo
zjisténo, ze tukové kapénky a lysozomy jsou ¢asto lokalizovany spolu, coz mize svédcit o roli
lysozomt v lipidovém metabolismu. K prokézani tohoto tvrzeni byl vyuzit chlorochin a
bafilomycin Al, ktery brani okyselovani lysozomii. Dle ocekavani, plisobenim obou
inhibitortt bylo docileno akumulace tukovych kapének v ATM. To, zdali inhibice lipolyzy
chlorochinem je obecné zavisld na pisobeni ATM, se potvrdilo po odebrani vzorkl tukové
tkan¢ ze zdravych a obéznich mysi. Na hubené¢ mysi s malym poctem ATM v tukové tkani

nemél chlorochin Zadny vliv, kdyZzto u obéznich vedl k redukci lipolyzy az o ~20%. ATM se
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ukazaly mimo jiné jako buiiky asociované s katabolismem lipidii v tukové tkani, a jejichz

pocet za stavu obezity vyznamné nartstd (Xu et al., 2013).

Omezeni kalorii

A1 Zlepseni stavu
- obezity
J_ #Tvorba tukovych bunék
Autofagie 4 Malé tukové buiiky LD
\I/ /I\ Autofagie
Autofagozom
Lysozom
Lysozom
Lipolyza
Lysozom s LD
Buiika WAT Buiika WAT

Obrazek 4 — Model shrnujici drahu lipolyzy zprostiedkované autofagii

Stépeni LD zprostfedkované autofagii vede k naruseni maturace a tvorby tukovych bunék. Zkratky:
LD (lipid droplet). Pfevzato a upraveno: (Zhang et al., 2019)

Vysledky téchto studii tak ukazuji, Ze, stejn¢ jako autofagie a mitofagie, hraje
lipofagie v tukové tkani pomérné€ dileZitou roli, avSak jeji inhibice se nejevi tak vyhodna jako
u ptedchozich ptipadii. Divody, pro¢ tomu tak je, budou rozebrany v nasledujicich kapitolach

na ptikladech hnédé a bilé tukove tkané.

5.1 Lipofagie v tukové tkani

5.1.1 Lipofagie v hnédé tukové tkani

Chlad je nejen fyziologickym aktivatorem lipolyzy, ale plsobi i jako aktivator
autofagie v hypotalamu, coz mélo za nasledek paralelni aktivaci lipofagie a recyklaci LD
v BAT a jatrech. Souhru téchto dvou procesii studovali Martinez-Lopez et al. (2016) na
POMC (proopiomelanocortin) neuronech, které tidi pfijem potravy v zavislosti na hladiné
leptinu  (Quan et al., 2012). Mysi po chladovych stimulacich mély zvySenou expresi genu
atg7 a LC3 v hypotalamu. Specificka delece genti azg v POMC nésledn¢ vedla k porucham
vyuziti lipidd a obratu LD v BAT. Na druhou stranu cilend stimulace autofagie aplikaci
rapamycinu do hypotalamu zvysila expresi atg a LC3 v BAT 1 u mysi, které nebyly chovany
v chladovych podminkach (Martinez-Lopez et al., 2016). Denervace BAT, ktera znemoznila
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sympatickou synapsi, rovnéz potlacila autofagii a utilizaci lipidii, coZ znamena, ze se jedna o
pfimé neuralni propojeni autofagie v centralni nervové soustaveé a autofagie v periferni tukové

tkani, které reguluje homeostazu lipidi (Martinez-Lopez et al., 2016).

Draha N-acetylaspartatu (NAA) se rovnéz ukézala jako regulacni, co se tyce
mobilizace a oxidace lipidii v BAT. NAA je produkovan z acetyl-CoA a aspartatu a jeho
intracelularni koncentrace vyznamné nartistd béhem tvorby bunék BAT. Kompenzacnimi
mechanismy k udrzeni homeostazy béhem syntézy NAA je mimo jiné lipolyza asociovana
s lipofagii, coz se ukazalo na rostoucim mnozstvi lysozomil a zvysené expresi LC3 (Huber et

al., 2019).

5.1.2 Lipofagie v bil¢ tukové tkani

Velkou pozornost vyvolava lipofagie v bilé tukové tkani, protoze se jednd o
nejrozsitenéjsi zdroj lipidi, akumulovanych v téle ve formé triglyceridii. FoxO1 (forkhead
homeobox type O1) je transkripni faktor, podilejici se mimo jiné na metabolismu lipidi,
regulaci velikosti tukovych bunék a expresi tukové triglycerid lipazy (enzymu, ktery Stépi
triglyceridy v LD) (Chakrabarti et al., 2009). Jeho vliv a potencidlni vyuziti v terapii byly
zkoumany indukci lipofagie antidiabetickym lékem Metf (metformin), u kterého byla snaha
prokazat lipolytickou schopnost v tukové tkani. Zajimavé bylo to, ze Metf dokéazal navodit a
napodobit metabolicky stres zptisobeny hladovénim, ¢imz nésledné¢ indukoval FoxO1 a jim
regulované cytoplazmatické i lysozomdlni Stépeni lipidd v buiice (Lettieri Barbato et al.,

2013).

Ve snaze indukovat lipofagii v tukové tkani v rdmci terapie obezity bylo testovano
nckolik latek, které se jevily jako vhodné. Jedna ze studii pfisla s vysledky, které potvrdily, ze
EGCG (epigallocatechin-3-gallate), obsazeny v zeleném caji, méa schopnost navodit
autofagickou lipolyzu v tukovych buiikach prostiednictvim signalnich drah mTOR a AMPK
(Kim et al.,, 2017). Na druhou stranu u rybiho tuku, jehoz uc¢inna latka omega-3, podle
vysledkli mnoha studii, zlepSuje stavy inzulinové rezistence, chronického zanétu a T2D

(Martins et al., 2018), se indukce lipofagie nepotvrdila (Saitoh et al., 2020).

Kromeé terapie obezity a T2D se lipofagie jevi jako mechanismus, ktery fizenim obratu
triglyceridi v LD udrzuje zdravy metabolicky stav kize, mimo jiné v okoli vlasovych
folikulti, konkrétné v bunikach kozni bilé tukové tkane¢ (dAWAT, dermal white adipose tissue).
Béhem vlasového cyklu dochazi k vyraznym zméndm masy, funkce a metabolismu bunék

dWAT, zplsobenym lipofagii. To se prokazalo zvySenou expresi piisluSnych gent pfi
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piechodu anagennich vlasovych folikuli do katagenni faze. V anagenni fazi vlasy aktivné
rostou, katagenni pfedchazi vypadavani vlast, v této fazi dochazi k odpojeni kotenu vlasu od
krevniho ob&hu a stoupani zmenseného vlasového folikulu k povrchu kiize. Danou hypotézu
poprvé uvedli Nicu et al. (2019). Na svych primarnich vysledcich ukazali, Zze cilena lipofagie

v lidské dWAT nejen ovlivni jeji objem a funk¢ni aktivitu, ale 1 rast vlast (Nicu et al., 2019).

6. Rizika a ambivalentnost regulace autofagie

Obecn¢ vzato autofagie v tukové tkdni méa nejednoznacnou roli v procesech
diferenciace a homeostazy. Je potieba zohlednovat jeji specifitu a okolnosti provadénych
regulaci: teplotu okoli (chladové stimulace), nutricni podminky (HFD, hladovéni), druhy a
davky podavanych farmak. Inhibice autofagie a hnédnuti tukové tkané se jevi vyhodné
z hlediska terapie obezity, ale stejn¢ jako kazdy esencialni proces v téle, vyzaduje zvySenou
pozornost a uvédomeéni rizik. Ackoli vysledky pokusi, které se provadély na mySich
s deletovanym genem atg, prokazaly moznost umélého navozeni rezistence proti obezité,
nevidim v tomto sméru pro Cloveka bezpecné terapeutické vyuziti. Nefunkénost autofagie
navozend uplnou deleci specifickych gend, a tim podpoiené hnédnuti tukové tkané, mize mit
dopad kromé tukové tkané 1 na jiné tkané v téle, obzvlast za nékterych tzv.
hypermetabolickych stavii. Na modelu popélenin byl pozorovan ¢asty vyskyt hnédnuti tukoveé
tkang, které zhorSovalo, bez tak silné katabolicky, stav pacientl (Abdullahi et al., 2016).
Mimo jiné za daného a mnoha dalSich hypermetabolickych stavii vstupuje do hry tzv. paradox
obezity. Ukazalo se, Ze pfiméfena obezita ochranila pacienty pied nésledky téZkého popaleni
(Jeschke et al., 2013) a zvySila pravdépodobnost preziti u pacientil s nadorovymi
onemocnénimi (Gonzalez et al., 2014). Ambivalentnost regulace autofagie v této praci jsem

rozebrala na ptikladech ateroskler6zy, kachexie a steatdzy jater (viz. obr. 5).
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Obrazek 5 — Pfi hnédnuti WAT dochazi u pacientii v hypermetabolickych stavech (popaleniny,
rakovina, srde¢ni choroby) k podstatnym metabolickym zménam
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(A) Hnédnuti WAT zvysuje energetické vydeje téla, zplisobuje katabolické Stépeni proteinti ve svalech
a zesiluje lipolyzu. To ma za nasledek vyvoj kachexie; vysilujiciho stavu charakteristického tibytkem
svalové a tukové hmoty. (B) Hnédnuti WAT aktivuje lipolyzu a zvysSuje sérovou koncentraci
cholesterolu. To ma za nasledek vyvoj aterosklerdzy; stavu charakteristického tvorbou plakd a
nestabilitou srdce. (C) Hnédnuti WAT stimuluje lipolyzu a uvolnéni volnych mastnych kyselin. To ma
za nasledek vyvoj steatdzy jater; stavu charakteristického ektopickou akumulaci tuku a poruchami
jater. PIné Sipky predstavuji opodstatnéna zjisténi, preru$ované — nejednoznacna. Zkratky: WAT
(white adipose tissue). Pfevzato a upraveno: (Abdullahi et al., 2016)

6.1 Ateroskleroza

Jedna z chorob, u které byla zaznamenéana progrese asociovana s hnédnutim tukové
tkang, je ateroskleroza. Je charakteristickd akumulaci LDL (low-density lipoprotein) a VLDL
(very-low-density lipoprotein) v cévnich sténach. Odpovédi bunck stén je uvolhovani
oxidacnich a zanétlivych faktori, které modifikuji tyto ¢astice za vzniku oxidovaného LDL. Z
monocytl, pfitahovanych k mistu akumulace chemoatraktanty, vznikaji makrofadgy a ty
fagocytuji modifikovany LDL. Z makrofagi se tak stavaji pénové bunky, které indukuji
zanétlivou reakci a tvorbu aterosklerotickych plaki (Hansson et al., 2011; Libby et al., 2002).

Chladovymi stimulacemi byla docilena degradace tukovych kapének nezavisle na
piijmu potravy. Tim doslo k rapidnimu zvySeni koncentrace LDL v plazmé¢ a tudiz urychleni
tvorby aterosklerotickych plakd. Delece genu pro UCP1 zabrénila vyvoji aterosklerdzy
indukované chladem (Dong et al., 2013).

Hnédnuti WAT pii aterosklerdze se tudiz jevi nevyhodné. Teoreticky by se mohlo

jednat 1 o korelaci mnozstvi WAT s produkci adiponektinu, metabolicky aktivniho cytokinu
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s protizanétlivou a proti-aterosklerotickou funkci (Okamoto et al., 2006). V jiné studii autofi
dosli k vysledku, ze adiponektin produkovany pWAT (perivascular white adipose tissue)
inhibuje tvorbu plakti indukci autofagie v makrofazich (Li et al., 2015), tudiz sniZeni masy
pWAT v ramci hnédnuti mize mit dopady na produkci adiponektinu, a tak zvySeni tvorby
aterosklerotickych plakli. Na druhou stranu za stavu obezity, kdy dochazi k extrémnimu
adiponektin a zaroven uvolfiuje velké mnozstvi zéanétlivych cytokini. To méa za
nasledek vaskularni dysfunkci, vazokonstrikci a poskozeni endotelu, a vede ke zrychlenému
vyvoji aterosklerozy (Zou et al., 2016). VySe popsané nebezpeci hnédnuti pravdépodobné
plati pouze za ptvodné dobré zdravotni kondice, kdyzto za stavu obezity miize zabranit

vyvoji ateroskler6zy (van Dam et al., 2017).

6.2 Kachexie

Kachexie je stav charakteristicky atrofii a ztratou svalové a tukové hmoty, poklesem
vahy a systematickymi zanéty v disledku vézného onemocnéni (Mendes et al., 2015).
Hnédnuti tukové tkdné predchdzi atrofii svalli a bézné provazi prvni stadia rozvoje kachexie.
Je asociované s chronickym zanétem a indukuje expresi UCP1 zvySenim koncentrace IL-6
(viz. obr. 6). IL-6 u nemocnych pacientd indukoval nejen hnédnuti, ale i1 $tépeni lipida ve
WAT (Han et al., 2018). Zajimavym bylo také zjisténi, Ze exosomy, produkované nadorovymi
bunikami, rovnéZ navodily $tépeni lipidii v bunécné linii 3T3-L1. Inhibici tvorby exosomi
bylo docileno redukce hnédnuti (Hu et al., 2018). Stejného vysledku bylo dosazeno i1
zablokovanim drahy B3-AR, coz vedlo ke zmirnéni jinak zavazného pribéhu kachexie
(Petruzzelli et al., 2014). Popsané vysledky naznacuji, Ze hnédnuti stimulované regulaci
autofagie mize v piipadé nemoci charakteristickych vyskytem kachexie, rapidné zhorsit jejich
pribéh. Ubyvani a fenotypové piemény tukové hmoty vtomto piipadé se jevi jako

nevyhodné, az Zivot ohroZujici.
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Obrazek 6 — Srovnani vzorki WAT odebranych z kontrolni wild-type a kachexické skupin mysi

Reprezentativni barveni UCP1 ve WAT ziskané z oblasti tfisel. Zkratky: UCP1 (uncoupling protein
1), WAT (white adipose tissue). Pievzato a upraveno: (Han et al., 2018)

6.3 Steatoza jater

Steatdza jater je stav, pii kterém dochazi ke zvySené akumulaci tukl v jatrech. Jedna
se o onemocnéni, které se bézn¢ vyskytuje u pacientil s masivnimi popéaleninami, a proto bylo

mnohokrat zkouméno v kontextu hnédnuti tukové tkan¢ (Abdullahi et al., 2016).

Jelikoz je tato choroba zplsobena zvySenou koncentraci volnych mastnych kyselin
(Kraft et al., 2013), mohlo by se jednat o pfimou korelaci mezi lipolyzou LD pii hnédnuti
tukové tkané¢ a akumulaci tukl v jatrech. Dana hypotéza byla provéfena inhibici dvou
regulatort hnédnuti zptisobeného popalenim: IL-6 a UCP1, ¢imz bylo zabranéno rozvoji

steatdzy jater u mysi (Abdullahi et al., 2019).

V ptipad¢ steatozy jater soudim, Ze se znovu jedna o nebezpec¢i hnédnuti tukové tkané,
ale paradoxné pouze za urcitych podminek, tudiz jesté vice nejednoznaéné, nez u ptedchoziho
piipadu. Hnédnuti zplisobené popalenim se zde opét jevi nevyhodné a jeho indukce regulaci
autofagie v tukové tkani by meéla za nasledek zhorSeni vySe popsaného stavu. Na druhou
stranu u obéznich mysi, krmenych HFD, které rovnéz vykazovaly ptiznaky steatozy, vyvolalo
indukované hnédnuti dramatickou redukci akumulace tukd v jatrech (Nimri et al., 2018; Suo
et al., 2018). Mohlo by se jednat o funk¢ni, nebo mechanisticky rozdil mezi indukovanym a
bazalnim hnédnutim tukové tkan€. Dané problematika vyzaduje dalsi vyzkum shrnujici tyto

poznatky.
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7. Zavér

Autofagie je jednim z esencidlnich mechanismu udrzeni homeostazy v bunkach tukové
tkang a, jak se ukdazalo, 1 jejich diferenciace a fenotypovych ptemén. Poprvé byly fenotypové
pfemény na mysim modelu sledovany v roce 2009. Ukdzalo se, ze cilend inhibice autofagie
vedla nejen ke snizeni vadhy mysi, ale rovnéz dokdzala navodit prednostni tvorbu BAT.
Potvrdilo se to i ve vyzkumu provedeném na vzorcich WAT odebranych u pacient
s obezitou, u kterych byla sledovana zvysena exprese genil atg.

Inzulin Chlad
B3-AR agonisti

Inzulinovy re
receptor B3-AR

® [ndukce autofagie

5 (maturace autofagozomu)
\ cAMP
g

Autofagozom

C

Obrazek 7 - Grafické shrnuti signaliza¢nich drah autofagie v buiikach tukové tkané

Autofagie je regulovana, kromé kinazy Pik3c3, predev§im expresi ptfislusnych gend afg a markeru
autofagie LC3. Prekurzor LC3 je §tépen cysteinovou proteazou atgdb, jejiz expresi spolu s dal$imi
faktory diferenciace tukové tkané¢ (PPAR-y a C/EBP-a ) reguluje transkripéni faktor C/EBPp.
Negativnimi regulatory autofagie jsou: intracelularni inhibitor PrP <C>, ktery ovliviiuje expresi
C/EBP, a signalni draha AC, jejiz indukce je navozena stimulacemi B3-AR chladem a pfislusnymi
agonisty. Dalsi draha negativné regulujici autofagii je draha mTOR, stimulovdna mimo jiné inzulinem
a inhibovana GAL1. GALI1 je jednim z faktorti regulujicich diferenciaci tukové tkané, a je zaroven
nepiimym induktorem autofagie a nasledné maturace autofagozomu. Zkratky: AC (adenylyl cyclase),
cAMP (cyclic adenosine monophosphate), PKA (protein kinase A), atg (autophagy-related genes),
LC3 (microtubule-associated protein light chain 3), C/EBPa/B (CCAAT-enhancer-binding protein
a/B), PPAR-y (peroxisome proliferator-activated receptor y), Pik3c3 (Phosphatidylinositol 3-kinase
catalytic subunit type 3), GAL1 (galectin-1), Prp <C> (cellular prion protein), mTOR (mammalian
target of rapamycin), B3-AR (beta3 adrenergic receptor). Vlastni tvorba z dGvodu nenalezeni
souhrnného schématu, které by shrnovalo pouze zminéné v této praci signaliza¢ni drahy autofagie
v tukové tkani (vyrobeno v BioRender.com).
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Tato prace popsala autofagii v kontextu vSech druht tukové tkané a predstavila ji jako
potencialné vyuzitelny terapeuticky cil v 1é¢bé obezity. Jako nejucinnéjsi se jevi geneticka,
ptip. farmakologické inhibice autofagie/mitofagie v tukové tkani. Spole¢nou vlastnosti téchto
regulaci je schopnost navodit piednostni vznik a udrzeni BEAT/BAT. Dané¢ typy tukové tkané
disponuji unikatnimi termogenetickymi vlastnostmi a jejich upfednostnéni je pro organismus
ve veétSin¢ pripadi vyhodné, nebot u nich bylo zaznamenano navozeni rezistence vici
obezité. Nekteré studie ovsem upozoriiuji na vyhodné vlastnosti autofagie v tukové tkani a
uptfednostnuji jeji indukci. Jedna se, v piipad¢ starSich jedincii, o mitofagii v BAT, ktera
zajist'uje obrat mitochondrii v buiikach, na ¢emz zalezi kvalita netfesové termogeneze. Déle o
lipofagii, kterd je svou schopnosti §tépit LD vyuzitelnad nejen v 1é¢bé obezity, ale i pro
zlepseni stavu ktize. Kromé vyhod spojenych s indukci, bylo v nékterych studiich poukazéano i
na nebezpeci inhibice autofagie, konkrétné z hlediska hnédnuti tukové tkan€. Za urcitych
podminek totiz dokazalo zhorSit prubéh nckterych metabolickych chorob véetné

aterosklerdzy, kachexie a steatozy jater.

Vyzkum zaméfeny na regulaci autofagie a tim navozenou rezistenci vici obezité je
slibny smér v hledani terapii vhodnych pro jeji 1éCbu. Avsak je potieba zohlediiovat popsana
rizika a podminky, za kterych inhibice autofagie, procesu vykonavajiciho esencidlni roli

v tkanich, nebude pro pacienta nebezpecna.
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