Univerzita Karlova

Prirodovédecka fakulta

Studijni program: Biologie

Zuzana Péknicova

Uloha napétové fizenych vapnikovych kanaltl v tukovych buiikach savci

The role of voltage-gated calcium channels in mammalian adipose cells

Bakalarska prace

Skolitel: Mgr. Lucie Ryskova

Praha, 2024




Podékovani

Chtéla bych podékovat moji skolitelce Mgr. Lucii RySkové za cenné rady pii psani této prace.

Dale chci pod€kovat v§em, co mi byli oporou pfi studiu. Dékuji.

Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem zavéreCnou praci zpracoval/a samostatné a Ze jsem uvedl/a vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla piedloZena k ziskani

jiného nebo stejné¢ho akademického titulu.

V Praze, 24. 4. 2024 Zuzana Péknicova



Abstrakt

Tukové bunky (adipocyty) predstavuji vyznamné regulatory tukové tkané i celého organismu.
Tyto bunky se aktivné podileji na celotélové energetické homeostize a zmény v jejich funkci a
metabolismu maji dalekosdhly dopad nazdravotni stav jedince. Porozuméni molekuldrnim
mechanismiim, které orchestruji spravné fungovani bunéénych pochodii adipocytil, miize signifikantné
pomoci v 1é¢beé fady onemocnéni vcetné obezity, diabetu II. typu a dalSich. Nemal¢é usili je proto
v soucasné dob¢ vynaloZeno na vyzkum riiznych signalnich drah zapojenych do Zivota zdravého
adipocytu. Vapnik, respektive jeho aktivni forma Ca*", je esencidlni néstroj bun&tné transdukce
signalu a spousti fadu biologicky vyznamnych procest ve vétsing typech bunék véetné adipocytt. Tato
bakalaiska prace se zabyva regulaci vapnikové homeostazy pomoci napétim ovladanych vapnikovych
kanalt, které se ukazuji byt v adipocytu aktivni, 1 pfestoZe se obecné jedna o neexcitabilni tkan. Prace
shrnuje souCasné poznatky o typu, struktufe a funkci vapnikovych kanali a jejich pusobeni
na (pato)fyziologii adipocytu. Zahrnuty jsou i mozné terapeutické piinosy zalozené na regulaci

vybranych vapnikovych kanalli jako potencialni cile pro 1é¢bu metabolickych poruch.

Klic¢ova slova: napétim ovladané vapnikové kanaly, vapnik, adipocyt, obezita



Abstract

Fat cells (adipocytes) are important regulators of adipose tissue and the whole organism.
These cells are actively involved in whole-body energy homeostasis and changes in their function and
metabolism have a far-reaching impact on an individual's health. Understanding the molecular
mechanisms that orchestrate the proper functioning of adipocyte cellular processes can significantly
aid in the treatment of a number of diseases including obesity, type II diabetes, and others. Therefore,
considerable effort is currently being devoted to investigating the various signaling pathways involved
in the life of a healthy adipocyte. Calcium, or its active form Ca2+, is an essential tool for cellular
signal transduction and triggers a several biologically important processes in most cell types, including
adipocytes. This bachelor thesis focuses on the regulation of calcium homeostasis by voltage-gated
calcium channels, which appear to be active in the adipocyte, even though it is generally a non-
excitable tissue. This paper summarizes current knowledge on the type, structure and function of
calcium channels and their effects on adipocyte (patho)physiology. Possible therapeutic benefits based
on the regulation of selected calcium channels as potential targets for the treatment of metabolic

disorders are also included.
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1. Uvod

V oblasti biomediciny se stdle vice zdUraziiuje vyznam tukové tkdn€ nejen jako zasobarny
energie, ale také jako aktivniho metabolického a endokrinniho organu. Jednim z potencialné klicovych
hraci ovlivitujicich funkci tukové tkdné jsou napétim ovladdané vapnikové kandly. Tyto kandly aktivné
ovlivilyji cytosolickou koncentraci vépenatych iontii a podili se tak na regulaci bunécné véapnikove
signalizaci, kterda dale mize mit vliv napfiklad na diferenciaci adipocytl, syntézu tukii nebo
uvolnovani adipokinid. V této praci chci poukazat na to, jakou roli ma bila tukova tkan na celkovou
homeostazu téla a na onemocnéni, ktera se k ni poji. To vSe za ucasti vapniku jako druhého posla,
ktery spousti ¢i reguluje procesy v adipocytech a celém organismu. Cilem této prace je shrnou
dosavadni poznatky o typech napétim ovladanych vapnikovych kanall, jejich struktufe a poukazat
na jejich roli v rozvoji metabolickych poruch jako naptiklad obezita, diabetes II. typu, hypertenze,
inzulinova rezistence a dal$i. V praci se zaméfuji na vztah vapnikovych kanali a tukové tkang,
pfiCemz pochopeni téchto mechanizmii se mize uplatnit v mediciné a farmacii, ale také prispét

k sirsimu pochopeni fyziologie tukové tkang a jeji role na celkovou homeostazu organismu.



2. Funkce a vyznam tukové tkané

Tukova tkai je vyznamnym metabolickym organem regulujicim energetickou homeostazu
celého téla. Tukovou tkan savcil je mozné rozdélit na dva hlavni typy bilou tukovou tkan (WAT)
a hnédou tukovou tkan (BAT), pfiCemz kazda ma své specifické vlastnosti a odlisny pivod. Primarni
funkci WAT je ukladat i odbouravat lipidy a dopliiovat tak télu energii pfi zvySené namaze nebo
nedostatku zivin. Naopak BAT slouzi predevsim k produkci tepla a udrZzovani stalé t€lesné teploty.
Zakladni jednotku tukové tkané tvoii specializované tukové bunky (adipocyty), které predstavuji az
20-30% tkané. Kromé adipocytii je tkan obohacena také o stromalni vaskularni frakci obsahujici
fibroblasty, bunky imunologického systému, neurony, preadipocyty a kmenové buiky (Rosenwald er
al.,2013; Sun et al., 2020).

BAT je bohaté inervovand a vaskularizovand tkan, kterd je z vétSiny tvofena hnédymi
adipocyty (Obr. 1). Tato tkan je zodpovédna predevsim za netfesovou termoregulaci a udrzovani stalé
teploty téla. Pravé hnédé tukové bunky se specializuji na pfeménu chemické energie na teplo
za pomoci uncouplingového proteinu 1, ktery zvysuje energeticky vydej a rozptyluje protonovy
gradient na vnitfni mitochondridlni membrané (Johnson et al., 2023). Tyto adipocyty maji ptivod
podobné jako kosterni svalstvo v mezenchymalnich progenitorech, které na rozdil od bilych adipocyti
exprimujici myogenni faktor 5 (Myf5) (Seale et al., 2008). Diive byl nazor, ze BAT se vyskytuje
pouze u déti. Dnes je jisté, Ze se tkan vyskytuje i v mensi mife u dospélych lidi, u kterych tvoii az 2%
celkové télesné hmotnosti, a mizeme ji nalézt v Sesti anatomicky odlisSnych oblastech: kréni,
nadklickové, podpazni, paravertebralni, mezihrudni a bfisni. Ukazuje se, ze BAT muze hrat
vyznamnou roli v 1é€b¢ obezity, diabetu II. typu, hypertenze a dalSich civiliza¢nich onemocnéni (Xi et
al., 2021). Naptiklad pouziti agonisti P3-adrenergnich receptorti, jako je mirabegron, potvrdilo

zvysenou aktivaci BAT a zlepSeni celkového metabolismu (Cypess et al., 2015).

Bila tukova tkan ukladd prebytecnou energii ve formé triacylglycerold. Pfi hladovéni
poskytuje tuto energii prosttednictvim lipolyzy a uvolfiovanim mastnych kyselin do krevniho ob¢hu.
Morfologicky se bil¢ adipocyty odliSuji od hnédych niz§im poctem mitochondrii (Obr. 1). Typicky
obsahuji pouze jednu velkou tukovou kapénku, kterd Casto vytlacuje organely jako jadro na periferie.
Funkéni adipocyty vznikaji z preadipocytli procesem zvanym adipogeneze, kdy buiiky podstupuji
proliferaci, diferenciaci a expanzi. WAT byla dlouhou dobu povaZovana za pasivni tkan. DuleZitou
zménou bylo objeveni jeji endokrinni funkce popsanim hormonu leptinu, ktery je vyhradné
produkovan adipocyty (Zhang et al., 1994). Nasledné studie prokazaly, Zze WAT je zodpovédna
za sekreci celé fady latek, nazvanych souhrnné adipokiny, které se vyznamné podileji
na fyziologickych procesech, jako je regulace pfijmu potravy, modulace zanétlivych procesti a

regulace glukozového a lipidového metabolismu. Mezi adipokiny lze zafadit 1 napfiklad prozanétlivy



cytokin tumor nekrotizujici faktor-a (TNF-a), jehoZ exprese je zvySend u obéznich jedincl a je

spojovana s rozvojem inzulinové rezistence (Hotamisligil ef al., 1993).
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Obr. 1 Schématické shrnuti morfologie, lokalizace a vlastnosti hnédych, bilych a béZovych
adipocytit. Pouzité zkratky Cidea, cell death-inducing DNA fragmentation factor-like effector
A; CD137, tumour necrosis factor receptor superfamily, member 9; Ebf2, EBF Transcription
Factor 2; HoxC9, Homeobox C9; Lpl , lipoprotein lipase; PgclA, peroxisome proliferator-
activated receptor coactivator 1 alpha; Tcf21, Transcription factor 21; UCPI, uncoupling
protein 1 (prevzato a upraveno z Bourgeois et al., 2019; Ziqubu et al., 2023).

Je dokédzano, ze WAT muze podstoupit diferenciaci smérem k BAT (Zhang et al., 2021).
Tento proces se nazyva hnédnuti (browning) adipocytti, kdy dochézi ke vzniku takzvanych bézovych
adipocytti (Obr. 1). Diferenciace mize byt spusténa riznymi fyziologickymi podnéty. Ptikladem je
vystaveni se chladu (Qiu ef al., 2014), nebo vytrvalostnim cvicenim (Tanimura et al., 2022). Dochazi
tak k uvolnovani katecholamind ze sympatickych nervli, nasledn¢ ke stimulaci P3-adrenergniho
receptoru na plazmatické membrané adipocytii a s nim sprazené intracelularni signalizace. Studie
ukazuji, Ze podnitit hnédnuti Ize také obohacenim stravy o specifické latky jako napf. resveratrolem
(Wang et al., 2015), berberinem (Zhang et al., 2014) nebo kapsaicinem (Baskaran et al., 2016), které
se prirozené¢ vyskytuji v nékterych rostlinach. Mezi dalsi faktory ovliviiujici hnédnuti patii i

mikrobiota ve stievech (Suarez-Zamorano et al., 2015). NamySim modelu bylo dokazano, ze
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po zavedeni kalorické restrikce (snizeni energetického pitijmu) na 40 %, bylo po tydnu pfi této dieté
u mysi pozorovano hnédnuti WAT, pficemz nejvyssich hodnot doséhlo po ctyfech tydnech (Fabbiano
et al., 2016). Tyto vysledky naznacuji, ze bézovy tuk je rozvijen v podminkach negativni energetické
bilance. Hnédnuti WAT by mohlo mit vyznamnou roli pii 1écbé téchto onemocnéni. Ve studii,
zabyvajici se mechanismem pisobeni hormonu FGF21 v 1écbé diabetickych mysi, bylo poukézano
na zmirnéni tohoto onemocnéni diky zvySenému vychytdvani glukézy hnédou i nové vzniklou

bézovou tukovou tkani (Emanuelli ef al., 2014).

Tukové buiiky jsou specializované bunky tvofici zakladni jednotku tukové tkan€. U kazdého
jedince se velikost adipocytd vyrazné liSi v zavislosti na celkové hmotnosti jedince. Rozdily
v morfologii jsou zptisobeny dvéma procesy, a to bud’ zvétSovanim velikosti adipocytl jako disledek
ukladani tukt uvnitt buiiky (hypertrofie adipocyti), nebo tvorbou novych adipocytti (hyperplazie ¢i
diferenciace adipocytl z prekurzorti bunék). Jejich velikost se pohybuje ptiblizné od 30 do 130 pm
v priméru (Sato et al., 2005). Obnova tukové tkané, respektive tvorba novych adipocytu, je u cloveéka
vysokd — ro¢né se obnovuje pfiblizné¢ 10 % u vSech vékovych kategorii dospélych lidi nezévisle
na hmotnosti a pohlavi (Arner et al., 2010). Staré¢ bunky podléhaji bunééné smrti, nové vznikaji
prostiednictvim adipogeneze. Osoby s hypertrofickou tukovou tkani vytvaii o 70 % méné adipocytt
ro¢né¢ v porovnani s osobami s hyperplazickou tukovou tkani (Arner et al., 2010). SniZena,
nedostatecnd produkce novych adipocyti zptsobuje zvySenou potifebu akumulovat lipidy jiz
existujicimi adipocyty, ¢imz dochazi k dramatickému narustu objemu adipocytd. Naopak
u hyperplazie dochazi k produkci nadmérného mnozstvi novych adipocytii obsahujici malé lipidové
kapénky. Ve vysledku mize vést hypertrofie i hyperplazie ke shodnému objemu lipidi v téle a
k obezité. Rozdilnd morfologie adipocytii vSak nema podle studie vliv na staii bun¢k a na relativni

miru odumirani samotnych adipocytt (Arner et al., 2010).

3. Vapnik v bunécné signalizaci

Vapnik je biogenni prvek zasadni pro zivot organismi. Podili se na tvorb¢ a stabilizaci kosti a
zubu, funkci svali a hemokoagulaci. Prestavuje i nezbytnou molekulu na bunécné urovni, kde je
soucasti mnohych kofaktord, podili se na udrzovani membranového potencidlu builky a predevsim
sehrava vyznamnou roli jako signalni transduktor. Na celkové télesné hmotnosti ma vapnik podil
okolo 1,5 %. Z toho asi 99 % vapniku je ulozeno pravé v kostech a v zubech ve formé fosfore¢nanu
vapenatého. Zbylé 1 % se nachazi v extracelularnim a intracelularnim prostiedi, kde je bud
ionizovany, vazany na bilkoviny, nebo komplexné vazany (Pozzan et al., 1994). Vapnik se nejéastéji
vyskytuje ve formé& ionti Ca®*, coZ je biologicky aktivni forma schopnéa difundovat skrze bun&éné
membrany. V cytosolu bunc¢k je udrZzovan vysoky rozdil koncentrace vapniku vuci okoli.

V extraceluldrnim prostiedi se koncentrace pohybuje v milimolech, zatimco v intracelularnim
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prostiedi je koncentrace vapniku az desetitisickrat nizs$i. Vapnik je skladovan i v n¢kterych bunéénych
organelach predevsim v endoplazmatickém retikulu a mitochondriich (Pozzan et al., 1994). Diky

vysokému rozdilu gradientu je docileno rychlé a ti¢inné signalizace.

Obecné se vapnik muze dostat z extraceluldrniho prostiedi do cytoplazmy dvéma zpiisoby.
Prvni moZnosti je prichod Ca®" pfes napétové fizené vapnikové kanaly (VGCC) (Fatt & Ginsborg,
1958), druhou moznosti je aktivace pfechodnych receptorovych potencialovych kanalt (Phillips ef al.,
1992). Dalsi moznosti je vyuziti zminénych bunéénych zdsob Ca?* z endoplazmatického retikula
nebo mitochondrii. Takto uvolnény Ca®* se v bufice vaze na své piislusné efektory, ¢imz zpisobuje
zménu konformace i naboje daného proteinu, a dochazi ke zméné interakci a pienosu signalu.
Vyznamnym vépnikovym efektorem je kalmodulin, ktery v komplexu s Ca®* dokéaze aktivovat dalsi
proteiny jako Ca?"/kalmodulin dependentni protein kindza kindzy (CAMKK?2), ktera dale fosforyluje
své substraty v zavislosti na typu buiikky a povaze pivodniho stimulu (Zhang et al., 1995). Napriklad
bylo publikovano, Ze v bilych tukovych bunkach se CAMKK?2 negativné podili na diferenciaci pre-
adipocytarnich progenitorti v dosp€lé adipocyty a akutni inhibice této kindzy akceleruje diferenciaci
bunek ve zralé adipocyty a vede k vyCerpani progenitorového depa (Lin et al., 2011). Pro nésledné
zachovani Ca®" homeostazy v cytosolu bunék je nutné ionty aktivné vychytidvat zpét
do extracelularniho nebo zasobniho prostiedi. Dé&je se tak pomoci Ca*"-ATPazovych pump, Na*/Ca?*

vymeénikl nebo sarco/endoplazmatickou retikularni Ca**-ATPazovou pumpou.

4. Napétové rizené vapnikové kanaly

Cytoplazmatickd membréna je semipermeabilni — voln€ propousti pouze malé nenabité
castice. Vapnik nese kladny naboj a je pfili§ velky, nez aby byl schopen prochazet prostou difuzi pres
fosfolipidovou vrstvu, proto je nutné vyuzit k transportu kanaly nebo pumpy. VGCC byl poprvé
popsan pii studii svali kory$t Paulem Fattem a Bernardem Katzem (Fatt & Ginsborg, 1958). V roce
1984 byl publikovan vyzkum na senzorickych neuronech kufat a potkant, kde byl objeven novy typ
vapenatého kanalu, ktery mél odliSnou vodivost, délku otevirani a proud — pii membranovém
potencialu mezi -50 a +10 mV se kanal oteviral kolem 3-6 ms (Carbone & Lux, 1984). Diky tomu
doslo k rozdé€leni na kanaly aktivované nizkym a vysokym napétim (LVA a HVA). Tentyz rok byl
nalezen typ kanalu zodpovédny za svalovy stah v bunkach myokardu moréat a zab, ktery byl
charakteristicky dlouhotrvajicim otevienim a velmi kratkym uzavienim — tento kanal byl oznacen jako

L-typ (Hess et al., 1984). Dnes zname pét hlavnich typi VGCC: L-typ, P/Q-typ, N-typ, T-typ a R-typ.
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4.1. VGCC kanaly aktivovany nizkym napétim

Mezi LVA patii pouze kandly typu T, které jsou aktivovany pii napéti okolo -50 mV
(Louhivuori et al., 2013), tedy ne o moc vyssim, nez je klidovy membranovy potencial. Jejich proud
ma typickou pomalou napétoveé zavislou aktivaci a poté témeét tplnou inaktivaci. Kandly typu T jsou
exprimovany po celém téle ve tiech riznych typech oznacovanych jako Ca,3.1, Ca,3.2 a Ca,3.3
(Barghouth et al., 2022; El-Rahman et al., 2013; Talley et al., 1999). Fyziologicky vyznamny vliv
maji napiiklad na kardiovaskularni systém (Chevalier et al., 2014; Mangoni et al., 2006). Podili se
na udrzovani srde¢ni automatiky, zachovavani korondrniho a periferniho vazomotorického tonu a
fizeni remodelace vaskularniho systému (Cazade et al., 2014; Mangoni et al., 2006). Zaroven jsou
spojeny také s nékterymi kardiovaskuldrnimi nemocemi jako hypertenze, kde pfispivaji ke kontrakcim
tepen hypertonikd (Thuesen ef al., 2017). Podle vysledki experimentu na krysach a mySich 1écba
TTA-A2 — blokatorem T typu VGCC — zabrénila vaskuldrni hyperreaktivité a hypertrofii pravé srde¢ni
komory a dal§im projeviim pfi onemocnéni plicni hypertenze. Blokatory T kanala by se tak mohly stat
terapeutickym prostiedkem pro plicni hypertenzi (Chevalier et al., 2014). Dalsi zajimavou vlastnosti T
kanalt je jejich role v nocicepci (Todorovic et al., 2001). Po uml¢eni genu pro Ca,3.2 u potkand byly
prokdzany ucinky u akutnich i neuropatickych stavii a pifimy vliv kanall na vnimani bolesti.
Ve srovnani s jinymi kanaly méla 1é¢ba zacilena na Ca,3.2 u potkanli vyrazné ucinky na zmirnéni

bolesti (Bourinet et al., 2005).
4.2. VGCC kanaly aktivovany vysokym napétim

Mezi HVA patii kanaly typu L, N, P/Q a R. Kanaly typu L jsou pfitomné ve vSech buiikach.
Jsou déleny do Ctyt podtypl oznaovanych Cayl.1 az Cay1.4. DileZitou roli maji v kosternim svalstvu,
kde zprostiedkovavaji ptenos vzruchu a umoziuji svalovou kontrakci (Nakada et al., 2018). Kanaly L
jsou také zodpovédné za spravnou funkci srdce. Podili se na kontrakci myokardu, umoziuji platd
efekt, tedy prodlouzeny ak¢ni potencial, a nasledné ptispivaji k reporalizaci vedouci k relaxaci srdce.
Ridi spravnou dynamiku srdce, a naopak pfi patologické funkci vedou k arytmii (Mahajan et al.,

2008).

Kanaly P/Q jsou usavcl vysoce exprimovany v mozeCku, mozkové kufe a hipokampu.
Poprvé byly identifikovany diky blokatoru z pavouciho toxinu v Purkynovych buiikach a od toho bylo
odvozeno oznaceni pismenem P (Llinas ef al., 1989). Dnes je pouzivano také oznaceni Ca,2.1. Jejich
role spociva v rychlém synaptickém pienosu na centralnich a perifernich nervovych zakoncenich.
Piijejich Spatném fungovani dochdzi casto k neurologickym onemocnénim. V ranych fézich
Alzheimerovy choroby se objevuje toxicky B-amyloidni oligomer, ktery moduluje por P/Q kanalu,
ktery nasledn€¢ zvys$i svou aktivitu. Tim dochazi ke zmén¢ proudu vapniku a spousti se vylévani
neurotransmiterd a kaskad, které piispivaji k excitotoxicité¢ bunck mozku a rozvoji choroby (Mezler et
al., 2012). Pti mutacich v genech pro P/Q kanaly dochazi naptiklad k familiarni hemiplegické migréné
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(Cao & Tsien, 2005), umysiho modelu ke zvySeni nachylnosti k zachvatim a rozvoji epilepsie

(Fletcher et al., 1996).

Vépnikové kanaly typu N milzeme najit napiiklad v mozku, kde uvoliluji neurotransmitery,
dale tidi migraci nezralych neuronti pfed vytvorenim jejich synaptickych okruhii (Komuro & Rakic,
1992). Jsou oznacovany jako Ca,2.2. Svou roli hraji i pfi bolesti, podili se na hypersenzitivni bolesti
vyvolané zanétem ¢i zvysenou teplotou (Pitake ef al., 2019). Pii hledani moznosti zmirnéni stavu
neuropatie byly v jedné ze studii vyuzity blokatory Ca,2.2 (topiramat a zonisamid), diky kterym doslo
k poklesu prozanétlivych cytokind, jako je TNF-a, a ke zvySeni hladin glutathionu, kataldz a nartstu
antioxida¢nich procesti (Upasani & Sherikar, 2023). Po této 1écbé vykazovaly krysy Albino Wistar

normalni stav nervu bez znamek neuropatie.

Kanaly typu R byly del$i dobu méné prozkoumavany kvili jejich necitlivosti na testované
farmakologické blokatory. Diky tomu také dostaly sviij ndzev — rezistentni ¢i rezidudlni. To zmeénil
objev SNX 482, peptidu o velikosti 42 aminokyselin v jedu tarantule Hysterocrates gigas. Pti nizkych
nanomolarnich koncentracich SNX 482 byly selektivné blokovany prave kanaly typu R (Newcomb et
al., 1998). Dnes vime, ze zminéné kanaly naptiklad uvolituji neurotransmitery, napomahaji rychlému
prenosu glutaméatergniho pfenosu v hipokampalnich synapsich, coz bylo dokdzano za vyuziti
selektivniho antagonisty peptidového toxinu SNX 482 a nizkych koncentraci NiCl, (Gasparini et al.,
2001).

4.3. Struktura VGCC

VGCC se nachézi v plazmatické membrané prakticky vSech typi bunék. Jejich struktura je
pomérné konzervovana s urCitou podobnosti rodinam Na+ a K+ iontovych kanali. Jednad se
o heteromerni komplex s nékolika podjednotkami (Obr. 2). Samotny por skrz membranu vytvaii
podjednotka al. Jde ojeden transmembranovy polypeptidovy fetézec o velikost zhruba 2000
aminokyselinovych zbytkl, ktery se sklada ze ¢ty homologicky opakujicich se domén (Wu et al.,
2015). Kazda doména je slozena z Sesti segmentd oznacovanych jako S1 — S6. S1 az S4 v kazdém
opakovani tvofi ¢ast snimajici napéti, zatimco S5 a S6 ze ¢tyf domén tvoii porovou strukturu.
Segmenty S6, hlavni kostra vnitiniho poéru, jsou sice homologni, ale jsou tvofeny z neidentickych
repetic. Aminokyselinové sekvence vnitiniho péru jsou tudiz asymetrické a funkéné neekvivalentni,
coz ovliviiyje odlisnou funkénost, pokud dojde k mutacim jednotlivych S6 segmenti. Lisit se mohou i
svou vertikalni polohou ¢i orientaci (Zhen et al., 2005). Podle méfeni na kanalu typu P/Q je vnitini
kanal schopen otevfit se na velikost vétsi nez 10 A, coz odpovida 1 nm (Zhen et al., 2005). Mezi dalsi

struktury al patii extracelularni smy¢ky, které narusuji symetrii kanalu (Wu et al., 2015). Na smycce
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mezi prvni a druhou doménou — I-II loop — je lokalizovana a-interakéni doména. Podjednotka ol

snima napéti a umoznuje vazbu s dalsimi podjednotkami, kterymi jsou f3, 023 a .

v 9
2+
< Ca ®
o o9
Cavl.l % Extracelularni
Cavl.? ’ prostredi

Cavl.3
Cavl.4

HVA | P/Q Cav2.1

N Cav2.2
Intracelularni
LR Cav2.3 . .
prostredi
Cav3.1
LVA T Cav3.2
Cav3.3
® ®
Typ kanalu L N P Q R T
Vodivost 25pS 11-20 pS 9,14,19 pS 15-16 pS 15-20 pS 8pS
Aktivacni potencial | -10az-50 mV -20my -50 mv -50mv? -25az-40 mv -70my
Inaktivaéni kinetika Pomala Stfedni Velmipomala Stfedni Velmirychla Rychla

Obr. 2 Struktura a piehled vlastnosti jednotlivych typii VGCC. Pouzité zkratky HVA, high voltage activated;
LVA, low voltage acivated; (prevzato a upraveno z Gurkoff et al., 2013; Ninomiya et al., 2020).

B podjednotka je hydrofilni protein lokalizovan intracelularné. Na kanalech typu L ze sav¢ich
bun¢k bylo prokazano, Ze podjednotka B hraje roli pii tvorbé€, stabilizaci a modulaci kanalového
komplexu (Chien et al., 1995). Exprese podjednotky B podporuje vyskyt podjednotky al
v plazmatické membrané, naopak v nepfitomnosti B podjednotky byly casto al podjednotky
lokalizovany intracelularng, a tak byl tok Ca’** mnohem mensi (Chien et al., 1995). Tyto vysledky
podporuji hypotézu, ze tvorba velkého poctu funkénich kanali je omezena poctem kopii [
podjednotky. Je tedy mozné, Ze vzdjemnd interakce napomahd zaclenéni ol podjednotky
do membrany. § podjednotka je slozena ze dvou skladanych domén se sekundarni strukturou z helixd
a listli. N-konec, C-konec a linker B domény umoziiuji interakce s povrchem al. Ostatni ¢asti udrzuji

stabilitu a jsou kli¢ové pro funkci § podjednotky (Opatowsky et al., 2003).

Podjednotka a2 je glykoprotein o velikosti okolo 150 kDa. Obsahuje zhruba 25 % sacharidt

vazanych ptes dusik. Za pfirozenych podminek je o2 podjednotka véazana disulfidickou vazbou
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k podjednotce 5, coz je rovnéz glykoprotein o velikosti kolem 20 kDa (Takahashi et al., 1987).
Podjednotky a2 a & pochézi ze stejného prekurzoru, tedy jsou kdédovany stejnym genem, ktery je
sestithan do vice finalnich produktt. Podjednotka a2 zabird velkou cast genu, zatimco podjednotka &
se nachazi na C terminalnim konci prekurzoru a je dale posttranslacné §tépena. Pro a2d existuji Ctyfi
typy genti — 026-1, 025-2, 02d-3 a 026-4. Kazdy typ mé svou charakteristickou lokalizaci a podle
novych poznatki by mohly mit své charakteristické funkce. Napiiklad 026-1 nachazime ve vSech
typech svalové tkané, v centrdlni i periferni nervové soustavé a v endokrinnich tkanich. V CNS se
nachdzi v oblastech mozku, které jsou zasadni pro pamét, uceni, obranné chovani, neuroendokrinni
sekreci, primarni senzorické zpracovani a dalsi (Cole et al., 2005). 026-2 miZzeme najit v mozku
v oblastech spojenych s ¢ichem, somaticko-motorickou kontrolou ¢i homeostazou tekutin (Cole et al.,
2005). 026-3 nachazime v centralni i periferni nervové soustavé a a20-4 v sitnici a endokrinnich
tkanich. Podjednotky a28-1 — 026-3 jsou k membrané ptipojeny pomoci glykosylfosfatidylinositolové
(GPI) kotvy a je velmi pravdépodobné, Ze tomu tak bude i u podjednotky a28-4 (Davies et al., 2010).
Podobné jako ostatni GPI kotvy maji C-terminalni hydrofobni doménu s proliny v blizkosti a velmi
malou cytoplazmatickou doménu. K ukotveni GPI pravdépodobné dochazi jesté pred proteolytickym
Stépenim na a2 a & (Davies et al., 2010). V disledku toho mize a2 usmeriiovat lokalizaci ostatnich
interagujicich proteini, v¢etné al podjednotky do specifickych domén. Také by mohlo dochazet
k dynamickému vylu¢ovani a2d z plazmatické membrany pisobenim extracelularnich enzymti, coz by
mohlo vést k akutni zméné funkce vapnikovych kanalti (Davies et al., 2010). Celkove se komplex a2d
podili na funkéni regulaci vapnikovych kanalti. Pro odhaleni funkce byly zaroven koexprimovany
klonované 028 s al podjednotkami. Diky tomu bylo mozné odhalit jejich pfimy vliv na vapnikovy
kandl. Vlivem 026 bylo pozorovano zvySeni makroskopické amplitudy proudu a hyperpolarizacni
posun v aktivaci a inaktivaci v ustdleném stavu (Felix et al., 1997). Tyto vlastnosti se mohou meénit

v zavislost na typu al podjednotky, se kterou a2 interaguje.

Posledni podjednotkou je podjednotka vy, ktera je ze vSech nejmén¢ prozkoumana. Jeji velikost
odpovida ptiblizné 30 kDa (Takahashi et al., 1987). Jedna se o osmi¢lennou skupinu proteind, které
1ze na zakladé sekven¢ni homologie a chromozomalni vazby dale délit do tfi skupin. Tato podjednotka
ma intracelularni N-konec a C-konec a ¢tyfi transmembranové domény (Guan et al., 2016). Piestoze je
prozatim kolem y podjednotky stale mnoho otazek, zda se, Ze i tato podjednotka by mohla mit
dilezitou roli pro 1é¢bu nékterych onemocnéni. Napiiklad souvislost mezi y podjednotkou a
schizofrenii byla prokazana pii studii 10 039 dobrovolnikd. Vysledky naznacuji, ze geny pro v4, y5, y6

a y8 prispivaji ke zvySenému riziku onemocnéni schizofrenii (Guan et al., 2016).
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5. Uloha VGCC v adipocytech

Po objeveni metabolické a endokrinni funkce tukové tkané a propojeni jeji patofyziologie
s rozvojem metabolickych poruch jako je dyslipidemie, steatohepatitida nebo diabetes mellitus II.
typu, se adipocyty staly stfedem z&jmu soucasného vyzkumi. Cilem mnohych védeckych studii je
popsat a pochopit molekularni mechanismy, které jsou zodpovédné =zaporuchy v regulaci
metabolismu a funk¢nich vlastnosti adipocytii, které dale negativné ovliviiuji celé télo. Jednim
ze zajimavych a vyznamnych kandidati se ukazuje byt vapnik. Jeho vliv se odrazi ve stézejnich
bunécnych procesech adipocytd, jako je diferenciace, lipolyza, lipogeneze, sekrece adipokinu (Izawa
et al., 1983; Lin et al., 2011). Také je dokazano, ze prispiva k rozvoji patologickych stavl jako
hyperlipidémie ¢i inzulinova rezistence (Jang et al., 2004). 1 ptestoze je tukova tkan povaZovana
za neexcitabilni tkan, byla prekvapivé prokazana exprese i aktivace VGCC v plazmatické membrané
adipocytt (Pershadsingh et al., 1989). Aktualni védecké badani sméfuje k identifikaci konkrétnich
VGCC typu a popsanim jejich funkce ve fyziologii adipocytt. Napiiklad v nedavné studii na bilych
adipocytech izolovanych z tukovych polstarkii dospélych potkani byly na urovni genové exprese
detekovany kanaly typu L, konkrétné podtypy Ca,1.1, Ca,1.2 a Ca,1.3. Na trovni proteinti byly pak
potvrzeny v plazmatické membrané pouze Ca,1.3 a Ca,1.2 a Ca,1.2 byl pozorovan ptredevS§im na
membrané€ v blizkosti jadra pomoci konfokalni mikroskopie (Fedorenko et al., 2020). Pfi nasledném
sledovani intracelularni koncentrace Ca** bylo zji§téno, Ze proudy ionti Ca** jsou fizeny hlavné kandly
typu L v plazmatické membrané adipocyt. Podle vysledki se zda, Ze jsou kandly L konstitutivné
otevieny a udrzuji bazalni Ca®" intracelularni proudéni. Konkrétné pak podtyp Cavl.2 by mohl byt
podle této studie terapeutickym cilem pro lécbu obezity (Fedorenko et al., 2020).

V membran¢ adipocytd nachdzime i kanaly typu T. Podavanim TTA-A2 specifického
blokatoru kanald typu T mysim doslo k ubytku hmotnosti tukové tkan¢ a zaroven blokator zabranil
prirastku télesné hmotnosti indukovanou stravou s vysokym obsahem tuku. U téchto mysi byl zaroven
zaznamenam narust svalové hmoty. Podle vysledki studie by tak antagonista kanalu T mohl umoznit
zlepSeni poméru tukové a netukové tkané a potencionalné se tak stat dals$im moznym lékem na obezitu
(Uebele et al., 2009). U mysi s deficitem kanalu typu T se oproti wildfype mySim nezvySovala télesna
hmotnost. Kanal se pravdépodobné podili na hypertrofii a hyperplazii adipocytii. Navic nebyly u mysi
s deficitem kanalu pozorovany tak vyrazné¢ vaskularni zmény, které jindy doprovazi obezitu

(Rosenstand et al., 2020).

Zastoupeni VGCC v membrané adipocytu se muze lisit v zavislosti na véku a pohlavi daného
jedince (Meng et al., 2024). Na adipocytech izolovanych z tuku potkanti byla métena exprese VGCC.
Vyuzitim metody kvantitativni polymerazové fetézové reakce byl naméfen jako pievladajici kanal
Cay1.2, na druhém misté pak kanal Ca,l1.3. Kanaly Ca,2.1, Ca,2.3, Ca,3.1, Ca,3.2 a Ca,3.3 byly

exprimovany na podobné urovni (Meng et al., 2024). V ramci této studie byly také porovnavany
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tukové tkan¢ riizné starych jedinci samic a samcd. Genova exprese Ca,l1.2 a Ca,1.3 studovanych
lozisek tukové tkané nepotvrdila rozdilnou expresi mezi mladaty a dospélymi. Nicméné exprese
Ca,3.1 ukazala zménu a v zavislosti na dimorfismu se s pubertou u samct snizila, zatimco u samic se
zacala zvySovat. Kanal Ca,3.1 se zda byt vice vyznamny u dospélych samic (Meng et al., 2024) a
nartst jeho exprese je pravdépodobné vyvolan estrogeny (J. Qiu et al., 2006). Podobné zmény exprese
VGCC kanalt mzeme vidét i v ramci zZivotniho cyklu samotného adipocytu. Kanal typu T, konkrétné
Ca,3.1, byl dominantnim VGCC u bunécnych kultur mysich preadipocytii. Nicméné u maturovanych
adipocytli byla jeho exprese postupné snizena. Tyto vysledky naznacuji, ze kandl typu T ma
vyznamnou roli v proliferaci, coz je dilezity krok ve vyvoji tukové tkané a potencialné i rozvoji

hyperplasie a tim obezity (Oguri ef al., 2010).

V membranach kmenovych bunék potkanich adipocyti byly za vyuziti nespecifickych
blokatordt HVA Ca?" kanalli a nespecifickych blokatori LVA Ca?* kanald zcela zastaveny pfechodné
jevy po dobu 5 minut (Forostyak et al., 2016). Pro urCeni konkrétnich typt kanalti byly kmenovym
bunikam adipocytti podany specifické blokatory a po promyti byly vystaveny vysoké hladiné K.
Blokator L kanalt nikardipin blokoval odpovéd’ u nékolika bazalnich kmenovych bun€k. U stfedné
modifikovanych byla blokace mnohem vyraznéjsi. Podobné tomu bylo u blokatoru kanali typu P/Q -
konotoxin MVIIC. To dokazuje, Ze v kmenovych buiikéch adipocyti se nachéazi i kanaly typu P/Q.
Oproti tomu na blokator kanalt typu N nebyla zaznamenéna Zadna odpovéd’, coz naznacuje, Ze se
tento typ VGCC v kmenovych buiikach adipocyt nevyskytuje (Forostyak et al., 2016). Jind studie
naopak popisuje piitomnost kanalu typu N v maturovanych mysich adipocytech (Ueno et al., 2013).
Lécbou byla u mysi regulovana hladina adipokinu, konkrétné adiponektinu, ktery urychluje signalizaci
inzulinu a vychytavani glukézy v jatrech a kosternich svalech (Yamauchi et al., 2002). Blokator obou
kanali L a N cilnidipin ovlivnil hladinu adiponektinu, kdezto specificky blokator kanalu typu L
nikardipin nevedl k zddnym vyznamnym zméndm. Autofi studie se domnivaji, ze praveé kanal typu N

je zodpoveédny za regulaci adiponektinu (Ueno et al., 2013).

Pti poklesu cytosolického vapniku dochazi zpravidla ke zvySovani télesné hmotnosti. Naopak
pfi vyssi hladiné je sniZzena akumulace triacylglycerolti. Ve studii, ve které kultivovali adipocyty
v médiu bez vapniku, adipocyty reagovaly navySenim intracelularniho vapniku z vlastnich zasob Ca*".
Adipocyty byly schopny stejné reagovat i v piipadé, Zze byly médiu bez Ca*" vystaveny podruhé
(Turovsky et al., 2021). Existuji hypotézy, kdy snizeni pfijmu vapniku v potravé zpisobi nartst
tukové tkané a télesné hmotnosti v diisledku paradoxniho navySeni Ca?* hladiny v cytoplazmé. Je tedy
mozné, ze by zvySena konzumace vapniku mohla pomoci pfi regulaci mnozstvi tukové hmoty a
zaroven prospéSné snizovat krevni tlak (Zemel, 2001). Ke stejnému zavéru dosla i studie na mysich a
pacientech, kde rovnéZ strava s vy§§im obsahem véapniku vedla ke snizeni Ca®" v adipocytech a snizeni

rizika obezity (Zemel et al., 2000).
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Pti lipolyze dochazi k odbouravani lipidt v adipocytech a uvoliiovani mastnych kyselin a
glycerolu. Jist¢ ulohy vapniku si v§imaji vyzkumy zaméfené naregulaci lipolyzy v adipocytech.
V bunkach byla za pomoci epinefrinu stimulovana lipolyza. Nésledné do inkuba¢niho média nebyly
piidany Ca®* ionty. To mélo za nasledek utlumeni lipolyzy. V piipadé vyuziti kofeinu pro navozeni
lipolyzy byla po odebrani Ca?* z média potladena jesté vyrazn&ji. Byl proveden i experiment, kdy
do tukové tkang s potlacenou lipolyzou a nedostatkem Ca*" bylo dodano 0,75 mM Ca?*, ¢imz doslo
k opétovnému nastartovani lipolyzy (Izawa et al., 1983). NavySeni intracelularni hladiny vapniku
v lidskych adipocytech bylo v jiném piipadé docileno vyuzitim lidského rekombinantniho homologu
genu aguti, ktery je primarné exprimovan v adipocytech. Pfiliv vapniku mél antilipolyticky tucinek.
Pti aplikaci VGCC blokatoru nitrendipinu byl tento ucinek blokovan (Xue et al., 1998). Z téchto dat

vyplyva, Ze gen aguti ovliviuje lipolyzu prostfednictvim signalni drahy vapniku zavislé na VGCC.

Inzulin je produkovan [ bunikami pankreatu. Ovliviluje jatra, pficné pruhovanou svalovinu i
tukovou tkan. Po vazbé nasvij receptor spousti v bunkach signalni kaskadu, ktera zptsobuje
proteosyntézu, lipogenezi a glykogenezi. Bylo zjisténo, Ze na u¢innost inzulinu v adipocytech ma vliv
koncentrace vapenatych iontl. V pfipad& snizeni extracelularniho Ca*" byl ug¢inek inzulinu vyznamné
sniZzen. U koncentrace intracelularniho Ca®* mezi 140 a 370 nM byla G¢innost inzulinu nejvy$si
(Draznin et al., 1987). Vechvili, kdy bunky prestavaji reagovat spravné na inzulin, dochazi
k patologické inzulinové rezistenci, ktera vede ke snizeni glukdzy v krvi. K podobnym zavért dosla
také studie na izolovanych adipocytech se zvySenou hladinou Ca?' iontd. V disledku nadbyteéného
Ca?" doslo k inhibici fosfoserinfosfatazy, coz je enzym dilezity pro spravné fungovani drahy inzulinu,
a vzniku inzulinové rezistence (Begum et al., 1992). Tato inhibice zpusobila i zvySeni aktivity
adipocytu 0 60 %. U potkanii s trvale vysokou hladinou Ca** v adipocytech byla rozvinuta inzulinova
rezistence a hypertenze. Naopak po sniZzeni koncentrace iontti doslo ke zmirnéni obou patologickych
onemocnéni (Jang et al., 2004). Pomér inzulinu a glukagonu v krvi ovliviuje glykogenezi, tedy proces
syntézy glykogenu. Glykogen je polysacharid tvofeny cCetnymi glukdézami, coz je jeden
z nejvyznamnéjSich monosacharidd organismu. Bunky ji vyuzivaji jako zdroj energie, kdy je
pfeménovana mimo jiné na molekuly ATP. Je vyznamna pro homeostazu celého t€la a adaptaci
na metabolické stresy (Gary J. Litherland, 2001). Jeden z mechanismi piijmu glukézy bunkami je
inzulinem stimulované vychytavani glukézy v adipocytech. Existuje stale vice dikazil, ze na tuto
transportni drahu ma vliv koncentrace vapniku. U adipocytd 3T3-L1 bylo detekovano velmi nizké
mnozstvi transportérd pro glukézu typu GLUT4. Dodanim inzulinu byl jejich pocet navySen piiblizné
pétkrat. Nésledné byla v experimentu sniZena hladina intracelularniho Ca®*, coz vedlo k 50% sniZeni
translokace GLUT4 transportéri do plazmatické membrany (Whitehead et al., 2001). Dalsim krokem,
ktery patrn€ ovliviiuje hladina vapniku v této draze, je fuze vacki. Podle dat zGstavaji vacky s GLUT4
navazany na plazmatické membrang, ale nedochdzi k fuzi vackt (Whitehead et al., 2001). Hypotézu

o vlivu vapniku na metabolismus glukozy podporuji i dalsi studie i na odlisnych buiikach. K inhibici
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inzulinem stimulovaného transportu glukézy doslo pii vyuziti verapamilu, blokatoru vapnikového

kandlu typu L, v kosternich svalovych burnikach (Cartee ef al., 1992).

Zmény chovani adipocytt bilé tukové tkan& v reakci na Ca*" je mozné vidét i v procesu
adipogeneze. Adipogenni kmenové buiiky byly odebrany ctyfem mladym Zzenam. Bunky byly
inkubovany po dobu tfi dnti. Porovnavany byly tfi experimentalni skupiny: kontrolni buiiky, buiiky
s piidanym 2,5 mM Ca*" a buiiky, kterym bylo podavano 1,8 mM Ca?* + ionofor. Po uplynulé dobé&
probéhly nejvétsi morfologické zmény v kontrolni skupiné bungk, které mély nejvice kulovity tvar.
Vzorky byly dale obarveny olejovou Cerveni O pro zviditelnéni triacylglyceroli. Nejvetsi mnozstvi
lipidovych kapének se ukazalo u kontrolnich bunék, druhé v potadi byly pak buiiky s 2,5 mM Ca?".
Tyto data potvrzuji inhibi¢ni G¢inek Ca®" na diferenciaci adipocytt (Goudarzi et al., 2018). V jiné
studii byly prekurzory adipocytli ponechany v diferenciaénich médiich s koncentraci Ca*" o 1,8 mM;
5,4 mM a 10,8 mM po dobu ¢&trnacti dni. Bufiky s koncentraci 10,8 mM Ca?" v médiu vykazovaly
vyrazné zvyseni jednak v poctu bunék a rovnéz nejvyssi aktivitu akumulace lipidd a aktivitu enzymi
pro syntézu lipidi (Hashimoto et al., 2012). Podanim blokatoru L typu VGCC nifedipinu doslo
k zastaveni piisunu Ca®" z extracelularniho prostiedi skrz tyto kanaly. Po podani tohoto blokatoru
kmenovym butnikam doslo ke snizeni diferenciace bun€k v adipocyty (Zhang et al., 2018). Kromé toho
nifedipin zptisobil zastaveni podpory akumulace lipida u mysi. Je zfejmé, ze kanal typu L se podili
na Ca** extracelularné  zprostiedkované adipogenezi preadipocyti. Dodéani Ca**  iontil
do extraceluldrniho prostiedi ma za nasledek vyssi pritok iontl kanalem do buiiky a tim stimulaci
adipogeneze. Shodny vysledek se ukazal i v pfipad¢ diferenciace lidskych adipocytl (Zhang ef al.,
2018).
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6. Zavér

V této praci jsou shrnuty dosavadni poznatky o dilezitosti napétim ovlddanych vépnikovych
kandli a s nimi spojenych véapnikovych signalnich drah s podrobnéj§im zaméfenim na jejich funkci
v adipocytech. Z této prace vyplyva, ze vapnik vyznamné ovlivituje adipocyty od jejich zrani az
po jejich spravnou funkci u zcela diferenciovanych bunék. Reguluje ukladani tukovych zéasob skrze
zmény v lipolyze a lipogenezi. Reguluje homeostazu glukézy, kde ovliviiuje jednak glykogenezi
samotnou, ale také nepiimo, kdy modifikuje bunéénou odpoveéd’ na inzulin. Ovliviiuje endokrinni
funkci adipocytt, kdy sekretované adipokiny vyvolavaji reakce dalSich bunék a organt, ¢imz
pomahaji udrzet celkovou homeostazi téla. Pokud dojde k nespravnému fungovani VGCC, rozviji se
mnoha onemocnéni, ¢asto i zivot ohrozujici. Proto je zde nastinéna i dilezitost vapnikovych kanali
z pohledu patofyziologie. V dnesni dob¢ narlista Cetnost onemocnéni souvisejicich s tukovou tkani,
jako je obezita, diabetes mellitus II. typu, hypertenze, inzulinova rezistence a mnoha dalsi. Studie
vapnikovych kanald v adipocytech poskytuji stale vice dikazid, Ze pti modifikaci VGCC je mozné
ovlivnit rozvoj onemocnéni, a proto se vapnikové kanaly nabizi jako mozny terapeuticky cil pro jejich
1écbu. Vzhledem k tomu, ze vyzkumy na toto téma jsou pomérné nové a endokrinni funkce tukové
tkané byla objevena teprve v 90. letech minulého stoleti, je pravdépodobné, Ze by dalsi studie mohly
pfinést nové moznosti 1écby téchto onemocnéni a mnoho dalSich poznatkl o roli VGCC a adipocytt

na celkovou homeostazu téla.
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