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Abstrakt

Schopnost regulace télesné teploty je klicova pro preziti a evoluci organismti. Endotermové
maji efektivni mechanismy tvorby tepla, mezi které patii svalovy tfes a netfesova termogeneze
(NST), ke které dochazi pfevazné v hnédé tukové tkani a svalu. Svalovd NST je komplexni
proces zahrnujici vice mechanismu, klicovou roli vSak pravdépodobné hraje efekt sarkolipinu
na protein SERCA, kdy dochdzi ke &tépeni ATP bez prederpani Ca?" do
sarkoendoplasmatického retikula doprovazené vznikem tepla. Dalsi kliové proteiny svalové
NST jsou napi. ryanodinové receptory, regulujici vapnikové koncentrace, a fosfolamban,

regulujici aktivitu SERCA. Zasadni roli hraje také aktivita mitochondrii.

Schopnost svalové NST zavisi na ontogenetickém stadiu organismu a na vnéj$ich podminkéch,
kterym je vystaven. Kromé tepelné homeostdzy maji tyto mechanismy zéasadni vliv také na
regulaci celotélového metabolismu a mohou slouzit jako ochrana pted obezitou indukovanou

dietou.

Stejné jako jiné termogenni mechanismy i svalovd NST je energeticky narocny proces a proto
poznani jejich procesi a schopnost jejich regulace by mohlo pfinést novou cestu v 1€¢b€ obezity

a s ni souvisejicich metabolickych onemocnéni.

Kli¢ova slova: netfesova termogeneze, sarkolipin, SERCA, sval, hnéda tukova tkan



Abstract

The capacity to regulate body temperature is of great importance for the survival and evolution
of organisms. Endotherms possess highly efficient mechanisms for generating heat, including
muscle shivering and non-shivering thermogenesis (NST), which occurs predominantly in
brown adipose tissue and muscle. The process of muscle NST is a complex one, involving
multiple mechanisms. However, it seems likely that the effect of sarcolipin on SERCA protein
plays a key role. This occurs when ATP cleavage occurs without Ca?>" pumping into the
sarcoendoplasmic reticulum, accompanied by heat generation. Other key proteins of the muscle
NST include ryanodine receptors, which regulate calcium concentrations, and phospholamban,

which regulates SERCA activity. Mitochondrial activity also plays a crucial role in this process.

The ability of muscle NST depends on the ontogenetic stage of the organism and the external
conditions to which it is exposed. In addition to thermal homeostasis, these mechanisms also
have a major impact on the regulation of whole-body metabolism and may serve as protection

against diet-induced obesity.

As with other thermogenic mechanisms, muscle NST is an energy-intensive process.
Consequently, an understanding of its processes and the ability to regulate them could provide

a new avenue in the treatment of obesity and related metabolic diseases.

Keywords: nonshivering thermogenesis, sarcolipin, SERCA, muscle, brown adipose tissue



Seznam zkratek:

ACH acetylcholin

AFP proteiny zabranujici zamrzani (z angl. antifreeze protein)

ACHR acetylcholinovy receptor

AMK aminokyselina

BAT hnéda tukova tkan (z angl. brown adipose tissue)

BMR bazalni metabolismus (z angl. basal metabolic rate)

CAMKII Ca’" kalmodulin-dependentni proteinovd kindza II (z angl. Ca*

calmodulin-dependent protein kinase II)

DIO dietou indukovand obezita

DIT dietou indukovana termogeneze

FCCP karbonyl kyanid-p-trifluormetoxyfenylhydrazin

HFD vysokotutova dieta (z angl. high-fat diet)

LPL lipoproteinova lipasa

MK mastné kyseliny

MURF1 z angl. muscle RING-finger protein-1

NA noradrenalin

NEAT tvorba tepla, ktera neni vazana na pohybovou aktivitu (z angl. nonexercise

activity thermogenesis)

NMJ nervosvalova ploténka (z angl. neuro-muscular juction)

NPY neuropeptid Y

NS nervovy systém

NST netfesova termogeneze (z angl. non-shivering thermogenesis)

P/Q-VGCC napétove regulovany vapnikovy kanal p/q typu (z angl. p /q type of voltage-

gated calcium channel)



PKA proteinkindza A

PGCla koaktivator receptoru aktivované¢ho proliferatorem peroxizomu y 1-a (z

angl. peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1-a)

PLB fosfolamban (z angl. phospopholamban)

RYR ryanodinovy receptor

SER sarkoendoplasmatické retikulum

SERCA sarkoplazmatickd/endoplazmaticka retikularni Ca?* ATP4za

SLN sarkolipin

SNS sympaticky nervovy systém

To télesna teplota

TMPD N, N, N¢, N*-tetrametyl-p-fenylendiamin

TRPV1 z angl. transient receptor potential vanilloid1

UCP odptahujici protein (z angl. uncoupling protein)

VDAC napétové zavisly aniontovy kanal (z angl. voltage-dependent anion
channel)

VMH ventralni medialni hypotalamus
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1 Uvod

Schopnost termogeneze je kliCova pro zivot vSech organismu. Zatimco u ektotermti dominuje
termogeneze behaviordlni, endotermové si vyvinuli celou fadu fyziologickych mechanismu, jak
udrzeni stalé teploty téla dosdhnout. Mezi tyto mechanismy patii svalovy tfes a netfesova
termogeneze (NST) pomoci BAT. Nové se ukazuje, Zze by vyraznym pfispévatelem
k termogenezi mohla byt i NST ve svalu, o jejiz existenci u savcl, konkrétné vacnatcii
a ptakofitnych, se uvazuje od roku 1992 (Nicol et al., 1992) cit. dle (Nowack, Giroud et al.
2017). Mechanismus, jak k tomuto typu termogeneze dochazi, tedy vliv sarkolipinu (SLN) na
sarkoplazmatickou/endoplazmatickou retikularni Ca** ATP4azu (SERCA), byl viak rozkli¢ovan

az v poslednich letech (Bal, Maurya et al. 2012, Bal, Maurya et al. 2016).

Je v§ak mozné, ze svalova NST je komplexnéjsi a ze molekularnich mechanismd, které se pii
tom podileji na vzniku tepla je vice. Také jeji regulace a faktory, které ji ovliviiuji, zlistavaji ne
zcela prozkoumané. Mezi fakta, kterd by mohla hrét dillezitou roli v posunu v pochopeni téchto
mechanismu, spadd i detailngjsi popis isoforem SERCA a jejich regulaci pomoci dalSich
proteintl, nebo zavislost exprese rtiznych typt svalovych vldken (respektive MHCI a MHCII)

a exprese proteini klicovych pro svalovou NST.

O pochopeni termogennich mechanismii je velky zdjem. Termogenni mechanismy hraji
dilezitou roli v energetické homeostaze, jsou velmi energeticky naro¢né, a proto by pochopeni
a farmakologické ovlivnéni téchto procesit mohlo hrat kli¢ovou roli v boji proti celosvétové
epidemii obezity. Pokud by se tedy ukézalo, Ze svalovd NST ma vyznamnou termogenni
a energetickou roli i u ¢loveéka, pochopenim jejich mechanismt a regulace a potencialné

schopnosti jeji aktivace by se oteviel dalsi pfistup jak s obezitou bojovat.

2 Termogeneze

2.1 Ektotermie

Ektotermni organismy k manipulaci s télesnou teplotou (Tb») vyuZivaji behavioralni
termoregulaci. Rychlost jejich metabolismu je zévisla na okolni teploté. Pokud jejich teplota
klesne pod prahovou hodnotu, ptechéazeji do stavu hibernace, kdy je jejich metabolismus velmi
zpomalen, tento stav trva do doby, kdy nastanou pfiznivéjsi podminky prostiedi. Aby predesly
poskozeni vnitiniho prostfedi t€la, snizuji teplotu tani télnich tekutin pomoci specidlnich

proteinti (AFPs, z angl. antifreeze proteins), nebo zabranuji zamrznuti intracelularnich tekutin



anebo vzniku ledovych krystali v extracelularnim prostoru pomoci jinych kryoprotektanti,

jako je glycerol (Costanzo and Lee Jr. 1993).

2.2 Endotermie

Na rozdil od ektotermli, musi mit endotermové vyvinuté takové mechanismy, aby za co
nejmensich energetickych nakladii dokazali udrzet stalou télni teplotu v teplotné nestalém
prostiedi. Kromé produkce tepla pfirozené vznikajici pii télesném metabolismu (napf.
v jatrech), ma t€lo 1 dalsi i€inné mechanismy termogeneze. Mezi né patii svalovy ties a NST
pomoci hnédé tukové tkané (BAT, z angl. brown adipose tissue) a svalu, déle také vapnikové
cyklovani, na kreatinu zavislé cyklovani ADP/ATP, piipadné¢ endogenni mitochondrialni

odptazeni (Brownstein, Veliova et al. 2022).

2.3 Evoluce termogeneze

Rizné organismy maji rizné mechanismy, jak se vyrovnat s nepfiznivymi vnéjSimi
podminkami. Jeden z faktori, kterému musi Celit, jsou vykyvy okolni teploty. UdrZzovani stalé
télni teploty, a tedy i1 spravna regulace termogennich mechanismd, jsou kli¢ové pro preziti
mnoha organismu (termoreguldtofi), jini vSak dokazi prezit v Sirokém rozmezi vnéjSich teplot
bez nutnosti regulace (termokonformefi). Za tcelem regulace télni teploty se proto béhem
evoluce vyvinulo nékolik zpiisobtl, jak toho organismy dosahuji. Casteénd endotermie
pravdépodobné vznikla jako prvni u plazi, kteti vyuzivaji jak behavioralni, tak fyziologické
mechanismy termoregulace. U plazii je pro vznik endotermie kliCcovd dostate¢nd velikost,
poprvé se u nich objevila také tfesova termogeneze a to konkrétné u krajt, které takto zahtivaji
vajicka v hnizd¢ (Grigg, Beard et al. 2004). Dal§im dalezitym stupném v evoluci endotermie je
tzv. protoendotermie, pro jejiZ vyzkum slouZzi jako modelové mechanismy echidny, které i ptes
to, Zze vykazuji heterotermii (kolisani T, béhem dne a roc¢nich obdobi), maji mechanismy
charakteristické pro obligatni endotermii, jako jsou vyssi klidovy metabolismus (v porovnani
s plazy), tfesova termogeneze, lokomotoricka aktivita vedouci ke zvySeni teploty, a také jejich
schopnost byt aktivni i za velmi nizké Ty,. Mezi obligatni endotermy patii savci a ptaci. Pro
vznik endotermie je kliCovy predevSim vznik endogennich termogennich mechanismi (svalova
tfesova a netfesova termogeneze, vznik BAT) a dostate¢né tepelna izolace, a to jak ptfitomnosti

srsti nebo pefi, tak moZznosti regulace priitoku krve v periferiich (Grigg, Beard et al. 2004).

Jednim z mechanismi adaptivni termogeneze savcu a ptakl je ties, ktery je vSak mozny
vyuzivat pouze na kratkou dobu, je velmi energeticky nadro¢ny a miize omezovat lokomocni

funkci svalll (Rowland, Bal et al. 2014). Proto mize organismus pouzivat jest¢ mechanismy



NST (Chaffee and Roberts 1971). Mezi mechanismy NST u savci patii NST pomoci
odptahujiciho proteinu 1 (UCP1; z angl. uncoupling protein 1) v BAT a NST ve svalu. BAT je
velice efektivni zdroj tepla, jeji zastoupeni v ramci celého téla je vSak u velkych savcu, jako
jsou lidé, relativné malé a je lokalizovana predevsim do stiedu téla (mezilopatkova oblast),
amusi byt tedy zajistén dostateény rozvod tepla, vznikajiciho v BAT, do celé¢ho téla. Tento
mechanismus tvorby tepla vyuzivaji pfedev§im savci v neonatalnim stadiu vyvoje a mali
hlodavci, zatimco u velkych dospélych savcil byva bud’ znacné omezen a nebo Uplné chybi.
Zda se, ze je pro n¢ dulezita svalova NST, 1 kdyz se nazory v této oblasti 1isi a ncktefi se
domnivaji, ze svalova NST viibec nemusi existovat (Golozoubova, Hohtola et al. 2001). Oproti
termogenezi v BAT muze byt svalovd NST méné Gc€innd, avSak svaly zabiraji velkou ¢ést
objemu téla, produkce tepla je tedy ve vysledku velké a je rozprostiena po celém téle. I ptesto,
ze primarnim mechanismem NST u hlodavci je pravdépodobné funkce UCP1 v BAT, i u nich
hraji v termoregulaci klicovou roli dalsi mechanismy, jako je napt. pravdépodobné¢ SLN
zprostiedkovana termogeneze v kosternim svalu (Pant, Bal et al. 2015; Rowland, Bal et al.
2015). Jako dikaz, Ze existuji 1 jiné mechanismy NST nez v BAT, byly pro vyzkum kromé
velkych savct pouzity mysi UCP1-KO modely.

U vacnatct, ptaka a velkych placentaltl, kteti postradaji mechanismus NST pomoci UCP1
v BAT, je sval pravdépodobné hlavnim mistem termogeneze (Bicudo, Vianna et al. 2001;
Rowland, Bal et al. 2014). K podobnému jevu dochazi i u mysi, u kterych neni funkéni NST
v BAT (Bal, Maurya et al. 2012; Rowland, Bal et al. 2015).

2.4  Mechanismy netfesové termogeneze

Vyvoj NST byl klicovy pro radiaci savcii do prostfedi s chladnéjSim podnebim (Nowack,
Giround et al. 2017). Svalovy tfes neni dostacujici jako dlouhodoby zdroj tepla nejen pro jeho
vysoké energetické ndklady, ale také proto, Ze jedince muze omezovat v lokomoci, coz je
klicové pro preziti, napt. pro ut€k pied predatorem a shanéni potravy (Rowland, Bal et al. 2014).
Existuji vSak i dikazy o tom, Ze mechanismy svalové tiesové a netiesové termogeneze funguji
nezavisle na sob& a navzdjem se nevylucuji. Vyzkum na mysich, u kterych byla pozorovana
svalova NST 1 pfes blokaci svalového ttesu, ukazuje, Ze je mozné, ze oba mechanismy svalové
termogeneze mohou probihat nezdvisle na sobé (Bal, Maurya et al. 2012). Je vSak zifejmé, ze
pak, pfedev§im u malych zvifat, mize nastat problém v koordinaci svalové NST a fizeni
lokomoce, coz mtize byt jednim z divoda ke vzniku NST v BAT u téchto druhti (Nowack,

Giroud et al. 2017).



Obecné existuje vice mechanismi NST, mezi hlavni dva patii: NST zprosttedkovana UCP1
v BAT a svalova NST, pro niz je kli¢ova odprahujici funkce SLN na SERCA; podileji se na ni
vsak 1 dal$i mechanismy (viz kapitola 3). Oba mechanismy NST jsou zalozeny na prazdném

cyklovani iontli, ¢imz dochézi ke vzniku tepla.

2.4.1 UCP1-zavisla netfesova termogeneze v hnédé tukové tkani

Tvorba tepla pomoci UCP1 umoziuje rychlejsi zahtati bez omezeni svalové lokomocéni funkce
(Rowland, Bal et al. 2014). Mezi diskutované teorie divodu vzniku BAT patfi: a) kolonizace
chladnégjsiho prosttedi (Nowack, Giround et al. 2017), b) ochrana pted chladovym stresem
v ¢asné postnatadlnim obdobi (Cannon and Nedergaard 2004), c) udrzeni vysoké Ty, rodict
béhem péce o potomky (Oelkrug, Goetze et al. 2013), d) neslucitelnost mechanismu tfesové a
netfesové termogeneze v kosternim svalu, jak bude diskutovano dale, viz kapitola 3.4
(Rowland, Bal et al. 2014), e) rychlé probuzeni z torporu a snizeni energetickych ndkladt na

ziskani idedlni Tb pii probouzeni (Oelkrug, Heldmaier et al. 2011; Nowack, Giroud et al. 2017).

Kli¢ovou roli ma BAT u savéich mlad’at, kterd jsou nachylna k hypotermii, protoze nedokazi
dostate¢né vyuzivat behavioralni mechanismy termoregulace, nemaji dostatecné vyvinuté svaly
pro tfes a maji vysoky obsah vody v téle. Také lidSti novorozenci maji dostate¢né vyvinutou

BAT, k jejiz redukci dochazi v pribéhu ontogeneze (Nowack, Giroud et al. 2017).

Zavislost zvyseni Ty za ucelem péce o potomky, zavislé na BAT, byla zpochybnéna nalezem
Salvator merianae, plazi, kteti 1 pfes nepfitomnost BAT zvySuji svou Ty béhem reprodukéniho
obdobi (Tattersall, Leite et al. 2016), cit. dle (Nowack, Giroud et al. 2017). Predpoklada se, ze
za timto jevem mitiZe stdt podobny mechanismus jako NST zprostfedkovana pomoci SERCA

(Nowack, Giroud et al. 2017).

NST pomoci BAT je dale kli¢ova pro regulaci probouzeni béhem hibernace, ke které dochazi
spiSe u malych savci. NST v BAT umoznuje rychlejsi zahtati a tim rychlejsi probuzeni, snizuji
se tak energetické ndklady na probuzeni z hibernace (Oelkrug, Heldmaier et al. 2011). Béhem
hibernace dochéazi k poklesu exprese SLN (Oliver, Anderson et al. 2019), ¢imz dochézi
k redukci energetickych ztrat a podporuje to myslenku, ze BAT hraje klicovou roli pro
a pomalejSimu probuzeni, ale i u nich jsou zbylé termogenni mechanismy k probuzeni
dostacujici. To je dlivod, pro¢ se vacnatci z tohoto stavu probouzeji pomaleji a proc jejich
teplota neklesa béhem hibernace tak nizko, jak je tomu u placentali (Nowack, Giroud et al.

2017).



ey

Mechanismy NST jsou obecné klicové pro malé savce, zijici v teplotné nestalém prostiedi.
I pfesto, ze primarni zdroj tepla je pro né¢ NST v BAT, maji vyvinutou i svalovou NST.
Kombinaci obou mechanismt dokdzi zajistit udrzeni optimalni teploty za co nejmensich
energetickych vydaju. Jednim z omezujicich faktorti svalové NST u malych savcl je vysoky
podil glykolytickych svalovych vldken, kterda nejsou schopna efektivni svalové NST (viz
kapitola 3.5) (Nowack, Giroud et al. 2017).

2.4.2 Dal$i mechanismy netresové termogeneze

Mezi dalsi dulezité organy, ve kterych je vytvareno teplo, patii kosterni svaly. Ve svalech pak
dochazi k tvorbé tepla jednak pomoci svalového tiesu, a jednak pomoci svalové NST. Je
popsano vice typu svalové NST, cCasto u zvifat, kterd nemaji funkéni UCPI1-zévislou
termogenezi. Tito zivo¢ichové postradaji BAT, a tedy i jedno z kli¢ovych mist NST. Patii mezi
n¢ naptiklad vacnatci, kteti vSak ziji v prostiedi, kde nejsou vystavovani velkému chladovému
stresu, proto pro né naroky na tvorbu tepla nejsou tak vysoké. BAT je také redukovéna u velkych
savci, ktefi maji vysoky podil objem/povrch, coz vede k menSim tepelnym ztratdm do okoli.
I tyto organismy vSak museji produkovat teplo v reakci na teplotni vykyvy prostiedi, jednim

z ptredpokladanych mechanismt je vyuziti svalové NST (Nowack, Giroud et al. 2017).

Nektetfi velci savcel, napf. prasata, v evoluci ztratili funkéni UCP1 Uplné, generovat teplo
prostfednictvim BAT tedy nejsou schopna ani mlad’ata. Ke ztrat€ UCP1 doSlo pravdépodobné
proto, Ze prasata osidlila studenéjSi oblasti az sekundarné. Plvodni vyskyt prasat byl
v tropickych oblastech, kde BAT nebyla tolik potfebnd. Kromé& toho maji prasata dobrou
behavioralni termoregulaci a jejich télesna stavba (vysoky pomér objem/povrch) napoméha k
udrzeni tepla (snizuje teplotni ztraty). I pfesto vSak prasata osidlila 1 chladné oblasti, potiebuji
tedy mechanismy termogeneze, které jim umoziuji reagovat na vykyvy teplot prostiedi.
Hlavnim mistem termogeneze je u nich tedy pravdépodobné kosterni sval a primarnim zdrojem
tepla by pak byla NST pomoci SLN a SERCAla (Nowack, Vetter et al. 2019), dale také tfes
nebo jiné teoreticky navrhované mechanismy svalové termogeneze (UCP3, SERCA2b) (Ikeda,

Kang et al. 2017; Lin, Cao et al. 2017) cit. dle (Nowack, Vetter et al. 2019).

Kromé savci dokdzi svou vnitini teplotu regulovat (vykazuji alespon ¢asteCnou endotermii)
1 dalsi zivo€ichové, jako napt. ptaci, nebo hlubokomotské ryby. Ptaci se spoléhaji pouze na
svalovou termogenezi a to jak na tfes, tak na NST. Mechanismus vzniku tepla pomoci NST je
u nich vSak castecné odliSny od savci. Ptaci se nespolé¢haji na odpfahujici funkci SLN

(Montigny et al., 2014), k cyklovani Ca®" u nich dochazi diky vice propustné isoformé RyR1



a chladem indukovanému zvySeni mnozstvi SERCA1 (rychlejsi isoforma) (Dumonteil, Barré
et al. 1995), cit. dle (Nowack, Giroud et al. 2017). Ptaci také exprimuji specifickou isoformu
UCP ve svalu, jejiz exprese je indukovana chladem (Raimbault, Dridi et al. 2001), cit. dle
(Nowack, Giroud et al. 2017). Jejich svaly vykazuji vysoky metabolismus a na rozdil od savct
spoléhaji pouze na metabolismus mastnych kyselin (MK; oxidativni metabolismus). K udrzeni
jejich endotermie ptispiva do jisté miry i vysoka izolacni schopnost pefi. Absence BAT miize

byt také divodem toho, Ze ptaci nehibernuji (Nowack, Giroud et al. 2017).

Dal8imi organismy vykazujici alesponi ¢aste¢nou (kranialni) endotermii a postradajici BAT jsou
nékteré hlubokomoiské ryby, které vSak maji tzv. specializovany organ pro tvorbu tepla
(anglicky ,.heater organ*) odvozeny od extraokularnich svall. Tento orgén postrada kontraktilni
funkci, umoZiuje vSak tvorbu tepla diky prazdnym cykliim Ca*" (Bardova, Janovska et al.
2024). K cyklovani Ca*" v tomto ptipadé dochazi posilenim exprese SERCA la a propustnosti
ryanodinovych receptort (RyR). Pro tento orgén je typické velké sarkoendoplasmatické
retikulum (SER) s vysokou expresi proteinti umoziujicich cyklovani Ca**, déle obsahuje velké
mnozstvi mitochondrii a je chudy na kontraktilni proteiny (Block, O'Brien et al. 1994). Kromé
zahtivani je pro ryby tento organ dilezZity pro zlepSeni orientace v hloubce (zahtati oblasti v
okoli o¢i) a tedy ke zlepSeni schopnosti lovu (Fritsches, Brill et al. 2005; Nowack, Giroud et al.
2017).

Souhrnem se da fici, Ze pro vyvoj sav¢i endotermie byl klicovy vznik NST pomoci BAT.
Existence endotermnich savci postradajicich BAT vSak ukazuje na dilezitost dalSich
mechanismi pro tvorbu tepla, zejména svalového tfesu a svalové NST. Mezi endotermy patii
také ptaci, ktefi se spoléhaji pouze na svalovou termogenezi a pro NST vyuzivaji jiné
mechanismy neZ savci. Casteénou endotermii zaloZenou na vzniku tepla podobnému savéi

svalové NST pak vykazuji 1 nékteré ryby.

3 Molekularni mechanismy svalové netfesové termogeneze

Ke vzniku tepla v kosternim svalu dochazi pomoci né€kolika mechanismi, mezi které patfi
svalovy ties, mechanismy spojené s prazdnym cyklovanim Ca" iontti (tzv. futile cycling), které
zahrnuje uvolnéni Ca** ze SER pomoci RyR a odptahujici funkce SLN na SERCA vedouci k
jeji ATPazové aktivit¢ bez vykondni prace a dalSi mechanismy napf. zmény na urovni

mitochondrialniho metabolismu.

Teplo v kosternim svalu vznikd béhem vSech chemickych procesi, ty dulezité pro tuto praci
jsou zobrazeny na obr. 1. Jelikoz vzdy dochéazi k unikiim nékterych protont pfes vnitini
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Obr. 1: Mechanismy NST ve svalu, prevzato a upraveno podle (Nowack, Giroud et al. 2017),
SLN (sarkolipin), SERCA (sarkoplazmaticka/endoplazmaticka retikularni Ca’* ATPdza), SR
(sarkoplasmatické retikulum).

mitochondrialni membranu, je i samotny proces syntézy ATP provazen tvorbou tepla (Rolfe and
Brown 1997; Clarke, Catauro et al. 2013). Vznik tepla je také nevyhnutelny béhem hydrolyzy
ATP sodikovo-draslikovou pumpou, myosin-ATPazou a béhem fungovani jiz zminéné SERCA
(mechanismus je popsan nize). SERCA tedy produkuje teplo jak jiz zminénym mechanismem
skluzu Ca®" iontd, tak i b&hem svalového stahu, véetng svalového tfesu. Dal$im zdrojem tepla
svalové NST je 1 relativni navySeni mitochondridlni oxidativni fosforylace a v disledku pak
1 Gnik protonl pfes vnitini mitochondrialni membranu, k té opét pfispivd mimo jiné i aktivita
SERCA svymi naroky na ATP. Aktivitou SERCA dochézi k §tépeni ATP na ADP. Nasledna
fosforylace ADP mitochondriemi vede ke zvySeni spotieby kysliku (de Meis 2001).
Mechanismy tvorby tepla mohou nastupovat v riizném ¢asovém horizontu po vystaveni chladu
a v zavislosti na organismu (Zivo¢isném druhu). V nékterych pracich se uvadi, ze aktivace NST

pomoci SERCA by mohla byt okamzita (Bal, Maurya et al. 2012; Nowack, Giroud et al. 2017).

Proteiny, které se ucastni i prvniho ze zminénych mechanismi svalové NST, jsou kli¢ové pro
regulaci spravné Ca”* signalizace a diilezité pro svalovou kontrakci. Po depolarizaci sarkolemy
dochazi k otevieni RyR na SER, pies které dochazi k uvoltiovani Ca*" do sarkoplazmy, to vede
v kone¢ném diisledku ke svalovému stahu. Pro svalovou relaxaci je pak dileZité odéerpani Ca>*
zpét do SER. K tomu slouzi protein SERCA. Tyto a dal$i mechanismy regulace koncentrace
Ca" iontll jsou vyuzivany i ve svalové NST, mezi néZ patii i cyklovani Ca®*. Také k tomuto
procesu pfispivaji mj. proteiny RyR a SERCA. Navrhovanym mechanismem spusténi svalové
NST je zvyseni cytoplasmatické koncentrace Ca®*. V tom hraje vyznamnou roli SLN a jeho

odptahujici funkce na SERCA, kdy odpojuje hydrolyzu ATP od transportu Ca*, nedochazi tedy



k prederpavani Ca®" do SER, ale k tomu, ze Ca>" z{istava v cytoplazmé, dale vstup Ca** pies
Ca?" kandly a RyR. Témito mechanismy se zvySuje cytosolickd koncentrace Ca®*, dochazi
k aktivaci Ca*" kalmodulin-dependentni proteinové kinazy II (CAMKII) drahy vedouci
k fosforylaci RyR1, které ve fosforylované formé propoustéji vice Ca>" ze SER do cytosolu
v porovnani s formou nefosforylovanou. Viechny tyto procesy vedou k prazdnym cykliim Ca?*,

které vyrazné pfispivaji ke svalové NST (Bal, Maurya et al. 2016).

Hlavni roli v popisovaném mechanismu prazdného cyklovani je SLN regulovana aktivita
SERCA. Ukazalo se, ze tento mechanismus je klicovy pro udrzeni Ty, u mys$i, které nemaji
moznost tvorit teplo v BAT (Bal, Maurya et al. 2012). Hlavnim reguldtorem tohoto procesu je
SLN, ktery po navazani na SERCA zpiisobuje odpiaZeni pienosu Ca** iontd pomoci SERCA
od hydrolyzy ATP (uvolnéni Ca*" zp&t do cytosolu namisto projiti membranou do SER) a tedy
uvolnéni energie z hydrolyzy ATP v podobé¢ tepla, aniz by SERCA pumpovala ionty. Diky
prazdnému cyklovani, aktivovanému SLN, dochazi k posileni hydrolyzy, nebot ionty
preneseny nejsou a stoupa tedy rozdil v koncentracich Ca*" mezi lumen SR a cytosolem.
Vzriista tedy cytosolickd koncentrace Ca**, coz je diileZity reguldtor svalového metabolismu

a aktivity mitochondrii (Sahoo, Shaikh et al. 2013).

ZvySend interakce SLN/SERCA tedy podporuje odpojeni aktivity SERCA, kterd po tomto
spojeni nefunguje metabolicky efektivné€, coz vede k tomu, ze ¢ast energie ziskané hydrolyzou
ATP je uvoliiovano ve formé tepla. Spojeni ale zaroven vytvaii zvySenou poptavku po energii.
Zvysenim energetické naro¢nosti dochazi k remodelaci mitochondrii, jejich struktury a krist,
ke zvétSeni velikosti mitochondrii, ke zvySeni exprese proteinii pro komplexy oxidativni
fosforylace, déle také ke zvySeni SER-mitochondridlnich kontaktd, vedouci ke zvyseni Ca®"
ptilivu do mitochondrii, coZ vede ke zvySeni produkce ATP (viz nize). Kromé toho, vazba SLN
na SERCA ma za nasledek zvysenou lokalni cytosolickou koncentraci Ca®", coz predstavuje
signal pro Ca®*-dependentni drahy, véetné CAMKII, o kterych je znamo, ze hyperfosforyluji
RyR. Fosforylovany RyR1 vede ke spontannimu tiniku Ca** ze SER, coZ opét vede k posileni
aktivity SERCA, hydrolyze ATP a produkci tepla (Bal, Maurya et al. 2016).

Termogeneze mysiho svalu mize byt indukovdna i hyperosmolaritou. Inhibici Na'-CI
kotransportu bumetamidem nebo odstranénim CI° z extraceluldrniho prostoru dochazi ke
snizeni bazadlniho metabolismu potkaniho svalu (m. soleus), stejné jako ke sniZeni

energetického vydeje zavislého na Ca?*. Bumetamid nebo sniZeni extracelularniho C1” zabranilo



vylevu Ca*" stimulovanému hyperosmolaritou. Po inhibici uvoliiovani Ca?* do cytoplasmy

dantrolenem doslo ke zvy$enému influxu Na* do svalu v normosmolarité (Chinet 1993).

Souhrnem je mozno fici, Ze teplo ve svalu miize nezavisle na tfesu vznikat mnoha mechanismy,
klicovym je vSak NST zprostfedkovana interakci SLN-SERCA. Dilezitou ulohu v téchto
mechanismech maji mitochondrie, které zprostiedkovéavaji dostateCny ptisun ATP pro tyto
reakce a jejich aktivita také prispiva ke vzniku tepla. Nitrobunécna signalizace je zavisla na

Ca?", jehoz vzestup vede k aktivaci mechanismi svalové NST a funkce mitochondrii.

3.1 SERCA

SERCA je transmembranovy protein lokalizovany v membrané SER, patii do rodiny P-ATPaz
a tvoii dimer o molekulové hmotnosti 110 kDa. Jeho hlavni funkci je transport Ca** z
cytoplasmy do SER, je to tedy dulezity protein jak pro regulaci bunécné signalizace, tak pro
kontraktilni funkci svalu, kdy je nezbytné od¢erpavat Ca*" zp&t do SER, aby nedochazelo ke
svalovym kie¢im a byla umoznéna spravna funkce myosinu a aktinu. Transport Ca®" pomoci
SERCA je pohanén hydrolyzou ATP. Fosfat z ATP je pfendSen na aspartatovy zbytek katalytické
domény, ¢imz dochézi k reverzibilni konformacni zméné umoziujici prenos iontd. Energie z
hydrolyzy 1 ATP je dostate¢na pro pienos 2 iontti Ca** (Periasamy and Kalyanasundaram 2007).
Transportni funkci SERCA reguluji dva hlavni proteiny — SLN a fosfalamban (PLB). Mezi
dalsi faktory majici vliv na aktivitu SERCA patii protein myoregulin, koncentrace Ca®" v
cytoplasmé i v SR, hladiny ATP, ADP a anorganického fosfatu, pH, afinita k Ca*’, rychlost
fosforylace a vazby, ptipadné 1 fluidita membrany (Bal and Periasamy 2020).

Protein SERCA je evolu¢né funkéné i strukturné konzervovan a miZzeme ho najit napii¢ druhy.
I pfesto, Ze u bezobratlych je kédovan pouze jednim genem, pomoci alternativniho sestfihu
u nich vznikaji 2 isoformy vykazujici vysokou podobnost se sav€imi isoformami SERCA2a
a SERCA2b (Periasamy and Kalyanasundaram 2007). U savcl je SERCA kodovana 3 geny
SERCA 1, SERCA 2, SERCA 3, pomoci alternativniho sestfihu pak vznika vice néz 10
1soforem. V rychlych kosternich svalech je typicky exprimovan gen SERCAL, alternativnim
sestithem z n¢j vznikaji dvé isoformy SERCAla (994 aminokyselin (AMK)) a SERCA1b
(1011AMK). SERCAla v pribehu dospivani nahrazuje SERCA 1b, charakteristickou pro plod.
SERCA2 koduje isoformy SERCA2a (997AMK) a SERCA2b (1042AMK). Isoforma
SERCAZ2a v dospélosti tvoii dominantni isoformu v srdci a pomalém svalu, kde se jeji exprese
zvysuje v prubéhu dospivani, v rychlém svalu se exprimuje pouze ve stadiu plodu. SERCA2b

se nachazi v nizkych hladinach ve vSech tkanich. V srdci se nachéazi i isoforma SERCA2c



(999AMK). SERCA 3 je exprimovana piedevSim v nesvalovych tkanich (hlavné
v hematopoetickych bunéénych liniich, krevnich destickach, epitelidlnich buikach,
fibroblastech a endotelidlnich buikach), u ¢lovéka dochazi k alternativnimu sestiihu do Sesti
isoforem mRNA. Jako translatované isoformy byly vsak detekovany jen SERCA3a, SERCA3Db,
SERCA3c (Periasamy and Kalyanasundaram 2007). Je tedy patrné, ze rizné isoformy SERCA
hraji riznou roli. Pro expresi isoforem SERCA a zréni svali je klicova svalové inervace, protoze
denervace kosternich svalti vede k poklesu exprese SERCA2a, coz zna¢i navrat k fetalnimu
fenotypu (Schulte, Peters et al. 1994). Exprese raznych isoforem SERCA nezavisi pouze na
typu tkang, ale dulezité je také stddium vyvoje. Béhem vyvoje dochdzi ke zménam v expresi
ruznych isoforem vedouci k fenotypovym zménam a k ovliviieni zrani svall (viz tab. 1). Pomér
motorickych jednotek a jejich aktivita mize mit vliv na typ svalového vldkna a je zodpovédna
za heterogenitu svalu, coz opét odkazuje na dilezitost vyvoje inervace svalu béhem zrani

(Periasamy and Kalyanasundaram 2007).

Obecné maji SERCA1 isoformy rychlou kinetiku a SERCA2 isoformy pomalou kinetiku
(Periasamy and Kalyanasundaram 2007). Pant 2015 (Pant, Bal et al. 2015) tvrdi, Ze v rychlych
kosternich svalech dochazi béhem postnatalniho vyvoje ke zménam exprese SERCA od pomalé
SERCA2ak rychlé SERCA1la. Nezminuje se vSak o isoformé SERCATb, kterd je dle Periasamy

a kol. (Periasamy and Kalyanasundaram 2007) exprimovana v rychlych svalech v neonatalnim

stadiu.
Isoforma Kosterni sval Srde¢ni sval  Hladky Nesvalové
SERCA sval bunky
Rychla vldkna ~ Pomala vlakna
plod dospélec plod dospélec plod dospélec

SERCA 1a - -+ - - - - - -
SERCA1b +++ - - - - - - -
SERCA 2a + - + +++ - “H=EE + -
SERCA 2b + + + + + + + +
SERCA 3a - - - - - - - +
SERCA 3b - - - - - - - +
SERCA 3¢ - - - - - - - +

Tabulka 1: Exprese isoforem SERCA v zavislosti na stadiu vyvoje a typu tkané, pievzato

a upraveno podle (Periasamy and Kalyanasundaram 2007).
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Béhem embryonalniho vyvoje dochézi v srdci také k vyraznému vyvoji SER, které ve zralém
kardiomyocytu tvoii rozsahlou sit. Rozvoj SER koreluje se zvysenim exprese SERCA2.
SERCAZ2a je vSak ve svalu detekovana jiz v ranych embryonalnich stadiich. V téchto stadiich
dochazi 1 k expresi SERCA3, ktera se postupné snizuje. SERCA2b se v srdci exprimuje vzdy,
tak jako ve vSech tkénich téla. U senescentnich srdci potkani i lidi dochéazi ke sniZeni exprese
SERCA, také dochazi k ubytku fosforylovaného PLB, tim je ohrozena B-adrenergni signalizace

a dochazi ke zpomaleni kontraktility (Periasamy and Kalyanasundaram 2007).

Na zastoupeni isoforem SERCA ve svalu ma vliv také chladova adaptace, ktera vede k posunu
exprese isoforem SERCA smérem od rychlych k pomalym sniZzenim exprese rychlé isoformy
SERCAla a zvysSenim exprese SERCA2a (Bal, Maurya et al. 2016). Svalova NST probiha
pfevazné v pomalych oxidativnich vlaknech, jejichZ vétsi zastoupeni u vétsich savct koreluje
s nizsi schopnosti NST v BAT (Rowland, Bal et al. 2014). Slozeni svalovych vldken u mysi
vSak miize korelovat s pozadavky organismu na termogenezi a odpovida tedy na aklimatizaci
mySi. Pant a kol. ukézali, Ze po chladové aklimatizaci doslo k naristu SERCAZ2a, kterd je

typicka pro pomald svalova vldkna (Pant, Bal et al. 2015; Nowack, Giroud et al. 2017).

Souhrnem se da fici, ze za svalovou NST stoji pfedev§im proteiny SERCA, SLN a RyR,
umoziujici prazdné cyklovani Ca®" a hydrolyzu ATP bez vykonané prace, coZ vede ke vzniku
tepla. Existuje vice isoforem SERCA s rliznymi vlastnostmi. Jejich exprese se li§i v zavislosti
na tkéni, vyvojovém stadiu a vn¢jSich podminkéch. Kromé SLN zprostiedkované svalové NST

k tvorbé tepla ptispivaji 1 dal§i mechanismy, jako je napft. aktivita mitochondrii.

3.2 Mechanismus svalové NST — regulace SERCA dependentnich mechanismd

Transportni funkce SERCA je regulovdna dvéma hlavnimi proteiny SLN a PLB. SLN se vaze
na SERCA soucasné s Ca*" ionty, jeho vazba vede k odpiazeni hydrolyzy ATP od pfenosu iontii
Ca’" pfes membranu. Naproti tomu PLB se vaZe pouze na SERCA nevézajici Ca®" a jeho
regulaéni funkce spo¢iva v ovlivnéni afinity SERCA k Ca*" iontiim. Fosforylovany PLB
zvySuje afinitu SERCA, coz ma za nasledek zvySeni kontraktility. Nefosforylovany PLB
naopak afinitu sniZzuje. Skrze PLB je tedy umoznéna reakce na P-adrenergni stimulaci

(fosforylace PLB pftes proteinkindzu A (PKA)) v srdci (Bhupathy, Babu et al. 2007).

PLB a SLN maji homologni sekvence, kterymi interaguji se SERCA. U PLB se misto interakce
nachazi na N30C, k tomu je homologni E7C SLN. Je vSak zajimavé, Ze 1 po mutaci E7C SLN,
mista interakce SLN a SERCA, se SLN na SERCA za vysokych koncentraci Ca* v cytoplazmé
dokaze vazat. Naproti tomu mutované N30C PLB vede k zéniku interakce PLB-SERCA (Bal,
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Maurya et al. 2012). Bal a kol. (Bal, Maurya et al. 2012) ukazali, Ze SLN se vaze na SERCAla
pfi nizkych i vysokych cytoplazmatickych koncentracich Ca®", naproti tomu PLB se vaZe na
SERCA1a jen pfi nizkych koncentracich Ca?* (do 1 uM Ca?"). Vzhledem k tomu, Ze v textu
neni specifikovano, zda je PLB fosforylovany, je tedy mozné, Ze detekovali nefosforylovany
PLB, ktery snizuje afinitu SERCA k Ca*", coZ by pfi nizkych cytoplasmatickych koncentracich
bylo pravdépodobné. Zajimava by byla i detekce fosforylovaného PLB, je mozné, Ze by se mohl
na SERCA vazat naopak ve vys§ich cytoplazmatickych koncentracich Ca®*. Je i mozné, ze SLN
a Ca*' se mohou na SERCA vazat najednou, coz podporuje tvrzeni o odpiahujici funkci SLN
transportu od hydrolyzy a produkci tepla (Bal, Maurya et al. 2012). O vyznamu odpiahujici
funkce SLN a jeho termogenni funkci vypovidaji i vyssi hladiny SLN u mysi s ablatovanou
BAT v porovnani s kontrolami, po vystaveni chladu (Bal, Maurya et al. 2016). Bal a kol. (Bal,
Maurya et al. 2016) ptekvapivé nedetekovali PLB v kosternim svalu, ale v jinych studiich byl
PLB v kosternim svalu detekovan (Fajardo, Bombardier et al. 2013; Bal, Maurya et al. 2016).

Vyznam Ca?" cyklovani byl prokazan ve studii Bal a kol. (Bal, Maurya et al. 2012), kde pouzili
dantrolen, inhibitor RyR, aby ukazali diileZitost regulace cytoplasmatické koncentrace Ca*" na
funkcnost svalové NST. Lécba dantrolenem u WT mysi vedla k dalSimu poklesu Ty u jedinci
s funk¢ni 1 ablatovanou BAT, u SLN-KO vSak dantrolen nevyvolal zddnou dals§i zménu v Tb,
Tento experiment potvrzuje, Ze RyR fizena cirkulace Ca*" je nezbytna pro svalovou NST (Bal,
Maurya et al. 2012). K tomuto pfispiva fakt, Ze vystavenim chladu dochdzi ke zvySeni exprese
a fosforylace RyR1 (Bal, Maurya et al. 2016). RyR zpiisobeny nariist cytoplasmatického Ca®*
vede posléze také ke zvyseni mitochondridlniho Ca** aktivujici mitochondridlni metabolismus

(Diaz-Vegas, Cordova et al. 2018).

Na zéklad¢ koexpresi PLB a SERCA2a v pomalych svalovych vldknech a SLN a SERCAla
v rychlych svalovych vldknech se da fici, Ze PLB bude preferencné regulovat pomalou
isoformu SERCA2a a SLN rychlou isoformu SERCA1a. Tyto koexprese vS§ak nejsou absolutni
a oba regulaéni proteiny tedy mohou mit do jisté miry vliv na obé isoformy SERCA. Casto také
dochazi ke koexpresim SLN a PLB coz mize vést k tzv. superinhibicim (Fajardo, Bombardier
et al. 2013). Vysledky riiznych studii o vyznamu SERCA isoforem se vSak Casto 1i$i, naptiklad
Muthu Periasamy a kol. (Periasamy and Kalyanasundaram 2007) tvrdi, Ze PLB reguluje pouze
SERCAZ2a a nikoli SERCAla (Periasamy and Kalyanasundaram, 2007, str. 434), zaroven zde
vSak na zéklad¢ studie Sumbilla a kol. (Sumbilla, Cavagna et al. 1999) uvadi, ze PLB inhibuje
SERCA2a, SERCA2b i SERCAla stejn¢, ale SERCA3 PLB ovlivnéna neni (Periasamy and

Kalyanasundaram, 2007, str. 435). Navic u lidi mlze byt situace jina. Fajardo a kol. (Fajardo,
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Bombardier et al. 2013) zjistili, Ze SLN je exprimovan v rychlych svalovych vldknech spolu se
SERCA1la a malym mnozstvim PLB. V pomalych svalovych vldknech byla siln&jsi exprese
PLB a SLN detekovan nebyl. Exprese SERCAla korelovala s expresi SLN a SERCA2a
s expresi PLB (Fajardo, Bombardier et al. 2013). To miize znacit jiné mechanismy regulace
svalové NST mezi mySmi a lidmi. Ve studii Fajardo a kol. urovali typ svalovych vlaken podle
exprese MHC, u studii na mysich ¢asto expresi riznych MHC neurcuji a nebere se v uvahu, ze
experimentalni zatizeni miize zménit expresi riznych MHC, coz ale mtize ovliviiovat ziskané
vysledky. Casto také dochazi k riiznym kombinacim: exprese isoforem SERCA a jejich
regulacnich proteinti PLB a SLN se méni v zavislosti na podminkach prostfedi a fyziologickych
potfebach jedince. Regulovdna je jak vyvojové, tak neurohormondlné (Periasamy and
Kalyanasundaram 2007). Zélezi tedy nejen na typu svalového vldkna, ktery se opct béhem

vyvoje a ménicich se podminek méni, ale také na organismu a experimentalnim pftistupu.

Nejen exprese SERCA, ale také exprese SLN je vyvojové regulovana. Béhem prenatalniho
vyvoje dochazi k vysoké expresi SLN s vrcholem v den narozeni (Babu, Bhupathy et al. 2007)
a poté nasleduje sniZzeni exprese a pravdépodobné omezeni pouze na pomald svalova vlakna
(Babu, Bhupathy et al. 2007). Chladova expozice mys$i v postnatdlnim stddiu vSak dokaze
ptirozeny pokles SLN zvratit (Pant, Bal et al. 2015). Mysi WT mlad’ata si po chladové expozici,
kdy jim byla od 7. dne sniZovéna teplota o 2 °C/den z 22 °C na 4 °C, ve kterych pak byla
udrZovéana od 18. do 21. dne veéku, dokézala udrZet normalni télni teplotu, nedochazelo vSak
u nich k takovému naristu télesné hmotnosti, jako u mysi v normalni teploté, ktery je pro
postnatalni vyvoj typicky. Vliv chladové adaptace je tedy siln&jSim faktorem nez vyvojoveé
fizené zmény v expresi SLN (Pant, Bal et al. 2015). Dalsi zména, provazejici postnatalni vyvoj,
je posileni hladin calsequestrinu, tedy pufrovaci kapacity SER (Pant, Bal et al. 2015). Pufrovaci
aktivita calsequestrinu umoziiuje SER pojmout vétsi mnozstvi Ca* iontll, coz nasledné miize
vést k efektivnéjsi RyR a SERCA zprostiedkované NST. Chlad u mySat navic také zpisobil
posileni exprese pomal¢é SERCA2a oproti kontrolam (Pant, Bal et al. 2015), ale na expresi

SERCA1a ani calsequestrinu chlad vliv nemél (Pant, Bal et al. 2015).

Souhrnem je mozno fici, ze pokud jsou mySi v postnatilnim stddiu vystavené chladu,
mechanismy NST v BAT nejsou dostacujici a dochdzi u nich k posileni svalové NST zavislé na
SLN. Aktivita SERCA je regulovana piedev§im proteiny SLN a PLB a stejné jako je tomu
u SERCA, je jejich exprese ovlivnéna riznymi faktory. Zmény exprese SLN jsou pak klicové
pro spravnou termogenezi béhem postnatalniho vyvoje. Regulace témito proteiny se 1isi v

zavislosti na isoformé SERCA. Zda se, ze SLN preferencné reguluje SERCAla a PLB
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SERCAZ2a, tyto regulace vSak nemusi byt absolutni. Dal$im dulezitym proteinem pro svalovou

NST je RyR, ktery reguluje mnozstvi cytoplasmatického Ca*".

3.3 Mechanismus svalové NST — role mitochondrii

Na svalovou NST maji klicovy vliv mitochondrie. I mitochondrie prochazeji vlivem chladu
a v zavislosti na potfebach NST zménou metabolismu a morfologickou piestavbou a jejich

funkce se vyznamné odrazi na schopnosti svalové NST.

Model snizeni NST v BAT pomoci ablace, ktery vede pravdépodobné k navyseni alternativnich
zpiisobil tvorby tepla, jako je tfes a NST ve svalu, zpiisobuje také zmény na Girovni mitochondrii
v kosternim svalu. Ablace BAT vede k vyrazné indukci biogeneze mitochondrii ve svalu,
k narGstu Ca?" v cytoplazmé a posileni svalové NST (Bal, Maurya et al. 2016). Kdyz
organismus spoléha na svalovou NST, zvySuje se zde poptavka po energii, to vede ke zvySené
aktivité¢ mitochondrii, dochazi k tvorbé hustsi sité krist a roste aktivita sukcinat dehydrogendzy,
jak bylo dokdzano pomoci elektronového mikroskopu a detekci funkce mitochondridlniho
dychaciho fetézce v experimentu, kde adaptace na chlad i ablace BAT vedla také ke zvySeni
exprese proteini dychaciho feté¢zce (Bal, Maurya et al. 2016). S vyssi poptavkou energie souvisi
posileni metabolismu MK v kosternim svalu (které vede naptf. ke zvySeni exprese
lipoproteinové lipazy (LPL). Chlad vede také k morfologickym zménam svalovych
mitochondrii. Dochazi ke zvySené expresi proteini zodpovédnych za mitochondridlni fazi
(mitofusin 1, mitofusin 2, Opa 1), ktera je také posilena po ablaci BAT (Bal, Maurya et al.
2016). Diky zvySeni exprese mitofusinu 2 u mysi s ablaci BAT vystavenych chladu je poté
mozné detekovat zvySeni mist propojeni mitochondrii a SER (viz obr. 2). K posileni
mitochondridlnitho metabolismu dochdzi i diky chladem indukovanému posileni exprese
napétove zavislych aniontovych kanalia (VDAC, z angl. voltage-dependent anion channel),
které propoustéji Ca’" do mitochondrie (Bal, Maurya et al. 2016). Zvyseni koncentrace Ca*"
vede k posileni produkce ATP diky stimulaci enzyml Krebsova cyklu, konkrétné a-
ketoglutaratdehydrogenazy, isocitratdehydrogenazy a pyruvatdehydrogendzy, majici za
nasledek zvySeni produkce NADH a FADH2, a tedy i posileni tvorby H " gradientu (Modesti,
Danese et al. 2021). ZvySenou produkci ATP opét dochdzi mimo jiné k posileni aktivity
SERCA. Chlad a obecné zvyseny pozadavek na svalovou NST vede jak k metabolickym, tak
k morfologickym zménam svalovych mitochondrii, které maji v konecném duasledku vliv na

zvyseni jejich aktivity (Bal, Maurya et al. 2016).
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Ca®*-release units  Mitofusins Mitochondria ATP Ca?* ADP+Pi
(RYR1-DHPR)

Obr. 2: Model aktivace mitochondridalniho metabolismu ve svalu vlivem chladu a
mitochondridlni a SER piestavby, prevzato a upraveno podle (Bal, Maurya et al. 2016);
SERCA (sarkoplazmatickd/endoplazmaticka retikularni Ca’* ATPdza), Ca’" slippage (skluz
Ca’), heat (teplo), Ca’* release (uvolnéni Ca’"), cytosolic Ca’" (cytosolickd koncentrace
Ca’*"), CamKIl (Ca’* kalmodulin-dependentni proteinovd kindza 1I), P (fosfat), SLN
(sarkolipin), RyRI (ryanodinovy receptor 1), mitochondria (mitochondrie), Ca’*-release unit
(Ca?*-uvolitovaci jednotka).

Za zvySeni mitochondridlni biogeneze a metabolismu je zodpovédny také SLN, pomoci néhoz
dochézi k nartistu koncentrace cytoplasmatického Ca**, to vede nejen k vétsimu vychytavani
Ca?" mitochondriemi, ale také k indukci signaliza¢nich drah (Bal and Periasamy 2020).
CAMKII draha aktivovana zvy$enou koncentraci Ca>" spousti drahu pies transkripéni faktor
PGCla (z angl. peroxisome proliferator-activated receptor y coactivator 1-a), ktera vede k
mitochondrialni biogenezi (viz obr. 3) (Maurya, Herrera et al. 2018). Je zajimavé, Ze 1 zvySena
fyzické aktivita vede ve svalu k indukci exprese SLN (Bal, Gupta et al. 2021), coz koreluje

s vy$$imi naroky na metabolismus mitochondrii a potiebu ATP.
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Obr. 3: SLN zprostiedkovand signalizace mitochondridalni biogeneze, prevzato a upraveno
podle (Maurya, Herrera et al. 2018); SERCA (sarkoplazmaticka/endoplazmaticka retikularni
Ca2+ ATPdza), SLN (sarkolipin), CamKII (Ca**kalmodulin-dependentni proteinova kindza 1),

PGCla (koaktivator receptoru aktivovaného proliferatorem peroxizomit y 1-a).

Miuizeme tedy konstatovat, ze zvySené ndroky na svalovou NST maji vliv na aktivitu a
morfologii mitochondrii, vedouci k hustS$i mitochondrialni siti a posileni exprese proteinl s
touto prestavbou souvisejicich, dale také k posileni exprese proteinti respiraéniho fetézce a
Krebsova cyklu. Za témito zménami stoji predevSim signalizace spusténd zvysSenou
cytoplasmatickou koncentraci Ca?*, k éemuz dochazi nap. pii spusténi na SLN zavislé svalové

NST.

3.3.1 Méfeni mitochondrialni respirace

Jednou z metod, jak méfit mitochondridlni funkci, je detekce mitochondridlni respirace.
Mitochondrialni respiraci pak mtze vyrazné ovliviiovat odptazeni membranového potencidlu
od tvorby ATP pomoci proteinit UCP, které propoustéji protony. Pro kosterni svalovou tkan je
typickd exprese UCP3. Mezi dal§i mechanismy vedouci k prichodu proton zpét pies
mitochondridlni membranu bez tvorby ATP patii bazalni unik protonii prostou difuzi, nebo za
pomoci adenin nukleotidové translokazy. Dale existuji rGzné biologické 1 syntetické
rozptahovace, které¢ maji stejny ti€¢inek (Demine, Renard et al. 2019). Blondin a kol. (Blondin,
Daoud et al. 2017) ve studii na lidech ukazali, ze Casov¢ limitovana chladova aklimatizace
v 10 °C 2 h/den 4 nebo 5 po sobé nasledujicich dnii vzdy s dvoudennimi piestavkami celkem
po dobu 4 tydnt vedla k posunu od svalové tiesové a netfesové termogeneze k NST pomoci
BAT. Schopnost svalové NST zakladali pravé na tniku protoni v oxidativnim fetézci,
respektive na kvantifikaci odpfazeného mitochondridlniho dychéni, kdy v permeabilizovanych
svalovych vldknech nedochdzi k fosforylaci ADP na ATP. Kromé odpfazeni mitochondrii
pomoci odptahujicich proteinli mize vznikat teplo v mitochondriich i béhem mitochondridlni
respirace a tvorby ATP pomoci ATP syntazy. Na druhou stranu, schopnost mitochondrie tvofit

ATP ovlivityje jak svalovy tres tak i SLN dependentni NST (Blondin, Daoud et al. 2017).

Mitochondrialni respiraci a aktivitu jednotlivych proteini oxidacni fosforylace v myocytech

muzeme métit pomoci vysokorezoluéni respirometrie, a to jak v izolovanych mitochondriich,
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bunkach, tak i v kouscich tkani. Pti tkanové analyze je vSak potieba narusit membranu bunck
tak, aby se k mitochondriim dostaly jednotlivé substraty. Toho mizeme nejjednodussim
zpusobem dosahnout mechanicky, pfi ¢emz vSak dochézi i k naruSeni vnitini struktury bunky.
Permeabilizace svalovych vlaken Ize doséhnout i chemicky, napiiklad pomoci saponind, které
pfimo nenarusuji bunéénou integritu. Samotna analyza pak spociva v detekci ubytku obsahu O
v izolované komirce obsahujici analyzovanym vzorek v pufru, ktery obsahuje latky upravujici
zejména osmolaritu prostiedi. Aktivitu jednotlivych proteini dychaciho fetézce miizeme meétit
pouzitim rGznych substrati a inhibitort (viz obr. 4). Pomoci tohoto protokolu dokdzeme
analyzovat mitochondridlni dychani za specifickych podminek, a tedy aktivitu konkrétnich
komplexti. Vystupem je pak graf ukazujici spotfebu kysliku, coz vypovida o aktivité
respiracniho fetézce v reakci na pouzité inhibitory a substraty, coz ndm umozni odecist aktivitu

jednotlivych komplexii (Kuznetsov, Veksler et al. 2008).
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Obr. 4: Méfeni mitochondridlni respirace v permeabilizovanych svalovych vldkench (Vlastni
data). K permeabilizovanym svalovym vidakniim se po zvySeni koncentrace O: v komiirce
nejprve pridaji substraty SmM pyruvat a 2mM maldat a nasledné zvysujici se koncentrace ADP
(ImM, 2, 5SmM, 5mM, 10mM), behem toho dochazi k narustu mitochondridlniho dychani. Pro
kontrolu toho, Ze mitochondrie nejsou poskozené, se pridava 10 uM cytochrom. Nasledné
pridani 10mM sukcinatu, substratu komplexu Il., nam poskytne informaci o jeho fungovani,
dochazi k naristu respirace. V dalsim kroku pridame 0, 5 uM karbonyl kyanid-p-
trifluormetoxyfenylhydrazon (FCCP), odprahujici protein dychaciho vetézce, coz vede k
maximalni mitochondridlni respiraci. Nasledné pridani 2 uM rotenonu, inhibitoru komplexu I,
nam umozni odecist aktivitu tohoto proteinu, ziskame tim aktivitu dychactho Fetézce bez
komplexu I. Vidime tak dychani zavislé pouze na aktivité komplexu II, tedy oxidaci sukcinatu
na malat a prenos elektronut z této reakce. Dale pridavame SmM Antimycin A, inhibitor
komplexu IIL., ktery nam umozni odecist aktivitu tohoto komplexu. V tomto momentu vidime tzv.
leak — pokles mitochondridlniho dychani, je to zapricinéno tim, zZe po inhibici komplexu III
nedochazi k prenosu elektronii, elektrony z komplexu Il se predavaji na ubichinon, ale nemohou
se predavat dal, zpiisobi to uplné odprazeni mitochondrialniho dychani —v dychacim retézci se
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v tento moment neprendasi elektrony. Aktivitu komplexu IV detekujeme pridanim umélého
substratu 100 uM N, N, N*, N ““tetramethl-p-fenylendiamin (TMPD), ktery v jeho redukovaném
stavu dodava elektrony cytochromu c. TMPD je vsak nachylny k autooxidaci, proto je nezbytné
tesné pred nim pridat 2mM askorbat, ktery TMPD udrZuje v redukovaném stavu. V poslednim
kroku je pridavan azid ve finalni koncentraci > 100mM, inhibitor komplexu IV.

Souhrnem je mozno fici, ze méfeni mitochondrialni respiracni kapacity nam mtize poskytnout
informace o schopnosti NST v tkéni. Pomoci rtiznych protokold pak muizeme méfit aktivitu

jednotlivych komplexi respira¢niho fetézce.

3.4 Interakce netfesové termogeneze s lokomoci

Jednim z témat vyzkumu je, jak a jestli viibec ovlivituje svalova NST, tedy odprahujici funkce
SLN na SERCA, schopnost svalové kontrakce, kdyz pravé pro svalovou kontrakei je klicova
spravna funkce proteinu SERCA, ktery je nezbytny k od&erpani Ca** iontl ze sarkoplasmy

a tim umoznit svalovou relaxaci.

Mira SLN zprostiedkovaného odpojeni hydrolyzy ATP od transportu Ca** pomoci SERCA
miZe z4aviset na riiznych faktorech: a) pomér SLN/SERCA; b) koncentrace Ca*" v cytosolu; c)
koncentrace Ca?" v lumen SR; d) dostupnost ATP v buiice; e) dalsi doposud nedefinované
faktory (Bal, Sahoo et al. 2018). Bal a kol. (Bal, Sahoo et al. 2018) ve své studii ukazali, Ze
ucinnost odpojeni SERCA pomoci SLN neni absolutni, exprese SERCA je v nadbytku, a tak
svalovd NST nenaruSuje lokomo¢ni funkci svalu. I pfesto je vSak svalova NST velice Gi€inna
a muZe hrat dileZitou roli v termogenezi, nebot’ svaly tvoii 40 % télesné hmotnosti (Maurya,
Bal et al. 2015), a proto i maly nartst vydeje energie na jednotku hmotnosti vyrazné ovliviiuje

celotélovou termoregulaci.

Jednou z teorii je, Ze NST s lokomoci neinteraguje. Dokladem pro to je, Ze u mySi s nadmérnou
expresi SLN nebylo prokazano ovlivnéni lokomoc¢ni funkce (Bal, Sahoo et al. 2018). K tomu,
aby NST nebrénila lokomoci a svalovému tiesu, pfispiva i exprese rychlé isoformy SERCAla
v rychlych svalovych vlaknech, protoze rychlé odéerpani Ca®" z cytosolu umozni vyssi
kontraktilitu. Aktivita SERCA se zvysujici se koncentraci Ca®" zvysuje, coz ma za nésledek
rychlej$i odéerpavani Ca®" zpét do SER. DilleZit4 je také pufrovaci kapacita lumen SER, ktera
je regulovana calsequestrinem. Cim vys§i je pufrovaci kapacita lumen SER, tim miZe byt
SERCA aktivngj$i. V neposledni fad¢ je dulezité dostatecné mnoZzstvi ATP, coZ opé€t souvisi
s aktivitou mitochondrii. Odprahujici funkce SLN je zavisld na vazb&é Ca’" na SERCA
a mitochondrialni metabolismus je aktivovan vstupem Ca*" do mitochondrii (Bal, Maurya et al.

2016).
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Je mozné, Ze béhem SLN indukované svalové NST v§ak nemusi dochazet k uvoliovani Ca®*
pres RyR, koncentrace Ca®" v sarkoplazmé ziistavé stejna a ke svalové kontrakci dochazi bez

nutné depolarizace sarkolemy (de Meis, Arruda et al. 2005).

Druha z teorii je zaloZena na predpokladu, ze NST s lokomoci interaguje a snizuje schopnost
svalové koordinace, pfipadné¢ maximalniho vykonu. Tomu by napovidal fakt, ze svalovy ties
posiluje expresi SLN a SERCA. Pii tiesu je vysoky tnik Ca** ze SER, coZ rekrutuje myosin
ATPazu, a zaroven je vysoka cytosolicka koncentrace Ca?", ktera snizuje interakci SLN-
SERCA. Postupné dochazi k ptechodu od tvorby tepla pomoci tfesu ke svalové NST, ktera je
aktivovana zvy$enim hladin Ca** v cytosolu pomoci RyR nebo Ca** kanaly v sarkolemé (Bal,

Sahoo et al. 2018) a dochazi k aktivaci CAMKII drahy vedouci k fosforylaci RyR1.

V tuto chvili tedy otazka, zda fyzicka aktivita, tiesova a netiesova termogeneze spolu néjakym

zpisobem interaguji, zistava oteviend a jsou zde nutné dalsi vyzkumy.

3.5 Zména typl svalovych vldken v souvislosti s adaptaci k chladu

K dalsim zménam, ke kterym v téle organismu dochazi, jsou zmény na drovni typu
exprimovanych svalovych vladken, kdy se vlivem chladu zvySuje exprese pomalych na tkor
rychlych svalovych vldken. Dobrym model pro studium téchto vlivil je pouZziti my$i s narusenou

schopnosti NST v BAT (ablace BAT, UCP1-KO modely).

Pozvolna chladova expozice vede k navySeni mnoZstvi pomalych svalovych vldken, coz ukazali
ve své studii Rowland a kol. (Rowland, Bal et al. 2015), kdyz na chlad pozvoln& adaptovani
jedinci UCP1-KO vykazovali z makroskopického pohledu vyraznéj$i zcervendni svali
v porovnani s WT. U UCP1-KO mysi byl také v m. soleus a oblasti m. quadriceps s vétSim
obsahem oxidativnich vldken a branici po chladové adaptaci detekovan SLN, zatimco u WT
byl detekovan pouze v branici (Rowland, Bal et al. 2015). WT mysi, tedy mysi s funkéni NST
v BAT se tedy spolé€haji na produkci tepla pomoci BAT, zatimco u mysi postradajicich tuto
schopnost (UCP1-KO) dochazi k posunu k pomalym svalovym vlakniim. O tendenci k posunu
od rychlych svalovych vldken smérem k pomalym vlivem akutniho chladu svéd¢i 1 zmény
v metabolismu mitochondrii. Osmidenni akutni chlad zplsobil u mysi s ablatovanou BAT
mnohem vys$i nariist celotélového metabolismu neZz u kontrol, méfeno na zédklad¢ piijmu
(konzumace) kysliku. U mys$i s ablatovanou BAT doslo ve svalu m. tibialis anterior, pro ktery
je typicka exprese rychlych svalovych vldken, k posileni mitochondridlni biogeneze a nartstu
mnozstvi tukovych kapének. Na zdklad¢ vizualizace pomoci elektronového mikroskopu bylo

ukdzano, ze mitochondrie obsahovaly pravidelnéji uspotadané a hustéji organizované kristy
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(Bal, Maurya et al. 2016). Dochazi tedy k pravdépodobnému posileni mitochondridlni aktivity.
Metabolismus svalu vykazoval nartist oxidativniho metabolismu, o tom vypovida zvysena
exprese sukcindt dehydrogendzy v m. tibialis anterior u chladové adaptovanych mysi
s ablatovanou BAT v porovnani s chladoveé adaptovanymi jedinci bez ablace BAT. Po vystaveni
chladu doslo také k posileni exprese proteint elektron transportniho fetézce, méteno pomoci
metody western blot a denzitometrie, pfi¢emz k vétSimu nartstu doslo u mysi s ablatovanou
BAT. U mysi s ablaci BAT doslo po vystaveni chladu ke zvySené utilizaci MK (zvyseni MK,

LPL v kosternich svalech, snizeni mnozstvi triglyceridi v séru) (Bal, Maurya et al. 2016).

Nartst pomalych oxidativnich vlaken pii zvySenych pozadavcich na termogenezi je vyhodny
z n¢kolika diivodi. Oproti rychlym glykolytickym vlakniim maji ta oxidativni niz$i energetické
naroky a vyuzivaji substrat, ktery neni nezbytny pro funkci dalSich télnich organti, ptredevsim
mozku. Glykolyticky sval je také hlavnim mistem pro rychlou lokomotorickou funkci, je
dalezity pro preziti napt. pii uté¢ku pred predatorem a neni tedy vhodny pro svalovou NST.
Vyuzitim oxidativnich svalovych vldken se tedy sniZuje i piipadné interference mezi tfesem
a motorickou funkci svalu (Bal and Periasamy 2020). Oxidativni svaly maji také vét§i mnoZstvi
mitochondrii, které pomoci oxidativniho metabolismu produkuji dostate¢né mnozstvi ATP pro
energetické naroky termogeneze. Dalsi vyhodou oxidativnich vlaken pro NST je vyssi odolnost

proti inave a exprese pomalé isoformy SERCA2a, kterd je vhodnéjsi pro svalovou NST (Babu
2020).

V remodelaci svalovych vlaken od rychlych k pomalym nehraje roli pouze chlad. SniZenim
télesné hmotnosti dochazi u lidi k posileni oxidativniho metabolismu svalu a rekrutuje se MHC
I typicka pro pomaly sval. Také dochézi k posileni exprese pomalé SERCA2 a naopak k poklesu
rychlé SERCA1. Posileni exprese MHC I po redukci télesné hmotnosti miize souviset s nejnizsi
potifebou ATP této isoformy pro svalovy stah (Baldwin, Joanisse et al. 2011). Naopak podanim
leptinu doSlo k opétovnému nartstu glykolytického kosterniho metabolismu a k posileni
exprese MHCIIL. Je zajimavé, Ze na expresi isoforem SERCA méla vliv pouze redukce
hmotnosti, nikoli vSak 1écba leptinem (Baldwin, Joanisse et al. 2011). Nartst glykolytického
metabolismu ve svalu a posileni exprese na ATP vice naro¢nych isoforem MHC II po podani
leptinu mtiZe pusobit jako ochrana pted obezitou, protoZe leptin se v téle vyplavuje pii vysokém
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Nizky pomér svalovych vlaken typu I ke svalovym vldkniim typu II je spojen s obezitou (Wade,
Marbut et al. 1990), k tomuto posunu dochdzi také vlivem vysokotukové diety (HFD, z angl.
high-fat diet), ktera vedla k vyssi expresi MHCII v kosternim svalu (Camera, Burniston et al.
2017). Vyssi zastoupeni vlaken typu II na ukor vlaken I. typu ma vyrazné dopady na svalovy i
celotélovy metabolismus, ale také napt. na rozvoj inzulinové resistence a diabetu. Vldkna I.
typu vykazuji vyssi glukézovy metabolismus (Albers, Pedersen et al. 2014) a mohou tedy
jedince chranit pied rozvojem diabetu. Jejich oxidativni a lipidovy metabolismus také zabraiuje
ukladani tuku ve svalu (Serrano, Hyatt et al. 2023). DalSim rozdilem mezi obéma typy
svalovych vlaken, ktery miize souviset s rozvojem obezity, je niz$i proteinovy obrat ve svalech
s nizkym zastoupenim vlaken typu I, protoze syntéza proteini je energeticky naro¢ny proces,
ktery mlze udrzovat vyssi metabolismus 1 v klidovém stavu. Tyto faktory souvisi s vétSim
mnozstvim mitochondrii ve svalu, kde je vétsi pomér vldken typu I ke vldkntim II. typu. Exprese
obou typti svalovych vladken souvisi také s fyzickou aktivitou, kterd zvysuje zastoupeni vlaken
I. typu, kterd jsou pomaleji unavitelnd, naopak fakt, ze svalova vlakna typu II jsou rychleji
unavitelnd muze vést k mensi fyzické aktivité obéznich jedinct (Tucker, Tucker et al. 2013;
Serrano, Hyatt et al. 2023). Vys§i zastoupeni vlaken typu II u obéznich jedincti vede tedy kromé
sniZzeni celkového metabolismu, nachylnosti k obezité a dalsSi metabolickym nemocem také k

nizsi fyzické aktivité.

Na zastoupeni obou druhti svalovych vladken ma vliv kromé chladové expozice i hladovéni, kdy
obé z téchto situaci vedou ke zvySeni poméru oxidativnich ke glykolytickym svalovym
vlakniim. Mezi diivody, pro¢ k tomuto dochazi, miize byt Seteni glykogenu pottebného dalsimi
organy a pro lokomotorickou funkci, déle také zamezeni interference mezi oxida¢nimi a pro
lokomotorickou funkci klicovymi glykolytickymi vlakny. Exprese jednotlivych typt svalovych

vlaken pak uzce souvisi s rychlosti metabolismu a sklonem k obezité.

3.6 Dukazy NST na geneticky modifikovanych modelech

Za ucelem studia NST, jako je interakce mezi svalovou NST a NST v BAT, studium délky
aktivace obou druhit NST a jejich vlivu na energeticky metabolismus, se pouZzivaji
modifikované mysi kmeny. Nejcastéji se jednad o UCP1-KO mysi (mysi postradajici UCP1),
tedy s nefunkéni NST v BAT a SLN-KO mysi (mysi postradajici SLN), tedy bez schopnosti
SLN zprostiedkované svalové NST, ptipadné¢ o SLNxUCP1 dKO mysi (mysi postradajici jak
SLN, tak 1 UCPI), kterym chybé&ji klicové proteiny pro tyto mechanismy NST. Mezi dalsi

zpusob studia patfi napt. ablace BAT, nebo 1é¢ba pomoci kurare, potlacujici svalovy ties.
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Mysi s vyfazenymi dvéma geny, tedy SLN-KO a UCP1-KO, aklimatizované v 28 °C mély po
akutni chladové expozici (4 °C) vyraznéjsi pokles Ty, nez stejnym podminkam vystavené SLN-
KO (Rowland, Bal et al. 2015). To znaci, ze mechanismy NST zéavislé na BAT, potazmo na
SLN se navzdjem mohou nahradit. Pokud vSak dojde k absenci obou mechanismti, organismus

neni schopen si udrzet stalou Tb.

Bal a kol. (Bal, Maurya et al. 2012) ukdazali, ze pokud dojde ke ztraté jednoho z mechanismi
NST, ochranu pted hypotermii dokazi zajistit zbyvajici mechanismy. Je mozné, ze svalova NST
je u laboratornich mys$ich modelti vyznamnéjsi nez NST v BAT. Pro studium této otdzky byly
pouzity modely SLN-KO mysi a deplece BAT u kontrolnich mysi. Mysi byly aklimatizovany
ve 30 °C nebo 22 °C. Mysi s funkéni svalovou NST a nepfitomnou BAT vykazovaly po
chladové expozici (4 °C) pouze mirné snizeni teploty oproti WT. U mysi bez svalové NST
(SLN-KO) a s funkéni BAT dochazelo k vyraznéjsimu poklesu teploty po 2 h chladové expozici
(4 °C) nez u kontrol, a to jak po 22 °C, tak po 30 °C aklimatizaci. Z téchto experimentu je
patrné, ze pouze tiesova termogeneze neni dostacujici k udrZzeni normotermie v chladu (Bal,
Maurya et al. 2012). SLN-KO s funkéni BAT aklimatizované v 30 °C mély po vystaveni
akutnimu chladu (4 °C) nizs§i Ty nez mys$i z 22 °C. V teple dochazi k postupné degradaci
termogenni funkce BAT, je vS§ak mozné¢, Ze 1 svalova vldkna prochézeji vlivem zvySené teploty

pfestavbou vedouci k méné vykonné termogenni aktivité (Bal, Maurya et al. 2012).

U mysi by mohla byt primdrnim mechanismem termogeneze po akutnim vystaveni chladu
(4 °C) NST pomoci BAT. Na to poukazuji vysledky Bal a kol. (Bal, Maurya et al. 2016), které
ukazuji, Ze u WT mysi s ablatovanou BAT doslo k rychlému rozvoji tfesu po vystaveni chladu,
ties se vSak v zavislosti na délce chladové aklimatizace (po 4 dnech) sniZoval, coz naznacuje,
ze mysSi postupné zacinaly vice vyuzivat mechanismus svalové NST. O tom, Ze za normélnich
podminek je primarnim mechanismem termogeneze u mysi NST v BAT, vypovida i studie Bal
a kol. (Bal, Maurya et al. 2012) kde mysi bez schopnosti svalové NST (SLN-KO) a kontrolni
mys$i z 22 °C vykazovaly po akutni chladové expozici (2 h 2 °C) podobny metabolismus. Obé
skupiny mély zachovanou schopnost NST v BAT a jejich podobny metabolismus naznacuje, ze

vyuzily pro tvorbu tepla pravdépodobné ji (Bal, Maurya et al. 2012).

U WT mysi s ablatovanou BAT dochézelo k vys$§imu nérastu metabolismu po vystaveni chladu,
nez u kontrol (Bal, Maurya et al. 2016). To mlZe byt zpisobeno vétSimi energetickymi naroky
na tfesovou termogenezi (kterd je bez pritomnosti BAT primarné aktivovana). Po adaptaci na

chlad (9 dnii) se vSak rozdily v metabolismu mezi kontrolami a mySmi bez BAT sniZzovaly (Bal,

22



Maurya et al. 2016), coz naznacuje presun obou skupin k NST pomoci svalu. Naproti tomu
Rowland a kol. (Rowland, Bal et al. 2015) ukazali, Zze spotieba kysliku se
s pozvolnou chladovou expozici mezi mysimi kmeny nevyrovnava. UCP1-KO mély ve 4 °C

nizsi spotiebu kysliku nez SLN-KO, coz muze vypovidat o tom, Ze NST pomoci UCPI je

vvvvvvvvvv
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mohou vysledky lisit. O nejvétsi metabolické zatézi mysi UCP1-KO pozvolné adaptovanych
na chlad svéd¢i i pokles hmotnosti viscerdlniho tukového depa (pfepocitano na télesnou
hmotnost). Hmotnost visceralniho tukového depa prepoctena na procento télesné hmotnosti se
vice snizila u UCP1-KO nez u SLN-KO. U SLNxUCP1 dKO byl tento pokles nejvyssiau WT
ke zméné témét nedoslo (Rowland, Bal et al. 2015). To opét ukazuje, ze pro pozvolnou

naklady na udrzeni stalé télesné teploty nejvyssi.

O dulezitosti svalové NST dale svédc¢i to, ze mysSi WT s ablatovanou BAT oSetiené kurare
(inhibice tfesu), tedy s funkénim mechanismem svalové NST a omezenou tfesovou
termogenezi, mély pouze mirné sniZzeni Ty po akutnim vystaveni chladu. Naopak SLN-KO
s funkéni BAT po aplikaci kurare, tedy s funkénim mechanismem NST v BAT a omezenym
svalovym tfesem, mély po vystaveni chladu vyrazné sniZzeni Ty. BAT tedy kompenzuje ztratu
svalové NST jen omezené€ a svalova NST je vykonngjsi. Je zajimavé, Ze pouziti kurare nemélo
vliv na celotélovy metabolismus (mé&feno pomoci spotieby kysliku) (Bal, Maurya et al. 2012).
Je v8ak dilezité brat v uvahu, ze pokud by bylo kurare pouzito v takové mife, aby dokonale
inhibovalo svalovy ties v mysi, doslo by také k inhibici dychacich svalii a uduseni mysi. Na
vysledky studie tedy mlize mit vliv 1 ¢astecné funkcni svalovy tfes. U SLN-KO mysi s funk¢ni
BAT po pouziti kurare doslo k vyraznéjSimu poklesu Ty, v prvnich hodinach chladové expozice,
po delsi dobé se Ty téchto mysi srovnaly se SLN-KO mySmi s BAT bez pouziti kurare. To znaci,
ze ttesova termogeneze je dilezitd pouze v prvnich hodinach chladového stresu (Bal, Maurya

et al. 2012).

Souhrnem, podle vysledkt Bal a kol. (Bal, Maurya et al. 2016) je primarnim mechanismem
NST v BAT, pokud chybi, dochdzi ke svalovému tiesu, postupné je vSak vzdy aktivovana
vykonna svalova NST, coz koreluje i s vysledky Bal a kol. (Bal, Maurya et al. 2012) po pouZziti

kurare: pokud byla funkéni pouze vykonnd svalova NST, nedochédzelo k hypotermii, avSak
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pokud organismus mohl vyuzivat pouze mechanismy v BAT a tfesovou termogenezi, které
slouzi pro priméarni (akutni) odpovéd’ na chlad, k hypotermii doslo. Svalovd NST je tedy

nezbytna pro dlouhodobou termogenezi.

3.7 Interakce mezi mechanismy NST a dietou indukovanou obezitou

Diskutovana je také role SLN v ochran¢ pted dietou indukovanou obezitou (DIO). Mysi bez
SLN vykazovaly vyrazny nartist hmotnosti a zvétSeni tukového depa po HFD v porovnani s
kontrolami. Naproti tomu WT mysi krmené HFD vykazovaly zvySenou expresi SLN. HFD
vyvolala také zvySenou expresi UCP1 v BAT u obou skupin. Mechanismy NST tedy mohou
hrat dalezitou roli také pti metabolickém pietizeni, jako ochrana pred obezitou (Bal, Maurya et
al. 2012). Namitky k této studii vSak byly diskutovany ve studii autori Nedergaard a Cannon,
ktefi upozornili na to, Ze zvySend exprese transkriptt UCP1 nemusi vypovidat o zvySeni
funk¢niho proteinu v tkani (Nedergaard and Cannon 2013). Bal a kol. (Bal, Sahoo et al. 2018)
pouzili dva mys$i modely: SLN-OE s nadmérnou expresi SLN podobnou produkci SLN velkymi
savci, ¢ehoz bylo dosazeno pouzitim lidského kosterniho B -aktinového promoteru (Maurya,
Bal et al. 2015) a SLN-KO. Mysi se zvySenou expresi SLN vykazovaly zvySeny bazalni
metabolismus (BMR, z angl. basal metabolic rate), spotfebu kysliku a ztracely hmotnost
tukovych dep, naopak mySi SLN-KO nabyvaly na véaze a spotfebovavaly méné kysliku.
Nadmérna exprese SLN také chranila mysi pfed dietou indukovanou obezitou, svalovou
lipotoxicitou a tim spojenymi dal§imi metabolickymi poruchami (Bal, Sahoo et al. 2018). Také
vysledky studie Rowland a kol. (Rowland, Bal et al. 2015) ukazuji dilezitost SLN a UCP1 v
ochrané pied obezitou, protoZze po expozici obezitogenni diet¢ UCP1xSLN dKO mysi a mysi
SLN-KO vykazovaly nejvyssi té€lesnou hmotnost, niz§i hmotnost mély mysi UCP1-KO a
nejniz8i hmotnost mély kontrolni mysi. Role SLN v ochrané¢ pfed DIO spoc¢iva i ve schopnosti
regulovat mitochondridlni biogenezi a metabolismus tim, Ze zvy$enim hladin Ca*" dokaze

ovlivitovat signalni drdhy (Maurya, Bal et al. 2015).

Za zminku stoji také vliv hormonl S§titné Zldzy na mechanismy svalové NST a DIO.
Hypotyreoza, a to jiz v gestacnim obdobi, ptsobi inhibicné na expresi SERCA a posiluje expresi
PLB, ¢imz SERCA opét inhibuje. Hypertyreéza plisobi pfesné naopak. To miiZze mit vliv na

metabolismus a na nachylnost k obezité (Baldwin, Joanisse et al. 2011).

Sympaticky nervovy systém (SNS) hraje kli€ovou roli v regulaci svalové termogeneze. Na
nervosvalové ploténce (NMJ, z angl. neuro-muscular juction) dochazi ke kontaktim

motorickych svalovych vldken a motorickych nervl a k modulaci pfenosu signdlu na svalové
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vlakno. Ukdazalo se, ze sympatektomie, a to jak mechanicka, tak i chemickd, vede ke stejnym

ucinkiim jako svalova denervace motorickych nervli (Rodrigues, Messi et al. 2019).

Zda se, ze mechanismem zodpovédnym za dietou indukovanou termogenezi (DIT) by mohla
byt vedle NST pomoci SLN a NST v BAT zodpovédna i sympaticka odpovéd’ pomoci f-
adrenergni signalizace. MySi SLN-KO vykazovaly stejn¢ jako WT narist celotélového
metabolismu v dusledku krmeni HFD. Po 1écb¢ propranololem (antagonistou B-AR) doslo k
uplné inhibici DIT u SLN-KO, zatimco na WT mysi nemél propranolol zadny vliv. HFD také
pouze u SLN-KO mysi vedla k vyraznému nartstu katecholaminii v plazmé¢. Tato fakta dokazuji

klicovou roli SNS v regulaci DIT ve svalu (Bombardier, Smith et al. 2013).

Souhrnem je mozno fici, ze mechanismy NST télo pravdépodobné vyuziva kromé zdroje tepla

také jako ochranu pted DIO, nebot’ tyto mechanismy stoji za vysokym vydejem energie.

3.8 Superinhibovany stav myosinu

Dalsim relativné recentné diskutovanym mechanismem svalové termogeneze je piechod
myosinu mezi inhibovanym a tzv. superinhibovanym (SRX) stavem, pro ktery je typické velmi
nizka aktivita ATPazy. Ukazuje se, Ze pfechod 20 % hlav myosinu z SRX do normélniho
uvolnéného stavu vede ke zdvojndsobeni svalového metabolismu. Stavy myosinu, tedy
inhibovany a superinhibovany, jsou regulovany fosforylaci lehkého fetézce myosinu. Cooke
a kol. (Cooke 2011) diskutuji potencidlni ovlivnéni fosforylace a tedy stavu svalovych hlav jako
moznost boje proti obezité a diabetu II. typu. Pfechod mezi stavy myosinu mize hrat také
dilezitou roli v DIT, regulaci ATPazové aktivity a tim 1 energetického vydeje. Cooke tvrdi, Ze
praveé stavy myosinu mohou mit zasadni vliv na to, pro¢ né€kteti jedinci ptibyvaji na vaze vice
a ncktefi méné po stejném navySeni piijmu potravy, a vyvraci tak hypotézu, ze za timto

fenoménem stoji NEAT (z angl. nonexercise activity thermogenesis) (Cooke 2011).

4 Rizeni svalové termogeneze

4.1 Rizeni na Urovni hypotalamu
Hypotalamus je kliCovym mistem pro regulaci homeostazy celého tcla, je tedy dilezity
1 v regulaci télni teploty a energetické homeostazy téla, nebo napt. pfijmu potravy. Miize mit

tedy zasadni roli v reakci na DIO stejné jako na faktory souvisejici s metabolickym syndromem.

Landsberg a kol. (Landsberg 2006) poukézali na vztah mezi obezitou, diabetem a hypertenzi
v souvislosti s aktivitou SNS. Ochrannym mechanismem proti DIO by mohlo byt zvySeni

energetického vydeje. K tomu mize vést mimo jiné aktivace SNS v srdci i v BAT (Young,
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Saville et al. 1982). Dieta s vysokym obsahem tukt a sacharidi vede k indukci aktivity SNS
(Schwartz, Young et al. 1983), zatimco proteiny ve stravé aktivitu SNS nestimuluji (Kaufman,
Young et al. 1986). Aktivita SNS je regulovana hladinami insulinu a glukozy, k ¢emuz
nasveédcuji poznatky, ze insulinem vyvolané hypoglykemie stejné jako blokace metabolismu
glukézy vedou ke snizené aktivité SNS (Rappaport, Young et al. 1982), naopak vysoké hladiny
insulinu a glukézy aktivitu SNS indukuji (Young 1988). Na hladiny gluk6zy a insulinu jsou
citlivé predev§im hypotalamické neurony. Stimulaci dfené nadledvin hypoglykemii nebo 2-
deoxyglukézou (produkce adrenalinu) dochazi k potlaceni aktivity SNS. Cely proces regulace
potlaceni SNS spociva v sestupné inhibici. Model regulace je nésledujici: hladovéni vede
k niz8i hladin€ insulinu, coZ mé za nasledek nizkou hladinu glukézy ve ventralné-medialnim
hypotalamu (VMH). Toto indukuje inhibi¢ni drdhu do sympatickych center a nasledné€ vede ke
sniZzeni funkce SNS. A naopak pfijem sacharidi vede k posileni metabolismu sacharidii ve
VMH a vypnuti inhibi¢ni dréhy do sympatickych center, tim se nasledné zvysi stimulace SNS
(Landsberg and Young 1985). Dalsim regulatorem aktivity SNS je leptin, jehoz funkce je kromé
potlaceni chut€ k jidlu také aktivace SNS (Dunbar, Hu et al. 1997; Landsberg 2006).

Vyse uvedené faktory vedouci ke zvySené aktivit¢ SNS jsou spojeny s nadmérnym piijmem
energie. S obezitou spojena insulinova resistence, tedy i1 vysoké hladiny insulinu a vysoka
hladina gluk6zy v krvi, vedou jiz zminénym mechanismem k aktivaci SNS, stejné jako
nadmérnym piisunem energie (tukdl a sacharid) aktivovany SNS za ucelem zvySeni
energetického vydeje (Landsberg 1986). Na rozdil od svalu nevznikd u bunék nervového
systému (NS) insulinové resistence (O'Hare, Minaker et al. 1989), coz vede k tomu, Ze zmény
metabolismu vyvolané aktivitou NS jsou stalé, nedochéazi ke zhorSenému piijmu glukozy po
dlouhodobé vysokych hladinach glukézy v krvi a vysokd glukéza v krvi tedy stale aktivuje
SNS. Tim je modulovan svalovy metabolismus tak, aby se adaptoval na ptijem glukozy, tedy
nespaloval MK. K pifijmu glukozy ale kvili svalové resistenci nedochazi, coZ v kone¢ném

dasledku vede k produkei ketolatek (Landsberg 2006).

Vasomotorickou funkci ma predev§im neuropeptid Y (NPY) v souhie s noradrenalinem (NA),
ktery je vyplavovan pfi aktivaci sympatiku, a je tak moznym pfispévatelem k hypertenzi. NPY
je vylévan predev§im v reakci na stres (chladovy stres, krvaceni). Potencuje vliv NA
a pfedpoklada se, Ze spolu s NA stoji za vasokonstrikénimi G€inky sympatiku (Hodges, Jackson

et al. 2009).
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Dlouho se ptedpokladalo, ze sympatikus ma pouze neptimy vliv na svalovou aktivitu, naptiklad
pomoci regulace pratoku krve cévami ve svalu. Pomoci detekce exprese TH bylo dokazano, ze
sympatické nervy inervuji nejen cévy ve svalu, ale také piimo svalova vieténka (Radovanovic,
Peikert et al. 2015), jejichz hlavni funkci je regulace svalového tonu. Za stresovych podminek,
kdy je aktivovan sympatikus, tedy v reakci ,,fight or flight* (bojuj nebo utec), dochéazi vlivem
sympatiku k niz$i citlivosti svalového vieténka (Passatore and Roatta 2006). Sympaticky
systém negativné plisobi na zpétnovazebnou kontrolu délky svalového vldkna (Schwartzman
and Kerrigan 1990), snizuje se tedy presnost ovladani pohybu, ktera neni pro reakci ,,fight or
fight, vyvolanou SNS, kli¢ova. Zda je svalové vieténko i pod sympatickou inervaci byla
dlouho otdzka, v této studii to vSak Radvanovic a kol. (Radovanovic, Peikert et al. 2015)
potvrdili nejen detekci TH v blizkosti svalovych vietének pomoci imunofluorescenéniho
barveni, ale také detekci NPY receptorti, opét pomoci imonufluorescen¢niho barveni, na

svalovych vieténkach.

Piestoze starnuti, tedy zhorSeni svalové inervace SNS i1 motoneurony, vede k omezeni
sympatické sit¢ vedouci ke svalovym vldkniim a NMJ, axony SNS obklopujici krevni cévy ve
svalech zustavaji zachovany (Rodrigues, Messi et al. 2019), coz je dulezité pro spravné krevni

zasobeni svalu, tedy dostate¢ny ptisun zivin a latek modulujicich funkei svalu.

Mizeme fici, Ze SNS je klicovym hra¢em v regulaci homeostazy celého téla. Ma dilezity vliv
na metabolismus, kdy hraje nezbytnou tlohu v ochrané pted DIO, nebot’ k jeho aktivaci dochazi
mj. zvysenou koncentraci glukozy a insulinu v krvi. Pfimy vliv m4 sympatikus také na sval,

kdy ovliviiuje regulaci a ptesnost pohybu v reakei ,,fight or flight®.

4.2 Orexin

Orexin je spolu s insulinem duleZitym reguldtorem metabolismu glukozy. Sekrece orexinu
v orexinovych neuronech hypotalamu jsou spojené s vysoce odménovanym a motivovanym
chovanim, tedy s hédonickym krmenim, hledanim potravy a zavislosti (Harris, Wimmer et al.
2005; Sakurai, Takamura et al. 2007). To miize souviset s orexinem podminénou stimulaci NPY
neurontl v jadie hypotalamu n. arcuatus, které na metabolismus glukozy sice pfimy vliv nemaji,
ale jejich indukci dochdzi ke zvySeni piijmu potravy (Horvath, Warden et al. 1999). Exprese
mRNA orexinu je indukovana potravou s obsahem sacharinu a gluk6zy (Furudono, Ando et al.
2006), coz odkazuje na dulezitou roli pfijeti potravy Usty v signalizaci. Je zajimavé, ze Orexin-
KO mysi nevypily takové mnozstvi roztoku sacharézy, jako WT (Shiuchi, Haque et al. 2009),

coz odkazuje na jiz zminény mechanismus zvySeni pfijmu potravy na zadklad¢ orexinem
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podminéné stimulace NPY neurontl. Indukce exprese orexinu po podani glukézy a jeho vliv na
SNS souvisi s DIT. Po pifijmu potravy dochdzi k naristu NA a koncentraci insulinu v plazmé
(Diamond, Brondel et al. 1985). Vzdjemné ptisobeni NA a orexinu vede k posileni gluk6zového
metabolismu, pii¢emz orexin ptisobi pies B-AR. O dulezité roli SNS v DIT vypovida i dalsi
studie (LeBlanc and Brondel 1985), ktera prokdzala, ze u lidi chutné jidlo vyvolava vyssi
termogenni odpovéd’, nez nedobré jidlo, nebo jina studie, kde Astrup a kol. (Astrup, Christensen
et al. 1990)ukézali nezbytnost -AR signalizace tim, ze blokddou B-AR inhibovali dal$i piijem
glukozy po jidle bohatém na sacharidy. Také se ukazalo, ze mysi, stejné€ jako lidé, mé€ly v reakci
na krmeni zalude¢ni sondou snizenou termogenezi a sklon k obezité (Rothwell and Stock
1978), je tedy mozné, Ze u nich nedochazelo k DIT a naopak ordln¢ podavané sacharidy vedly
k aktivaci sympatické signalizace (Young and Landsberg 1977). S tim souvisi zji§téni, Ze orexin
injikovany do VMH zvySuje vychytavani gluk6zy v pomalych svalovych vlaknech bohatych
na mitochondrie, a tim zvySuje svalovy metabolismus (Shiuchi, Haque et al. 2009). Orexin byva
spolu s insulinem vyplavovan po jidle a podminuje insulinem vyvolané vychytavani glukozy v
kosternim svalu. Schiuchi a kol. prokézali souhru vlivu insulinu a orexinu, pfi vzajemném
pusobeni obou faktort dochézelo k nejvyssimu metabolismu glukozy, ptijmu glukozy do tkani

a tvorbé glykogenu (Shiuchi, Haque et al. 2009).

Neurony citlivé na orexin se nachazeji ve VMH, jejich excitace vede ke zvySeni sympatické
signalizace a k zvySeni metabolického obratu, coz vede k regulaci koncentrace krevni glukézy.
Tyto neurony maji vliv 1 na spanek, bdé€lost a hledani odmény (Harris, Wimmer et al. 2005).
Indukei receptoru orexinu ve VMH dochézi k aktivaci svalovych sympatickych nervti a f2-AR
signalizace. Stimulaci orexinovych receptorit ve VMH dochazi i k posileni vyplavovani NE.
Dulezitym ptispévatelem k posileni glukézového metabolismu po jidle je 1 leptin (Kamohara,
Burcelin et al. 1997), jehoZ signalizace také souvisi s medidlnim hypotalamem, kde indukuje
sympatickou signalizaci a nasledné dochazi stimulaci B-AR k ovlivnéni cilovych bunck
(Haque, Minokoshi et al. 1999). Orexin zprosttedkovava zvysené vychytavani glukézy pomoci
SNS indukci B2-AR signalizace. K posileni metabolismu glukézy po VMH injekci orexinu
doslo pouze u pomalych a smiSenych kosternich svalii, na rychlé¢ svaly a WAT vliv nem¢la
(Shiuchi, Haque et al. 2009). Dulezitost B2-AR signalizace pro orexinem stimulovany
glukézovy metabolismus byla prokdzana injikovanim orexinu f2-AR-KO myS$im, na které
orexin nemél vliv (Shiuchi, Haque et al. 2009). B1-AR inhibice v8ak na metabolismus glukézy
zadny vliv neméla (Shiuchi, Haque et al. 2009). Orexin také vede ke zrychleni pfemény NA ve

svalech, za tim vSak stoji jind, nez f2-AR signalizace (Shiuchi, Haque et al. 2009).
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Souhrnem lze fici, Ze spravna orexinova signalizace by mohla mit vyznamnou roli v boji proti
DIO a diabetu, nebot jeho plsobeni vede ke zvySovani metabolismu po piijmu potravy

a pozitivne ovliviiuje spravné fungovani insulinu a glukézovy metabolismus.

4.3 Regulace pomoci SNS

4.3.1 Dopad sympatektomie na kosterni sval

Az v roce 1981 se ukazalo, ze sympaticka inervace v kosternim svalu neni omezena pouze na
cévy, ale pravdépodobné reguluje piimo svalova vlakna (Barker and Saito 1981). SNS je
dalezitym reguladtorem funkce i1 morfologie kosterniho svalu a jeho inervace, ma vliv na
transkriptom kosterniho svalu, fosforylaci axondlnich neurofilament, tloustku myelinu,
zastoupeni typu myovlaken a expresi acetylcholinovych receptorit (AChR) na postsynaptické

¢asti NMJ a tedy 1 motorickou inervaci svalu (Rodrigues, Messi et al. 2019).

Pomoci sympatektomie byla prokazana klicova role sympatického nervového systému (SNS)
na kosterni sval. SNS hraje kli¢ovou roli v regulaci pfenosu signalu na NMJ a na svalovou silu.
Ablace SNS ma podobny dopad jako motoricka denervace, dochazi k expresi gent spojenych
s motorickou denervaci, k poklesu inervace svalu (prokdzano barvenim proti tyrosin
hydroxylaze (TH) svalu a k ubytku svalové hmoty, na to by vS§ak mohla mit vliv i moZna zména
v prutoku krve zpisobena denervaci. Sympatektomie vedla k niz§imu drazdéni motorickych
nervl, coz svéd¢i o regulaci prenosu signdlu na NMJ pomoci SNS. SNS reguluje i pfenos
vzruchu, dilezita neurofilamenta a mikrotubuly a jejich fosforylaci v motoneuronech (Hisanaga
and Hirokawa 1989), stejn¢ jako vackovy transport (Lewis and Nixon 1988). Sympatektomie
vedla k defosforylaci neurofilament vedouci k jejich dezorganizaci a ke snizeni myelinizace
axond motorickych neuront (Rodrigues, Messi et al. 2019). Zd4 se, Ze k témto zméndm dochazi
pfeprogramovanim schwannovych bun¢k vyvolanym ablaci SNS (Jessen and Mirsky 2016).
K modifikaci pfenosu na NMJ dochdazi také snizenym uvoliiovdnim acetylcholinu (Ach) (Searl
and Silinsky 2000) a tbytkem AChR na postsynaptické membrané, k jejichz destabilizaci

dochazi zménou exprese genii vyvolanou ablaci SNS (Rodrigues, Messi et al. 2019).

SNS reguluje expresi genli nezbytnych pro svalovy metabolismus a cirkadidnni rytmy, protoze
po sympatektomii doSlo ke sniZzeni exprese téchto genil. Na expresi genli ma sympatektomie
podobny vliv jako svalovad denervace motorickych nervi, coz opét vypovida o vlivu SNS na
motorické nervy (Rodrigues, Messi et al. 2019). V1iv SNS na svalovou morfologii byl prokazan

na urovni detekce typu svalovych vlaken: sympatektomie vedla k poklesu zastoupeni pomalych
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svalovych vlaken, zatimco procento rychlych svalovych vldken bylo nezménéno,

kvantifikovano na zédklad¢ markerd (miR-206) (Rodrigues, Messi et al. 2019).

Souhrnem je mozno fici, ze SNS ma dilezity vyznam jak na regulaci funkce svalu, tak na jeho
vyvoj, expresi proteind, celkovou morfologii svalu a také jeho signalizaci. Pro vyzkum vlivu
SNS na sval byla klicova predev§im metoda sympatektomie. Ukazalo se, Ze ablace SNS mé na

sval podobny dopad jako jeho denervace motorickych nervi.

4.3.2 MuRF1

Vliv SNS na morfologii a inervaci kosterniho svalstva je regulovan mj. zménami exprese
MuRF1 (z angl. muscle RING-finger protein-1). Exprese MuRF1 vede ke svalové atrofii,
k vyssi endocytoze AChR a tudiz menSimu vystaveni téchto receptord v NMJ. Ve zdravém
svalu je exprese MuRF1 tlumena. Po svalové denervaci nebo sympatektomii dochazi ke zvySeni
jeho exprese (Delbono, Rodrigues et al. 2021). Jednim z diikazli o vlivu exprese MuRF1 na
svalovou atrofii je studie Moriscot a kol, ktefi ukéazali, ze u MuRF1-KO nedochazi k denervaci

indukovan¢ atrofii. (Moriscot, Baptista et al. 2010).

4.3.3 Adrenergni signalizace

Dalsi moznost regulace svalu pomoci SNS spoc¢ivd v AR signalizaci. V kosternich svalech se
nachazeji f1- a f2-AR, které jsou klicové pro plisobeni SNS pomoci NA a adrenalinu. f2-AR
souvisi ptimo s regulaci svalového metabolismu a udrzovanim svalové hmoty (Lynch and Ryall
2008). B2-AR agonisté plisobi na zvySeni syntézy proteinli v denervovaném svalu a potlacuji
proteolyzu po zranéni (Navegantes, Baviera et al. 2009; Gongalves, Silveira et al. 2012).
Depolarizace sympatického axonu vede k uvolnéni NA, ten pak piisobi na B-AR sympatického
nervu, ale také na B-AR motorického nervu a f2-AR svalového vlakna. Exprese 3-AR se snizuje
s vékem. NA pisobi na motoneuron také ptes TRPV1 (z angl. transient receptor potential
vanilloid1) a P/Q-VGCC (z angl. P/Q type of voltage-gated calcium channel) kanaly, které po
interakci s NA vpoustéji Ca?" do buriky neuronu. Zvyseny cytoplasmaticky Ca?" vede k tvorbé

a uvoliiovani Ach na NMJ (Delbono, Rodrigues et al. 2021).

4.4  Metody pro kvantifikaci sympatické inervace v tkani

Mira a regulace inervace tkané se da detekovat pomoci n€kolika metod, nicmén¢ pro studium
termogeneze je klicova piedevsim detekce sympatické inervace v termogennich tkédnich, tedy

svalu a BAT. Pro procesy klicové k aktivaci termogeneze je klicové ptisobeni NA na B-AR.
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Vnitini struktura tkdné vcetné jeji inervace se studuji typicky pomoci histologickych metod.
Histologické zobrazeni pomoci tenkych fezli v§ak pfinasi nevyhodu a mozné zkresleni vysledkt
v tom, ze pomoci nich nedokdzeme detekovat cel¢ struktury a jejich zastoupeni v tkani. Na
fezech vidime pouze 2D fezy danou strukturou a to nadm neumoznuje ziskat dokonalou
predstavu o celkové morfologii tkan€. K lepSimu poznani ndm muize pomoci 3D zobrazovani,
pomoci néhoz miizeme zobrazit cely kus tkan¢. 3D zobrazovani Ize napt. provadét (a) pomoci
optické projekéni tomografie, kterd nam vsSak neposkytne dostatecné rozliSeni pro detekci
malych struktur — nervii, a nékdy neumoznuje snimat fluorescen¢ni znaceni cilovych struktur
(obr. 5A), (b) pomoci tzv. ,lightsheet* mikroskopu, ktery nam da informaci o fluorescenénim
znaceni cilovych struktur, ale rozliSeni neni dostate¢né pro detekci velmi tenkych nervovych
vladken (obr. 5B), nebo (c) pomoci dvoufotonového excitaéniho mikroskopu, ktery nam
poskytne jak informaci o fluorescencnim barveni cilovych struktur, tak dokdze detekovat
i dostate¢né malé struktury, jako jsou malé nervy, jeho nevyhodou je vSak omezeni velikosti
vzorku (obr. 5C). Pro pochopeni fizeni termoregulace v ramci celého téla ndm mulize pomoci
detekce SNS v termogennich tkdnich, napt. pomoci imunofluorescenéniho barveni proti TH,
kterd je limitujicim enzymem syntézy NA, produkovaného na zakonceni sympatickych
svalovych vldknech, a detekce krevniho zésobeni tkan€ pomoci barveni proti isolectinu,
umoziujici zobrazeni cév. Na rozdil od svalu je BAT, stejn¢ jako dalsi na lipidy bohaté tkang,
problematicka pro 3D zobrazovani, nebot’ vysoka denzita lipidii v podobé lipidovych kapének
uvnitf téchto tkani zplisobuje lom svételnych paprskli na rozhrani voda/tukova kapénka a to
nam brani v ziskani siln¢j$iho optického fezu. Toto Ize fesit metodou clearovani, kdy se lipidy
z tkané odstrani pomoci kombinace organickych rozpoustédel, ale jeji struktura zlstadva
zachovana. Metoda clearovani se d4 pouzit na vSechny tkané téla a jejim cilem je vyrovnat
indexy lomu jednotlivych slozek tkan€ a tim umoZznit co nejpreciznéjsi zobrazeni. Existuje
mnozstvi protokolti (pfehled napt. v (Yu, Qi et al. 2018)), jak toho dosdhnout, pro tukovou tkan
je vhodna Adipoclear metoda (popsana v (Chi, Crane et al. 2018)).
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Obr. 5: MoZnosti 3D zobrazeni hnédé tukové tkané po imunohistochemické detekci kapilar
(pouzito barveni pomoci isolectinu GS-IB4 a vldken sympatiku (pouzito barveni pomoci
protilatky proti TH a jeji fluorescencni detekce pomoci sekunddarni protilatky Donkey Anti-
Sheep IgG H &L). Tkan byla clearovanda pomoci metody Adipoclear. Cely proces zacina fixaci
v paraformaldehydu, béhem kterého dochazi k fixaci proteinii tvorbou S-S mistkii. Pred
samotnou delipidizaci je potieba tkan dehydratovat v methanolové radé spolu s pufrem
obsahujicim detergent (Triton X -100). Delipidizace probiha inkubaci v rozpoustédle
dichlormethanu. Pro vyrovnadni indexu lomu jsou vzorky inkubovany v dibenzyl etheru. Takto
upravend tkan se da barvit rutinnimi imunohistochemickymi metodami. (Richardson, Guan et
al. 2021)); A) snimek z optické projekcni tomografie Milano, pouzity objektiv: EO PLAN APO
ELWD 2x; B) snimek z , lightsheet” mikroskopu (Leica Stellaris 8 Digital LightSheet
microscope), pouzité objektivy: iluminacni L 1.6 /0.05 DLS, detekcni HC FLUOTAR L 16x/0.6
IMM CORR DLS; C) snimek z dvoufotonového excitacniho mikroskopu (Bruker Ultima
IntraVital).

5 Zaver

PtredloZena prace diskutuje savei termogenezi, vEetné jejiho evolucéniho vyvoje. Dlraz je kladen
na problematiku svalové NST. V préci jsou probirany rizné vlivy, majici u¢inek na nastup
a efektivnost NST, a to jak vlivy vnitini (fyziologické, metabolické, vyvojové), tak vnéjsi.
Diskutovan je také mechanismus svalové NST, proteiny, které jsou za tento proces zodpovédné,

zmeény Vv jejich expresi a faktory tyto zmény a procesy ovliviiujici.

Centralné je termogeneze fizena na urovni hypotalamu, prace toto propojuje s problematikou
fizeni pfijmu potravy a s regulaci vasokonstrikce. Je zde tedy ukdzana souvislost mezi fizenim
svalové NST a faktory, které vedou k metabolickému syndromu. Vyvoj svalu je z velké miry
regulovan také SNS, poruchy tohoto vyvoje maji negativni dopad vedouci ke ztratdm regulace
svalu a exprese jeho proteinii, mohou mit tedy vliv i na schopnost svalové NST a v kone¢ném

disledku na celotélovy metabolismus, coZ souvisi s rozvojem metabolického syndromu.

Prace propojuje téma svalové NST s problematikou metabolického obratu a naznacuje

ptipadnou propojenost tohoto tématu s moznostmi 1é€by obezity a metabolického syndromu.
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