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Introduction

m Termogenesis adaptif adalah mekanisme
bertahan hidup yang penting untuk
homeoterm(pertahanan suhu terhadap
lingkungan) yang terjadi kapan pun saat
suhu sekitar turun di bawah termonetralitas
(Silva, 2003).

Brown Adipose Tissue (BAT) adalah jaringan
untuk menghasilkan thermogenesis adaptif
(Lowell dan Spiegelman, 2000; Stock, 1989)
dengan kapasitas oksidatif yang tinggi.
Selama paparan dingin yang berkelanjutan,
BAT mengalami remodeling untuk
meningkatkan potensi kenaikan suhu tubuh.




m Paparan dingin kronis menyebabkan peningkatan aktivitas mitokondria di BAT
dengan induksi b-oksidasi asam lemak, aktivitas transpor elektron, dan ekspresi
protein 1 (UCP1) uncoupling untuk menghasilkan panas ( Cannon dan Nedergaard,
2004, Blondin et al., 2014, 2017) . Namun, aktivitas mitokondria yang meningkat ini
juga meningkatkan Reaktif oksigen spesies (ROS) (Barja De Quiroga et al., 1991;
Buzadzic et al., 1999) yang dapat menyebabkan kerusakan mitokondria dan
gangguan thermogenesis (Lettieri-Barbato, 2019).

m Untuk mencegah akumulasi kerusakan oksidatif, BAT memanfaatkan autophagy
untuk menghilangkan dan mendaur ulang organel yang rusak seperti mitokondria
(mitophagy).

m Peran autophagy dalam BAT selama paparan dingin tidak dipahami dengan baik
karena terdapat hasil yang bertentangan dalam literatur (Martinez-Lopez et al.,
2016) (Cairo et al., 2016; Lu et al., 2018).




HASIL

Untuk menguji efek paparan dingin pada
autophagy di BAT, jurnal ini menampung A o
mencit selama 72 jam dgn suhu
termoneutral (TN) untuk tikus. Setelah
72 jam paparan dingin, terjadi
peningkatan yang nyata pada MAPILCIB e
MAP1LC3BII/protein terkait mikrotubulus  mapiLC3BI s '
1 rantai ringan 3 beta |l dan penurunan

ekspresi protein SQSTM1 serta SQSTMI SRR
peningkatan konversi MAP1LC3BI

menjadi MAP1LC3BII menunjukkan GAPDH g ™ 7102
adanya peningkatan autophagy setelah ¥
paparan dingin kronis (Gambar 1A).
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m Aktivasi PRKAA / AMPK merangsang
autophagy dengan memfosforilasi
protein inisiator autophagosome,
Unc-51 Like Autophagy Activating
Kinase 1 (ULK1) di serin 555 (S555).
Sebaliknya, aktivasi MTOR
menghambat autophagy. Kami
mengamati peningkatan fosforilasi
PRKAA, target hilirnya ACC, serta
ULK1 di S555 tetapi tidak ada
perubahan dalam fosforilasi MTOR
atau target hilirnya RPS6KB1 dan
EIFAEBP1, menunjukkan bahwa
PRKAA mendorong peningkatan
autophagy (Gambar 1B ).

Cold 72h

z

-

puLktsss S oo
ULK1 .._ i
p-ACACA S - 250402

ACACA . .- 250 kDa

PPRKAA ==,
PRKAA e - .
p-MTOR S e - 250 kDa

MTOR ™ %~ 250kDa

p-RPSGKB1 l §'75 >

RPSKB1 '.'75”’3
p-EIF4EBP1 P -5

EIF4EBP1 . - 25kDa

GAPDH s s~ 37102

oW
& Cold 72h

Relative density




m Pada level transkripsi, terjadi
induksi level mRNA
Mapllc3b, Sgstm1l, Atgb,
Atg7, dan Ulk1l pada 72 jam
yang menunjukkan bahwa
peningkatan autophagy
dikaitkan dengan peningkatan
ekspresi gen autophagy pada
72 jam (Gambar 1C) .
Konsisten dengan aktivasi
BAT, level mMRNA Ucpl dan 2
Dio2 juga diregulasi setelah
/2 jam paparan dingin 0-
(Gambar 10).
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m Pengobatan NE jangka panjang menginduksi autophagy pada BAT saat
Paparan dingin

m pengaktifkan pensinyalan adrenergik pada BAT untuk memulai thermogenesis (Silva, 2003). Kami
selanjutnya memeriksa efek langsung stimulasi adrenergik pada autophagy BAT dengan treatment BAT
menggunakan NE. Kami mengamati bahwa ketika sel diperlakukan dengan NE selama 72 jam, mereka
menunjukkan peningkatan MAP1LC3BIl dan penurunan ekspresi SQSTM1 yang konsisten dengan
peningkatan fluks autophagy (Gambar 1D). Ketika kami menggunakan bafilomycin (Baf), untuk
memblokir autophagy yang terlambat, ada peningkatan yang lebih besar dalam MAP1LC3BI| setelah
penambahan Baf dalam sel yang diobati dengan NE versus sel kontrol yang tidak diobati (0,83 versus
0,54), menunjukkan bahwa NE meningkatkan fluks autofagik (Gambar 1D ) .
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m  Kami selanjutnya memeriksa fluks autofagik dengan mentransfeksi tandem
fluorescent Mapllc3b (RFP-eGFP-MAP1LC3B) plasmid yang mengekspresikan
MAP1LC3B dengan domain fluoresen hijau dan merah menjadi garis sel mBAP-9
tikus adiposit coklat. Sinyal hijau dan merah dipancarkan saat protein fusi berada
dalam autofagosom.Namun, sinyal hijau padam dan hanya fluoresensi merah yang
dipancarkan di lingkungan asam autolisosom yang menyatu. Dalam sel yang
diinkubasi dengan NE selama 72 jam, terdapat peningkatan jumlah puncta merah
yang menunjukkan mereka memiliki fluks autophagic yang lebih tinggi daripada sel

kontrol (Gambar 1E).
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m Mirip dengan pengamatan in vivo kami setelah paparan dingin, kami mengamati
induksi ekspresi gen autophagy setelah 72 jam pengobatan NE pada adiposit coklat
primer (Gambar 1F). Kami juga mendeteksi upregulasi ekspresi gen Ucpl dan Dio2
setelah 72 jam pengobatan NE. Hasil ini sangat menyarankan bahwa autophagy
diaktifkan setelah stimulasi BAT kronis.




Paparan dingin kronis meningkatkan b-oksidasi asam
lemak di BAT

m  Untuk memeriksa aktivitas mitokondria di BAT setelah paparan dingin kronis, kami
selanjutnya melakukan analisis intermediet asil karnitin dan asam trikarboksilat
(TCA) di BAT dari tikus yang terpapar suhu dingin selama 72 jam.

m Dan hasilnya menunjukkan peningkatan b-oksidasi mitokondria.




Paparan dingin kronis meningkatkan
pergantian mitofag dan mitokondria di BAT

m Secara keseluruhan, temuan ini menunjukkan bahwa ada degradasi mitokondria
dewasa oleh mitofagi dan sintesis mitokondria baru.

m Kami selanjutnya menguji efek dari peningkatan pergantian mitokondria ini pada
respirasi mitokondria dengan oksimetri kuda laut dengan merawat adiposit coklat
primer dengan NE selama 72 jam. Sel-sel ini menunjukkan tingkat konsumsi
oksigen basal (OCR) yang secara signifikan lebih tinggi serta kapasitas pernapasan
maksimum daripada sel yang tidak diobati. Konsisten dengan peningkatan aktivitas
mitokondria, sel yang diobati dengan NE juga menunjukkan peningkatan jumlah
protein mitokondria. Secara kolektif, temuan ini menunjukkan bahwa stimulasi b-
adrenergik meningkatkan mitofag, jumlah mitokondria, dan pergantian mitokondria
untuk merangsang respirasi mitokondria.



DISKUSI

Dalam penelitian ini, kami melaporkan bahwa termogenesis BAT sebagai respons terhadap
paparan dingin kronis memerlukan autophagy. Temuan ini konsisten dengan laporan
sebelumnya yang menunjukkan adanya peningkatan autophagy selama paparan dingin
jangka panjang (Martinez-Lopez et al., 2016; Lu et al., 2018).

Namun, ini kontras dengan laporan sebelumnya tentang penurunan autophagy di BAT setelah
24 jam paparan dingin (Cairo et al., 2016). Ada kemungkinan bahwa perbedaan ini mungkin
disebabkan oleh efek temporal paparan dingin pada autophagy, dengan peningkatan
autophagy selama paparan kronis yang disebabkan oleh induksi transkripsi gen autophagy
yang kami mengamati setelah 72 jam paparan dingin. Temuan kami juga konsisten dengan
penelitian kami sebelumnya yang menunjukkan bahwa T3 menginduksi autophagy pada BAT
selama thermogenesis teraktivasi pada suhu kamar (Yau et al., 2019). Diambil bersama
dengan temuan kami, induksi autophagy tampaknya terjadi selama paparan dingin kronis
dan stimulasi farmakologis BAT.



DISKUSI

m Selain efeknya pada metabolisme lipid dan kontrol kualitas mitokondria selama
stimulasi dingin kronis, autophagy juga mungkin memiliki efek pada proses seluler
lainnya di BAT. Aklimasi dingin menginduksi hiperplasia BAT dengan proliferasi
preadiposit dan sel endotel vaskular yang signifikan. Dalam hubungan ini,
autophagy ditemukan untuk mengatur diferensiasi adiposit coklat dan
angiogenesis.




SUMMARY

m penelitian kami menunjukkan bahwa paparan dingin kronis dan / atau stimulasi NE menginduksi
autophagy, b-oksidasi asam lemak, dan aktivitas mitokondria dalam BAT.

m Autophagy memainkan peran penting dalam menjaga integritas dan fungsi mitokondria yang diperlukan
untuk thermogenesis selama paparan dingin kronis in vivo. Mitophagy diinduksi dalam BAT selama
paparan dingin kronis, dan kehilangannya menyebabkan gangguan termogenesis in vivo dan penurunan
respirasi pada adiposit coklat primer. Aktivitas BAT telah dikaitkan secara negatif dengan obesitas dan
diabetes pada pria.

m Dengan demikian, hasil kami mendukung gagasan bahwa modulasi farmakologis autophagy dalam BAT
untuk meniru efek termogenik yang diamati selama paparan dingin kronis dapat menjadi pendekatan
potensial untuk meningkatkan aktivitas BAT untuk pengobatan penyakit metabolik seperti obesitas dan
diabetes.
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