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BEVEZETES

Az eml6sok test hémérsékletiiket allando szinten tartjak, fuggetlendl a kiilsé hémérséklet
valtozasaitol. Az emldsoknél a hoétermelés harom tipusa kilonithetd el, mint a didergés, a
hémérséklet-altal szabalyozott és az anyagcsere altal szabalyozott hétermelés. Az anyagcsere altal
szabalyozott hétermelés a héegyensuly és a testtdmeg kozott teremt kapcsolatot. A dolgozat a
hémérséklet-altal szabalyozott hétermelés néhany aspektusat vizsgalja.

Az alacsony hémérséklet altal kivaltott els6dleges hétermelés a didergés, ami a vazizom
0sszehlzodéasa altal keletkezik. Hosszabbtavu hideg hatasara bizonyos emlésokben a didergés atvalt
a homérséklet-altal szabalyozott hdtermelésre. Ennek az emlésokre jellemzé hé termel6
folyamatnak nincs sziiksége izom-6sszehizodasra.

Kezdetben a barna zsirszOvet szerepét félreismerték, a csecsemdmirigy egy részének
gondoltdk. Csak a korai 1960-as években tisztdzddott pontos szerepe, hogy a hétermelésben vesz
részt, Donhoffer és Smith munkassaga altal.

Kétféle zsirszovetet kilonboztethetink meg, Ugymint barna- és fehér zsirszdvetet. A két
zsirszovet szerepe és szovettani képe is eltér6. A fehér zsirszovet (FZS) a zsirok raktarozésara
specializalodott jellegzetesen univacuolaris zsirsejtek épitik fel, amelynek citoplazmaéja és sejtmagja
a szélre nyomddott. Méas szdvetek zsirsavval vald ellatasat tudja biztositani. A FZS-nek jelentds
szerepe van a szervezet hdszigetelésében is, segitve a testhGmérséklet fenntartasat. A vérben
szallitott zsirsavak elsGsorban a sziv- és izomszovet tapanyag ellatasét biztositja. Az inzulin
felszabaduldsa a hormon-szenzitiv lipdz (HSL) inaktivalédasahoz vezet, és gatolja a zsirsavak
lebontasat, mig ezzel szemben a glukagon ellentétes hatast valt ki, és a zsirsavak felszabadulasahoz
vezet foszforilacids kaszkad révén, tobbek kozoétt foszforilalva a perilipin nevi fehérjét és a HSL-t.
A szabad zsirsav a véraramba jutva albuminhoz kétédve szallitddik, mig a trigliceridekdl szarmazo

glicerin a majban glikoneogenezisre vagy energiatermelésre forditédhat.



A hideg hatasnak kitett barna zsirszdvet (BZS) rendeltetése mas, és elkilonil a kérnyezetét6l a
barnas-voroses szinével, amely a nagy szamu mitokondrium és azon belil is a jelent6s
citokromoknak koszonhet6. Szdvettani kepére jellemzd, hogy a zsircseppek multivacuolaris
megjelenésliek, és a szovet gazdagon behaldzzak kapillaris vérerek. A BZS f6 szerepe a jelent6s
mitokondrium mennyiségbdl adodik, amely a zsirok oxidacidjabdl szarmazo energiat hétermelésre
forditja, igy kozremiikodik a testhdmérséklet fenntartasdban. Ez a folyamat csak a részben
szétkapcsolt mitokondrium allapotdban lehetséges. A barna zsirszovet stimulalasa, pl.
noradrenalinnal a tarolt trigliceridek gyors hidroliziséhez vezet, amely rogton belépnek a R-
oxidacioba. A kisérletek sorozata a 70-es években abba az irdnyba mutatott, hogy a barna
zsirszovetnek egy atipikus ion atereszt6 képesseggel kell rendelkeznie, és ezen Kisérletek
feltételeztek egy specidlis fehérje jelenlétét a mitokondrium bels6 membranjaban, amely felels
lehet az eddig megismert nem természetes ion-aram vezetéséért. Ez a protein a termogenin nevet
kapta illetve szétkapcsolo fehérje vagy uncoupling protein-1 (UCP1). Az UCP1 fehérje a
mitokondrium bels6 membranjaban taldlhaté homodimer formaban, purin nukleotidok
allosztérikusan szabalyozzak a mikddését, az ADP, GDP aktivaljak, az ATP, GTP csokkenti
aktivitasat.

Az UCP1 felelés a proton visszaaramlasaért a mitokondrium intermembran terébdl a
matrixba, megkerllve az FoF; ATP-azt. Ezaltal a membranpotencidl energiajanak egy része
héenergiava alakul. A UCP fehérjék részt vesznek a respiraciés lanc regulaciojaban is.

Jelents mérfoldkd volt a szétkapcsold fehérjék vizsgalataban, amikor az UCP1 homoldgjait
emberi szovetekben is felfedezték (UCP2 és UCP3). Fontos szempont, hogy az UCP2 és UCP3
joval kisebb mennyiségben fejez6dnek ki, mint az UCP1, igy e fehérjék mérsékelt szétkapcsolo
hatassal rendelkeznek. Az UCP2 expresszidja altalanos az emlds szervezetben, a legtobb szdvetben
megtalalhat6. Az UCP3 kifejezOdése a barna zsirszOvetre és az izomszdvetre jellemz6. Habar az
UCP2-nek és UCP3-nak szintén jelent6s a barna zsirszOvetben az mRNS szintje, neutralis

hémersékleten csupan az UCP3-nak van érdemi fehérje kifejez6dése, az UCP2 elhanyagolhatd



A szétkapcsold fehérjék kozul az UCP1- és UCP3-nak kifejez6dése ellentétes a hideg
adaptacioban, a barna zsirszovetben. Az UCP1 expresszidja emelkedik, az UCP3-¢é csokken, mig
MRNS szintjik egyarant magas. A jelenség nem ismeretlen, a hattérben poszt-transzkcipcios és
poszt-transzlacios folyamatokat kell feltételezniink. A jelenség viszont egybevag az UCP1 és UCP3
purin nukleotidok altali aktivitasbeli szabalyozasaval, miszerint az UCP3 aktivalodik magasabb
ATP, és gatlodik magasabb ADP szint mellett.

A barna zsirszévet hormonalis szabalyozasaban az inzulin és a noradrenalin (NE) jatssza a
legfontosabb szabalyoz6 szerepet. Az emelkedett inzulinszint az inzulin-receptor szignal fehérje
(IRS-1) foszforilasaval aktivalodik a foszfatidil-inozitol-3 kinaz (PI-3K), amely a protein-dependes
kinaz (PDK) altal foszforilacioval aktivalja a protein kinaz B-t (AKT). Az AKT aktivacioja a
glikogén szintdz kinaz (GSK3p) inaktivalodasahoz vezet, igy a glikogeén szintaz foszoforilacioja
lecsokken, és ezzel parhuzamosan novekszik a foszfoprotein-foszfatdz (PP1) aktivitas, igy
eredékeppen a glikogén szintaz aktivalodik. Mindez egy igen jelentds glikogén felhalmozodast tesz
lehetévé a BAT-ban példaul hideg-hatas utani reakklimatizacional (Farkas és mtsi., 1999).

Az értekezés kiindulasi pontja az a megfigyelés volt, hogy dramai glikogén felhalmozddas
volt megfigyelhet6 a barna zsirszdvetben hideg kornyezethez val6 alkalmazkodast kovetd neutrélis
hémérsékletre vald visszatérést kovetéen, mikozben a BZS atréfiat szenved (Farkas és mtsi., 1999).

A Kkifejlett barna zsirszovet sejtjein a noradrenalin harom f6 receptoron keresztil fejti ki
hatasat: 3, a2 és al. A BZS hétermelésére Rs-receptorokon keresztul valosul meg.

A barna és fehér zsirszovet kozott hideg kornyezetei hatas alatt egyuttm(ikodés jon létre. A
megemelkedett noradrenalin szintnek kdszonhetéen a fehér zsirszévetben az NE szignal cCAMP
szint emelkedésén keresztll protein kinaz aktivaloédast eredmeényez foszorildlva a perilipint és a
HSL-t, zsirsav felszabadulast eredményezve. A egyittm(ikodés eredményeképp a NE hatdséra
cAMP, PKA utvonalon keresztill fokozddik az B-oxidacié és UCP1 génexpresszidja kifejez6dése a
BZS-ben, igy a fehér zsirszovet zsirsavakkal latja el a barna zsirszdvetet, biztositva, hogy a BZS

ATP- és h6termelésre egyarant energiat tudjon forditani. A BZS-ben érdekes modon emelkedik a



zsirsavszintézis fluxusa, amellyel parhuzamosan a zsirsav lebontés szintén emelkedest mutat joval
nagyobb mértékben. A zsirsav szintézis mértekét tricium beépulésével vizsgaltuk mind BZS, mind
FZS-ben. A hattérben meghuzddd részben lipogenikus enzimek mint, citrat szintaz (CitLy) és az
acetil koenzim-A karboxilaz (ACC), részben a glikogén anyagcserében részvevd enzimek mint a
piruvat dehidrogenaz (PDH) és a foszfofruktd-kindz valtozésait vizsgaltuk parhuzamosan barna
zsirszdvetben hideg adaptacioban és azt kovetd reakklimatizacioban. A lipogenikus enzimek

valtozasait fehér zsirszdvetben is nyomon kovettik.



CELKITUZESEK

1) Hideg adaptacioban észrevettiik, hogy fokozott kifejez6dést mutat a citrat-liaz és az acetil
koenzim-A karboxilaz patkany barna zsirszovetben. Szétkapcsolt mitokondrium mellett tisztazni
kivantuk, hogy milyen mértékd a zsirsavszintézis barna zsirszévetben. Tanulmanyozni kivantuk az
UCP1-et nem tartalmazé fehér zsirszovet hozzajarulasat a termogenezishez, azaz a kétfajta

zsirszOvet egyittmiikodését a lipogenikus enzimek részletesebb viselkedését mindkét zsirszovetben.

2) Kordbban Farkas és mtsi. (1999) altal megfigyelt hidegadaptaciot kovetd
reakklimatizacidban jelent6s a barna zsirszovet glikogén felhalmozasa a szovet atréfiaja mellett. A
hatterében allo jelatviteli szabalyozas leirasat célul tliztuk ki. A vizsgalatot izomszdveten is

megnéztik.

3) A hideg adaptacio és a 24 / 48 0Orés reakklimatizacié soran az intenziv barna zsirszoveti
atrofiaval parhuzamosan a jelent6s glikogén felhalmozéas mellett felmeriilt a szétkapcsold fehérjék
szerepe is. Szandékunkban volt megvizsgalni a szétkapcsolo fehérjék esetleges valtozasat, mint

fehérje, mint mRNS szinten.



MODSZEREK
Allatkisérletek feltételei

Him Wistar patkanyokon (200-250g kozott) veégeztik megfigyeléseinket. Az allatokat
neutralis hdmérsekleten tartottuk, majd egy hetes hideg kdrnyezetbe helyeztik, ezek utan 6, 24, és
48 6ras neutralis hémérsékletre visszavettik. A hideg kornyezet +5°C-ot, a neutralis +29 °C-ot

jelent a kisérletek soran.

Western blot

A fehérjemintak 12%-os poliakrilamid gélen voltak elvalasztva, majd nitocellul6z
membranra blottolva, amelyet a kovetkez6 antitestekkel torténé el6hivas kdvetett: UCP1-antitestert
kdszonet Barbara Cannon-nak (Stockholm University, Sweden), UCP3 (Linco Research Inc. St.
Chales, USA). Ezen antitest specifikus az UCP3-ra azon beliil is csak az UCP3 —hosszabb forméjara
(UCP3L). AKT, P-AKT, GSK3, P-GSK3, CitLy, P-CitLy, ACC, P-ACC el6dleges antitestek a Cell
Signaling cégtdl keriiltek beszerzésre (Kvalitex Kft., Bp. Magyarorszag). A masodik antitestek
(anti-nyul-peroxidaz kapcsolt) a Sigma Magyarorszagi képviseletét6l, az anti-tengerimalac-
peroxidaz kapcsolt antitest a Rockland cégtél (Gilbertsvill, USA) lettek megrendelve. A blottokat

ECL-plus oldattal hivtuk el6 (Amersham Pharmacia UK) Rontgen-filmen.

Antitest el6allitasa frataxin ellen

A human frataxint kddolé cDNS ember agyi cDNS konyvtarbdl lett felerésitve a kdvetkezd
primerek hasznalataval:

A forward primer szekvenciaja: AAAAGATCTATGATAGCAGCGGCAGGAGGA, mig
a rewerse primer szekvenciaja: AAACTCGAAGAGAGTCGATGGATAAGTG. A felszaporitott
termék pGEX 4T-1 plazmidba lett inszertalva fuzionaltatva glutathion-S-tanszferdzzal (GST). A

fazios fehérje BL21-es Echeria Coli baktériumokban lett kifejezve és glutathion sepharose-on



valasztottuk el (Pharmacia). Az izolalt GST-frataxin fuzids fehérjét hasznaltuk, mint antigént és

ellene nyulban poliklonalis antitestet termeltettiink.

MRNS vizsgalat (Northen blot)

Totadl RNS az interscapularis barna zsirszévetbdl izolaltuk fenol-kloroformos maodszerrel,
majd 1,2%-os formaldehides agardz gélen valasztottuk el. Ezutdn az RNS mintat Hybond-N
membranra blotoltuk. A UCP1 és UCP3-hoz a DNS prébat Barbara Cannontol kaptuk (Stockholm
University, Sweden). A blotokat HP-Camberra Phospholmager-plattformon detektaltuk, és az

adatokat OptiQuant szoftverrel analizaltuk.

Tomegspektrofotometrias analizis

Az emeésztett mintak ZipTipC18 tippen lettek megtisztiva (Millipore, Bradford, MA, USA) a
gyartdé utmutatasai alapjan 1 pl eluadtum a ZipTip-rél 1:1 aranyban lett 6sszekeverve telitett DHB
matrix (2,5-dihidroxibenzoesavval) oldattal és Anchor chip MALDI plate-re feltéve. Bruker Reflex
1l MALDI-TOF témegspektrométer (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany) pozitiv ion reflekcios
modban mikodott  késleltetett extrakcioval. Onemésztett tripszin volt a belsé standard a
tomegkalibraciohoz. Az 6sszes peptid ion jelének monoisotopikus témegének spektrum adatai 6ssze
lettek gydjtve, majd a spektrumok adatbazis keresében Mascot programmal lettek kiértékelve

(Matrix Science; http://www.matrixscience.com)

Enzim aktivitasok

A piruvat dehidrogenaz, foszfofruktokinaz, acetil-KoA karboxilaz, citrat-liaz aktivitasok
spektofotometrids modszerrel lettek meghatarozva a jel6lt cikkeiben leirtak alapjan.
Glukoz felvétel

A glikéz felvételt 2-deoxy-[**C] glikézzal volt nyomon kovetve. Az intraperiotoneélis

radioaktiv cukor (7.4 kBq) beaddsa utan 1 oOrdval a glikdéz koncentraciot meghataroztuk a


http://www.matrixscience.com

vérplazmabol, mig a radioaktivitds a barna zsirszovetbdl és a verplazmabol szintén meg lettek

mérve. A plazma specifikus radioaktivitasanak értékéb6l szamoltuk a gliikoz felvételt.

In vivo zsirsav szintézis

*H,0 beépiiléssel vizsgaltuk a de novo zsirsavszintézist, amely fiiggetlen a szénforrastol.
370 kBq triciumos viz intraperitonedlisan lett beinjektalva, majd egy 6ra mulva az allatok elaltatva.
A zsirsavak radioaktivitdsa barna és fehér zsirszovetbdl folyadék-szcincillacios méterrel lettek

meghatarozva. Az eredmények a beépult ug H atom/ 1g szovetre/ 16ra egységre lettek megadva.
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EREDMENYEK ES MEGBESZELES

Az ACC és CitLy valtozasai

Az acetil-CoA karboxildz (ACC) és a citrat liaz (CitLy) mint lipogenikus enzimek
ellentétesen valtozasai barna és fehér zsirszOvetben fontos szerepet toltenek be a két szbvettipus
kooperécidjaban a hétermelés szempontjabdl hideg adaptacioban. A fehér zsirszovet elsédlegesen
zsirsavszolgaltatd, mig a barna zsirszovet zsirsav felhasznalo.

Az emelkedett ACC és CitLy aktivitasok barna zsirszOvetben, hideg kdrnyezetben er6teljes
zsirsavszintézisre utalnak. Ezzel ellentétben a zsirszintézis fenti két kulcsenzimjének aktivitasa
lecsokken fehér zsirszdvetben. A triciumos beépulés a zsirsavakba és az enzimaktivitas vizsgalata
egyertelmlien mutatja a két enzim ellentétesen szabalyozott. Az emelkedett zsirsavszintézis mellet
sokkal jelent6sebb a R-oxidacio barna zsirszévetben, hidegben, amelyre a zsirtartalom megmérése
adja az indirekt bizonyitekot.

Hideg kornyezetben csak az ACC1 izoenzim foszforildlodik csak (amely a
barna zsirszévetben. Az ACCL foszforilacioja, amely az inaktiv formaja, mennyiségileg nem
jelentds, 6sszehasonlitva a teljes ACC szint emelkedésével. Ez érhetd, hiszen hideg kérnyezetben a
BZS-ban jelentésebb zsirsav szintézis indul meg. A CitLy hideg kérnyezetben jelentésen mértékben
foszforilalodik. Arra a kérdésre, hogy mi okozza a zsirsavszint névekedését, amely mellett a zsirsav
lebontés fluxusa még jelentésebb, tobbféle mechanizmus adhat magyarazatot. A UCP1 fehérjék
proton transzport folyamatai még ma sem pontosan tisztdzédtak, van olyan elképzelés, amely
zsirsav feltételéhez koti kozvetlenil a proton transzportot. A névekvo [3-oxidacio kompenzalasat

szolgalhatja a ndvekv0 zsirsav szintézis.
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A glikogén akkumulacié molekularis hattere

A glikoz felvétel jelentésen megné hideg adaptacidban, és emelkedett szintet mutat
visszavétel hatasara is. A glukoz transzporter-4 (GLUT-4) mennyisége szintén megndvekszik hideg
kdrnyezetben és emelkedet marad visszavételnél is. A szérum inzulin szint enyhe csdkkenést mutat,
a foszfofruktd-kinaz aktivitdsa érdemben nem valtozik hémérsékletvaltozas hatdséra. A piruvat
dehidrogendz (PDH) aktivitdsa hidegben enyhe csokkenést, majd visszavételnél szignifikans
csokkenést mutat, mikdzben a glikogén mennyisége jelent6s mértékben fokozodik. Ez arra a
kovetkeztetere utal, hogy a felvett jelentés mennyisegl glukoz lebontasa gatolt, igy szabad
szénhidrat forras all rendelkezésre a glikogén szintézishez. A glikogen szintézis ismert jelatviteli
utvonalat megvizsgaltuk BZS-ban és izomszdvetben egyarant, ugymint az AKT és GSK3R
foszforilacios véaltozasait. Az eredmények jol mutatjak a hideg hataséra inaktivalodik a glikogén
szintdz, ami a csokkent a glikogén szintézisben kdzvetlenil mérhetd. BZS-ban visszavételnél pedig
a glikogén szintézis mértéke dramaian megemelkedik, ahogy azt a p-AKT (aktiv) szint emelkedése
és a p-GSKa3R (inaktiv) emelkedése mutatja. Az izomszdvet jelentds glikogén raktarral rendelkezik.
Fontos szempont, hogy a glikogéntarolashoz vezetd jelatviteli Gt izomszOvetben, csupan a
reaklimatizacioban aktivalddik, hideg hatasara az Utvonal nem mutat valtozas. A hideg hatasara

bekovetkezd inzulin szint csdokkenésre a BZS sokkal érzékenyebben reagal, mint az izomszovet.

A szétkapcsolo fehérjék valtozasa

Az UCP1 és UCP3 fehérje vizsgalatakor kiderllt, hogy az UCP1 mennyisége jelentdsen
megemelkedik hideg kérnyezetben, és még 24 orat kovetd visszavételnél is megtartja emelkedett
szintjét a kontrollhoz képest. Ezzel szemben az UCP3 kifejezddése jelentésen csdkken ugyanilyen
feltételek mellet, s6t 24 Gras visszavetelnél enyhe visszatérést mutat a hideg mintakhoz képest.
Osszevetve az UCP1 és UCP3 fehérjevaltozasait, ellentétesen modon jelentés mennyiségi valtozas

mutatnak hideg kornyezetben, ezzel szemben a mRNS-Uk szintje mindkét fehérjének paralell
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megndtt. A vizsgalat egyértelmiien mutatja a termogenezisben az UCP1 jatssza kizarolagosan a f6
szerepet, az UCP3 inkabb a respiracios lanc szabalyozasaban vesz részt. Ez a fehérjeszinten
megnyilvanuld ellentétes kifejez0dés egybevag a két fehérje allosztérikus szabalyozasaval is,
miszerint a nagyobb ADP/ATP arany az UCP1 aktivitasanak kedvez és gatolja az UCP3-at, és

forditva.
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INTRODUCTION

There are different kinds of heat production like shivering and non-shivering
thermogenesis (their collecting name are thermoregulatory thermogenesis) and the nutrition
related: this thermogenesis is called metaboloregulatory thermogenesis. Metaboloregulatory
thermogenesis connects heat balance with body weight regulation. We focus on
thermoregulatory thermogenesis, especially non-shivering thermogenesis in this
dissertation.

The first mechanism of heat production activated in the situation of an acute cold exposure
is shivering, in which heat is released by skeletal muscle. This process is regulated by the
hypothalamus. During extended periods in the cold, mammals switch from shivering to non-
shivering thermogenesis. This mammalian-specific mechanism (non-shivering thermogenesis) of
heat production does not require muscle contraction under conditions of severe cold stress.

Initially, brown adipose tissue was generally mistaken for a part of the thymus. Only in the
early 1960-ies, was evidence provided that brown adipose tissue is a site of thermogenesis.

There are two types of adipose tissues, white and brown adipose tissue (WAT, BAT), and
there are some distinctive differences between them. The functions and histological appearance of
these tissues are quite different. White adipose tissue store fat as an energy reserve, and release the
fat to the blood stream as fatty acids to be used by other organs. WAT has a typical univacoular
cells. Upon release of insulin from the pancreas, insulin receptors of white adipose cells cause a
dephosphorylation cascade that lead to the inactivation of hormone-sensitive lipase (HSL). Upon
release of glucagon from the pancreas, glucagon receptors cause a phosphorylation cascade that
activates HSL, causing the breakdown of the stored fat to fatty acids, which are exported into the
blood and bound to albumin, and glycerol is exported into the blood freely. Fatty acids are taken up

by muscle and cardiac tissue as a fuel source, and the liver takes up glycerol for gluconeogenesis or
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producing energy. WAT has a considerable role in the heat conservation also helping to maintain
body temperature.

BAT serves another purpose and it separates from environment by its brown-reddish colour.
Its colour is a result of large number of mitochondria, thus large amount of red cytochromes. Their
major function of BAT comes from the existence of many mitochondria, which produce heat by
fatty acid oxidation, and thereby contribute to maintain the body temperature and regulation of
energy expenditure. It is possible only in the partially uncoupled mitochondria, because the coupled
mitochondria are ADP dependent. Stimulation of brown adipocytes with e.g. norepinephrine (NE)
leads to a rapid hydrolysis of stored lipid droplets. The resulting fatty acids are oxidised at high rate
in the abundant mitochondria. A series of experiments performed in the 1970-ies indicated that
brown fat mitochondria possess “atypical” ion permeability properties, and it was suggested that a
specific protein in the mitochondrial inner membrane is responsible for the abnormal ion
conductance of these mitochondria. Such a protein was identified and called thermogenin, presently
known as uncoupling protein-1 (UCP1).

UCP proteins are responsible for the re-entry of proton gradient bypassing the FoF; ATP-ase
dissipates energy of H* gradient as heat. UCP proteins also regulate respiratory chain also. UCP1 is
located in the inner membrane of the mitochondria of brown adiposities, and is likely to function as
a homodimer. UCPs are regulated by purin nucleotides.

It was a milestone when sequence homologues of UCP1 were discovered. It is very
important that UCP2 and UCP3 occur in the human tissues. Nevertheless, we should keep in mind
that UCP2 and UCP3 are expressed relatively very poor amount compared to UCP1 and can be
regarded as mild uncoupling proteins. The UCP2 is located ubiquitous in mammals. UCP3 has a
skeletal muscle- and BAT-specific expression. Although the mRNA levels of UCP2 and UCP3 are
rather high in brown adipose tissue, the protein level may not be well expressed.

As cold acclimation-recruited norepinephrine-induced nonshivering thermogenesis is intact in both

UCP2- and UCP3-ablated mice, these proteins are apparently not essential for the
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thermogenic process of brown adipose tissue. Since no detailed studies of brown adipose
tissue or brown fat mitochondria have been reported in UCP2- or UCP3-ablated mice, more subtle
effects of the absence of these proteins on BAT function may have gone unnoticed.

UCP1 and UCP3 have an opposite protein expression in cold environment in BAT. Protein
level of UCP1 is increased while the protein level of UCP3 decreased in cold environment. Both
MRNA level of UCP1 and UCP3 have been shown an increased transcription.

The most important hormonal regulation of BAT depends on insulin and glucagons. The
increased level of insulin leads to phosphorilation of insulin-receptor signal (IRS-1) protein.
Activation of phosphadidyl-inozitol-3-kinase (PI3K) activates the protein dependent kinase (PDK).
Protein kinase B (AKT) is a substrae of PDK, and phospoho-AKT is the active form of AKT.
GST3R will be phosphorilated by AKT, phospho-GST3R is the inactive form of GSK3R. The net
result of insulin signalling leads to the activation of glycogen synthase and phosphoprotein
phosphatase, and glycogen content of BAT is increased dramatically under reacclimatization.

In mature brown adipocytes, norepinephrine interacts with three types of adrenergic
receptors: B, a2, and al. The most significant and the most studied pathway is the pathway for (33-
adrenergic stimulation of thermogenesis. NE generates CAMP, it activates protein kinase A, then it
phosphoryalates perilipin and hormone sensitive lipase (HSL), resulting fatty acids releasing in
WAT. Another effect of NE is the up-regulation of UCP1 transcription in BAT.

There is cooperation between BAT and WAT under cold environment. WAT provides the
BAT with free fatty acid to allow the enough energy for thermogenesis and ATP synthesis. The flux
of the fatty acid is increased in BAT parallel with a much more intensive R-oxidation.

Acetl-CoA carboxylase (ACC) and citrate lyase (CitLy) is the most significant enzyme of
lipogenesis. Acetl-CoA carboxylase is the committed step of fatty acid synthesis. CitLy converts the
cytosolic citrate to acetyl-CoA and oxaloacetate. Cytosolic acetyl-CoA is the carbon source of lipid
synthesis. We investigated the ACC, CitLy activity and the enzymes of glycogen metabolism in

cold adapted and reacclimatized rats of BAT and WAT. Tricium (*H) incorporation shows the rate
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of fatty acid synthesis. Tritium incorporation was measured into the newly synthesised fatty acid,
and the total fat of BAT.

This part of the works has been based on the observation that there is a dramatic
accumulation of glycogen after cold-exposure in BAT. The glycogen accumulation was detected as
early as 3h after the replacement to neutral temperature from 1-week cold exposure, and was peaked
by the 24th hour exceeding the control value 16-fold and reaching. Glycogen repletion during the
recovery from cold exposure was also observed in muscle of rats; however, in these tissues

glycogen levels did not significantly exceed the original control values.
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AIMS OF THE STUDY

1)

2)

3)

Large protein bands were discovered under the gel electrophoresis in cold acclimated
BAT. Mass-spectroscopy analysis shows ACC and CitLy enzymes were increased in
cold exposure. We wanted clarify the flux of the fatty acid synthesis at the uncoupled
mitochondrion in BAT. We wanted analyse the contribution of the WAT in the

thermogenesis focusing on the two-lipogenic enzyme feature.

Farkas et al. (1999) discovered a dramatic glycogen accumulation after re-
acclimatization in the BAT of rats that has an intensive atrophy under reacclimatization.
We planed the investigation of signal transudation of BAT in the background of

glycogen synthesis. We were curious that muscle tissue has or has not similar feature.

A question was arising about the role of UCPs connecting with atrophy in BAT. We
investigated the changes in the level of mRNA of UCP1 and UCP3 and their protein
expression under the cold and reacclimatized condition, to clarify the role of the UCPs in

cold induced thermogenesis.
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MATERIALS AND METHODS

Rat treatment
Male Wistar rats weighing 200-250 g were used. A group of cold exposed animals was
replaced for 6, 24 and 48 hours to neutral temperature. Throughout the text, cold means +5°C, while

neutral temperature means +29°C.

Immunoblotting analyses (Western blotting)

Protein components were separated on 12% acryl amide gels and blotted onto nitro-cellulose
membrane, which was followed by immunoblotting with appropriate antibodies. Rabbit antibody
for UCP1 was a kind gift from Barbara Cannon (Stockholm University, Sweden), which was tested
not to cross-react with UCP3. Guinea pig antibody for UCP3 was purchased from Linco Research,
Inc. (St. Charles, USA). This antibody was specific for UCP3; however, it reacted only with the
long form of UCP3 (UCP3L) Rabbit antibodies for Akt, P-Akt; GSK-3, P- GSK-3; ATP-citrate
lyase, P-ATP citrate lyase, acetyl-CoA carboxylase and P-Acetyl-CoA carboxylase were purchased
form Cell Signaling (Kvalitex Kft.,, Budapest, Hungary) Anti-rabbit peroxidase conjugated
secondary antibody was purchased from Sigma-Aldrich, (Budapest, Hungary).. Anti-guinea pig
peroxidase conjugated secondary antibody was bought from Rockland, (Gilbertsvill, USA). Blots

were developed with ECL plus (Amersham Pharmacia, UK.) on X-ray films.

Production of antibodies against human frataxin

A cDNA fragment encoding human frataxin was amplified from a human brain cDNA
library  using AAAAGATCTATGATAGCAGCGGCAGGAGGA as  forward and
AAACTCGAAGAGAGTCGATGGATAAGTG as reverse primers. Product of the reaction was
cloned into pGEX 4T-1 plasmid resulting in a fusion between glutathione-S-transferase (GST) and

frataxin. The fusion protein was expressed in BL21 E.coli cells and isolated using glutathione
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sepharose as suggested by the supplier (Pharmacia). Isolated GST-frataxin fusion protein was used

as antigen to generate antibodies in rabbits.

Northern blot analyses

Total RNA from rat interscapular BAT was purified and separated in a 1.2% agarose gel
containing formaldehyde and transferred to Hybond-N membranes. The DNA probes both for
UCP1 and UCP3 were kind gifts from Barbara Cannon (Stockholm University, Sweden).

PhosphorIimager detected the blots and the data were analysed by OptiQuant software.

Identification of proteins by mass spectrometry following SDS-PAGE separation

Digests were purified with ZipTipC18 pipette tips (Millipore, Bedford, MA, USA) using a
procedure recommended by the manufacturer. One pL elute from the ZipTips was mixed at a 1:1
ratio with saturated DHB matrix (2,5-dihydroxybenzoic acid) solution and applied to an Achor chip
MALDI plate (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany). A Bruker Reflex 1l MALDI-TOF mass
spectrometer (Bruker-Daltonics, Bremen, Germany) was used in positive ion reflector mode with
delayed extraction. Autolysis products of trypsin served as internal standards for mass calibration.
The monoisotopic masses for all peptide ion signals in the acquired spectra were determined and the
information was entered in a database searching against a non-redundant database (NCBI), using

the Mascot program (Matrix Science; http://www.matrixscience.com/).

Materials for enzyme activities, glucose uptake and in vivo fatty acid synthesis
2-Deoxy-D-[U-**C]glucose (Amersham), *H,O and [y-**P]JATP were purchased from the

Institute of Isotopes Co. (Budapest, Hungary). GSK3p was from Calbiochem (La Jolla, CA, USA).

Insulin determination kit was from Crystal Chemicals (Downers Growe, IL, USA). Antibody

against actin, amyloglycosidase and other chemicals were from Sigma-Aldrich (Budapest,
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Hungary). SB 415286 specific GSK-3 inhibitor was from Tocris, (Avonmouth, UK). GSK-3

substrate peptide derived from Upstate (USA).

Enzyme activities

Pyruvate dehydrogenase enzyme (PDH) and phosphofructokinase-1 (PFK-1) acetyl-CaA
carboxylase (ACC), citrate Ilyase (CitLy) and GSK3 activities were measured
spectrophotometrically as reported in the original papers of the author. Glycogen content was

measured as previously described.

Glucose uptake

Glucose uptake was measured by using 2-deoxy-[**C]glucose, basically as described.
Briefly, 1h after an intraperitoneal injection of 7.4 kBq radioactive 2-deoxy-glucose, glucose
concentration was measured in the plasma, while radioactivity was measured in the plasma and

BAT. The plasma specific radioactivity was then used to calculate glucose uptake.

In vivo fatty acid synthesis

Fatty acid (FA) synthesis was evaluated in vivo by measuring incorporation of *H,0 into
FA. This method measured rate of de novo FA synthesis independent of the precursor carbon
source. An intraperitoneal injection of 370 kBq tritiated water in 1 mL saline was administered to
the animals and 1 h later they were killed. The tissues were processed and radioactivity in FA in
BAT and WAT was counted in a liquid scintillation counter. Results were given as pg H atom

incorporated into 1g tissues in 1h.
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RESULTS AND DISSCUTION

The opposite regulation of lipid synthesis by ACC and CitLy in BAT and WAT plays an important
role in the cooperation between the two organs in favour of thermogenesis. WAT acts primarily as a
net FFA provider, whereas BAT acts as a net FFA user. The level of fatty acid synthesis is
increased parallel with R-oxidation. Flux of 3-oxidation is much higher than fatty acid synthesis.
The situation is not unknown in BAT. ACC1 isoenzyme is phosphorylated under cold environment
only in BAT. ACC2 is not phosphorylated in the same condition in BAT. ACC2 is responsible for
regulation of carnitine acyl transferase. The question is: what is the explanation of increased fatty
acids synthesis and R-oxidation. Detailed mechanism of uncoupling is not clear yet. A theory is
indicating that UCPs need fatty acid for uncoupling the mitochondria. Increased fatty acid synthesis
may be a compensation mechanism of increased level of fatty acid oxidation.

The considerable increasing of active forms of ACC and CitLy indicates a massive FA
synthesis in cold in BAT. On the contrary the activity of FFA synthesis down regulated in WAT by
both lipogenic enzymes. The *H incorporation shows clearly a converse regulation of FFA synthesis
between BAT and WAT. To understanding the deeper relation between BAT and WAT we have
measured the FFA content in BAT in cold and reacclimatized environment. We have gotten
indirect evidence that the FFA oxidation (R-oxidation) is much intensive than FFA synthesis in
BAT.

Glucose uptake is increased at cold environment and at reacclimatization phase also in BAT.
Glucose transporter-4 (GLUT4) shows over expression under both environments in BAT. Insulin
level of serum is decreased under cold acclimatization and started to return to normal level at
neutral temperature. Activity of phosphofructokinase-1 did not change significantly in BAT at same
temperature condition see above. Activity of pyruvate dehydrogenase (PDH) decreased in cold
environment and this trend line was followed under reacclimatization. While PDH activity was

repressed the glycogen amount of BAT was increased. This effect showed that glucose was taken
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up and its degradation is inhibited by glycolysis, so there is a free way to glycogen conversation of
glucose. We investigated the signal pathway of glycogen synthesis in BAT and muscle tissue. AKT
and GSK3R were studied and their phosphorylation. The results showed that glycogen synthase is
inhibited in cold, which was well presented in the measurement of glycogen content in BAT. The
glycogen amount of BAT is dramatically elevated under reacclimatization as it has been shown on
the changes of p-AKT and (active) and p-GSK3[ (inactive). Muscle tissue has a remarkable content
of glycogen. It is mentionable that the upstream signalling pathway of glycogen accumulation is
activated only in the reacclimatization phase of rats in muscle.

We have showed that UCP1 protein expression increased markedly during the cold exposure
and their level is maintained after 24h-reacclimatized condition to neutral temperature. On the
contrary to the UCP3 protein expression has decreased greatly in the same condition but started to a
gentle return to normal level on neutral temperature. MRNAs of UCP1 and UCP3 are markedly
increased in cold adaptation, but the protein expression didn’t followed it. It would be suppose a
post-transcription and post-translation mechanism in the background. This results show that UCP1
has a key regulator function in the thermogenesis. UCP3 takes plays especially in regulation of

respiratory chain.
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