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ABSTRAKT

Navzdory pokrokom vo vyskume a terapii su kardiovaskuldrne ochorenia stale najcastejSou
pri¢inou umrti na celom svete. Objasnenie endogénneho protektivneho mechanizmu moze
zlepsit' farmakologické intervencie pre lie¢bu srdcovych ochoreni. Chladové adaptécia alebo
otuzovanie predstavuje dobry potencial pre zniZzenie kardiovaskularneho rizika a z literatiry
vyplyva, ze v tkanivach stimuluje B-adrenergny a tyroidny systém. Zaroven je adrenergny
systém v srdci jednym z hlavnych reguldtorov srdcovej Cinnosti. Tieto signdlne drahy vsak
prekvapivo doteraz neboli na proteinovej urovni v srdci Studované a v sucasnej literature
neexistuju takmer ziadna praca zaoberajica sa touto témou. Nase doterajSie vysledky ukazali
znizenl velkost infarktu navodenim ischemického poskodenia u chladovo adaptovanych
potkanov (CA) pri 8 °C, 5 tyzdilov a nasledného vratenia do normotermalnych podmienok na
2 tyzdne (CAR). Ciel'om tejto dizertacnej prace je stanovit mieru zapojenia adrenergného
systému v myokarde v priebehu adaptacie po 3 dioch, 10 dioch, 5 tyzdioch CA a nésledne;j
CAR na trovni vSetkych troch izoforiem B-adrenergnych receptorov (B-ARs) a ich signélnych
drah. Vysledky ukazuju v kardioprotektivnych reZimoch CA a CAR nezmenent signalizaciu
B1-AR-Gs-adenylatcyklaza-proteinkinaza A, ktorej dlhodoba aktivécia je pre kardiomyocyty
detrimentalna. Ddélezitym vysledkom je preukdzand aktivacia f2-AR-proteinkinazy B (Akt)
v CAR a potencialne aj aktivacia PB3-AR, ktoré¢ sa spdjaju s mnohymi cyto-
a kardioprotektivnymi mechanizmami. Tieto vysledky prinasaja prvy a jedine¢ny pohl'ad na

molekularny mechanizmus chladovej adaptacie a jej vplyvu na srdce.

Krudové slova: chladova adaptacia, potkan, srdce, adrenergna a tyroidna signalizacia



ABSTRACT

Despite advances in research and therapy, cardiovascular diseases are still the leading cause of
death worldwide. A closer understanding of the endogenous protective mechanism may
improve pharmacological interventions for the treatment of heart diseases. Cold acclimation or
hardening has strong potential for reducing cardiovascular risk and the literature shows that it
stimulates the B-adrenergic and thyroid systems in tissues. At the same time, the adrenergic
system in the heart is one of the main regulators of cardiac activity. However, these signaling
pathways have surprisingly not been studied at the protein level in the heart yet, and no studies
can be found on the subject matter in current literature. Our results show a reduced infarct size
induced by ischemic injury in cold-acclimated rats (CA) at 8 © C for 5 weeks and then returning
to normothermic conditions for 2 weeks (CAR). The aim of this dissertation is to determine,
the degree of involvement of the adrenergic system in the myocardium during acclimation after
3 days, 10 days, 5 weeks of CA and subsequent CAR at the level of all three f-adrenergic
receptor isoforms (B-ARs) and their signaling pathways. The results show unchanged signaling
of B1-AR-Gs-adenylyl cyclase-protein kinase A in the cardioprotective regimes CA and CAR,
whose long-term activation is detrimental for cardiomyocytes. An important result is the
demonstrated activation of B2-AR-protein kinase B (Akt) in CAR and potentially the activation
of B3-AR, which are associated with many cyto- and cardioprotective mechanisms. These
results provide a first and unique insight into the molecular mechanism of cold acclimation and

its effect on the heart.

Key words: cold acclimation, rat, heart, adrenergic and thyroid signaling
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Z0OZNAM SKRATIEK

AA kyselina arachidonova

AC adenylatcyklaza

ACTH adenokortikotropny hormon

ATP adenozintrifosfat

ARs adrenergné receptory

BAT hnedé tukové tkanivo

BMPs kostny morfogenicky faktor

CA chladova adaptacia

CaMKII Ca?"/calmodulin dependentn4 kinaza 11

cAMP cyklicky 3,5 -adenosinmonofosfat

CAR regresnd skupina po chladovej adaptacii

cGMP cyklicky 3,5,guanozin monofosfat

COMT katechol-O-metyltransferaza

COX cyklooxygendza

cPLA2 cytozolicka fosfolipdza A2 alpha

CREB cAMP- responzivny element viazuci protein

CRH adenokortikotropin stimulujici hormoén

cTnl srdcovy troponin [

DAG diacylglycerol

DIO1/2/3 deiodinaza typu I, II a III

eNOS endotelova syntaza oxidu dusnatého

ERK1/2 mitogénom aktivovana proteinkinaza 1 a 2

FGF21 rastovy faktor fibroblastov

Gi inhibi¢ny G protein

GPCR receptory spriahnuté s G proteinmi

GRK/B-ARK kinaza s G-proteinmi spriahnutych receptorov/kindza B-adrenergného
receptoru

Gs stimulacny G protein

GSK-3 glykogén syntaza kindza 3

Gai alpha podjednotka inhibi¢ného G proteinu

Gas a podjednotka stimulacného G proteinu

H>0» peroxid vodiku



Hsp proteiny tepelného Soku

ICER cAMP indukovany véasny represor
I/R ischemicko-reperfizne poskodenie
IP3 inositoltrifostat

ISO izoprenalin

L-DOPA 3,4-dihydroxyfenylalanin

MAO monoaminooxidaza

MAO-A monoaminooxiddza A

MAO-B monoaminooxiddza B

mPTP mitochondridlny prechodne priepustny por
nNOS neuronalna syntaza oxidu dusnatého
NO oxid dusnaty

NOS syntaza oxidu dusnatého

p38 p38 mitogénom aktivovana proteinkinaza
PI3K fosfoinozitol 3 kindza

PKA proteinkinaza A

PKB/Akt proteinkinaza B

PKC proteinkinaza C

PKG proteinkinaza G

PLB fosfolamban

PLC fosfolipaza C

PNMT fenyletanolamin-N-metyltransferaza
POMC proopiomelanokortin

ROS reaktivne formy kyslika

RyR2 ryanodinovy receptor 2

SERCA ATPaza sarkoplazmatického retikula
T3 3,5,3 -trijodtyronin

T4 tyroxin, 3,5,3",5 -tetrajodtyronin
THRs tyroidné receptory

THRa tyroidny receptor alpha

THRp tyroidny receptor beta

THs tyroidné hormony

Tnl troponin |

TRP transient receptor potential
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UCPs
VDAC
VEGF-A
WAT
al-AR
a2-AR
a-ARs
oaMHC
B1-AR
B2-AR
B3-AR
B-ARs
BMHC

uncoupling proteins, odprahujuce proteiny
napatovo zavisly anidnovy kanal
vaskularny endotelialny faktor A
biele tukové tkanivo

alpha 1 adrenergny receptor
alpha 2 adrenergny receptor
alpha adrenergné receptory
tazky retazec myozinu alpha
beta 1 adrenergny receptor

beta 2 adrenergny receptor

beta 3 adrenergny receptor

beta adrenergné receptory

tazky retazec myozinu beta
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1 UVOD

Infarkt myokardu patri celosvetovo k hlavnym pri¢indm tmrti a je dosledkom mnohych
patolégii. Srdce sa dokdze vyrovnat s ischemickym stresom aktivaciou endogénnych
ochrannych drah pod vplyvom vonkajsich intervencii, ako je conditioning, cvicenie, chronicka
hypoxia atd’. Mnohé protektivne intervencie, ktoré sa javili ako sl'ubnd terapia prevencie
infarktu myokardu na zvieracich modeloch, v klinickych $tudiach na 'ud’och zlyhali. Preto st
stdle potrebné nové stratégie, ktoré chrania srdce pred ischemicko/reperfuznym (I/R)
poskodenim a su klinicky aplikovatel'né.

Pred piatimi rokmi bol do ndsho laboratoria zavedeny jedine¢ny kardioprotektivny
model chladovej adaptacie na mierny chlad (5 tyzdiov; 8 =1 °C), v ktorom sa vyrazne
zmensila velkost” infarktu myokardu a zvySila sa mitochondridlna rezistencia na pretazenie
vapnikom, bez zjavnych vedlajSich Uc¢inkov, ako je hypertrofia a hypertenzia. Chladova
adaptacia je komplexny adaptacny proces, v ktorom hra vyznamnu rolu adrenergna signalizacia
spolu s tyroidnym systémom. Tieto signalizacie zaist'uju posun od ,trasovej termogenézy‘
(teplo produkovaného svalovymi kontrakciami) k ,,netrasovej termogenéze®, kde je teplo
produkované termogénnymi organmi, najmi hnedym a bézovym tukovym tkanivom. Zmeny
v signalizécii adrenergného systému urcuju kapacitu netrasovej termogenézy a sucasne maju
vplyv na kardiovaskularny systém.

Tato dizertatnd praca je zamerand na Stadium [-adrenergného systému v srdci
potkanov, ktory je v 'avej srdcovej komore reprezentovany troma izoformami adrenergnych
receptorov (B-ARs). Beta 1 adrenergné receptory (B1-AR) su spojené so stimulacnymi G
proteinmi (Gs) a adenylatcyklazou (AC) a nasledne je fosforylovanych niekolko proteinov,
ktoré sa podielaji na spriahnuti excitacie a kontrakcie, homeostaze vapnika a metabolizmu pri
zvySenej zatazi. Stimulécia tejto drahy je nevyhnutnéd v akttnej reakcii organizmu na stres,
avSak dlhodoba aktivacia je pre srdce detrimentélna.

Beta 2 adrenergné receptory (B2-AR) su takisto spriahnuté s Gs proteinmi, avSak mozu
sa spriahnut’ aj s inhibi¢nym G proteinom (Gi), ktory ovplyviniuje signalne drahy proteinkinazy
B (Akt) acytozolickej fosfolipdzy A2 (cPLA2). Tieto drdhy st stcastou protektivnych
mechanizmov v srdci. Akt draha m4 anti-apoptotickée ucinky, podiel’a sa na proliferacii buniek
a chrani mitochondrie pred vyliatim cytochromu ¢ do cytoplazmy. Vyznamnou signdlnou
drahou B-2AR je aktivacia cPLA2, ktora aktivuje rozsiahlu signalizaciu kyseliny arachidonovej

(AA).
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Beta 3 adrenergné receptory (B3-AR) tvoria len 3% vSetkych B-ARs v srdci, kde sa
spajaju s Gi a guanylatcykldzou, o podporuje negativne inotropné ucinky, ktoré slizia ako
,brzda®“ na ochranu srdca pred nadmernou stimuldciou katecholaminmi. Aktivacia 3-AR
signalnej drahy zahfia tvorbu oxidu dusnatého a aktivaciu proteinkindzy G (PKG). Aktivacia
tejto drahy je kardioprotektivna, prostrednictvom inhibicie mitochondridlneho prechodne
priepustného péru (mPTP), =zabranuje srdcovej dysfunkcii a vyznamne zoslabuje
pravdepodobnost aktivacie pro-apoptotickych drah.

V tejto dizertacnej praci predstavime systematicky prehlad expresie a lokalizacie
izoforiem B-ARs od nového modelu kratkodobej chladovej expozicie (3 a 10 dni; 8 = 1 °C), az
po 5-tyzdnova adaptaciu anasledné zotavenie po dvoch tyzdnoch. V preukdzanom
kardioprotektivnom modeli dlhodobej adaptacie sme sa zamerali na mieru aktivacie kinaz
spojenych s adrenergnim systémom.

Tato praca prinaSa uplne novy prehlad zapojenia jednotlivych zloziek adrenergného
systému v priebehu chladovej adaptacie na mierny chlad a pevne verim, Ze je dobrym Startom

k objasneniu molekularnych mechanizmov podiel'ajicich sa na tomto procese.
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2 PREHLAD LITERATURY

2.1 Tepelnd homeostaza

Udrzanie optimalnej telesnej teploty navzdory podmienkam okolitého prostredia je
nevyhnutnou funkciou organizmu endotermnych zivocichov, vratane ¢loveka (Jansky, 1973).
Udrziavanie stalej teploty telesného jadra medzi 36 — 38 °C je nutnd podmienka pre normalnu
¢innost’ metabolizmu a priebeh enzymatickych reakcii. Telesna teplota je dana vysledkom
medzi prijmom, produkciou a vydajom tepla. Rovnovahu medzi tymito dejmi zaist'uje
termoregulacia. Termoregulacia I'udského tela je zalozena na principe negativnej spatnej vazby,
ktora udrzuje tepelni homeostdzu. Regulacnym centrom je hypotalamus, kde su prijimané
a vyhodnocované signaly z termoreceptorov (pre prehl'ad Haman & Blondin, 2017).

Centralne termoreceptory ulozené v hypotalame, mieche, vnitornych organoch atd’. a
si zastipené hojnejSie nez chladové receptory (Hofler, 1968). Koza hrd vyznamni
termoregulacnu ulohu priamym obmedzenim alebo zvySenim tepelnych strat, ¢o je riadené
sympatickou inervaciou (pre prehlad Charkoudian, 2003). Dalsie mechanizmy u ¢loveka
suvisia so zvySenim produkcie tepla, bud’ svalovym trasom alebo v hnedom tukovom tkanive
(BAT) (Mendoza & Griffin, 2010). Bolo preukazané, Zze sa Clovek na rozdiel od malych
zivoc¢ichov adaptuje na chlad hypotermnym spdsobom. Izolacnd adaptacia je spolo¢na pre
¢loveka aj hlodavce (Jansky, 1973).

Vnimanie okolitej] teploty sa deje prostrednictvom primarnych aferentnych
senzorickych neurdnov ganglii zadnych koreniov miechovych a trigeminalnych ganglii. Tento
mechanizmus teplotnej citlivosti je s€asti riadeny niektorymi receptormi z rodiny transient
receptor potential (TRP), ktoré reagujii na teplotné spektrum chladu pod 18 °C az po teplo nad
52 °C. Do tejto reakcie su Ciastone zapojené 4 receptory z podrodiny TRPV (vanilloid)
receptorov  detegujucich  teplo: TRPV4>25°C, TRPV3>31°C, TRPVI >43°C,
TRPV2 >52 °C a zastupcovia podrodiny TRPM (melastatin) a TRPA (ankyrin), ktoré detekuju
chlad: TRPMS8 <28 °C a TRPAI1 <18 °C (Bautista et al., 2007; Morrison et al., 2008). Pre
aktivaciu a regulaciu TRPA1 receptoru maju zésadny vyznam vépenaté iony a bez ich
pritomnosti k plnej aktivacii kandlu neddjde (Zurborg et al., 2007). Chladové signaly z periférie
st sprostredkované tenkymi myelinizovanymi A-6 vlaknami (Lumpkin & Caterina, 2007).

V minulosti bol prijimany model centralneho ,,set-pointu“ umiestnené¢ho v hypotalame,
ktory riadil termoregulacnu odpoved’ na odchylky od 37,1 °C komplexne (Jansky, 1973;

Romanovsky, 2007). V sucasnej dobe je stale viac anatomickych a farmakologickych dokazov,
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ze existuju jednotlivé okruhy termoregulécie, ktoré su nezavislé pre periférnu a centralnu

termorecepciu (pre prehl’ad Tansey & Johnson, 2015).

2.1.1 Akitna reakcia na chlad

Pokles periférnej teploty, ktory vedie k poklesu teploty hlavne pokozky a v pripadoch
podchladenia (nechceny pokles teploty telesného jadra pod 35 °C) aj k poklesu teploty jadra
tela vyvolava primarne termoregulacné reakcie, ktoré na jednej strane obmedzuju straty tepla
(vazokonstrikcia, piloerekcia u osrstenych zivoc€ichov) ana druhej strane vedu k zvySeniu
produkcie tepla organizmom (trasenie — shivering). Tieto reakcie sa tiez nazyvaju
termoefektorové reakcie. Aferentné signaly z koze st snimané v preoptickej oblasti predného
hypotalamu, z ktorého vychadzajii eferentné signaly, ktoré spdsobuju vazokonstrikciu ciev
koze a/alebo trasenie svalov. Periférna vazokonstrikcia, ako primarna odpoved na chlad,
znizuje prietok krvi v kozi, ¢o vedie ku zniZeniu prenosu tepla medzi jadrom tela a povrchom
tela (pokozka, podkozny tuk a kostrové svalstvo), a tak zvySuje tepelnu izoldciu tela (pre
prehl’ad Castellani & Young, 2016).

LCudské telo si za normalnych podmienok udrzuje konstantnu teplotu 35,8 — 37 °C. Pre
vyzle¢eného Cloveka je za bazdlnych podmienok termoneutralna teplota vzduchu 28 °C. Z
pohl'adu termoregulacie sa 'udské telo sklada z dvoch tizko prepojenych zloziek: tepelné jadro
a tepelny obal. Jadro tvoria vSetky organy s vysokou latkovou premenou, tzn. vnutorné organy
v oblasti hrudnika, brucha a lebky. Jadro je hlavnym producentom tepla pri bazalnom
metabolizme (asi 70%) a jeho teplota sa pohybuje medzi 36,5 — 37,4 °C. Tepelny obal je
povrchova vrstva a byva rozne Sirokd podl'a telesného typu. Obal tvori pokozka, podkoZie a
tukova vrstva. Tepelny obal ma nestalu teplotu, ktord sa meni vzhI'adom na okolitt teplotu a je
niz$ia oproti jadru. Pri zdravom jedincovi je idealny rozdiel medzi teplotou jadra a tepelné¢ho
obalu 4 °C. Koza ma teda teplotu okolo 33 °C (Veicsteinas et al., 1982). Vazokonstrikéna
reakcia pri vystaveni chladu poméha spomalit’ tepelné straty a chranit’ teplotu jadra tela na ukor
poklesu teploty periférneho tkaniva. Noradrenalin je primarny neurotransmiter, ktory
predstavuje zhruba 60% reflexnej vazokonstrikcie vyvolanej chladom v cievach koze (pre
prehl'ad Charkoudian, 2010), zatial’ o neuropeptid Y zaujima okolo 20 — 30% (Stephens et al.,
2004).

Vazokonstrikcia je primarne sprostredkovana noradrenalinom a alpha 2 adrenergnym
receptorom (a2-AR) (Thompson-Torgerson et al., 2008). Ako vSak pdsobenie chladu
pokracuje, za zniZenie prietoku krvi v kozi zodpovedaji non-adrenergné a neurondlne

mechanizmy. Chladovéa expozicia vedie k zvySeniu mitochondridlnych reaktivnych foriem
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kyslika, ¢o sposobuje zvysenie Rho kindzy (Thompson-Torgerson et al., 2007, 2008). ZvySena
Rho kindza sposobuje inhibiciu fosfatdzy l'ahkého retazca myozinu, ¢o umoziuje jeho
fosforyléaciu a to vedie k vazokonstrikcii. Lokalne ochladenie vyvolad zvysenie Rho kindzy a
tym translokaciu a2C-ARz Golgiho aparatu na plazmaticki membranu a zvysuje tak citlivost’
02-AR na noradrenalin, schematicky znédzornené na obrazku 1 (Thompson-Torgerson et al.,

2008).

Obrazok 1: Zastupenie
Sympathetic mechanizmov  zapojenych do
Adrenergic vazokonstrikcie po vystaveni chladu.

; Lokalne ochladenie ciev v pokozke
Axon Terminal L o ,

sposobuje  zvySenie  reaktivnych
foriem kyslika (02) v
mitochondriach. To aktivuje RhoA a

’

Rho kindzu, ktoré moézu vyvolat

vazokonstrikciu cez 2 drahy. V drdahe
1 sposobuje Rho kindza translokaciu
“ receptorov alfa-2C

adrenoreceptorov (az) z Golgiho

e - I apardatu na plazmatickit membranu.
- Witachendgial g P a2c reeptory viazu norepinefiin), o
= vedie k pritoku vapnika (Ca’*) a

‘\ﬁ::;frcsemomh Rho Kindse tCa?* fosfor?/ldcii lahkého }:et’avzca.

; l myozinu (MLC) pomocou prislusnej

Endothelia p MLCP MLCK kindzy (MLCK). V druhej drdhe

iz / zvySend  Rho  kindza  inhibuje

- A, MLC + PO, myozinovi  fosfataizu  lahkého

,} retazca (MLCP), ktord umoZiuje,

Vasoconstriction aby kozné cievy zostali ziZené.

Prevzaté z (Thompson-Torgerson et
al., 2008)

LOCALIZED COLD

Chladova expozicia tieZ zvySuje produkciu metabolického tepla u I'udi, ¢o prispieva k
vyrovnaniu tepelnych strat. U l'udi je najvicsia termogenéza vyvoland chladom spdsobena
kontraktilnou aktivitou kostrovych svalov, tzv. trasenim (shivering). Trasenie, ktoré nejde
ovplyvnit’ vol'ou, je spontanny opakovany rytmicky sled svalovych kontrakcii, po¢as ktorych
sa vacSina vynaloZenej metabolickej energie uvol'fiuje ako teplo a vykondva sa malo vonkajSej
prace. Moze sa zacat’ okamzite alebo po niekol’kych mintitach pésobenia chladu a je iniciované
poklesom teploty koze (Frank et al., 1999). Trasenie sa zvy€ajne za¢ina vo svaloch trupu, potom
sa §iri do koncatin (Bell et al., 1992). Intenzita a rozsah trasenia sa meni v zavislosti od
chladového podnetu. Ked’ sa zvysi intenzita trasenia a trasie sa viac svalov, zvysi sa rychlost’
metabolizmu celého tela (Lee, 1983).

Pocas chladovej expozicie dochadza k zvySeniu aktivity f1- a f2-AR, ktoré urychl'uju
metabolizmus a zvySuje sa tak produkcia tepla. Stimulacia f1- a f2-AR agonistami u jedincov

neadaptovanych na chlad po vystaveni akutnemu chladu zvySuje srdcovy tep a zrychluje
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metabolizmus. Naopak u adaptovanych jedincov k tomuto zrychleniu nedochadza (Jansky et
al., 2008). Stimuldcia B1-AR nemala vplyv na srdcovu frekvenciu u neadaptovanych ani
adaptovanych jedincov. Podévanie agonistov B1-AR viedlo k zvySeniu systolického krvného
tlaku, ktory sa viac zvysil u neadaptovanych jedincov, stimuldcia f2-AR nemala na zmenu
systolického tlaku vplyv. Pri podavani agonistov B1- a f2-AR bola znizena teplota koze na
prstoch, ¢o vedie k zvySeniu krvného tlaku a pritom nedochadza k zrychleniu srdcového tepu.
To naznacuje, ze modze dojst’ k periférnej vazokonstrikcii a zapojeniu oboch receptorov
v hladkom svalstve ciev na periférii (Jansky et al., 2008). ZvySena aktivita sympatika a
objemové pretazenie moze viest k zvySenému vzniku aterosklerdzy, uvolnovaniu
artériosklerotickych platov a tym aj infarktu myokardu (Manou-Stathopoulou et al., 2015).
Existuje mnoho stadii, ktoré opisuji zvySené riziko kardiovaskularnych ochoreni
sposobenych akitnym chladom (Davidkovova et al., 2014; Fares, 2013; Ryti et al., 2017). S
vysokym vekom vzrastd u I'udi riziko Gmrtia na kardiovaskuldrne ochorenia, hlavne behom
zimnych mesiacov, pri¢om najvyssie pocty umrti boli pozorované v januari (Sheth et al., 1999).
Vplyvom klimatickych vin na umrtie spojené s kardiovaskularnymi chorobami sa zaoberala
Hanzlikova vo svojej dizertacnej praci. Prekvapivo, v populécii stredného veku v rozmedzi 25
az 59 rokov relativne naréstla umrtnost’, najmé na infarkt myokardu. Nutné je ale poznamenat’,
ze v tejto vekovej kategorii bol vplyv chladu na umrtnost’ sledovany len u muzov, u ktorych je
celkovo nachylnost’ na kardiovaskuldrne ochorenia vyssSia. Vzrastajica imrtnost pretrvavala aj
po skonceni studenej viny (Hanzlikova, 2015). K sezonnemu kolisaniu dochadza aj u hladiny
tyroidnych hormoénov. Volnad hladina 3,5,3",5 -tetrajodtyroninu (tyroxin, T4) v sére bola
namerana najvyssia na jar a najnizsia v lete, rovnako ako aj volny 3,5,3 -trijjodtyronin (tyronin,
T3). Avsak celkovy T3 bol najvyssi v zimnom obdobi a najnizsi v lete (Levine et al., 1995).
Detrimentéalny vplyv akttneho chladu suvisi s jeho intenzitou a dobou trvania, vlhkostou
vzduchu as d’al§imi faktormi (socidlny stres atd’.). LiSi sa urdznych druhov organizmov

a zavisi na kondicii a pohlavi jedinca (Thompson-Torgerson et al., 2008).

Chlad ako nespecificky stres

Stresova reakcia sa deli na tri fazy: prvou fazou je poplachova reakcia — okamzita aktivacia
sympatoadrendlneho systému a vyplavenie katecholaminov. Zvysi sa krvny tlak,
glykogenolyza (hyperglykémia), lipolyza, ktord dodéava telu metabolické substraty (glukézu,
vol'né mastné kyseliny) pre svalovu pracu, ¢im sa telo pripravuje na stratégiu ,,utok alebo utek*.
V tejto faze sa aktivuje systém adenokortikotropin stimulujici hormoén-adenokortikotropny

hormon-kortizol (CRH-ACTH-kortizol) a zvyS$i sa sekrécia kortizolu (Hannibal & Bishop,
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2014). Aktivuje sa aj systém proopiomelanokortin (POMC). POMC vznika v mozgu vo forme
prekurzoru ako pre-POMC. Po odstiepeni signalneho peptidu z neho vzniké hlavny produkt
adenokortikotropny hormén (ACTH). ACTH stimuluje koéru nadobli¢iek a podiela sa
a regulacii kortikoidov. Zvysi sa tiez sekrécia vazopresinu a tiez prolaktinu (Rhodes, 2017).
Druhd faza je adaptacnd. V tejto faze prebiecha dalSia aktivacia syst¢tmov POMC a CRH-
ACTH-kortizol. ZvySena sekrécia kortizolu sposobi uvolnenie mastnych kyselin a glycerolu,
¢im zaist'uje substrat pre energetické reakcie. AvSak, pri chronickom nadbytku kortizolu sa
prejavuju jeho vedlajsie ucinky ako demineralizacia kosti a katabolizuj sa bielkoviny najma
v spojivovom tkanive. Potlaca sa funkcia imunitného systému, znizuje pocet eozinofilnych
leukocytov a lymfocytov, ¢im sa znizuje rezistencia voci infekciam. V tejto faze je schopnost’
odolavat’ stresu maximalna. Tretia faza vyCerpania nastava, pokial stres pretrvava alebo je prili§
silny, pripadne je naruSend sekrécia kortizolu, organizmus stresu podlieha (hypotenzia, srdcové

zlyhanie, Sok; (Trojan, 2003).

Potkan ako experimentalny model chladu

Najcastejsim modelom pre Studium vplyvu chladu na organizmus je laboratéorny potkan.
Vyhodou je dobra dostupnost’, oproti mysiam, ktoré su tiez vyuzivané ma lepSie adaptivne
schopnosti. Expozicia potkanov teplotdm do 5 °C je spojovana s mnohymi negativnymi
dopadmi (Nedergaard et al., 1980). Akutny chlad (5 °C) u potkana zvysil systolicky, diastolicky
aj stredny krvny tlak. Diastolicky tlak sa stabilizuje po zhruba 5 tyZdnoch adaptacie (Sun et al.,
1997). Rovnako aj chronicky chlad ma pri nizkych teplotach obdobné negativne ucinky. Fregly
et al. ukazali, Ze chladova adaptécia pri nizkych teplotach 5 — 6 °C (1 — 3 tyzdne) vedie rovnako
k zvySeniu krvného tlaku, tachykardii a srdcovej hypertrofii (Fregly et al., 1989). Akutne
vystavenie chladu zvySuje vylucovanie tekutin mo€om, ¢o prispieva k poklesu objemu plazmy
0 14% (Sun et al., 2003) a tym moze vzrastat’ viskozita krvi. Narasta mnozstvo erytrocytov o
3,2%, granulocyty o 14,5%, plazmovy fibrinogén o 8,6%, ale mnozstvo lymfocytov sa znizuje
0 7% (Mercer et al., 1999). V naSom modeli chladovej adaptacie (10 °C), Marvanova
nepozorovala dehydraticiu u potkanov (Marvanova, 2015). Zda sa, Ze poskodenie l'advin
a nadl'advin (Xing et al., 2014) mdze byt sposobené zvolenou teplotou adaptacie.

V priebehu akutneho chladu narasta spotreba kysliku myokardom, zvySuje sa prietok
cievami a aj end-disatolicky objem lavej komory ateda aj index afterloadu. To zatazuje
srdcovy sval, zhorSuje prekrvenie myokardu a méze prispiet’ k ndhlemu srdcovému zlyhaniu
(Gao et al., 2012). Z metabolického pohladu akutny chlad zvySuje metabolizmus glukézy

v mnohych tkanivach (Vallerand et al., 1990). Zaujimavé je, Ze u potkanov, ktoré st staré 28
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dni ubudlo po vystaveni chladu (5 °C po dobu 20 dni) mnozZstvo proteinov v kostrovom svale
a narastlo mnoZzstvo proteinov v srdci. Tieto parametre boli sledované od akutnej po chronicka
fazu adaptacie (McAllister et al., 2000). To dokazuje, Ze pri tejto teplote sa na termogenéze
vyrazne podielaji kostrové svaly a rozvija sa srdcova hypertrofia. Akitna chladova expozicia
(5 °C, 5 dni) znizila rychlost’ prirastku proteinov v kostrovom svale, zatial’ o ich degradacia sa
nemenila. V srdci zvySila chladova expozicia metabolicky obrat proteinov, ako na rovni
degradacie, tak aj syntézy. To vedie k zvySeniu hmotnosti srdca (Samuels et al., 1996).

Naproti tomu pri dlhodobej adaptéacii na chlad v intermitentnom aj kontinualnom
(otuzovanie) rezime bolo pozorované mnoho pozitivhych ucinkov, ktoré boli dobre
dokumentované ako u ¢loveka, tak aj na animéalnych modeloch (Lesna et al., 2015; Tibenska et
al., 2020a; Tibenskd et al., 2020b). Adapticia na chlad zlepSuje imunitni odpoved,
termoregulaciu, cievnu reaktivitu a ma hypolipidemicky efekt (Jansky et al., 1996). Je zjavné,
ze vysledky sa budu odvijat’ od teploty, v ktorej st zvieratd adaptované. Adaptéacia po dobu 14
dni (4 °C, 6h/den) vyvolala u potkanov oxidativny stres kompenzovany thioredoxinovym
systémom (Wang et al., 2015). Podobne intermitentna extrémna chladova expozicia (-5 °C,
3h/den, 20 dni) zvysila antioxidacnu kapacitu srdcového tkaniva u potkanov a znizila obsah
malondialdehydu v srdci (Emirbekov et al., 1998). Tsibulnikov et al. ukdzali zniZenie infarktu
po 20 dnoch adaptacie (4 °C) a sti¢asne ukazali rozvinuti hypertenziu s hypertrofiou 'avej Casti
srdca (Tsibulnikov et al., 2019). Naproti tomu naSe vysledky ukazali, Ze teplota adaptacie vysSia
nez 7 °C upotkana uz nevyvolava hypertrofiu (Tibenska et al., 2020a). To je v stlade
s pozorovanim Shechtman et al., ktory stanovil prah pokojovej teploty pre rozvoj hypertenzie
u potkana medzi 5a9 °C (Shechtman et al., 1999), zatial ¢o prah pokojovej teploty pre
aktivaciu produkcie tepla vo svaloch pomocou trasu bol stanoveny na 7 °C (Lemo et al., 2020).
Z tychto udajov usudzujeme, Ze chladovéd expozicia nemusi nutne viest k hypertrofii srdca
a k rozvoju hypertenzie a tieto vedl'ajSie ti€inky st otdzkou miery chladového stresu.

Bolo ukazané, ze podavanie captoprilu (inhibitor angiotenzin-konverujiceho enzymu)
zabranilo vzniku chladom indukovanej hypertenzie (5+2°C, 4 tyzdne), avSak nebol
pozorovany vplyv na hypertrofiu srdca (Shechtman et al., 1991). Tieto vysledky naznacujt, Ze
v chladom indukovanej hypertenzii hra ulohu angiotenzin II, avSak nestvisi s hypertrofiou
srdca (Fregly et al., 1991).

MoéZeme teda zhrnut', Ze vplyv kratkodobého extrémneho chladu ma negativny G¢inok
na kardiovaskularny systém a bolo dokézané, Ze pocas zimného obdobia dochadza CastejSie k
infarktu myokardu (Sheth et al., 1999), vzniku atridlnej fibrilacie (Frost et al., 2002) a srdcove;j
hypertenzie (Deshmukh et al., 2012). Vplyvom periférnej vazokonstrikcie a zvySenej aktivity
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sympatika dochadza k zvySeniu krvného tlaku, ¢o spdsobi objemové pretazenie srdca (Brennan
et al., 1982). Chladova expozicia celého tela zvySuje pre- aj afterload, ale bez vyraznych zmien
v inotropii (kontraktilita), tepovej frekvencii alebo v srdcovom vydaji (Wilson & Crandall,
2011). U starsich l'udi zvysenie preloadu a afterloadu pocas chladovej expozicie prispieva k
vyraznejSiemu zvyseniu spotreby kyslika v myokarde (Manou-Stathopoulou et al., 2015).
Nadmerny chlad teda zvySuje metabolizmus, energeticka spotrebu a aj produkciu reaktivnych
foriem kyslika (ROS) u neadaptovanych jedincov, co mdze poskodzovat’ bunkové Struktiry

a DNA, pokial’ nie je aktivovany antioxida¢ny systém (Xing et al., 2014).

2.1.2 Chladova adaptacia
Adaptécia ¢loveka na chlad zahfia genetické, fyziologické, morfologické alebo behavioralne
reakcie. Hlavné adaptacné reakcie na chlad st bud’ izola¢né (zvysenie izolacnych vlastnosti
povrchovych tkaniv a zvdéSenie mnozstva podkozného tuku) alebo metabolické (trasova a
netrasova termogenéza) a mozu byt pozitivne (zosilnené) alebo negativne (tlmené). Niekedy
sa pozoruju aj zmieSané reakcie (izola¢no-hypotermické, metabolicko-izolacné) (Hammel,
1963). Adaptacia na chlad je zavisla na type (vzduch, voda) a intenzite (nepretrzitej,
preruSovanej) vystavenia chladovému podnetu. Na adaptaciu ma vplyv aj mnozstvo faktorov
ako vek, pohlavie, cvicenie, strava, fitnes a zdravie (Makinen, 2010). Adaptacia na chlad moze
byt zdedena alebo ziskana a obidva typy mozu viest’ k morfologickym a/alebo fyziologickym
zmenam. Najskor sa pravdepodobne objavia habituaéné reakcie uZ po niekol’kych vystaveniach
chladnému vzduchu alebo vode, ktoré¢ mozu byt jednak lokélne alebo moéZzu pdsobit’ na celé
telo (Smolander et al., 2004). Zmeny vo vazokonstrikcii je moZné pozorovat’ po 5 — 10 ditoch
opakovanej chladovej expozicie. ZvySenie relativneho poctu cervenych krviniek v
jednotkovom objeme plazmy nastava po 11 dnoch chladovej adaptéacie (Leppéluoto et al.,
2001). Mnohé¢ zo stadii skimajucich adaptaciu na chlad sa domnievaji, Ze aklimatizacné
rezimy po dobu dvoch tyzdnov su dostato¢né na hlavné fyziologické zmeny (Mikinen, 2006).
Otuzovanie ma pozitivne G¢inky na organizmus, moduluje imunitny systém a urcité
komponenty imunitného systému (leukocyty, monocyty, interleukin-6) su u otuZilcov zvysené
(Qiuetal., 2014). Takisto pocty T a B lymfocytov maji zvySujuci sa trend (Jansky et al., 1996).
Otuzovanie d’alej zvySuje odolnost organizmu voci infekcidm, ¢o podporuje aktivaciu
imunitného systému a zlepSuje cievnu reaktivitu (Jansky et al., 1996; Kralova Lesna et al.,
2015). Vysledkom pravidelného zimného plévania je zniZena reakcia adrenergného systému na
opakované vystavenie chladu a znizenie odpovede tohto systému v periférnom tkanive, kde

dochadza k down-regulacii B-ARs (Jansky & Jansky, 2002). Jansky et al. sledovali u otuzilcov
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znizenu odpoved’ P1- a B2-AR pri podavani noradrenalinu v zimnej sezone (Jansky et al.,
2008). Otuzilci tak maju neskorsi nastup trasovej termogenézy, znizeny teplotny prah jej
nastupu a maju zvySenu kapacitu netrasovej termogenézy (Jansky & Vybiral, 2000). Pokles
adrenergnej odpovede cez B2-AR znizuje u otuzilcov srdcovi frekvenciu (Jansky et al., 2008).
U otuzilcov bola d’alej preukdzand zvySena koncentracia noradrenalinu v sére, ¢im sa meni
vysSie spominana kapacita netrasovej termogenézy, ale aj kardiovaskularne funkcie.
U kontrolnych jedincov po ponoreni do chladnej vody nastupuje okamzite trasova
termogenéza, naproti tomu u otuzilcov nastupuje az po cca 40 minuatach, kedy vyrazne klesa
rektalna teplota. T4 je u otuzilcov oproti kontrolam vyrazne niZsia, ¢o svedci o hypotermicke;j

adaptacii u cloveka (Kralova Lesna et al., 2015).

Netrasova termogenéza

U zivocichov adaptovanych na chlad sa teplo tvori namiesto trasovej termogenézy tzv.
netrasovou termogenézou. Prebieha najmi v hnedom tukovom tkanive, ktoré bude opisané v
kapitole niz8ie. U druhov homoitermych Zivocichov, ktoré netvoria BAT, dochadza ku svalovej
netrasovej termogenéze (Nowack et al., 2019). Netrasova termogenéza je definovana ako
zvysenie produkcie metabolického tepla (nad hodnotu bazalneho metabolizmu), ktoré nie je
spojené so svalovou kontraktilitou (Mendoza & Griffin, 2010). Tvorba tepla je spojena s
oxidaciou zivin, ku ktorému dochaddza pri syntéze adenozintrifosfatu (ATP) apri
metabolickych reakciach (termogenéza). Uplna oxidacia energetickych substratov sa odohrava
na vnutornej mitochondridlnej membrane v procese oxidativnej fosforylacie v dychacom
retazci. Protony (H') z redukovanych koenzymov z citratového cyklu a B-oxidacie su
transportované cez tri proteinové komplexy dychacieho retazca a vytvaraja elektrochemicky
gradient, ktory je nevyhnutny pre aktivaciu ATP syntdzy a tvorbu ATP. Pokial' nedochadza
k prechodu protonov mitochondridlnou membranou a komplexom ATP-syntazy, protony vol'ne
prechadzaju cez uncoupling proteins (UCPs, rozpojovacie/odprahujuce proteiny) a energia
elektrochemického gradientu sa uvoliiuje vo forme tepla. Ide o tzv. rozpojenie (uncoupling
proces) oxidacie od fosforylacie. Odprahujuce proteiny funguju ako i6nové kanaly aich
otvorenie znizuje mitochondridlny membranovy potencial (Busiello et al., 2015; Vucetic et al.,
2011). Netrasova termogenéza je v BAT aktivovana sympatickym nervovym systémom
uvol'fiovanim noradrenalinu a stimuldciou B adrenergnych receptorov (Bachman et al., 2002).
V BAT sa exprimuju vSetky tri podtypy B-ARs, avSak lipolyza v BAT a netrasova termogenéza
su v zédsade sprostredkované B1- a B3-AR a B2-AR hraju pri riadeni tychto metabolickych

procesov iba mali ulohu. Agonisti B1- a B3-AR boli vel'mi u¢inné na stimulaciu lipolyzy
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atermogenézy v BAT, zatial Co agonisti P2-AR aj vo vel'mi vysokych davkach
sprostredkovavali len ¢iastoéntl stimulaciu metabolizmu (Bronnikov et al., 1999; D’ Allaire et
al., 1995).

Fyziologickym désledkom aktivity UCP je teda oxidacia ,,paliva®, pricom produktom
je teplo, ktoré je vysoko regulované predovSetkym sympatickou stimulaciou, cez B-ARs
(Busiello et al., 2015). Odpojenie oxidacie od fosforylacie je sprostredkované rychlymi
zmenami vnuatornej aktivity UCP (v priebehu niekol’kych sektind), zvySenim mnozstva UCP
v bunke (v priebehu niekol’kych hodin), zvySenim poctu mitochondrii na jeden adipocyt (v
priebehu niekol’kych dni) a nakoniec hyperplaziou hnedych adipocytov (v priebehu dni az
tyzdnov) (Strieleman et al., 1985).

Noradrenalin a adrenalin sa viazu na B-ARs na plazmatickej membrane BAT. Aktivacia
B-AR-stimulacny G protein (Gs)-adenylatcyklaza (AC) drahy spusti produkciu cyklického
3’,5"-adenosinmonofosfatu (cAMP) a t4 aktivuje proteinkindzu A (PKA), ktord fosforyluje
serinovy zvysok (Ser-563 u potkana a Ser-551 u ¢loveka) na hormon senzitivnej lipaze a tym
ju aktivuje (Holm et al., 1987). Hormén senzitivna lipaza uvoliuje voI'né mastné kyseliny z
intracelularnych zasob, tie sa potom transformuju na acyl-CoA a transportuju sa do
mitochondrii ako acyl-karnitin. V procese termogenézy vol'né mastné kyseliny nep6sobia iba
ako substraty pre oxidaciu a nasledny transport elektronov dychacim retazcom, ale su tiez spolu
s UCP zapojené do procesu odpriahnutia oxidacie od fosforylacie (Sell et al., 2004).
Aktivovany BAT prechadza Strukturdlnymi aj funkénymi zmenami, ktoré umoznia vysoku
produkciu tepla a ako energeticky zdroj vyuZziva glukézu a mastné kyseliny (Vucetic et al.,

2011).

Hnedy tuk

Existuju dva typy tukového tkaniva, biele (WAT) a BAT. Oba typy sa liSia funkciou,
lokalizaciou, morfologickou stavbou, ale aj regulaciou. WAT slizi ako hlavnd zasoba
triglyceridov, ktoré st vyznamnym zdrojom energie. BAT je hlavny organ netrasovej
termogenézy, popisanej vyssie, zabezpecujuci odpriahnutie oxidacie od fosforylacie a vyrobu
tepla (Park, 2014). Boli objavené aj tzv. bézové tukové bunky, ktoré sa vyskytuji vo WAT,
najmi v trieslach. Podobaju sa bielym tukovym bunkam, ale st zaroven schopné aj reagovat’
na termogénne podnety zvySenou expresiou termogénnych génov a zvySenou spotrebou
kyslika. Tieto bézové bunky maji za bazalnych podmienok fenotyp podobny WAT, vratane
velkych lipidovych kvapdcok a vykazuju nedostatoéna expresiu UCP1. AvSak v reakcii na

urcité podnety ako vystavenie chladu alebo aktivaciou B3-AR sa bézové bunky transformuju na
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bunky, ktoré maju vlastnosti podobné BAT (malé lipidové kvapocky a expresia UCP1). Tento
proces sa nazyva tzv. hnednutie adipocytov (Barbatelli et al., 2010).

Hnedé tukové tkanivo sa od WAT odlisuje okrem farby, ktora je pre BAT typicka a je
spOsobena pritomnost’ou vacsiecho mnozstva mitochondrii, aj ontogenetickym povodom (Jung
et al., 2019). Cytoplazmu BAT oznacujeme ako granularnu, aktivne hnedé adipocyty maju
uprostred kruhovité jadro a obsahuju tiez vel'a malych lipidovych kvapdcok. Okrem toho je
BAT vysoko vaskularizovany a inervovany, ¢o pravdepodobne umoziiuje, aby rychlo reagoval
na aktivitu sympatického nervu a vytvorené teplo bolo rozptylené¢ v tele cievami.
Charakteristickym znakom BAT na molekuldrnej urovni u zvierat 1 l'udi je vysoka Uroven
expresie UCP1, ktory je aj jeho Specifickym markerom (Golozoubova et al., 2006).

BAT je aj endokrinnym orgédnom a preukazatelne po termogénnej aktivacii vylucuje
endokrinné latky, tzv. batokiny (Villarroya et al., 2017). K batokinom zarad’ujeme napr. rastovy
faktor fibroblastov (FGF21), ktory umoziiuje po vystaveni chladu $3-AR agonistom vyvolat’
tzv. hnednutie adipocytov. FGF21 je jednym z hlavnych regulatorov hnedych adipocytov a
moze posiliiovat’ funkciu UCP1 v mitochondridch (Cuevas-Ramos et al., 2019). Dalej sem patri
interleukin-6, ktory takisto prispieva k hnednutiu tukovych buniek a inhibicia interleukin-6
receptorov znizuje funkciu UCP1 v BAT (Kristof et al., 2019). Inzulinu podobny rastovy
faktor I je d’alSim spomedzi batokinov, napomaha rastu hnedych tukovych buniek a moze
zvySovat mnoZstvo prekurzorov hnedych adipocytov, z ktorych sa stant zrelé hnedé adipocyty
(Yamashita et al., 1994). Medzi batokiny patria aj proteiny z rodiny kostnych morfogenetickych
faktorov (BMPs), ktoré aktivuji BAT a m6Zzu upravovat’ mnozstvo bielych a hnedych tukovych
buniek, pretoZze podporuju vznik hnedych adipocytov zich prekurzorov. BMPs zosiliujt
odpoved’ na adrenergnu stimulaciu a v reakcii na noradrenalin dokdzu zvySovat’ objem BAT
(Xue et al., 2014). Pri chladom indukovanej aktivacii BAT dochddza k zvySovaniu mnoZstva
vaskuldrneho endotelidlneho rastového faktoru-A (VEGF-A), d’alSieho batokinu. Expresia
VEGF-A sa prejavuje zvySenou permeabilitou ciev a nasledne aj tvorbou novych ciev,
zmnozenim buniek, narastom poc¢tu mitochondrii a s tym suvisiacim zvySovanim mnozstva
UCPI1. VEGF-A ma v BAT pozitivny vplyv na oxidativnu kapacitu mitochondrii (Mahdaviani
et al., 2016).

Pritomnost BAT u ¢loveka je primarne spojovand s novorodencami. Pocas piateho
mesiaca gravidity sa za¢ina plodu vyvijat’ hnedé tukové tkanivo. Pri narodeni maji novorodenci
pomerne velké mnozZstvo BAT a uplatiiuje sa unich noradrenalinom vyvoland netrasova
termogenéza, ¢o im umoziuje prezit’ teplotny Sok spojeny s porodom (Cannon & Nedergaard,

2004). Pritomnost BAT u novorodencov dopliiuje nedostatocne vyvinuté termoregulacné
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procesy na urovni svalového tkaniva, ktoré nie je dostatocné na trasovi termogenézu (Merklin,
1974). Do nedavnej doby panoval nédzor, ze BAT sa vyskytuje iba u novorodencov a Ze
v dospelosti vymizne. V sucasnosti bolo niekolkokrat dokdzané, ze BAT sa vyskytuje aj
u dospelych jedincov a to najmé v oblasti medzi lopatkami a pozdiZ chrbtice, krku, hrudi a v
okoli obliciek, schematicky znazornené na obrazku 2 (Ouellet et al., 2012; Sacks & Symonds,
2013; van Marken Lichtenbelt et al., 2009; Virtanen et al., 2009). Ked je aktivovana
termogenéza, zasoby BAT sa zvacsuju hypertrofickymi a hyperplazickymi procesmi (Cannon

& Nedergaard, 2004).
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2.2 Katecholaminy

Vystavenie organizmu akitnemu chladu, ktory pdsobi ako stresor, ale rovnako ako adaptacia
na chlad, je spojeny so zmenami v hladinidch katecholaminov a odpovedi ich receptorov
(Avakian et al., 1984; Jansky et al., 2008). Bolo preukdzané, ze chronicky intermitentny
chladovy stres zvySuje citlivost’ osy hypotalamus-hypofyza-nadoblicky u potkanov, co
nasledne zvysuje odpoved’ katecholaminov na dalSie stresové podnety (pre prehlad Ma &
Morilak, 2005). Uvolnenie katecholaminov spusti pocCas stresovej reakcie velké mnozstvo
ochrannych a adaptanych reakcii ktoré zvysuju dostupnost’ kyslika, energetickych substratov

a celkovo mobilizuju organizmus na vysoky fyzicky vykon. Sti¢ast'ou tychto reakcii je zvySena
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vazokonstrikcia a zvySené zrazanie krvnych dosticiek, ¢o znizuje riziko vykrvacania. To bolo

pozorované u zvierat vystavenych chladu ako negativny jav (Saeki et al., 2017).

Syntéza katecholaminov

Katecholaminy (noradrenalin a adrenalin) st ligandy adrenergného systému, pritomné vsade
v organizme. Bezprostrednym prekurzorom katecholaminov je tyrozin. Konverzia tyrozinu,
ktory je syntetizovany z fenylalaninu v peceni (alebo pochddza z potravy) na noradrenalin,
nastava 4 nasledujicimi krokmi: hydroxylécia tyrozinu tyrozinhydroxylazou za vzniku 3,4-
dihydroxyfenylalaninu (L-DOPA), ktory je rychlost’ limitujacim krokom v biosyntetickej drahe
katecholaminov. Nasleduje dekarboxylacia katalyzovana DOPA-dekarboxyldzou a vznika
dopamin. Pomocou dopamin-B-hydroxylazy vznika noradrenalin (Végh et al., 2016).

Noradrenalin  je syntetizovany v presynaptickych vackoch postgangliovych
adrenergnych neurénoch sympatika a v centralnej nervovej sustave, predovsetkym v neurénoch
z jadra locus coeruleus (Bylund & Bylund, 2014). Okrem toho sa noradrenalin uvolnuje aj z
chromafinnych buniek drene nadobliciek pod stimulaciou splachnického nervu (Eade & Wood,
1958).

Adrenalin je hlavnym produktom drene nadobliciek a predstavuje az 80%
katecholaminov a mimo drene sa netvori. Adrenalin je produkovany chromafinnymi bunkami.
Syntéza je rovnaka ako pri noradrenaline, avSak v bunkich drene nadobliciek je navyse
pritomny enzym fenyletanolamin-N-metyltransferdza (PNMT), ktory pridava metylova
skupinu na noradrenalin a vznika tak adrenalin. PNMT je cytoplazmaticky enzym, ktory je
exprimovany v bunkach drene nadoblic¢iek obsahujucich adrenalin a v niektorych neurénoch
mozgového kmena a retiny, ktoré vyuzivaju adrenalin ako neurotransmiter (Gnegy, 2012).

Jednotlivé katecholaminy sa za stresovych podmienok uvolfiuju rozdielne. Toto
uvolnovanie je Specificky riadené jadrami centralneho nervového systému v mozgovej kore,
hypotalame a mieche. Stimulécia splanchnickych nervov a nikotinovych alebo muskarinovych
receptorov sposobuju selektivne uvolfiovanie adrenalinu a noradrenalinu. To pripravuje telo na
stratégiu ,,utok alebo utek* (Edwards & Jones, 1993). Zvysuje sa srdcova frekvencia, kontrakcia
myokardu a krvny tlak; prietok krvi sa primdrne presmeruje do kostrového svalstva, aby bolo
telo pripravené vykonavat’ intenzivnu ¢innost. Takto telo reaguje na rézne stresory, vratane
tazkej hypoglykémie, krvacanie, chladovej expozicie, akutneho infarktu myokardu alebo inych

zévaznych stresovych stavov (de Diego et al., 2008).
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Degradacia katecholaminov

Katecholaminy cirkuluji v plazme vo volnej vizbe s albuminom a st rychlo metabolizované
v ramci jednotieck minit dvoma oddelenymi metabolizujicimi systémami. Jeden systém
pomocou katechol-O-metyltransferazy (COMT) a druhy pomocou monoaminooxidazy (MAQO)
premiena katecholaminy na neaktivne metabolity (Gnegy, 2012). COMT katalyzuje meta-O-
metylaciu cirkulujiceho adrenalinu a noradrenalinu v peceni, oblickach a aj v efektorovych
bunkach. Jeho G¢inkom vznika z noradrenalinu normetanefrin, z adrenalinu metanefrin. MAO
sa nachadza na vonkajsej strane mitochondrialnej membrany vo vicSine tkaniv, vo vysokej
miere najmi v pedeni obli¢kach, &revach, zaltdku, ale aj v srdci. U¢inkom MAO vznika
z adrenalinu alebo noradrenalinu kyselina 3,4-dihydroxymandlova alebo alkohol 3,4-

dihydroxyfenylalkohol (Cesura, 2007)

Monoaminoaxidaza a myokard
Existujt dve izoformy MAO —monoaminooxiddza A (MAO-A) a monoaminooxiddza B
(MAO-B). MAO-A mé vysokt afinitu k noradrenalinu a hrd vyznamna ulohu v regulécii
intraneurondlneho metabolizmu noradrenalinu. MAO-A vSeobecne metabolizuje tyramin,
noradrenalin, serotonin a dopamin (a d’alS§ie menej klinicky vyznamné latky) (Gaweska &
Fitzpatrick, 2011). MAO-A je spdjany v stvislosti so srdcom ako vyznamny zdroj reaktivnych
foriem kyslika. V zavislosti na dostupnych koncentracidch substratu su ROS produkované
MAO-A schopné spustat’ samostatné signalne drahy veduce k bunkovej proliferacii, hypertrofii
a apoptoze (Maurel et al., 2003). Pomocou farmakologického a genetického pristupu sa
dokézalo, Ze hypertrofia indukovana noradrenalinom je tiez ¢iastocne sprostredkovand ROS
generovanym MAO-A mechanizmom (Kaludercic et al., 2014). Pouzitim neonatilnych
potkanich a dospelych mySich kardiomyocytov sa zistilo, Ze noradrenalin posobi Ciastocne
nezavisle na véizbe a- alebo B-adrenergnych receptorov (Luo et al., 2001). Samotna stimulécia
aktivity MAO-A je dostato¢nd na spustenie hypertrofie myocytov, nezavisle od aktivacie
receptora. Naviac, Specifickd inhibicia MAO-A v srdciach myS$i vystavenych tlakovému
pretazeniu je schopna uplne zabranit’ oxidacnému stresu, apoptoze, dysfunkcii l'avej komory
a remodelacii (Kaludercic et al., 2010). Viaceré studie sledovali MAO-A ako jeden z hlavnych
proteinov v rdoznych modeloch srdcového zlyhania potkanov vyvolanych objemovym
pretazenim (Petrak et al., 2011), tlakovym pretazenim (Lairez et al., 2009) alebo infarktom
myokardu (Bianchi et al., 2005).

Naproti tomu, MAO-B metabolizuje hlavne dopamin (a d’alSie menej klinicky

vyznamné latky). Rozdiely medzi substratovou selektivitou tychto dvoch enzymov sa klinicky
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vyuzivaju pri lieCbe Specifickych poruch. Pri liecbe depresie sa zvy€ajne pouzivaju inhibitory
MAO-A a pri Parkinsonovej chorobe inhibitory MAO-B (Nolen et al., 1993; Riederer & Laux,
2011). Ak je MAO-B inhibovand, potom je k dispozicii viac dopaminu pre spravnu neurondlnu
funkciu, najmi pri Parkinsonovej chorobe (Mallajosyula et al., 2009). Ukazalo sa tiez, ze
aktivita MAO-B hra ulohu pri poskodeni srdca vyvolanom stresom (Kaludercic et al., 2014).
Pri nedostatku MAO-B bolo zabranené dilatacii 'avej komory a funkénej dekompenzicii v
srdciach vystavenych tlakovému pretazeniu a aktivicia MAO-B spdsobuje niekolko
vyznamnych nepriaznivych ucinkov (Sturza et al., 2013). Inhibicia MAO-B vedie k znizene;j
tvorbe peroxidu vodiku (H20,) a aldehydov, ktoré by inak mohli synergizovat’ a sposobit’
dysfunkciu mitochondrii (Jenner, 2012).

Pocas degradacie substratu MAO tvori H>O», aldehydy a amoniak (Kaludercic et al.,
2014), ¢o predstavuje zdroj ROS v srdci, najmé za stresovych podmienok. ZvySenie expresie
MAO-A moéze ako zdroj ROS v srdci viest’ k spontdnnemu mitochondridlnemu poskodeniu.
ROS generovany MAO-A pri ischemicko-reperfuznom poskodeni (I/R) inhibuje
sfingozinkindzu, ¢o vedie k akumulacii ceramidu a apoptdze kardiomyocytov (Pchejetski et al.,
2007). Stadia Villeneuve et al. ukazala, 7e nadmerna expresia MAO-A v srdci bola sprevadzana
ultraStrukturdlnymi defektmi srdcovych mitochondrii, vyCerpanim ATP a nakoniec viedla k
nekréze kardiomyocytov a srdcovému zlyhaniu (Villeneuve et al., 2013). Je zaujimaveé, ze
starnice kardiomyocyty vykazovali vyrazné zvySenie aktivity MAO-A (95-nasobné) a je
zname, ze starnutie je hlavnym rizikovym faktorom srdcového zlyhania (Kaludercic et al.,

2014).

2.3 Adrenergné receptory

Adrenergné receptory (ARs) viazu endogénne katecholaminy ako adrenalin a noradrenalin.
Radia sa do pocetnej rodiny receptorov spriahnutych s G-proteinmi (GPCR). St vel'mi podobné
bakteridlnemu rhodopsinu, podl'a neho sa radia do skupiny GPCR rhodopsinového typu — class
A (Costanzi, 2012). Katecholaminy pdsobia cez dve hlavné skupiny receptorov. Alfa
adrenergné (0-ARs) a beta adrenergné (-ARs) receptory. Obidve tieto skupiny sa d’alej delia
na al-, a2-AR a B1-, B2- a B3-AR. Niektoré¢ stidie naznacili, Ze v srdci moze byt pritomny aj
Stvrty adrenergny receptor ,,f4-AR* (Granneman, 2001; Kaumann & Molenaar, 1997). Jeho
pritomnost’ zatial’ nebola potvrdena. Tato klasifikacia je zaloZen4 na relativnej vizbe agonistov

a antagonistov (tabulka 1). Kazdy ztychto receptorov sa vyznacuje urcitou odliSnostou
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v signalizacii, G¢inku, spojeniu s inymi Specifickymi ligandmi, ale aj svojim zastupenim v tele

(pre prehlad Lohse et al., 2003; Oliver et al., 2019).

Ligand a jeho

, . o A .
ARs afinita Vyskyt receptoru v srdci %0 zastupenie v srdci
Wl-AR Noradrena}ln kardlomyocyty, koronarne 11% (z celkového ARs)

> adrenalin cievy
02-AR Noradrenalin korondrne cievy 8% (z celkového ARs)

> adrenalin

Izoprenalin >
B1-AR | adrenalin =
noradrenalin

komory, predsiene,

) A _
kardiomyocyty 70% (z celkového B-ARs)

Izoprenalin >

B2-AR | adrenalin >> komory, predsiene, T-tubuly,

) A _
kaveoly v kardiomyocytoch 27% (z celkoveho B-ARs)

noradrenalin
Izoprenalin = .
B3-AR | noradrenalin > komory, er: dSIGne,.endotel 3% (z celkového B-ARs)
adrenalin koronarnych ciev

Tabulka 1: Vizba jednotlivych AR k ligandom a ich vyskyt v srdci(upravené podla (Lohse et al., 2003, Jensen et al., 2009).

2.2.1 Alfa adrenergné receptory
Adrenergny receptor ol
Adrenergny receptor al (al-AR) sa vyskytuje v troch podtypoch alA-, alB-a alD-AR (Jensen
et al., 2011). V l'udskych srdciach, ale aj u hlodavcov st alA-AR a alB-AR exprimované
predovsetkym v kardiomyocytoch, zatial ¢o alD-AR najmi v bunkéich hladkého svalstva
koronarnych ciev. alA-AR pravdepodobne reguluje drahy prezitia buniek a prispieva ku
kontraktilnej funkcii. Funkcia a1B-AR je menej ista, aj ked’ sa zda, Ze reguluje velkost’ srdca
po narodeni. Aktivacia alD-AR vedie ku koronarnej vazokonstrikcii, najméd pri absencii
fungujticeho endotelu (Jensen et al., 2009).
al-AR zaistuje mobilizaciu vapnika a membranovych fosfolipidov. Tento receptor je
spriahnuty s Gq heterotrimérnymi proteinmi. Prostrednictvom Gq proteinu sa aktivuje
fosfolipaza CP atd katalyzuje hydrolyzu a premenu membranovych fosfolipidov na
inositoltrifosfat (IP3) a diacylglygerol (DAG), ktory funguju ako sekundéarny posli. IP3 rychlo
zvysuje koncentraciu vapnika v cytoplazme a DAG aktivuje proteinkinazu C (PKC). al-AR
typicky sprostredkovavaji vo vaskuldrnom tkanive vazokonstrikciu (Jensen et al., 2014).
Niekol’ko $tudii naznacuje, ze al-AR st cytoprotektivne a pdsobia protikladne k B1-

AR. Farmakologickd aktivacia aol-AR in vitro mdze chrénit’ bunky pred apoptézou
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fosforylaciou anti-apoptoického Bcl2 a mitogénom aktivovanej proteinkindzy 1 a 2 (ERK 1/2),
ktoré reguluju rozne cytoprotektivne Uc€inky (Iwai-Kanai et al., 1999; Wright et al., 2008).
Aktivacia ERK sprostredkovana al-AR je signalnou cestou zapojenou do vzniku fyziologickej
hypertrofie (Xiao et al., 2001).

Kultivované mysie kardiomyocyty, ktoré boli alA- a a1B-KO po réznych toxickych
stimuloch vykazovali vyrazne zvysenu aktivaciu nekrézy a apoptozy. Vysledky naznacuju, ze
tato protekcia je sprostredkovana al A-AR, ale nie a1B-AR (Huang et al., 2007).

V zlyhavajucom srdci st al-AR na rozdiel od B1-AR na bazalnej Grovni alebo je ich
exprimacia dokonca zvySena. ZvySena mRNA al-AR bola pozorovand aj u potkanov
vystavenych tlakovému pretazeniu (Rokosh et al., 1996). Udaje z klinickych §tadii pacientov
s hypertenziou, ktorym bol podavany al-AR blokator, sledovali az dvojnasobny narast
srdcového zlyhania oproti kontrolnym jedincom (Stafford et al., 2004). Nedavna analyza tiez
naznacila zvySeny vyskyt rizika hospitalizacii so srdcovym zlyhanim u pacientov uzivajtcich
a-blokatory, bez sucasnej B-blokady (Dhaliwal et al., 2009). Spoloc¢ne tieto objavy naznacuju,
ze aktivacia al-AR moéze zmiernit toxické ucinky dlhodobej B-AR aktivacie v
hyperadrenergickom prostredi, najma pri srdcovom zlyhani. Kardioselektivna aktivacia al-AR
moze teda predstavovat’ novy pristup k lie€be srdcového zlyhania, avSak stale nie je dostatocne

prestudovana.

Adrenergny receptor o2
Alfa 2 adrenergny receptor je spojeny s inhibicnym G proteinom (Gi). U hlodavcov sa sklada
z troch vysoko homolognych podtypov, a2A-, a2B- a a2C- AR a u l'udi aj a2D-AR (Ruuskanen
et al., 2004). Podtypy 02A- a a2C-AR sa nachddzaji hlavne v centrdlnom nervovom systéme.
02B-AR sa vyskytuju CastejSie na hladkych svaloch ciev a pdsobia pri vazokonstrikcii, vratane
koronarnych artérii, av§ak rozsah tohto u¢inku moéZze byt obmedzeny a mdze byt negovany
vazodilatacnym u€inkom B2-AR (Elliott, 1997; Sun et al., 2002; Woodman & Vatner, 1987).
a2-AR su ¢lenmi rodiny receptorov spojenych s G proteinom, vSetky 3 podtypy inhibuja
AC, ¢o zase znizuje hladiny cAMP. To inhibuje uvolfiovanie noradrenalinu a utlmuje
adrenergnu signalizaciu. Aktivacia tejto negativnej spatnovézbovej reakcie moze tiez spdsobit’
znizenie srdcovej frekvencie a krvného tlaku (Buerkle & Yaksh, 1998). Uvolilovanie
noradrenalinu zo srdcovych sympatickych nervovych zakonceni je riadené presynaptickymi
02A-AR a a2C-AR. Delécia obidvoch tychto podtypov a2-AR vedie k hypertrofii srdca a
srdcovému zlyhaniu v désledku chronicky zvySeného uvol'iovania noradrenalinu do krvi, ako

aj zvysenej sekrécie noradrenalinu a adrenalinu z drene nadobli¢iek (Brede et al., 2002, 2003).
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Niektoré Stadie naznacuju, ze inhibicia a2-AR v sympatickych neurénoch mézu byt
ochranna pocas vyvoja srdcového zlyhania tym, ze obmedzi mnozstvo noradrenalinu
stimulujuceho B-ARs v kardiomyocytoch (Brede et al., 2002; Perrino & Rockman, 2007).
Agonisti a2AR moézu tlmit’ srdcovy a oblickovy sympaticky tonus pri srdcovom zlyhani, avSak
jeden pri klinickych skaskach zlyhal, pretoze zvySoval umrtnost’ prave na srdcové zlyhanie
(Cohn et al., 2003). V sucasnej dobe su v klinickych skuSkach vyuzivani ini agonisti 02-AR,
ktori vykazuji utlmenie sympatoadrenergného systému bez vedlajsich komplikacii (Duncan et

al., 2018).

2.4 Beta-adrenergné receptory

B-ARs patria do triedy s GPCR, triedy A rodopsinu podobnych receptorov. Sprostredkuju
rdznorodé¢ signalne drahy vdzbou syntetickych a biologickych ligandov. Do rodiny -ARs patri
B1-AR, B2-AR a 3-AR, ktoré sa liSia podl'a afinity k adrenalinu a noradrenalinu (vid’ tabul’ka
1; (Costanzi, 2012). Kazda izoforma je kodovana vlastnym genom, ktoré sa liSia pritomnost'ou
intronov. B1- a f2-AR obsahuji gény bez intrénov, oproti tomu f3-AR moze obsahovat’ 2 az 3
introny (Collins et al., 1989). Co sa tyka Struktary, najvyznamnejsi rozdiel je v oblasti
intracelularneho C-konca, ktory obsahuje aminokyselinové sekvencie dolezité v procese
desenzitizacie receptorov. Kinaza s G-proteinmi spriahnutych receptorov (GRK) je jednou
z hlavnych kinaz v procese desenzitizacie a preferencne fosforyluje B-ARs prave na C-konci.
U B3-AR je tento tsek kratsi, pricom B1-AR a p2-AR ho maji v plnej dizke. Z tohto mozno
predpokladat’, Ze u 3-AR neprebieha desenzitizacia vo vyznamnej miere (Grazia Perrone &
Scilimati, 2010; Penn & Benovic, 1994).

Vizba ligandu na B-ARs nespdsobuje Specifickli zmenu konformacie. Ligandy mozu
byt’ Specificke, Ciastocne Specifické alebo neSpecifické. Prikladom neSpecifickych antagonistov
je izoprenalin, propranolol a timolol. Specifickym antagonistom B1-AR st metaprolol, atenolol
a bisoprolol, nazyvané aj beta-blokatory (Wachter & Gilbert, 2012). Ciastoéne $pecifickym
antagonistom B2-AR je ICI 118 551 (Varma et al., 1999). ICI 118 551sa viaze aj na $1- a B3-
AR, ale k B2-AR ma az 100 krat vyssiu afinitu (O’Donnell & Wanstall, 1980). Selektivny
agonista B3-AR je BLR 37344 (Bond & Clarke, 1988), avSak v sucasnej dobe sa zistilo, Ze
pozitivny inotropny u¢inok BRL 37344 mdze byt sprostredkovany stimulaciou B1- a f2-AR
(Pott et al., 2003).

V T'udskom srdci je percentudlny pomer B1-AR:B2-AR v predsieniach zhruba 60 — 70%
ku 30% a okolo 70 — 80% ku 20 — 30% v komorach (Brodde & Michel, 1999). V sinoatridlnom
uzle je hustota B1-AR 3-krat vys$Sia ako v predsienach a hustota f2-AR 2,5-krat vysSia ako
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v pravej predsieni (Rodefeld et al., 1996). VSetky typy B-ARs st schopné zvySovat kontraktilitu
srdca tzv. klasickou drdhou cez stimulacny G-protein. B2-AR a f3-AR stimuluju okrem nej aj
neklasicku drahu cez inhibi¢né G-proteiny, ktora sa podiela na protektivnych mechanizmoch
v srdcovom tkanive behom dlhodobej stimulacie. Ak katecholaminova stimulécia trva dlhsiu
dobu, postupne dochddza k desenzitizacii B1-AR a postupnému preorientovaniu z klasicke;j

signalnej drahy na neklasicku (pre prehl'ad Lohse et al., 2003).

2.3.1 Beta 1 adrenergny receptor

Adrenergny receptor B1-AR tvori 7 transmembranovych sluciek sa sklada z 477 aminokyselin,
je kdédovany génom (4drbl), ktory neobsahuje ziadne introny a nachadza sa na chromozéme
10g24—q26 (Yang-Feng et al., 1990). BI-AR je v organizme takmer vSadepritomny a je
spriahnuty so stimulaénym G proteinom. V zdravom srdci sa vyskytuje rovnomerne na
cytoplazmatickej membrane kardiomyocytov. Primarne je exprimovany v komorach
a predsiefiach srdca, kde zvySuje srdcovy vydaj, v sinoatridlnom uzle zvySuje tepovu
frekvenciu (chronotropny ucinok), zvySuje kontraktilitu (inotropny ucinok), a vedenie
v atrioventrikularnom uzle (Brodde et al., 1986). Mimo plic, peene a kostrovych svalov sa
B1-AR nachadza v bielom ahnedom tukovom tkanive, kde sprostredkuje spolu s f3-AR
lipolyzu (Sennitt et al., 1998).

Betal adrenergny receptor v srdci

Klasickd stimula¢nd drdha aktivovand predovSetkym P1-AR a B2-AR je zodpovednd za
zvySeny/pozitivny chronotropny, inotropny a lusitropny u¢inok katecholaminov na srdcové
tkanivo. Adrenergna stimulacia ma pozitivny ionotropny efekt na Grovni homeometrickej
1 heterometrickej reguldcie srdcovej kontraktility (pre prehl'ad Madamanchi, 2007). Prvym
efektorom tejto drahy je Gs protein. Jeho aktivovana podjednotka o (Gas) stimuluje AC, ktora
zvySuje hladinu druhého posla, cyklicky adenosinmonofosfat (AHLQUIST, 1948). Molekula
cAMP stimuluje proteinkindzu A, ktora fosforyluje viacero roznych substratov esencialnych
pre srdcové funkcie. Medzi substraty PKA patri predovsetkym napitovo riadeny Ca?* kanal L-
typu, ktorého fosforylacia sposobuje zvyseny tok Ca’* idnov do bunky. Dalej fosforyluje
srdcovy ryanodinovy receptor 2 (RyR2), na serine (Ser 2808), ¢o zvysuje vizobnt afinitu Ca*
k RyR atym zvySuje pravdepodobnost’ otvarania RyR. Zda sa, Ze miera fosforylacie bude
kl'a¢ova (Shan et al., 2010). PKA d’alej fosforyluje Na™ a K kanaly. Fosfolamban (PLB) je
d’alsim dolezitym substraitom PKA. Pokial’ nie je fosforylovany znizuje rychlost’ reabsorpcie
Ca?" do sarkoplazmatického retikula inhibiciou ATP4zy sarkoplazmatického retikula (SERCA)
a deinhibi¢na fosforylacia PLB skracuje relaxaciu. PKA d’alej fosforyluje troponin I (Tnl), ¢o
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znizuje senzitivitu troponinového komplexu a nasledne aj kontraktilného aparatu a ul'ah¢uje tak
uvolnenie Ca*" z myofilament a zvysuje rychlost relaxicie (pre prehlad Ramirez-Correa &
Murphy, 2007). Fosforylacia tychto kI'a¢ovych proteinov Ca>" kanal L typu, Tnl a PLB ma za
nasledok zvysSenie kontraktility (Freedman & Lefkowitz, 2004).

V zlyhdvajicom srdci adrenergné receptory pomahaju udrziavat srdcovy vydaj
zvySenim kontraktility a srdcového rytmu (Haber et al., 1993; Hasking et al., 1986; Swedberg
et al., 1984). Klasicka draha spust’a reakciu bunky na akutny stres, kedy je treba zvysit’ srdcovy
vykon a takéto zvySenie je prospesné. Dlhodoba aktivacia tejto drahy ma detrimentalne uc¢inky
na kardiomyocyty. V zlyhavajucom srdci klesa pocet B1-ARs az o polovicu, zatial' ¢o f2-AR
a B3-AR sa zvysuju (Bristow et al., 1986; Brodde et al., 1986). Downregulaciu f1-AR mézeme
pozorovat’ jednak na plazmatickej membrane, ale aj na tirovni mRNA (Engelhardt et al., 1999).
Pri dlhodobej aktivacii katecholaminmi, PKA aktivovana cAMP-responzivny element viazuci
protein (CREB), ktory aktivuje expresiu cAMP indukovaného vcasného represoru (ICER).
Tento protein znizuje expresiu anti-apoptotické¢ho proteinu Bcl2 a tym jeho anti-apoptotické
Gginky (Lee et al., 2013). Dalsim mechanizmom je zvy3ena aktivacia Ca>‘/kalmodulin
dependentne;j kindzy 11 (CaMKII) vplyvom zvysenej koncentracie Ca®" v cytoplazme. To vedie
k vyliatiu cytochromu c z mitochondrie, o stimuluje apoptdzu buniek, graficky zndzornené na

obr. 3 (Feng & Anderson, 2017).

Obrazok. 3: Signdlna drdaha
PI-AR v zlyhavajiicom srdci.
pl-adrenergné receptory su
stimulované epinefiinom (epi),
norepinefrinom (NE) a

izoprenalinom (Iso). Su

spojené s Gs, ktory aktivuje
AC, cAMP a PKA. Chronicka
aktivdcia tejto drdahy stimuluje
kontraktilnu funkciu a
sposobuje patologicku
hypertrofiu. Okrem toho f1-AR
ucinkuje prostrednictvom Gs a
Ca?* kalmodulin-dependentnej
proteinkinazy (CaMKII), cim
zvySuje mnoZstvo Ca** v bunke,

Apoptosis
¢o vedie k apoptoze. Prevzaté z
(Berthiaume et al., 2016).

Contractile

functicn
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2.3.2 Beta 2 adrenergny receptor

Beta 2 adrenergny receptor je trasnsmembranovy protein, ktory sa sklada z 413 aminokyselin
aje koédovany génom Adrb2. Adrb2 sa nachiddza na chromozéme 5q31—q32 a neobsahuje
ziadne introny (Yang-Feng et al., 1990). V zdravom srdci sa f2-AR nachadzaju najma v T-
tubuloch a v kaveolach cytoplazmatickej membrany. V komorach a predsiefiach sa nachadza
oproti B1-AR len v menSej miere. Aktivacia f2-AR ma dilata¢né ucinky na malé vencovité
tepny a zvySuje perfuziu srdca. Tento mechanizmus je potrebny pri stratégii ,,utok alebo ttek*.
Podobne ako B1-AR zvysuje srdcovy vydaj a zvySuje tepov frekvenciu (Emrick et al., 2010).
Dominantne je exprimovany v pltcach, hladkej svalovine dychacich ciest a bronchov.
(Johnson, 2006), ktorych stav ovplyviiuje prava komoru. Nova klinicka Studia skimala vplyv
B2-AR na termogenézu v 'udskom BAT. Ich vysledky ukazuju, ze na rozdiel od hlodavcov,
kde sa BAT aktivuje cez B3-AR signadlnu drahu, sa BAT z medzilopatkovej oblasti u I'udi
aktivuje PB2-AR signdlnou drdhou (Blondin et al., 2020). Mirabegron, Specificky B3-AR
agonista stimuloval temogenézu v BAT az v maximalnych povolenych koncentraciach
a zaroven sposoboval neziaduce kardiovaskularne Uc¢inky (zvySena srdcova frekvencia
a systolicky tlak) (Baskin et al., 2018). Mirabegdon vo vysokych koncentraciach vykazuje
nizku Specificitu k B3-AR, teda vysledky skor odrazaji vSeobecnu B-ARs stimuléciu.
Blondin et al. pozorovali, Ze na Grovni mRNA je vludskom BAT najviac zastipenym
receptorom B2-AR a po stimulacii noradrenalinom sa este zvySuje. Pomocou ,,RNAscope® in
situ hybridizacie dokazali, Ze Adrb2 je koexprimovany spolu s UCPI pomocou stimulacie
noradrenalinom v hnedych adipocytoch, zatial' ¢o Adrb3 nebol detegovany. Dalej pouzili B2-
AR knock-out I'udské hnedé adipocyty, tu pozorovali zniZzenie mRNA UCPI! a zniZenie
odpovede na stimulaciu na noradrenalinom, zatial ¢o u B1-AR (Adrbl) a 3-AR (Adrb3)
knock-out boli tieto parametre nezmenené (Blondin et al., 2020). Tieto dokazy naznacuju, ze
existuju isté rozdiely v expresii génov zodpovednych za termogenézu a morfologiu hnedych

adipocytov in vivo medzi hlodavcami a 'ud'mi (de Jong et al., 2019).

Beta?2 adrenergny receptor v srdci

Druhy majoritny ARs v srdci je f2-AR, v srdci a je zastipeny zhruba 30%. V srdci sa moze
spriahnut’ jednak so stimulaénym G proteinom a aj s inhibiénym G proteinom (s podtypmi
Gail/2 a Gai3) a tak aktivovat’ rozdielne signalne drahy. Vézba 2-AR na Gs protein aktivuje
klasicktl drahu ako pri B1-AR. Nasledna signalizicia cAMP je u f1-AR a f2-AR rozdielna.
Signalizacia sprostredkovana $2-AR je lokdlna, zatial’ ¢o signalizacia cAMP sprostredkovana

BI-AR je globalna (Kuschel et al., 1999). Studie preukazali, ze kaveolin 3 hra rozhodujucu
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ulohu pri lokalizacii B2-adrenoreceptorov a nimi sprostredkovanej signalizacie cAMP v
dospelych kardiomyocytoch, konkrétne v T-tubuloch a kaveolach (Calaghan & White, 2006).
To umoziuje spoloénému druhému poslovi cAMP vykonévat’ selektivne funkcie bez toho, aby
sposobovalo globalny efekt (Woo et al., 2015). Posledné dokazy u potkanov vSak preukazali,
ze funk¢nd signalizacia B2-AR-Gs-AC-cAMP sa vyskytuje takmer vylucne na sarkoléme
komorovych myocytov (Cros & Brette, 2013).

Zvysena hladina aktivuje PKA a jej ciel'ové proteiny. Zaujimavé je, ze PKA fosforyluje
spatnou védzbou samotné B2-AR a vyvolava heterolégnu desenzitizaciu. Ta slazi ako
sprostredkovatel’ odpojenia B2-AR od Gs a sucasné ,,prepnutie” na Gi a naslednu aktivaciu Gi
signalnej drahy (Daaka et al., 1997). Fosforylacia PKA na Ser261, 262, 345 a 346 vedie ku
znizeniu UCinnosti vdzby receptora na Gs a znizuje produkciu cAMP v reakcii na d’alsiu
stimuldciu. Gi signdlne drdhy s zapojené do prevencie Skodlivych ucinkov nadmernej
stimulacie B1-AR (Daaka et al., 1997; Hausdorffs et al., 1989).

Vizba receptoru s Gi spdsobi uvolnenie aktivovanej Gai podjednotky, ktord inhibuje
aktivitu AC a GByi podjednotku. Aktivovana Gai aktivuje fosfoinositol-3-kinadzu (PI3K). PI3K,
ktora patri do rodiny lipidovych kinaz a sa podiela na regulacii ro6znych bunkovych funkcii
vratane bunkového rastu, prezitia a signalnej transdukcie (pre prehl'ad Rameh & Cantley, 1999).
Aktivita PI3K je tiez Gzko spojena s utlmom funkcie B-AR, ¢o vedie k znizeniu kontraktility
(Crackower et al., 2002). Aktivovana PI3K konvertuji fosfatidylinozitid-4,5-bifosfat na
fosfatidylinozitid 3,4,5-trifosfat, ktory funguje ako druhy posol a zvySuje hladiny réznych
efektorov. Napriklad PI3K-1, ktora nasledne aktivuje r6zne kindzy, vratane proteinkinazy B
(PKB/Akt) (Burgering & Coffer, 1995).

Dalej su v kratkosti opisané jednotlivé proteiny zapojené do B2-AR-Gi signalizacie

v srdci, graficky zndzornené na obrazku 4.
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/ \ Obrazok 4: ZjednodusSend schéma ukazujuca
prepojenie medzi signalizaciou p2-AR a drahou
Gs Giro ¢PLA2a/COX/PGE3 v myokarde. Prepinanie f2-AR =
l / \ Gs na Gi /o vedie k aktivacii PI3K a /aleboPLC. PLC
PLC Stiepi fosfatidylinozitol 4,5-bisfosfat na
AC/cAMP/  PI3K/Akt diacylglycerol (DAG) a inositol 1,4,5-trisfosfat
PKA (IP3).Aktivita ERK1/2 a p38 je moiné zvisit
PKCa fosforylaciou, ktora je sprostredkovana PI3K aj
/ PKCo. Naproti tomu signalizacia cez cAMP/PKA
moze zniZit aktivdciu tychto MAPK. ERK1/2 a p38 a
ﬁ:?BK 112 aj PKCo stimuluju cPLA2a a uvoliiovanie AA, ktoré
1 slizi ako substrat pre COX a tvorbu PGE2. AA
kyselina arachidonova,; AC adenylatcyklaza, 2-AR;
cPLAa / c¢PLA2a  cytozolicka  fosfolipiza A2a; COX
AA release cyklooxygendza; MAPK mitogénom aktivované
1 proteinkinazy; PGE2 prostaglandin  E2; PKA
proteinkinaza A; PKCa proteinkinaza Co; PLC
— PGE; fosfolipaza C (Micova et al., 2016).
Proteinkindza B/Akt

V srdci sa nachadzaji vSetky tri izoformy proteinkinazy B/Akt a majoritné zastupenie maju
PKBa/Aktl a PKBB/Akt2 (Matsui & Rosenzweig, 2005). K plnej aktivacii Akt je nutna
fosforylacia na Ser473 na C-terminalnej hydrofobnej ¢asti Akt (Sarbassov et al., 2005). Akt v
bunke ovplyviiuje mnoho bunkovych procesov, ktoré hraji vyznamnu tlohu v protektivnych
mechanizmoch. Medzi tieto procesy patri aj regulacia energetického metabolizmu, hlavne cez
glukozovy transportér 4, ¢im je regulovany vstup glukoézy do buniek a jej d’alSie vyuzitie v
glykolyze ¢i pri syntéze glykogénu (Calera et al., 1998). Zaroven sa Akt podiel’a na riadeni
proliferacie, raste i prezivani bunky (Evans-Anderson et al., 2008; Zhou et al., 2000). Tiez
reguluje apoptotickll dréhu cez niektoré pro- a anti-apoptotické proteiny (Bcl2, BAD, Bax) a
tak chrani mitochondrie a bunku pred vyliatim cytochromu ¢ do cytoplazmy (Datta et al., 1997;
Kolar et al., 2017; Yao et al., 2014). Plne aktivovana Akt je néasledne schopné fosforylovat
d’alSie kindzy v signalnych drahach, napriklad glykogén syntdzu kinazu 3 (GSK-3) (Hermida
etal., 2017).

Glykogeén syntaza kindza 3

V stcasnosti pozname 2 izoformy glykogén syntazy kinazy 3 a to GSK-3a a GSK-3f3, obe mozu
byt’ fosforylované Akt (GSK-3a na Ser21 a GSK-3f na Ser9) (Cross et al., 1995). Najviac
Studovanou izoformou v stvislosti s poSkodenim myokardu je GSK-3B, ktord negativne
reguluje génovl expresiu a syntézu proteinov a je dolezitym negativnym regulatorom srdcove;j

hypertrofie (Badorff et al., 2005). Fosforylacia GSK-3f na Ser9 pomocou Akt vedie k inhibicii
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otvorenia mitochondridlneho prechodne priepustného péru (mPTP) (Gomez et al., 2008).
Aktivovand GSK-3p tiez napomédha naviazaniu Bax na napitovo zavisly aniénovy kanal
(VDAC), tym ze VDAC fosforyluje. Tym znemozni naviazanie hexokindzy, ktora tak chrani
integritu mitochondrii. Po fosforylécii je GSK-3f inhibovana, a tak nemdze branit’ interakcii
hexokinazy s VDAC (Pastorino et al., 2005). GSK-3p sa tak mdze podielat’ na kardioprotekcii
spojenej s mitochondriami (Shah et al., 2014; Sharma et al., 2018).

Proteinkinaza Ca

B2-AR v srdei skrz Gi drahu aktivuje proteinkinazu C alpha (PKCa) a cez fosforylaciu na
Ser657 riadi dizku jej posobenia. PKC je kinaza fosforylujiica proteiny na serine a threonine
(Ser/Thr kinaza). Pozname celkom 12 izoenzymov PKC, ktoré sa delia na zaklade
Strukturalnych a funkénych rysov do troch podskupin (Steinberg, 2012). PKCa patri do skupiny
klasickych PKC kinaz, ktoré maju Styri konzervované oblasti (C1 —C4) a hra dolezita tlohu
pri regulacii kontraktility myokardu (Braz et al., 2004). PKCa ovplyviiuje fosforylaciu
SERCAZ2 na Thr17 (Ogurusu et al., 1990) a inhibi¢ného proteinu PLB na Ser16, ¢o meni obsah
Ca’" v cytoplazme. PKCa sa aktivuje zvySenim intraceluldrnej koncentracie Ca®" a/alebo
pomocou lipidovych signaliza¢nych molekul (Colyer, 1998). Preto trvalé zvySovanie srdcovej
inotropie je spojené s vicsimi mnoZstvami Ca?* alebo s neuroendokrinnymi stresovymi
signdlmi mozu potencialne aktivovat PKCa v srdei, o méa za nasledok tlmiaci ucinok na
srdcovu kontraktilitu (Braz et al., 2004). Dodlezitym funkénym doésledkom PKCa
sprostredkovanej fosforylacie (Ser198) srdcového troponinu I (cTnl) in vivo je zniZena
kontraktilita na zaciatku a zvySend relaxéacia pocas 2-adrenergnej stimulacie (Kooij et al.,
2013; Sakthivel et al., 2005). Aktivacia PKCa a zvySenie jej expresie bolo pozorované pri
hypertrofii, dilatovanej kardiomyopatii a ischemickom poskodeni (Dorn & Force, 2005).
Otézka je, Ci je to pri¢ina alebo kompenzacny mechanizmus. Pri srdcovom zlyhani sa expresia
a aktivacia PKCa v ranom S§tadiu nezmenila, aktivicia a expresia narastala aZ v kone€nom
Stadiu (Belin et al., 2007). Napriek tomu bola pozorovana jej aktivacia v kardioprotektivnom
mechanizme adaptacie na hypoxiu (Micova et al., 2016). Rozdiely v expresii a lokalizacii
izoforiem PKC mdézu byt zavislé od veku a zivo¢iSneho druhu. Zmeny expresie PKC pri
réznych ochoreniach méZu byt ovplyvnené Stddiom a pric¢inou jednotlivych ochoreni (pre

prehl'ad Koojj et al., 2011).
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Mitogénom aktivovana proteinkindza la 2

Stimuléacia B1-AR alebo B2-AR je schopnd aktivovat’ mitogénom aktivovanu proteinkinazu 1
a2 (ERK1 a ERK2) vo viacerych bunkovych typoch, vratane srdcovych myocytov (Daaka et
al., 1997; Vidal et al., 2012). Uinok B2-AR, ale nie B1-AR na ERK je vyrazne oslabeny
lieCenim pertussis toxinom, ¢o naznacuje, Zze ERK je naslednym cielom signalnej drahy (2-
AR-Gi (Chesley et al., 2000). ERK1 aj ERK2 st pribuzné protein-serin/treoninové kindzy, ktoré
sa zucastiuju signdlnej kaskady, ktorda sa niekedy oznacuje aj ako kaskada proteinkindzy
aktivovanej mitogénom (MAPK kaskada) (pre prehl'ad Wortzel & Seger, 2011). Signalna draha
ERK1/2 podporuje prezitie buniek dudlnym mechanizmom zahfiiajucim posttranslacnu
modifikaciu a inaktivaciu bunkovej smrti a zvySenu transkripciu ,,survival® génov (Kolch,
2005). Aktivacia ERK podporuje prezivanie kardiomyocytov v reakcii na tlakové pretazenie
(Li et al., 2009), infarkt myokardu (Yeh et al., 2017) a oxidacny stres (Tanaka et al., 2001) a je
stimulovand hypoxiou (Micova et al., 2016). ERK tieZ interferuje s pro-apoptotickou aktivitou

mitochondrii a aktivuje anti-apoptotické molekuly (Allan et al., 2003).

Proteinkinaza aktivovana p38 mitogénom o,

Proteinkinazu aktivovanu p38 mitogénom (p38) v kardiomyocytoch fosforyluje Gi a nasledne
PI3K atym sa proteinova draha aktivuje (Xiao, 2001). p38 je aktivovana fosforyldciou na
treonine (Thr180) a tyrozine (Tyr182) (Tanoue & Nishida, 2003). V srdci je draha p38 zapojena
do reguldcie hypertrofie myocytov, zapalu, energetického metabolizmu, kontraktility,
proliferacie a apoptdzy (Yokota & Wang, 2016). Existuji 2 podtypy, p38a a p38, ktoré maju
pri apoptoze opacnu ulohu. Zatial’ ¢o p38a ma pro-apoptotickt tllohu prostrednictvom aktivacie
p53, p38B ma anti-apoptotickl llohu prostrednictvom inhibicie tvorby ROS (Kim et al., 2006).
Inhibicia izoformy a, ale nie  viedla k zvySeniu Zivotaschopnosti a ochrany buniek (Saurin et
al., 2000). V reakcii na stres p38 aktivuje prostrednictvom malého GTP fosforyladciu malych
proteinov tepelného Soku (Hsp 25/27) (Rouse et al., 1994). Nadmerna expresia Hsp 27 v
kardiomyocytoch dospelych potkanov preukdzala ochranu buniek pred ischemickym
poskodenim. Fosforylacia Hsp27 zvySuje odolnost’ bunky proti tepelnému a oxidaénému stresu

(Lavoie et al., 1995).

Cytozolicka fosfolipaza A2a

Cytozolicka fosfolipaza A2 (cPLA2a) je aktivovana submikromolarnou koncentraciou Ca’** a
plne je aktivovana fosforyladciou pomocou MAPK kinaz, najmd ERK1/2 a p38 (fosforylacia na
Ser505) a tym sa translokuje z cytozolu do intraceluldrnych membréan. Nasledne rozoznava sn-

2 acylovu vézbu fosfolipidov a ti hydrolyzuje za vzniku kyseliny arachidonovej (AA), ktora
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funguje ako dodlezita signalna molekula alebo moze byt metabolizovana na rdzne bioaktivne
eikosanoidy (Burke & Dennis, 2009). AA uvol'nena pomocou cPLA2a moze sluzit’ ako substrat
pre cyklooxygenazy 1 a 2 (COX-1 a COX-2) a ich drahy, ktoré vedu k tvorbe prostaglandinu
E2. Lipoxygenaza premiena AA na leukotriény a hydroxyeikosatriénové kyseliny. AA sa tiez
metabolizuje na epoxyeikosatriénové kyseliny (Jenkins et al., 2009). cPLA2a znizuje 2-AR-
AC-PKA vyvolani Ca*" signalizdciu v potkanich kardiomyocytoch, prostrednictvom
obmedzenia fosforylacie endotelovej syntdzy oxidu dusnatého a fosfolambanu (Ait-Mamar et
al., 2005). Zvysena aktivacia cPLA2a za stresovych podmienok suvisi so znizenim B1-AR a
odpojenim B2-AR od Gs-AC a zvysenou védzbou B2-AR na Gi protein a aktivaciou drahy
fosfolipaza C (PLC)-cPLA20-COX-2 (Kozlovski et al., 2015; Pavoine et al., 2003).

V zlyhévajucom srdci sa meni pomer B1-AR:B2-AR z 80:20 na 60:40 (Bristow et al., 1986,
1993). Srdce prepne do ochranné¢ho rezimu znizenim kardiotoxickej signalizacie B1-AR a
zvySenim kardioprotektivnej signalizacie f2-AR. Aktivacia signalizacie f2-AR-Gi chrani srdce
pred Skodlivymi G¢inkami nadmernej stimuldcie drahy B1-AR-Gs. Ddlezité je, Ze zosilnena
signalizacia B2-AR-Gi krizovo inhibuje signalizaciu cAMP-PKA sprostredkovani f1-AR
a zéroven aj vlastnu signalizaciu f2-AR-Gs. To prispieva v zlyhdvajucom srdci k dysfunkecii
oboch B1-AR aj B2-AR (Brodde et al., 1992; Woo et al., 2015). Aktivécia drahy f2-AR-Gi bola
viackrat preukdzand ako kardioprotektivna, aktivuje anti-apoptotické drdhy a chrani
mitochondrie inhibiciou otvarania mPTP poru (pre prehl'ad Chesley et al., 2000; Lohse et al.,
2003). Okrem toho je prepnutie B2-AR na Gi signalizdciu klIa€ovym ochrannym

mechanizmom, ktory je zdkladom pre stabilizaciu vyvolant I/R poSkodenim (Tong et al., 2005).

2.3.3 Beta 3 adrenergny receptor
Adrenergny receptor $3-AR sa sklada z 388 aminokyselin a je kodovany génom Adrb3. Adrb3
sa nachadza na chromozome 8p11—8p12 a obsahuje 2 — 3 introny. Pritomnost’ intrénov vedie
k predpokladu, Ze po transkripcii mRNA moze prebiehat’ alternativny splicing, ktory produkuje
dve odlisné B3-AR varianty. Vd'aka tomu je B3-AR odolnejsi voci desenzitizacii/downregulécii
vyvolanej agonistami. Tieto divergencie sekvencii tiez podporuju diferencialnu intracelularnu
signaliziciu (vratane vizby G proteinu) B3-AR (Evans et al., 1999).

B3-AR je v najvdcse] miere exprimovany v hnedom aj bielom tukovom tkanive, kde
zvysuje lipolyzu a reguluje termogenézu (Krief et al., 1993). V adipocytoch reguluje expresiu

UCP v mitochondriach a tak zvySuje jeho termogénnu funkciu (Ricquier, 2011).
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Beta3 adrenergny receptor v srdci

V srdei sa B3-AR exprimuji len minimalne, tvoria 3% z celkového mnozstva B-ARs. Tato
,minoritnd* izoforma v srdci nepodlieha desenzitizacii a v dbsledku toho, v T'udskom
zlyhavajucom myokarde zostavaju hladiny tohto receptora nezmenené alebo dokonca zvysené.
Avsak tlohe B3-AR sa nevenovalo vo vyskume tol'ko pozornosti ako majoritnym B1- a f2-AR
formam. Dolezity pri skimani f3-AR je aj experimentalny model pouzity v §tadiach. Je zname,
ze u mys$i gén kodujuci B3-AR podlieha alternativnemu zostrihu a tvori f3a-AR a f3b-AR
(Evans et al., 1999; Hutchinson et al., 2002). Izoforma B3bAR je spriahnutad s Gos a aj Gai
proteinmi, pri¢om izoforma [3a-AR je spriahnuta vylu¢ne s Gs (Sato et al., 2005). Naopak u
P'udi v myokarde st f3-AR spojené so stimulacnym aj inhibicnym G proteinom, hlavne vsak s
Gi proteinom (Gauthier et al., 1996). B3-AR a jeho signalne drahy st povazované za modulatory
srdcovej funkcie. Na rozdiel od Pl- a B2-AR su B3-AR stimulované pri vysokych
koncentraciach katecholaminu a vyvolavaji negativne inotropné ucinky, ktoré slizia ako
,brzda“ na ochranu srdca pred nadmernou stimuléciou katecholaminmi (Niu et al., 2013).

V srdci B3-AR posobi na inhibi¢ny G-protein, ktory aktivuje syntdzu oxidu dusnatého
(NOS) a jej dve izoformy endotelova NOS (eNOS, hojne exprimovana v 'udskych srdcovych
myocytoch) a neuronalnu NOS (nNOS) (pre prehl'ad Schena & Caplan, 2019). NOS stimuluje
tvorbu oxidu dusnatého (NO). NO aktivuje fosfodiesterazu 2, ktora rozklada cAMP a pdsobi
tak negativne na srdcovi kontrakciu. NO aktivuje svoju cielovi molekulu, rozpustnu
guanylylcyklazu. Aktivovana forma rozpustnej guanylylcyklazy premieiia guanozin trifosfat na
cyklicky 3,5,guanozin monofosfat (cGMP), ktory je sekundarny posol natriuretickych peptidov
a oxidu dusnatého. cGMP aktivuje proteinkindzu G (PKG), ktord pravdepodobne brzdi
hypertrofiu a podporuje preZivanie kardiomyocytov. PKG downstream prostrednictvom f3-AR
moze zvySovat relaxaciu myocytov apdsobit negativne inotropne, pravdepodobne
prostrednictvom fosforylacie troponinu I a vapnikového kanalu L typu, graficky zndzornené na
obrazku 5 (Balligand, 2016; Takimoto, 2012). PKG dependentnd fosforylacia PLB moze
aktivovat’ srdcovi SERCA, ¢im redukuje oscildciu Ca** pocas reoxygenacie a moze chranit
bunku pred pretazenim vapnikom a pdsobi antiarytmiticky (Abdallah et al., 2005).

V zlyhavajicom myokarde su B3-AR schopné inhibovat’ aktivaciou Na'K"™ ATPazy
skodliva akumulaciu Na® v srdcovych myocytoch, ¢im blokuji tvorbu cAMP a nasledne
znizuju aktivaciu cAMP dependentnych signalnych drdh. Pésobenim agonistov B3-AR sa
zvysuje aktivita Na"'K" ATPazy (Mongillo et al., 2006). Aktivacia NOS a nasledna tvorba NO
v zlyhavajicom srdci predstavujii hlavny mechanizmus zodpovedny za kardioprotekciu

vyvolanu B3-AR. Pri vyskume ischemicko/reperfuzneho poSkodenia podavanie selektivneho
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B3-AR agonistu BRL 37344 pozitivne ovplyvnilo velkost’ infarktu (akttne) a funkciu lavej
komory (chronicky). Takisto dokazali, ze za pouzitia izolovanych kardiomyocytov vystavenych
hypoxii/reoxygenacii je selektivna stimulacia B3-AR spojend so zvySenim fosforylacie Akt a
tvorbou NO. To v kardiomyocytoch spomalilo otvorenie mPTP a tym zlepsila Zivotaschopnost’
buniek. Aktivacia B3-AR v srdci je kardioprotektivna prostrednictvom inhibicie mPTP a
signalnej drahy PKB/Akt-NOS-NO-cGMP-PKG (Garcia-Prieto et al., 2014). Dalsia $tidia
ukdzala, Ze selektivna stimulacia f3-AR pomocou BRL37344 zabraniuje srdcovej dysfunkcii,
vyznamne zoslabuje apoptotické uCinky a inhibuje fibrozu aktivaciou eNOS a nNOS, co

zlepsuje funkciu srdca po infarkte myokardu (Niu et al., 2013).
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naviazané na stimulacné G proteiny
(Gs) aj na inhibicné G proteiny (Gi).
Aktivacia signdlnej drahy Gi je
schopna stimulovat tvorbu cGMP a
aktivuje  PKG. PKA moze tiez
aktivovat’ proteinkindzu B (Akt) s
naslednou aktivdaciou endotelovej
NO syntazy (eNOS). Aktivacia
eNOS zvysuje tvorbu NO, ktord
naopak aktivuje rozpustnii
guanylatcyklazu za vzniku aktivdcie
¢GMP a PKG. Okrem toho moze
cGMP stimulovat fosfodiesterazu 2
(PDE?2) znizovanim hladin cAMP a
aktivaciou PKA. p3-AR-Gi signalna
drdha aktivuje NOS a jej izoformy
eNOS a nNOS umiestneného na
sarkoplazmatickom retikulu (SR)
(Cannavo & Koch, 2017).

2.3.4 Desenzitizacia beta adrenergnych receptorov

Dlhodobé posobenie katecholaminov je pre bunky srdca toxické a vedie k remodelacii,
hypertrofii, nekréze ¢i apoptodze. K udrzaniu homeostazy disponuje organizmus ochrannymi
mechanizmami, ktoré zabraiuju Skodlivym u¢inkom chronickej stimuldcie (Thomas
Eschenhagen, 2008). Toto pdsobenie vedie najskor k desenzitizacii, teda znizenej schopnosti
receptorov reagovat’ na nadmerna stimulaciu agonistom (Ferguson, 2001). Nasledne, pokial
stimuldcia stale pretrvava méze dochadzat’ k zmenam v signaliza¢nych drahach, ktoré vedu k
fyziologickej adaptacii. Pokial je stimulus neprimerany (dobou trvania, intenzitou) a adaptacia

na dané podmienky nie je postacujuca, méze dochadzat’ k patologickym zmenam, ktoré su
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asociované s rozvojom fibrozy, s hypertrofiou, apoptézou a zmenou konktraktilnych funkcii,
¢o mdze viest’ az k srdcovému zlyhaniu (Singh et al., 2001).

Jednym z mechanizmov desenzitizacie je zniZzovanie poctu receptorov (trva niekol’ko
hodin). V dosledku poklesu syntézy receptorov na urovni mRNA a sucasnej degradacie,
nastane celkovd down-regulacia. Pre obnovu schopnosti odpovede receptorov je nutna
kompletna transkripcia (Kobilka, 1991). Prenos signalu mdze byt tiez ukonceny nasledkom
odpriahnutia receptorov od signal-prenasajucich G-proteinov cez rychly (sekundy az minuty)
proces, ktory vyzaduje fosforylaciu receptorov proteinkindzami (Pitcher et al., 1998). Vizba
katecholaminov na B-ARs vedie k zmenam konformacie, kedy sa -ARs dostant z bazalneho
neaktivneho stavu do vysokoafinitného aktivneho stavu (Goral et al., 2011). Asocidcia
indukovaného receptoru s Gs proteinom vyusti k stimulacii AC, ktora katalyzuje tvorbu cAMP.
Kratko po aktivacii sa vSak hladina cAMP zniZuje, dokonca méze dojst’ k oddeleniu B-ARs od
AC a tym k strate samotnych B-ARs (Davies & Lefkowitz, 1983). V desenzitizacii hraji hlavnt
rolu kinazy: PKA a kindza s G-proteinmi spriahnutych receptorov/kindza B-adrenergného
receptoru (GRK/B-ARK) (Benovic et al., 1986), ktoré¢ fosforyluju B-ARs. PKA a GRK mézu v
zavislosti na koncentracie agonistu vyvolat' odliSné desenzitizacné procesy. GRK, ktora je
cAMP nezavislé kinaza, prispieva k homolognej desenzitizacii (Gurevich & Gurevich, 2019).
Zatial’ ¢o PKA, cAMP zavisla kindza u¢inkuje pocas heterolégnej desenzitizacie. Fosforylacia
viazobného miesta pre agonistu sprostredkovand GRK zvySuje afinitu receptorov
k cytozolickému proteinu B-arrestinu, ktory sa viaze na receptor a tym brani jeho spriahnutiu
s G-proteinmi (Ferguson, 2001). B-arrestin sa viaze k fosforylovanému receptoru, na ktorého je
viazany ligand (Krasel et al., 2005). Kyslé vnutro internalizovanych vackov je bohaté na
fosfatazy, ktoré defosforyluju B-ARs a recykluju ich spat’ na membranu. Takto sa obnovi
uml¢and odpoved’, ktord je definovana ako resenzitizacia (Wachsman et al., 1997). V cicavéich
bunkach prebieha homologna a heterologna desenzitizacia nezavisle (Lohsez et al., 1990).
Receptor je fosforylovany kinazami PKA a GRK v zavislosti od koncentracie ligandu, ¢o
demonstruje aj pokus s izoprenalinom (ISO) na mySich srdcovych bunkach. PKA fosforyluje
B2-AR jednak pri nizkej, tak aj pri vysokej koncentracii ISO a vyvold heterolégnu
desenzitizaciu pri vysokej koncentracii ISO. PKA vyZaduje aj pritomnost” GRK, oproti tomu

GRK moéze fungovat’ aj sama (Liu et al., 2009).
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2.4 Tyroidné hormény

Funkecia tyroidného systému je nevyhnutna pre spravny neonatalny vyvin a k spravnej regulacii
metabolizmu. K tvorbe tyrotropin-uvoliiujiceho hormoénu dochédza v hypotalame. Nasledne je
sekretovany do prednej ¢asti hypotfyzy, adenohypofyzy a tam dochadza k tvorbe tyrotropinu.
Ten posobi na §titnu Z'azu a dochadza k tvorbe trijodtyroninu a tyroxinu (pre prehl’ad Jabbar et
al., 2017). Konverzia T4 na T3 vyzaduje odstranenie 1 atdbmu jodu z vonkajSieho kruhu T4 a to
je sprostredkované deiodinazami typu I a I (DIO1 a DIO2) (Gereben et al., 2008). DIO1 ma
ovela niz$iu afinitu k T4 ako DIO2 a primdrne sa exprimuje v peceni a oblickach. DIO2 je
exprimovany vo vicsej miere a jeho aktivita je zdrojom plazmatického T3 (Escobar-Morreale
et al., 1999). Vnutorna kruhova deiodinicia je katalyzovand deiodindzou typu II (DIO3),
premenou T3 na neaktivny metabolit 3,3'-dijodtyronin a s nizSou afinitou T4 na neaktivny
metabolit 3,3 ', 5'-trijodtyronin alebo reverzny T3 a tym deaktivuje ¢innost’ hormoénov Stitnej
zl'azy. DIO3 je exprimovany v placente a vo vicsine fetalnych tkaniv (Huang, 2005). Kratko
po narodeni klesa expresia DIO3 na nizku alebo nedetekovatel'na hladinu vo vécsine tkaniv,
vratane srdca. U zdravého dospelého Cloveka je primdrne exprimovana v pokozke a mozgu
(Luongo et al., 2019).

V krvi st tyroidné hormoény (THs) transportované prevazne vo védzbe na plazmaticka
bielkovinu a pdsobia cez jadrové tyroidné receptory (THRs), ktoré pozndme v dvoch hlavnych
izoformach o a B. Tyroidny receptor a (THRa), ktory sa vyskytuje v podtypoch THRal,
THRo2, THRAal a THRA02. THRa2, THRAal a THRAa2 nie su schopné viazat T3 a
THRAal a THRAa2 pravdepodobne zniZuju transkripéna ¢innost’” THRal (Chassande et al.,
1997). Tyroidny receptor B (THRp), ktory ma podtypy THRB1, THRB2 a menej zndme THR[33
a THRAB3. THRA3, ktora nema DNA vézobnu doménu a funguje ako negativny antagonista,
moze teda naviazat’ T3, ale sam nie je transkripéne aktivny (Williams, 2000). THRa a THRJ
su si Strukturdlne podobné, Co naznacuje, Ze mézu mat’ podobné funkcie. AvSak klinicky obraz
pacientov s mutaciami v THRa je vyrazne odlisny od pacientov s mutdciami v THRp. To teda
naznacuje, ze izoformy THRs maju odlisné a/alebo komplementdrne fyziologické ulohy
(Bochukova et al., 2012). Pacienti s mutdciami v THRa s v praxi len mélo opisovanymi
pripadmi. Maju nizky vzrast, THRa je dolezity pre spravny rozvoj kosti. Pacienti maji vazne
traviace problémy, nizsie IQ, spomalené reflexy, spomalent srdcovu frekvenciu a zvySenu
hladinu cholesterolu (Safer et al., 1999; van Mullem et al., 2012). Mutacie THRp sa prejavuja
zvySenou koncentraciou horménov §titnej Zl'azy v krvi a ciel'ové tkaniva majl znizenu citlivost’

kich prijmu (Ono et al., 1991). Klinicky sa mutacie THRP prejavuji zvacSenim strumy,
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zvySenym krvnym tlakom a zrychlenim srdcovej frekvencie, d’alej poskodenim farebného
videnia a sluchu. Byva poskodena aj os medzi hypotalamom, hypofyzou a §titnou zl'azou a to
najma ich spitna reguldcia, ¢o sa prejavuje vyssSie spominanou zvysenou koncentraciou THs

(Takeda et al., 1992).

Tyroidné hormony v srdci

Tyroidny systém priamo ovplyviiuje srdcovu ¢innost’ viazbou na nuklearne T3 receptory, ¢im
ovplyviuje expresiu srdcového génu. T3 mdze ovplyviovat citlivost’ sympatického systému a
to vedie k hemodynamickym zmendm na periférii, ktoré maji za nasledok modifikaciu srdcovej
kontrakcie (Dillmann, 1990; Ladenson, 1996). Na rozdiel od I'udi (Salvatore et al., 1996),
hlodavce neexprimuju DIO2 a v kardiomocytoch tak nedochadza k premene T4 na T3 (Croteau
et al., 1996; Everts et al., 1996). V srdci potkana je az 40% T3 viazané na receptor THRal,
40% na THRP1 a zvysnych 20% je viazanych na receptor THRB2 (Wiersinga, 2010). Odchylky
od normalneho stavu (eutyredza), oznacujeme ako hypertyre6za (nadbytok) a hypotyredza
(nedostatok) moézu viest’” k rozvoju srdcovo-cievnych ochoreni a az k srdcovému zlyhaniu
(Gerdes & lervasi, 2010).

T3 wvyrazne skracuje diastolicku relaxaciu, srdce relaxuje rychlejSie (pozitivna
lusitropia), zatial’ o diastola je pri hypotyroidnych stavoch predizena (Mintz et al., 1991). THs
maju dalej pozitivny chronotropny a bathmotropny efekt (zvySuji srdcovu frekvenciu a
drazdivost)) (Biondi et al., 2002). Gén kodujuci SERCA?2 je vyrazne citlivy na T3 (Hartong et
al., 1994). Na kultivovanych srdcovych myocytoch bolo dokazané zvySenie transkripcie Serca?
indukované T3 (Rohrer et al., 1991). mRNA kodujtica ryanodinovy receptor v srdci je tiez
vyrazne regulovand THs (Arai et al., 1991). ZvySeny pocet ryanodinovych receptorov vedie k
zvySeniu uvoliiovania vapnika zo sarkoplazmatického retikula pocas systoly a pravdepodobne
z vel'kej Casti zodpoveda za zvySenu systolickt kontraktilna aktivitu hypertyroidného srdca. Na
transkripénej aj post-transkripénej urovni su cez THs regulované aj Na'K" ATPaza,
sodno — vapnikovy vymennik a napétovo riadené draslikové kanaly (Gick et al., 1990; Ojamaa
et al., 1999).

Hypertyre6za zvysSuje celkovu syntézu bielkovin v kardiomyocytoch, ¢o vedie k
zvysSeniu hmotnosti srdca a k miernemu stupniu srdcovej hypertrofie, ¢o prispieva k zvySeniu
kontraktilného stavu (Klein & Hong, 1986). Dalej je pri hypertyredze pozorovany zvyseny
vyskyt atridlnych fibrildcii a zvySuje sa srdcova frekvencia (Fazio et al., 2004). Nedostatok THs
sa moze prejavit zvySenim cholesterolu v krvi, tym aj rozvojom arterosklerozy a fibrézou

myokardu (Gerdes & lervasi, 2010). Hypotyredza spomal’uje srdcovu frekvenciu a relaxaciu,
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zvysuje krvny tlak a predlzuje sa interval medzi Q a T vlnou a modifikdciou T viny (Fazio et
al., 2004).

U pacientov s akitnym infarktom myokardu klesaju koncentracie T3 v sére asi 0 20%
(Franklyn et al., 1984). Pacienti so srdcovym zlyhanim maju v sére tiez nizke koncentracie T3,
pokles je umerny stupniu srdcového zlyhania. Na zvieracom modeli srdcového zlyhania bola
vyrazne pozorovana zvysena srdcova DIO3, ktora degraduje T3 na T2 (Wassen et al., 2002).
Nie je zndme, ¢i zmeny metabolizmu THs prispievaju k zhorSeniu kardiovaskularnych funkcii
u pacientov so srdcovym zlyhanim. Aplikacia T3 pacientom po infarkte myokardu po dobu
troch dni mala za nésledok anti-apoptoticky ucinok, ktory prostrednictvom signalizacie Akt
znizoval apoptézu myocytov v area at risk (Lymvaios et al., 2011). Ina $tadia uvaddza podobné
vysledky, kde sledovali u pacientov aj znizent aktivaciu p38 kinazy (Pantos et al., 2009).
Kardioprotektivny uc¢inok THs je spojeny s aktivaciou pro-survival drah, zahffiajuce signalne
kaskady PI3K-Akt-PKC, expresie, fosforylacie a translokacie proteinov Hsp70 a Hsp27 a
potlacenie signalizacie p38 (Pingitore et al., 2016).

Tyroidné hormony a beta adrenergné receptory

Hormoény Stitnej zlazy maji v srdci kardiostimulacné ucinky, ktoré su podobné ako
katecholaminmi sprostredkovanej sympatickej stimuladcie [-adrenergnych receptorov
(Bilezikian & Loeb, 1983; Handberg, 1984). Uginna lie¢ba hypertyredzy zahffia pouZitie
farmakologickej blokady B-ARs, ¢o naznacuje, Ze B-ARs hraji dolezitd Glohu v patogenéze
hypertyredzy (Utiger, 1984).

T3 zvySuju citlivost myokardu k adrenergnému systému zvySovanim poctu
adrenergnych receptorov (von Hafe et al., 2019). T3 pdsobi rozdielne na indukciu mRNA Adrb1
a Adrb2 v potkanich myocytoch. T3 sposobuje Stvornasobnu indukciu Adrbl mRNA, ale pri
Adrb2 mRNA nebola pozorovana Ziadna vyznamné zmena (Bahouth, 1991). Po zvySeni Adrb1
mRNA dochadza k 3-ndsobnému zvySeniu hustoty srdcovych B1-AR, ktoré pretrvava 48 hodin
(Bahouth et al., 1997). Naproti tomu sa f2-AR po podani T3 vyznamne nezvysia. To naznacuje,
ze v srdcovom tkanive je Adrb! citlivy na T3, zatial’ ¢o Adrb2 je ovplyvneny len minimalne.
Hypotyreo6za je spojena so zniZzenou a hypertyredza so zvySenou hustotou B-ARs v predsieniach.
Up-reguldcia B-ARs je pravdepodobne zaloZzena na zvySenej transkripcii prislusného génu,
ktorého transkripcia je pod regulaciou THs (Fox et al., 1985).

Liecba hypotyroidnych potkanov hormoénmi Stitnej Zlazy viedla k 3-ndsobnému
zvyseniu hladin Gas v predsieniach a bol pozorovany iba mierny narast Gai proteinu (Bahouth,

1991). V komorovom myokarde bol posun od hypotyreézy k hypertyre6ze spojeny so
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znizenymi hladinami proteinu Gai a bez zmeny hladin Gas. Tieto vysledky vSeobecne ukazuju,
ze hoci hormoény Stitnej zlazy moduluju expresiu jednotlivych G-proteinov odlisne v
predsietiach a komorach, zvyseny pomer Gas/Gai je beznou reakciou na THs v predsieniach aj
komorach (Levine et al., 1990).

Ked’ boli potkany s hypotyredzou vystavené chladu, mali signifikantne zvySenu aktivitu
dopamin-B-hydroxylazy, ktora sa podiel’a na syntéze katecholaminov. Autori dospeli k zaveru,
ze nedostatocnd aktivita Stitnej zl'azy pocas vystavenia chladu vedie ku kompenzaénému
zvy$eniu syntézy katecholaminov nadoblickami. Dalej hypotyredza vedie k 3-nasobnému
znizeniu hustoty B-ARs v BAT s nezmenenou afinitou receptorov pre ligand. Dva dni po
injekcii T3 hypotyroidnym potkanom sa v BAT obnovila hustota 3-ARs (Rubio et al., 1995).
Podobne ako je uvedené vyssie v myokarde, u potkanov s hypotyre6zou klesa hustota f1-AR v
hnedom tuku, zatial' ¢o hustota B2-AR zostiva na Urovni typickej pre eutyroidné zvieratd
(Rubio, Raasmaja, & Silva, 1995). Hypotyredza viedla dalej k znizeniu schopnosti
noradrenalinu a agonistov B3-AR indukovat’ syntézu cAMP v BAT. To naznacuje, Ze
nedostatok hormodnov §titnej zl'azy nielenze narti$a expresiu B1-AR, ale tiez spdsobuje pokles

aktivity AC v BAT (Rubio, Raasmaja, & Silva, 1995).

2.4.1 Tyroidné hormoény a chladova adaptacia
Tyroidné hormoény modulujli termogenézu priamo zmenou funkcnosti a rychlosti transkripcie
UCPI1. Tyroidné hormoény a sympaticky adrenergny systém reguluji mnohé fyziologické
procesy, ktoré su potrebné pre normalnu termogenézu a chladovt adaptéciu. Interakcie medzi
THs a sympatickym nervovym systémom prebiehaji prostrednictvom al-AR a B3-AR (Silva,
1995). Aktivacia netrasovej termogenézy cez adrenergnu stimulaciu zahfiia aj aktivaciu DIO2,
¢im sa zvySuju koncentracie T3 v BAT (Silva & Larsen, 1983). T3 v BAT fucinkuje
prostrednictvom receptora THRa na zvySenie signalizacie cez cAMP v reakcii na adrenergnu
stimuldciu. T3 je tiez dolezity aj pre expresiu UCP1 prostrednictvom vadzby na receptor THRp.
Obidve funkcie T3 v BAT st nevyhnutné pre nastup netrasovej termogenézy (Ribeiro et al.,
2001). THRP sprostredkovava stimulaciu UCP1 v BAT, napoméha aktivicii adrenergnej
signalizacie a tym sa zvySuje hladina DIO3 (de Mena et al., 2010). Hypertyroidné mysi sa
vyznacovali zvac¢Senim BAT, zvySenou oxidaciou mastnych kyselin a zosilnenou metabolickou
aktivitou. Hypotyroidné mysi mali zvySenu génovu expresiu f3-AR v BAT a vysoké mnozstvo
noradrenalinu v krvnej plazme (Weiner et al., 2016).

Uz v roku 1950 sa preukazalo, Ze potkany bez Stitnej ZI'azy preZiju iba niekol’ko dni pri

teplote 1,5 °C, zatial’ Co eutyroidné zvierata preziji a nakoniec sa chladu prispdsobia (Sellers
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& You, 1950). U hypotyroidnych mysi sa vyvinula tazkd hypotermia pri 4 °C pocas 8 hodin,
zatial' o eutyroidné zvieratd mali nizSi pokles teploty a vystavenie chladu znasali lepsie
(Ribeiro et al., 2001). Ukazalo sa, ze kratkodobé vystavenie chladu u kralikov zvySuje T3 v
sére, Co je podobné pozorovaniam pri hypertyredze. Kratkodobé vystavenie chladu (4 °C, 10
dni) u hypertyroidnych sposobila zvysenie aktivity SERCA2a. Zmeny funkéného stavu srdca,
spotreby kyslika a aktivity SERCA2a zistené pocas kratkodobého vystavenia kralika chladu
(4 °C) (Ketzer et al., 2009), sa nepozorovali po dlhodobej adaptacii na chlad (4 °C, 7 tyzdnov),
kde boli tiez pozorované zvysenie premeny T4 na T3 (Mustafa & Elgazzar, 2014). Nepretrzité
vystavenie chladu (4 °C, 24 h/den, 4 tyzdne) viedlo k zvySeniu hladin T3 v sére (Maslov et al.,
2016). Ina studia sledovala hladiny THs u potkanov vystavenych akttnemu chladu (4 °C, 2h),
chronickému chladu (4 °C, 10 dni) a intermitentnému chladu (4 °C, 2 h/den, 10 dni), kedy
sledovali hladiny THs priebezne kazdy den. V pociatocnych fazach sa hladiny THs zvySovali
po 4ty deni, na 10ty dent vSak zacali u skupiny vystavenej chronickému a intermitentnému
chladu klesat’. U skupiny vystavenej intermitentnému chladu bola hladina T3 niz§ia ako u
kontrolnej skupiny (Quintanar-Stephano et al., 1991).

Dochadza k sezénnemu kolisaniu hladiny tyroidnych hormoénov pocas roku. Vol'ny T4

v

v

chlad bolo u l'udi pozorované zvySenie hladin T3 a T4 v krvi (Eastman et al., 1974). Toto
zvySenie THs bolo potvrdené aj vo viacerych d’alSich §tadiach (Hackney et al., 1995; HEFCO
et al., 1975; Levine et al., 1995). U obyvatel'ov miest neboli zistené vyznamné rozdiely v
hladinach hormoénov §titnej Zl'azy a koncentraciach THs medzi letom a zimou. Ukézalo sa, Ze
dlhodobé vystavenie I'udského tela chladu v kombinécii s tazkou fyzickou namahou vedie k
zvySeniu sérovych hladin T3 pri si¢asnom zniZeni koncentracie T4 (Krylov & Tigranian,
1986). Podobne Kralova Lesna pozorovala u otuZilcov vysSie hladiny T3 v porovnani s
kontrolnou skupinou. Zistilo sa, Ze adaptéacia na chlad spdsobila zlepSenie kardiovaskularnych
rizikovych faktorov. Bolo zistené znizenie pomeru apolipoproteinu B/apolipoproteinu Al a
znizenie plazmatickej hladiny homocysteinu u otuzilcov, ¢o poukazuje na pozitivny vplyv
adaptécie na chlad (Kralova Lesna et al., 2015).

Adaptacia na chlad teda vedie k prechodnému zvySeniu hladin T3 a T4 u l'udi a aj
u zvierat. Pozorované zmeny hladin hormonov §titnej Zl'azy st s najvacSou pravdepodobnostou
spOsobené zvySenou premenou tychto hormonov. Chladova expozicia trvajica mesiac alebo
viac mdze spdsobit’ zniZzenie koncentracie celkového a voI'ného T3 v l'udskej krvi v dosledku

zvySeného klirensu tohto hormonu (pre prehl'ad Tsibulnikov et al., 2020).
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3 CIELE PRACE

1.

Stanovenie expresie a kolokalizacie B-ARs so sarkolémou a expresie G-proteinov
v myokarde potkana vystavené¢ho akutnemu chladu (8 = 1 °C) po dobu 3 dni a 10 dni
Stanovenie expresie a kolokalizacie B-ARs so sarkolémou a expresie G-proteinov
v myokarde potkana adaptovaného na chlad (8 = 1 °C, 5 tyzdiiov) a naslednej regresie
(24 £1 °C, 2 tyzdne)

Stanovenie miery zapojenia jednotlivych proteinov B2-ARs signalnej drahy v myokarde
potkana adaptovaného na chlad (8 £ 1 °C, 5 tyzdiov) a naslednej regresie (24 = 1 °C,
2 tyzdne)

Stanovenie expresie a lokalizacie THRal a THRPB1 v myokarde potkana adaptovaného

na chlad (8 £ 1 °C, 5 tyzdilov) a naslednej regresie (24 + 1 °C, 2 tyzdne)
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4 METODIKA

4.1 Experimentalny model

Experimentalne zvieratd boli dospelé (16 tyzdnov staré) samce laboratérneho potkana kmena
Wistar (Velaz s.r.o.) pre akatny pokus a 8 tyzdnov staré pre chronicky pokus. Priemerné
hmotnosti zvierat z akttnej aj chronickej adapticie su uvedené v prislusnych tabulkach.
Zvierata mali vol'ny pristup k vode a ku Standardnej laboratornej diéte rezim 12 hod. svetlo/12
hod. tma. Chované boli vo dvojiciach, aby bolo zabranené socialnemu stresu a v klietke mali
podstielku. So zvieratami sa zaobchddzalo v stlade s ,,Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals” publikovanym ,,US National Institutes of Health“ (NIH Publication, 8th
edition, revised 2011) a bola schvalena Komisiou pre etick¢é zaobchadzanie so zvieratami

Prirodovedeckej fakulty Univerzity Karlovej v Prahe a Ministerstvom Zemedélstva CR.

4.1.1 Akitny chlad

Zvieratd zaradené do pokusu akttneho chladu boli po tyzdni oddychu v teplote 24 + 1 °C
nahodne rozdelené do dvoch experimentalnych skupin a kontrolnej skupiny. Jedna skupina bola
umiestnend do chladovej komory s teplotou 8 = 1 °C po dobu 3 dni (oznacena ako 3D, n=6),
druhé skupina bola v teplote 8 £ 1 °C ponechand po dobu 10 dni (oznacend ako 10D, n=8),
poslednou bola kontrolnd skupina ponechana 10 dni v teplote 24 + 1 °C (oznacena ako C_Akut,

n=6). (Schéma 1).

[°Cl

24 Alktitna kontrolna skupina (C_Akut)
= Skupina 3 dilovej chladovej expozicie (3D)
= Skupina 10 diiovej chladovej expozicie (10D)

| | | | | N
1 3 3 7 10 deil

Schéma 1: Grafické znazornenie experimentalneho modelu akutnej chladovej expozicie. Skupiny akutnej chladovej expozicie
v 8+ 1 °C podobu 3 dni (3D) av8+1°C 10dni(10D) a kontrolnej skupiny v 24 £ 1 °C po dobu 10 dni (Cont_Akut).
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4.1.2 Chronicky chlad

Zvieratd zaradené do pokusu chronickej chladovej adaptacie boli rozdelené¢ do dvoch
experimentalnych skupin a do kontrolnej skupiny. Skupina adaptovana na chronicky chlad
(oznacena ako CA), spolu s regresnou skupinou (oznacenou ako CAR) boli pocas prvého
tyzdna postupne adaptované v chladovej komore pri teplote 8 + 1 °C 8 hodin za den. Po prvom
tyzdni boli ponechané pri teplote 8 + 1 °C d’alSie 4 tyzdne kontinualne (CA, n=8). Regresna
skupina bola nésledne po 5 tyzdnovej adaptacii na chlad ponechana pri teplote 24 + 1 °C zvysné
2 tyzdne (CAR, n=8). Kontrolna skupina bola pri teplote 24 + 1 °C 7 tyzdiiov (Cont, n=8).

[°C]

24— \ —_— - = Kontrolna skupina (Cont)
= Chronicky chladovo adaptovana skupina (CA)
Regresna skupina (CAR)

T I T I SV
1 3 5 7 tyzden

Schéma 2: Grafické zndazornenie experimentalneho modelu chronickej chladovej adaptdcie. Skupiny chronickej chladovej
adaptacie v 8 + 1 °C po dobu 5 tyzdiiov (CA, regresnej skupiny v 8 £ 1 °C 5 tyzdrov a nasledne v 24 + 1 °C dalsie 2 tyzdne
(CAR) a kontrolnej skupiny v 24 + 1 °C po dobu 7 tyzdiiov (Cont).

4.2 Proteinova analyza

4.2.1 Odber tkaniva

Zvieratd boli uvedené do hlbokej anestézy thiopentalom (60 mg/kg, 1.p.), nasledne im boli
odobrané srdcia, ktoré boli premyté vo vychladenom fyziologickom roztoku a boli rozdelené
na l'ava komoru, pravi komoru a septum. Potom boli vhodené do tekutého dusika, ¢im sa
zabezpecilo ich rychle zamrazenie a zabrdnilo ndslednym zmendm v tkanive. VSetky Casti srdca
boli odvéazené pomocou analytickych vah auskladnené v tekutom dusiku az do doby

spracovania tkaniva.

50



4.2.2 Spracovanie tkaniva (priprava hrubej membranove;j frakcie)

Boli pripravené dva druhy pufrov: TMES a TME. TMES roztok: 10(-3) M (20 mM TRIS,
3mM MgCh, 1 mM EDTA, 250 mM sucrose; pH 7.4) spolu s protedzami a inhibitormi
fosfataz (cOMPLETE and PhosSTOP, Sigma-Aldrich). TME roztok je rovnaky ako vysSie
uvedeny TMES, bez pridania sacharozy. Lavé komory stdc boli za sterilnych podmienok a pri
zachovani nizkej teploty zhomogenizované. Srdcia boli vybrané z tekutého dusika a prenesené
do pripravenych vychladenych trecich misiek, kde boli pomocou ti¢iku rozdrvené na jemny
prasok. PraSok bol nasledne preneseny do vychladenych skimaviek s % predpokladaného
objemu TMES pufru. Skimavky s napipetovanym pufrom boli vopred zvazené na analytickych
vahach, po pridani opakovane a na zdklade presnej hmotnosti tkaniva bol doplneny finalny
objem v pomere 1:5 (tkanivo (mg):TMES (ul)). Vzorky boli na l'ade homogenizované
v homogenizatore (teflon, sklo) 1 minutu. Po zhomogenizovani boli stocené v centrifuge
(Hettich, Universal 32R) na 2100 RPM (390 x g) po dobu 10 min. a pri teplote 4 °C. Po stoCeni
bol odobraty supernatant I do vopred vychladenych ¢istych skimaviek. Pelet bol opédtovne
homogenizovany v rovnakom objeme TMES v sklenenom homogenizatore na I'ade po dobu 1
minuty. Po centrifugacii bol supernatant II spojeny s uz odobranym supernatantom I. Nasledne
boli oba supernatanty prenesené do Specidlnych centrifuga¢nych skimaviek a boli presne
odvazené (na mg) a centrifugované v ultracentrifige (Beckman, rotor Ti50.2) na 23 500 RPM
(68 000x g) po dobu 30 minut pri teplote 4 °C. Vzniknuty supernatant bol odobrany, pelet bol
resuspendovany v TME roztoku v pomere 1:1,5 (pelet (pocitané ako mg pdvodného
tkaniva):TME (ul)) anésledne im bolo zmerané mnozstvo proteinov. Vo vzorkach bola
stanovena koncentracia proteinov podl'a Bradfordovej s vyuzitim komeréného setu (BioRad).
Na zostrojenie kalibracnej krivky bol pouZity hovidzi sérovy albumin v koncentraciach 25, 50,
100, 200, 400, 800 a 1000 ng/ul, ako blank bola pouzita redestilovana voda. Vzorka bola
rozriedena v redestilovanej vode v pomere 1:25 (vzorka (ul):redestilovand voda (ul)). 10 ul
takto rozriedenej vzorky bolo napipetované do 96 jamkovej dosticky vzdy v tripletoch. Ku
vzorkdm bolo pridanych 250 pl Bradfordovho ¢inidla, prebehla inkubacia a bola merand
absorbancia na pristroji Varioscan (Thermo Scientific). Koncentracia proteinov bola od¢itana
z kalibracnej krivky. Nasledne boli pripravené aliquoty vzoriek rozdelené do mikroskiimaviek

a uskladnené v -80 °C.
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4.2.3 SDS-PAGE a Western blot analyza

Elektroforéza

Ku kazdej vzorke bolo pridané SLB, DTT a TME v pozadovanej koncentracii s ohl'adom na
koncentraciu proteinov. Na elektroforézu bol pripraveny 12% polyakrylamidovy deliaci gél a
5% zaostrovaci gél (Priloha 1). Medzitym boli vzorky umiestnené na 5 min do termostatu pri
teplote 100 °C, ¢im doslo k denaturacii proteinov. Gély boli zostavené do prisluSnej aparatiry
a zaliate vnutornym elektrodovym roztokom (Priloha 2). Do kazdého gélu bol naneseny
Standard Precision plus protein standard (BioRad) na sledovanie prislusnej molekulovej
hmotnosti proteinu. Do zvysSnych jamiek boli napipetované vsetky vzorky v koncentracii
(20ug — 40ug proteinu na jamku). Po naneseni vzoriek bola zostavena zvy$na aparatura, zaliata
elektrédovym roztokom a spustena elektroforéza. Program zacinal na konstantnom napiti 100V
a po prechode cela elektroforézy do zaostrovacieho gélu bolo zvySené napitie na konstantnych
150V. Pred koncom elektroforézy bolo napiti zvySené na 200V, kvdli lepSiemu zaostreniu

proteinov. Elektroforéza trvala 60 — 90 min podl'a velkosti sledovanych proteinov.

Western blot

Pred koncom elektroforezy boli pripravené nitrocelulozové membrany (0,2 mm, Bio-Rad)
a aktivované v TOWBIN roztoku (Priloha 3). Po dokonceni elektroforézy k nim boli pridané
gély. Nasledne bola zostavena aparatira na Wet blot (BioRad), s dorazom na odstranenie
vSetkych bublin medzi membranou a gélom. Western blot prebiehal v chladni¢ke s dodatoénym

chladenim, pri konstantnom napiti 100V po dobu 60 — 90 min.

Imunodetekcia

Po skonceni blotovania boli membrany premyté v TTBS roztoku (Priloha 4). Nasledne boli
membrany zablokované pomocou 5% suSeného mlieka rozpusteného v TTBS po dobu 1
hodiny. Tym sa zabranilo neSpecifickému naviazaniu primarnej protilatky. Po blokacii boli
membrany premyté 3 x 5 min v TTBS a nésledne boli znacené primarnou protilatkou proti
prislusnému proteinu, riedenie primarnej a sekundarnej protilatky je uvedené v tabulke 2.

Primérna protilatka bola znacena cez noc v chladnicke pri 4 °C za staleho kolisania.
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Primarna protilatka Riedenie Sekundarna protilatka (2°AB) Riedenie (2°AB)
B1-ARs (bs-0498R); Bioss 1:1000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS
B2-ARs (bs-0947R); Bioss 1:1000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS
B3-ARs (bs-1063R); Bioss 1:1000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS

Gas; pripravena podl'a ] . . o . )
(Thnatovych et al., 2001) 1:3000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS

Gial/2; (Ihnatovych et al., 2001) 1:3000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS

Gia3; (Thnatovych et al., 2001) 1:2000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS
ERK 172 (4695S); Cell 1:2000 | anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich | 1:5000 v TTBS
Signaling
pERK 1/2 (Thr202/Tyr204) ) . . Qo . )
4377S; Cell Signaling 1:2000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS
PKCa (P4334); Sigma-Aldrich 1:1000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS
pPKCa (Ser657) sc377565; ) . . )
Santa Cruz Biotechnology 1:500 anti-mouse (31432); Invitrogen 1:5000 v TTBS
Akt (sc-8312); Santa Cruz 1:2000 | anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich | 1:5000 v TTBS
Biotechnology
pAKt (Ser473) 92718, Cell 1:2000 | anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich | 1:5000 v TTBS
Signaling
cPLA« (2832S); Cell Signaling 1:500 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:2500 v TTBS
p-cPLAa (Ser305) 28318; Cell | 5, anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich | 1:2500 v TTBS
Signaling
PKG-1 (32488S); Cell Signaling . . . .
1:1000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:2500 v TTBS
PKA (sc-365615); Santa Cruz . )
Biotechnology 1:500 anti-mouse (31432); Invitrogen 1:2500 v TTBS
pPKA (Thr198) sc-32968; Santa . . . .
Cruz Biotechnology 1:500 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:2500 v TTBS
p38a (sc-535); Santa Cruz . . . .
Biotechnology 1:1000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS
p-p38a (Thr 180/Tyr 182) sc-
17852-R, Santa Cruz 1:1000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS

Biotechnology
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THRal (PA1-211A); Thermo

Fisher Scientific 1:1000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS

THRB1 (PA1-213A); Thermo

Fisher Scientific 1:1000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS

GAPDH (5174S); Cell Signaling |  1:2000 anti-rabbit (A9169); Sigma-Aldrich 1:5000 v TTBS

B aktin (sc-1616); Santa Cruz 1:5000 anti-goat (sc-2033); Santa Cruz

Biotechnology Biotechnology 1:5000 v TTBS

Tabulka 2: Riedenie primarnych a sekundarnych protilatok

Po inkubécii v primarnej protilatke boli membrany opat’ premyté 3 x 5 min v TTBS. Nasledne
boli inkubované v sekundarnej protilatke 1 hod pri izbovej teplote (Tabul'ka 2). Po hodinovej
inkubacii boli membrany premyté 3x5 min v TTBS a nasledovala detekcia proteinov. Detekcia
prebiehala pomocou konjugacie sekundarnej protilatky s enzymom peroxidazy. V reakcii
dochadza k premene chemiluminiscencného substratu (Supersignal West Dura Extended
Duration Substrate, Thermo Scientific Pierce) na nestabilny produkt, ktory sa stabilizuje
vyziarenim kvanta svetla. Na membrany bolo nanesenych 400 pl chemiluminiscenéného
substratu a vyvolané pomocou programu Image-Reader LAS 4000 (Genetica, FujiFilm). Pre
kvantifikaciu dat z Image-Reader LAS 4000 bola vyuzitad densitometria a nasledne boli vSetky
data spracované v programe QuantityOne (BioRad). Ako kontrola nanasSky boli membrany
nafarbené roztokom Ponceau S. VSetky vzorky pre jednotlivé protilatky boli analyzované

niekol’kokrat a vzniknuty priemer bol vyuZity k Statistickému hodnoteniu.

4.3 Stanovenie aktivity adenylatcyklazy

Enzymaticka aktivita adenylatcyklazy bola stanovend pomocou radioaktivne znateného ATP-
[0->P]JATP. Pre ziskanie [0->’P]JcAMP bola pouzitd adsorpéna chromatografia, kde
stacionarnou pevnou fazou bol neutralny oxid hlinity. Ten adsorbuje multivalentné nukleotidy,
pri¢om monovalentné (ako cAMP) prepusta. Uginnost kolony bola zistend pomocou
[*H]cAMP, ktory bol pritomny v reakénej zmesi. Vo vietkych vzorkach bola stanovena bazalna

a forskolinom indukovana enzymova aktivita AC.

4.3.1 Odber tkaniva

Bola pripravend hrubd membréanova frakcia ako je uvedené vyssie (kapitola 4.2.2). Rozdielny
bol krok homogenizovania. Tkanivo bolo na vopred vychladenom kovovom blocku na l'ade
nozni¢kami nastrihané na jemnt hmotu. Takto pripravené tkanivo bolo homogenizované v
homogenizatore (Ultratourax) po dobu 1 minuty. Nasledne sa pokracovalo rovnako ako je

vysSie uvedené.

54



4.3.2 Aktivita adenylatcyklazy

Aktivita adenylatcyklizy bola stanovend meranim premeny [a->’P]JATP (Amersham
Biosciences, UK) na [*’P]JcAMP. Vzorky (20 pg) boli inkubované v reakénej zmesy
obsahujucej 48 mM Tris pufr (pH 7,4), 2 mM MgCI2, 0,1 mM EDTA, 20 uM GTP, 0.8 mg/ml
BSA, 40 uM 3-isobutyl-1-methylxanthin, 5 mM fosfoenolpyruvat, 3.2 U pyruvat kinazy, 100
mM NaCl, 0.1 mM cAMP a 15 000 cpm [°’H]JcAMP (Amersham Biosciences, UK) v celkovom
objeme 100 pl. Okrem stanovenia bazélnej aktivity AC bola jej enzymova aktivita modulovana
r6znymi stimulatormi (10 uM izoprenalin, 10 uM forskolin, 10 mM MnCl2, 100 uM GTPyS a
10 mM NaF) pre posudenie funkéného stavu jednotlivych proteinov signalnej drahy. AC bola
aktivovana bud’ priamo svojim kofaktorom Mn?" alebo prostrednictvom forskolinu, ktory
stimuluje ako AC, tak Gs proteiny, ¢i cez stimulaciu B-ARs izoprenalinom. Aktivacia AC cez
Gs bola stimulovana tiez pouzitim GTPyS a NaF. Vzorky boli preinkubované po dobu 1 min.
v reakénej zmesi s alebo bez stimulatorov pri teplote 30 °C. Reakcia bola spustena pridanim 10
ul 0,4 M ATP spolu s 2 000 000 cpm [0-*2P]JATP, inkubécia prebiehala po dobu 20 minft pri
30 °C. Reakcia bola zastavena pridanim 200 ul 0,5 M HCI a zahrievanim zmesi na teplotu
100 °C po dobu 5 minut. Vzorky boli neutralizované 200 pl 1,5 M imidazolom. Separacia novo
vzniknutého [*?P]cAMP, vyprodukovaného prostrednictvom AC behom reakcie od ostatnych
nukleotidov, bola stanovend pomocou kolonovej chromatografie za pouzitia oxidu hlinitého.
Zistené mnozstvo [*?P]cAMP v kazdej prefiltrovanej skiimavke bolo korigované na vytaznost
[*H]JcAMP pouzitého ako vnitorny S$tandard. Radioaktivita bola zmerani na kvapalnom

scintilatnom detektore TriCarb 2910TR LSC (PerkinElmer, Waltham, MA, USA).

4.4 Kvantitativna imunofluorescen¢na analyza
4.4.1 Odber tkaniva

Srdce bolo operativne vynaté a zavesené na Langendorfovu aparatiru, kde bolo perfundované
relaxacnym TYRODE roztokom (Priloha 5). Nasledne bolo na Langendorfovej aparature
fixované roztokom 4% paraformaldehydu (PFA v PBS) po dobu 4min. a rozpolené na apex a
bazu. Srdce bolo ulozené do skumaviek so 4% PFA na 3 hodiny a nasledne cez noc do
kryoprotektivneho roztoku 20 mM sachardzy v PBS (Priloha 6). Na druhy den bolo rozdelené
na septum, pravu a I'avu predsien a rozdelené na 3 mensSie Casti, ktoré boli zamrazené v tekutom

dusiku a ulozené v -80 °C na d’alSie analyzy.

55



4.4.2 Spracovanie tkaniva a priprava vzoriek

Jednotlivé Casti boli prenesené na suchom l'ade do kryocutu (Leica CM3050), ktory bol cez noc
vytemperovany na -20 °C. V kryotome boli pomocou kryo-média Tissue-Tek (Sakura)
primrazené na tercik a nakrajané na 10 pum hrubé rezy a prenesené na podlozné sklicka (Life
Technologies) a obkrazené¢ voskovym perom PAP PEN (Life Technologies). Voskové pero
oznacilo miesto prenesenia preparatu a zaroven zabezpecilo, aby sa aplikované roztoky udrzali
na spravnom mieste priamo na preparate. Takto pripravené podlozné sklicka boli umiestnené

do PBS, aby sa zabranilo vyschnutiu preparatov pred ich samotnym znacenim.

4.4.3 Imunoznacenie vzoriek

Preparaty boli fixované v ¢istom metanole vychladenom na -20 °C po dobu 10 minut a nasledne
inkubované v 1% SDS po dobu 10 minut. Skli¢ka boli premyté 3 x 5 minat v PBS a nasledne
zablokované blokacnym 10% donkey sérom v PBS (0,3% Triton X-100, 1% BSA, 0,3 M glycin
and donkey anti-rabbit IgG (Sigma-Aldrich) po dobu 90 minut, aby sa zabranilo naviazaniu
nespecifickych vizieb. Sklicka boli opét’ preplachnuté 3 x 5 min v PBS a cez noc v chladnicke
pri 4 °C znacené primarnou protilatkou. B1-AR (bs-0498R; Bioss) v riedeni 1:200, f2-AR (bs-
0947R; Bioss) v riedeni 1:200, f3-AR (bs-1063R; Bioss) v riedeni 1:200, THRal (PA1-211A)
v riedeni 1:200, THRB1 (PA1-213A) v riedeni 1:200 v 1% SDS v PBS.

Na druhy deii boli sklicka opdtovne premyté 3 x 5 min v PBS a nasledne inkubované s donkey
anti-rabbit IgG konjugovanou Alexa Fluor 488 (Thermo Fisher Scientific) po dobu 1 hodiny
v riedeni 1:200 v 1% SDS v PBS pri izbovej teplote. Opét’ boli premyté 3 x 5 min v PBS a
sarkoléma bola vizualizovand pomocou Alexa Fluor 647 konjugatu WGA (Thermo Fisher
Scientific) po dobu 10 min v riedeni 1:200 v 1% SDS v PBS. Nakoniec bolo pridané krycie
médium ProLong Gold Antifade Reagent obsahujuci marker pre zviditeI'nenie jadier 4',6-
diamidino2-phenylindole (DAPI) (Invitrogen), ¢im boli vizualizované jadra. Kryostatové rezy
boli prikryté krycim sklickom a uchované pri 4 °C. Ku kazdej protilatke bola pripravena
pozitivna aj negativna kontrola. Pozitivna kontrola bola pripravena ako je vysSie uvedené, ale
bol vynechany krok primarnej protilatky a namiesto nej, boli sklicka ponechané cez noc v 4 °C
v PBS. Dalej bola na skli¢ka aplikovana rovnako aj sekundarna protilatka a WGA. Negativna
kontrola bola pripravend ako je uvedené vyssie ale bez primérnej aj sekundérnej protilatky, rezy

boli vzdy inkubované len v PBS.
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Snimanie obrazkov

Imunopozitivita B1-AR, B2-AR, B3-AR, THRal a THRP1 bola sledovand pomocou
invertovaného fluorescenéného mikroskopu Olympus IX81 (Olympus) vybaveného
osvetl'ovacou jednotkou MT20, plne motorizovanym stol¢ekom (Mérzhauser Wetzlar) a CCD
kamerou (Hamamatsu - Orca C4742-80-12AG). Z kazdého rezu bolo zhotovenych 10 snimok
pomocou 20 x NA1,2 Plan-Apochromat objektivom s nulovym ziskom alx 1 binning.
A nésledne takisto 10 snimok pomocou 60x NAI,2 C- UPLSAPO objektivom s nulovym
ziskom a 1 x 1 binning. Kombinacia filtrov pre jednotlivé kanély bola nastavena nasledovne:
DAPI - trojpasmova sada 69002-ET-DAPI/FITC/TexasRed® (Chroma Technology Corp.) ex.
350 nm (Sirka pasma 50 nm), 457 nm (Sirka pasma 22 nm), B-ARs a THRs (Alexa Fluor 488) -
fluorescen¢na kocka U-MWIBA3 (Olympus), WGA (TMR) - fluorescenéna kocka U-
MWIGA3 (Olympus).

Analyza obrazkov

Analyza obrazkov bola spracovand pomocou softvéru s otvorenym zdrojovym kédom FIJI
(Schindelin et al., 2012). Obrazky boli kalibrované podl'a objektivnych charakteristik a rezimu
snimania podl'a vysSie uvedenych objektivov. Fluorescencné pozadie a Sum bol redukovany
pomocou Gaussovho filtru aplikovanym pred vypoctom Mandersovho M1 korelacného

koeficientu pomocou pluginu vo FIJI software.

4.5 Statistick4 analyza

Pocet vzoriek v experimentalnych skupinach sa 1isil podl'a zaradeniu poctu zvierat do danej
skupiny. Pre skupinu akutnej chladovej expozicie: Western blot n=6, kvantitativna
imunofluorescencna analyza n=6. Pre skupinu chladovej adaptacie: Western blot n=S8,
kvantitativna imunofluorescencnéd analyza n=6. VSetky uvedené data st prezentované ako
priemer + SEM.

Statistické rozdiely medzi skupinami boli stanovené one way ANOVA testom s Tukey post-
testom v pripade metody Western blot. Imunofluorescen¢na analyza bola hodnotena Manders
M1 korelacnym koeficientom. Hodnoty * p <0,05, ** p<0.01, *** p<0.001 boli povazované¢ za

Statisticky vyznamné.
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5 VYSLEDKY

Adaptaciu potkanov na chlad v akutnom aj chronickom chlade sme overili meranim hmotnosti
BAT v interskapularnej oblasti potkana. Hmotnost’ BAT bola vztiahnuté na celkovli hmotnost’

zvierat'a (body weight, BW) a vyjadrend ako pomer BAT/BW (Obrazok 6). V skupine akttne;j

%

chladovej expozicie sme nezistili rozdiel u 3D, zatial’ ¢o u 10D bol signifikantny nérast o 119%
hmotnosti BAT/BW v porovnani s kontrolnou skupinou (Cont Akut) (Obrazok 6A). V CA aj
CAR sme zistili signifikantny narast, v CA o 158% a v CAR o 136% v porovnani s kontrolnou
skupinou (Cont) (Obrazok 6B).

Obrizok. 6: Ucinok pésobenia
akutnej chladovej expozicie a
chladovej adaptacie a naslednej
1500+ 2.0 regresie na tvorbu BAT (4, B).
e . Bola stanovena hmotnost BAT

kkk 1.54

v pomere k celkovej hmotnosti
(BW) vo vzorkdach akutnej

/‘Yﬁ
7

1.04 / chladovej expozicie po dobu 3 dni
% (3D) a 10 dni (10D) a kontrolnej
)

BAT/BW

skupiny (Cont Akut). Tiez vo
vzorkdach  kontrolnej  skupiny
(Cont), skupiny po chladovej

0- T T . T T

Cont Akut 3D 10D Cont CA CAR adapticii  (CA)  a ndslednom
vrdteni do teploty 24 °C po dobu 2
tyzdiiov  (CAR);  hodnoty  su
priemerné = SD,  *p<0,05,
**p<0.01, ***p<0.001 Vs.

kontrola

Reprezentativne obrazky (C) BAT

C CA vo vzorkdach kontrolnej skupiny
(Cont), skupiny po chladovej
adaptacii (CA).
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5.1 Akutny chlad

Cont_AKkut 3D 10D
‘ Hmotnost’ a hmotnostné parametre

BW (g) 356 £17 387 +6 371 +£5
BAT (mg) 278 +30 35127 414 £43*
BAT/BW 0.77 £ 0.66 0.95+0.07 1.12+0.11*
RT (°C) 37.0+0.07 36.7+0.08 36.9+0.09
HW (mg) 901 £29 1035 +30* 1079 + 35%*
LV/BW 1.48 £ 0.09 1.52+£0.03 1.64 £0.10
RV/BW 0.53+£0.02 0.58 £ 0.03 0.58 + 0.04
HW/BW 2.55+£0.12 2.68 £0.07 2.91+0.10

5.1.1 Beta ARs a akutna chladova expozicia

Tabulka  3:  Ucinok
posobenia akutnej chladovej
expozicie  na  zakladné
hmotnostné parametre,
srdcovi frekvenciu
a hodnotu krvného tlaku. BW
- telesna hmotnost; BAT -
hnedé tukové tkanivo, RT -
rektalna  teplota;, HW -
hmotnost srdca; LV - lava
komora; RV - pravda komora
vo  vzorkach  kontrolnej
skupiny (Cont_Akut) a po
akutnej chladovej expozicii
po dobu 3 dni (3D) a 10 dni
(10D); hodnoty su priemerné
+ SD, *p<0,05, **p<0.01,
**%p<0.001 vs. kontrola

Sledovali sme vplyv pdsobenia aktitnej chladovej expozicie po dobu 3 dni (3D) a 10 dni (10D)

na expresi a kolokalizaci B1-AR so sarkolémou pomocou western blotu a imunofluorescencie

v uvedenom poradi.

Zistili sme pokles B1-AR 050% v 3D andrast 0 30% v 10D (Obrazok 7A) proti kontrole

v hrubej membranovej frakcii. Na urovni kolokalizacie B1-AR so sarkolémou sme nedetekovali

ziadne signifikantné zmeny (Obrazok 7B). Podobne sa signifikantne nemenila ani proteinova

expresia Gas v 3D ani 10D v porovnani s kontrolnou skupinou (Obrazok 7C).

59



-
=]

Obrizok 7: Ucinok pésobenia
akutnej chladovej expozicie na

1504 * 0.8+

0.6 expresiu a sub-celuldarnu
distribuciu PI1-ARs a Gas
v myokarde potkana. Relativna

504 T = = proteinova expresia [1-ARs (A)
0

100+

0.4+

Immunoreactivity
(% of control)

Manders M1 coefficient

3 a Gas (C) bola stanovena v hrubej
membranovej frakcii LV (n=6)

B T T .0- T :
o Conflu 3D a kolokalizicia BI-ARs (B) so
C 150- D Cont 3D 10D sarkolémou kvantifikované
Akut MW pomocou M1 Mandersovho

korelacného koeficientu (n=5) vo

100- - — PIARS i e b 50 kDa

vzorkdch kontrolnej  skupiny
(Cont_Akut), skupiny po akutnej
chladovej expozicii po dobu 3 dni
(3D) all dni (10D).
. Reprezentativne bandy f1-ARs, Gas

Cont Akut 3D 10D ap aktinu ako kontroly nandsky

proteinov (D) a mikrofotografie

Gas — v ~ 40 kDa

Tmmmumoreactivity
(% of control)

Paktin T e S~ 10 kDa

pozdiEnych kryo-rezov lavej komory
znacené protilatkami proti f1-ARs
(zelené)  a sarkoléma  znacena
pomocou WGA (Cervené); hodnoty
su priemerné + SD, *p<0,05,
**p<0.01, ***p<0.001 vs. kontrola

Sledovali sme vplyv posobenia akutnej chladovej expozicie na f2-AR. Proteinovéa expresia
vzrastla o0 28% v 10D, zatial’ ¢o v 3D sa nemenila (Obrazok 8A). Kolokalizacia so sarkolémou
vzrastla naopak v3D o0 15% av 10D sa nemenila (Obrazok 8B) v porovnani s kontrolnou

skupinou.

60



150 o 1.0 Obrizok 8: Ucinok pdsobenia
i il g * akutnej chladovej expozicie na

- 5 0.8 —_ . b-celuld distribici
£2 Lol — e _ expresiu a sub-celularnu distribuciu
§ £ § 0.64 p2-ARs.  Relativna  proteinova
50 S expresia 82-ARs (4) bola stanovend
E\‘;‘ o4 n 04 v hrubej membrdnovej frakcii LV

g3 2 .

A "é 0.2 (n=6) a kolokalizacia f2-ARs (B) so
= sarkolémou kvantifikované pomocou

0- 0.0- né
Cont_Akut 3]|:) IC:D Cont_Akut 3]|:) IOID Mi . .Mandersovho korelacnerho
koeficientu (n=5) vo vzorkdch
C Cont_ 3D 10D kontrolnej  skupiny (Cont_Akut),

Alkut MW skupiny po akutnej  chladovej
expozicii po dobu 3 dni (3D) a 10 dni
(10D). Reprezentativne bandy p2-
ARs a p aktinu ako kontroly nandsky
D B aktin | ~ 40kDa proteinov (D) a mikrofotografie

pozdiznych kryo-rezov lavej komory

BZARS - -- ~ 46 kDa

znacené protilatkami proti [2-ARs
(zelené)  a sarkoléma  znacena
pomocou WGA (Cervené); hodnoty
su priemerné =+ SD, *p<0,05,
*p<0.01, ***p<0.001 vs. kontrola

Proteinova expresia Gail/2 a Gai3 (Obrazok 9A a 9B) proteinov bola stanovena v hrubej
membranovej frakcii LV. Sledovali sme podobny trend narastu v 3D. Gail/2 sa zvySila o 42%
a Gai3 0 38% v 3D a v 10D sa nemenila.

A B
200~ 200-

2. 1504 - 2. 1% * Obrizok 9: Ucinok pésobenia
g8 28 akutnej chladovej expozicie na
$8 L0l 58 1004 expresiu Gail/2 a Goi3. Relativna

=™ - g i il , , . .
g3 g% proteinova expresia Gail/2 (A) a
k S s 5 S Gai3 (B) bola stanovend v hrubej
membranovej frakcii LV (n=6) vo
- T \ 0- \ T vzorkach  kontrolnej  skupiny
Cont_Akut 3D 10D Cont_Akut 3D 10D . i .
(Cont_Akut), skupiny po akutnej
chladovej expozicii po dobu 3 dni
C Cont 3D 10D (3D) al0 dni (10D).
Akut Mw Reprezentativne bandy Gail/2,
Giln | - . 38kDa Goi3 af aktinu ako kontroly
nanasky proteinov (C); hodnoty su
. priemerné £ SD,  *p<0,05,
Gi3 v wmm o  40KDa *p<0.01,  *¥p<0.001 vs.

kontrola

Baktin | S S ~ 40 kDa
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Sledovali sme vplyv pdsobenia akutnej chladovej expozicie na B3-AR. Expresia B3-AR sa
zvySovalo 0 27% v 10D, zatial’ ¢o v 3D sa nemenila (Obrazok 10A). Naproti tomu pomocou
kvantitativnej imunofluorescencnej analyzy sme nedetekovali Ziadne signifikantné zmeny
v kolokalizacii B3-AR so sarkolémou v 3D, ale pokles v 10D o 10% (Obrazok 10B)

v porovnani s kontrolnou skupinou.

Obrizok 10: Ucinok pésobenia

150 * 1.0
L = akutnej chladovej expozicie na
2o 3 % - expresiu a sub-celuldrnu distribiiciu
£ £ 1007 T u"é‘ 0.64 p3-ARs.  Relativnha  proteinova
53 = expresia B3-ARs (4) bola stanovend
;; 50 z 04 v hrubej membranovej frakcii LV
a7 E 0.2 (n=6) a kolokalizacia f3-ARs (B) so
. = oo sarkolémou kvantifikované
Cont Akut 3D 10D " Cont Akut 3D 10D pomocou M1 Mandersovho
korelacného koeficientu (n=5) vo
C Cont 3D 10D MW vzorkdch kontrolnej skupiny
Akut ; e
(Cont_Akut), skupiny po akutnej
B3ARs (M o s ~ 43 kDa chladovej expozicii po dobu 3 dni

(3D) a 10 dni  (10D).

Reprezentativne bandy [3-ARs a [
paktin = - - ~ 40 kDa aktinu  ako  kontroly  nanasky
proteinov (D) a mikrofotografie
pozdiznych kryo-rezov lavej komory
znacené protilatkami proti [3-ARs
(zelené) a sarkoléma znacenad
pomocou WGA (Cervené); hodnoty
su priemerné =+ SD, *p<0,05,
*p<0.01, ¥***p<0.001 vs. kontrola
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5.2 Chronicky chlad

Cont CA CAR

Hmotnost’ a hmotnostné parametre
BW (2) 350122 | 357+30 373+ 12
BAT (mg) 23033 | 5944547 | 543498
BAT/BW 0.64+01| 1.67+0207 | 147+030
RT prog syzaen (°C) | 37.4+0.1| 37.1%0.10 ]
?E)”‘y’ az Sty wHeh| 370403 | 37.1+0.40 36.9 +0.30
HW (mg) 92765 6* 10074£20.9 | 961 +24.5
LV/BW 1(')6foi 1774003 | 1.62+0.10
RV/BW 0(')53; 0.55+0.02 | 0.48+0.02
HW/BW 2(')7foi 2824010 | 2.58=0.10
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Tabul’ka 4: Ucinok pésobenia
chladovej adaptacie a ndslednej
regresie na zakladné hmotnostné
parametre, srdcovu frekvenciu a
hodnotu krvného tlaku. BW -
telesna hmotnost: BAT - hnedé
tukové tkanivo, RT - rektalna
teplota; HW - hmotnost' srdca;
LV - lava komora; RV - prava
komora vo vzorkdch kontrolnej
skupiny  (Cont), skupiny po
chladovej adaptacii (CA)
a naslednom vrateni do teploty
24 °C po dobu 2 tyzdnov (CAR);
hodnoty su priemerné + SD,
*0<0,05, **p<0.01, ***p<0.001
vs. kontrola



5.2.1 Betal ARs signalna draha

Vplyv posobenia chladovej adaptacie a naslednej regresie na f1-AR a Gas. Pomocou Western
blot a kvantitativnej imunofluorescencnej analyzy sme nedetekovali ziadne signifikantné
zmeny (Obrazok 11A,C) v CA ani CAR skupine. Podobne sa signifikantne nemenila ani
proteinova expresia Gas v CA ani CAR (Obrazok 11B).

A B
150+ 150+

Obrizok 11: Ucinok pésobenia
chladovej adaptacie a ndslednej
regresie na expresiu  a sub-
100+ celuldrnu distribiiciu f1-AR a Gos
v myokarde potkana. Relativna

100+

(% of control)
(% of control)

proteinova expresia fI1-AR (A)
a Gas (B) bola stanovend v hrubej
04 membranovej frakcii LV (n=38)
Cont  CA  CAR a kolokalizacia BI-AR (C) so
sarkolémou kvantifikované

Cont CA CAR MW pomocou M2 Mandersovho
korelacného koeficientu (n=5) vo

h
[=)
1

50

Imnmmoreactivity
Tnmmumoreactivity

N\

Cont CA

0.8 o amme
PIARs " g 50 kDa vzorkach  kontrolnej  skupiny

(Cont), skupiny po chladovej
Gas I~ 49 kDa adaptacii  (CA)  a ndslednom
vrateni do teploty 24 °C po dobu 2
Paktin S S o ~ 40kDa tyzdiiov (CAR). Reprezentativne
bandy p1-AR, Gos a f aktinu ako
kontroly nandsky proteinov (D) a

Manders M1 coefficient

mikrofotografie pozdiZnych kryo-
rezov lavej komory znacené
protilatkami proti f1-AR (zelené)
a sarkoléma znacend pomocou
WGA  (cervené). Cierno-biele
obrazky reprezentuju
kolokalizacnu  pixel map (E).
Stupnica mierky = 10 um; hodnoty
su priemerné £ SD, *p<0,05,
**p<0.01, ***p<0.001 Vs.
kontrola
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Proteinova expresia PKA sa v CA ani CAR signifikantne nemenila (obrazok 12A), fosforylécia
pPKA (Thr198) v CA skupine vzréstla o 17% (Obrazok 12B). Pomer pPKA/PKA sa u oboch

experimentalnych skupin signifikantne nemenil (Obrazok 12C).

F
=

Obrizok 12: Ucinok pésobenia

2 1304 = 1304 chladovej adaptacie a naslednej
Z73 73 - regresie na  expresiu PKA
_Cg)% 1004 %E 1004 a pPKA (Thr198) v myokarde
g:—; g% potkana. Relativha proteinova
E‘;S 504 EQ\: 504 expresia PKA (A) a pPKA (B)
= = bola stanovend v hrubej
membranovej frakcii LV (n=8) vo

- Cont CL CLR " Cont CA CAR veorkach kontrolnej  skupiny
(Cont), skupiny po chladovej

adaptacii  (CA)  a naslednom

¢ 150+ D Cont CA CAR MW vrdteni do teploty 24 °C po dobu
on ) ) 2 tyzdnov (CAR). Reprezentativne

é o 1004 PKA B — 40 kDa bandy znacené protilatkami proti
S8 PKA a pPKA (Thr198) a
é:iﬁ 504 PPKA e . 10kDa pomocou 3 aktinu ako kontroly
nanasky proteinov (C); hodnoty

su priemerné = SD, *p<0,05,

0- [ aktin ~ 40kDa **pi0.0I, ***p<0.00]p .

Cont CA CAR
kontrola
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Aktivita adenylatcyklazy bola merand ako bazalna a nasledne pomocou vybranych agonistov
B-ARs vo vSetkych experimentalnych skupinach. Bazalna aktivita AC sa signifikantne neliSila
medzi skupinami. Dobutamin (selektivny B1-AR agonista) a solbutamol (selektivny p2-AR
agonista) zvysil aktivitu adenylatcyklazy o 16 a 19% bez rozdielu medzi skupinami. BLR37344
(selektivny B3-AR agonista) aktivitu nemenil oproti bazalnej hodnote ani v jednej skupine.
Izoprenalin (neSpecificky B-ARs agonista) zvysil aktivitu AC o 61% v oboch experimentalnych
skupinach i kontrole. NaF (aktivator G proteinov) zvysSila aktivitu AC takmer §tvornasobne
v CA a CAR skupinach, arovnako aj v kontrole. Forskolin (priamy aktivator AC) zvysil
aktivitu AC az desatnasobne tiez vo vSetkych experimentalnych skupinach (Obrazok 13). Tieto
signifikantné zmeny boli vSak sposobené divergentnym efektom, kedy B-ARs aktivuje viacero
Gas atie aktivuju dalSie AC. Nesledovali sme vSak ziadne zmeny v reakcii na vybranych
agonistov medzi skupinami.

Obrizok 13: Ucinok pésobenia
chladovej adaptacie a nadslednej

?
v

%

2

YS,Q\%&@ & \\){b&\ . 0\%0 regresie na aktiv,itu ade,nyldtcykléz.y.
RS RS v S Bola stanovend bazalna aktivita
. N . . adenylatcyklazy  a ndsledne  po
E Cont 2R stimulacii  Specifickymi  [-ARs
T 400 [ ca L. > agonistami: dobutamin pre f1-ARs,
CAR M I" solbutamol pre B2-AR a BLR37344

600 7

]

.mg

200

-1

pre p3-AR a izoprenalin ako
nespecificky p-ARs agonista. Ako
aktivator G proteinov bol pouzity
NaF a ako aktivator AC bol pouzity
forskolin  (n=6) vo vzorkach
kontrolnej skupiny (Cont), skupiny

* k%
*h ok
*

60 T

po chladovej  adapticii  (CA)

Adenylyl cyclase activity

[pmol cAMP.min

: : a naslednom vrateni do teploty
A MLlA 24 °C po dobu 2 tyidiov (CAR);
< & hodnoty su priemerné = SD, * p
g@.° <0,05, ** p<0.01, *** p<0.001 vs.

<° bazalna aktivita adenylatcyklazy.
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5.2.2 Beta2 ARs signalna draha

Proteinova expresia f2-AR vzrastla v CA 040% a zostala zvySena aj v CAR ato 026%
(obrazok 14A) oproti kontrolnej skupine. Pomocou kvantitativnej imunofluorescencnej analyzy
sme detekovali narast kolokalizacie f2-AR so sarkolémou v CA skupine o 16%, v CAR

skupine sme nedetekovali ziadne zmeny vzhl'adom na kontrolna skupinu (obrazok 14B).

=
=

Obrizok 14: Ucinok pésobenia

9
2009 - 1.0+ chladovej adaptacie a ndslednej
2 1504 :*'_* . g 0.8- _f_ regresie  na  expresiu  a sub-
é E 5 8;8 _ celuldrnu distribuciu p2-AR
8 § 1004 / ° 0.64 7 vmyokarde potkana.  Relativna
,% o / = 0.4 / proteinova expresia f2-AR (4) bola
ggi 504 / é / stanovena v hrubej membranovej
= / g 0.24 / frakcii LV (n=8) a kolokalizacia 2-
0d | 4 = 0.0 4 AR (B) S0 sarkolémou
Cont CA CAR " Comt CA CAR kvantifikované ~ pomocou M2
Mandersovho korelacného
C koeficientu (n=5) vo vzorkach
Cont CA CAR MW kontrolnej skupiny (Cont), skupiny
~ 46 kDa po chladovej  adaptacii  (CA)

2ARs [ ——
p - a naslednom vrateni do teploty

24 °C po dobu 2 tyzdnov (CAR).
Reprezentativne bandy znacené

Paktin | = o o ~ 40 kDa

protilatkami proti P2-ARs
a pomocou [ aktinu ako kontroly
nandsky proteinov ).
Reprezentativne  bandy (C) a
mikrofotografie pozdlznych  kryo-
rezov  lavej  komory  znacené
protilatkami proti [2-AR (zelené)
a sarkoléma  znacend  pomocou
WGA  (Cervené). Cierno-biele
obrazky reprezentuju kolokalizacnu
pixel map (D). Stupnica mierky = 10
um; hodnoty su priemerné + SD,
*0<0,05, **p<0.01, ***p<0.001
vs. kontrola.

Proteinové expresia Gail/2 a Gai3 bola stanovena v hrubej membréanovej frakcii LV. U oboch
proteinov sme pozorovali podobny trend, kedy v CA skupine sme zaznamenali mierny trend k
poklesu a v skupine CAR zvySenie. Gail/2 sa zvysil v CAR 062% a Gai3 o 55% oproti
kontrolnej skupine (obrazok 15A, B).
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200~ B 200~ Obrizok 15: Ucinok pésobenia

i ok chladovej adaptacie a naslednej

2o 1504 ?5“%: 150 &K regresie na expresiu Gail/2 a Goi3
g é g E proteinov. Relativna  proteinovd
‘g < 1004 - g < 100+ _ expresia Gail/2 (4) a Goi3 (B) bola
RS RS stanovend v hrubej membrdanovej
R = 507 frakcii LV (n=8) vo vzorkdch
o ‘ . 0. ‘ . kontrolnej skupiny (Cont), skupiny

Cont CA  CAR Cont CA  CAR po  chladovej  adaptacii  (CA)
a naslednom vrdteni do teploty

¢ Cont CA CAR MW 24 °C po dobu 2 tyzdnov (CAR).
Reprezentativne bandy znacené
Gil2 wo ~ 38KDa protilatkami proti Gail/2 a Gai3
a pomocou [ aktinu ako kontroly
Gi3 — e - 10 kDa nandsky proteinov (C); hodnoty su
priemerné £ SD,  *p<0,05,

k3 3k k.
Baktin W S W ~ 40 kDa koi;g‘lg.l’ P=0.001 V-

Relativna proteinova expresia ERK1/2 (Obrdzok 16A), pERK1/2(Thr202/Tyr204) (Obrazok
16B) a pomer pERK1/2/ERK1/2 (Obrazok 16C) bola stanovena v cytozolovej frakcii LV.
Expresia ERK1/2 stapala v CA skupine 0 26%, v CAR sa nemenila. Fosforylacia pERK1/2
(Thr202/Tyr204) a nasledne pomer pERK1/2/ERK1/2 sa v oboch experimentalnych skupinach
signifikantne nemenil.

Obrizok 16: Ucinok pésobenia
chladovej adaptacie a ndslednej

=

1501 . B 150 regresie na expresiu ERKI/2
a pERK1/2 (Thr202/Tyr204).
Relativna  proteinovd  expresia
ERK1/2 (A), pERK1/2 (B) a pomer
PERKI1/2/ERK1/2 ©) bola
stanovena v cytozolovej frakcii LV
m=8) vo vzorkich kontrolnej

1004 1004

w
=1
I
w
=}
|

Immunoreactivity
(% of control)
Immunoreactivity
(% of control)

0- ol skupiny  (Cont),  skupiny  po

Comt A AR Cout  CA  CAR chladovej adaptacii (CA)

a naslednom vrateni do teploty

Cont CA CAR MW 24 °C po dobu 2 tyzdnov (CAR).

: Reprezentativne bandy znacené

1007 - — ERK1/2 : ~ 4244 kDa protilatkami proti ERK1/2

a pERK1/2 (Thr202/Tyr204)

504 pERK1/2 .-“ ~ 42/44 kDa a pomocou GAPDH ako kontroly

nanasky proteinov (D), hodnoty su

GAPDH S as o ~ 37kDa priemerné £+ SD,  *p<0,05,

Cont  CA  CAR *p<0.01, ***p<0.00] vs.
kontrola.

]
=]

1504

pERK1/2/ERK1/2 ratio
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Relativna proteinova expresia p38a (Obrazok 17A), p-p38a(Thr 180/Tyr 182) (Obrazok 17B)
a pomer p-p38a/p38a (Obrazok 17C) bola stanovena v cytozolovej frakcii LV. Proteinova
expresia p38a sa signifikantne nemenila v oboch experimentalnych skupinach. Fosforylacia p-
p38a (Thr 180/Tyr 182) a nésledne pomer p-p38a/p38a stipal v CA skupine o 32% a 0 23%,

v CAR sa nemenil vzh'adom na kontrolnu skupinu.

B Obrizok 17: Ucinok pésobenia
1307 0 * chladovej adapticie a ndslednej
» B 7 regresie na expresiu p38o. a p-p38a.
3 100- 77 ET 00f T (Thr  180/Tyr 182). Relativna
EE’ EE proteinova expresia p38a (A), p-
2S5 sl g - p38a (B) a pomer p-p38a/p38a (C)
ET R bola stanovenda v cytozolovej frakcii
LV m=8) vo vzorkdach kontrolnej
° Comt CA  CAR ’ Cont CA CAR skupiny - (Cony),  skupiny  po
chladovej adaptacii (C4)
€ 1s50- D a ndslednom vrateni do  teploty
. - . Cont CA CAR MW 24°C po dobu 2 tfditov(CAR).
B 0od . ~ 38 kD Reprezentativne bandy znacené
3 p38a | s o ? a protilatkami proti p38a a p-p38a
rii‘ (Thr  180/Tyr 182) apomocou
3 504 p-p3Bu e B B 38 kDa GAPDH ako kontroly nanasky
B proteinov  (D);  hodnoty  su
ol / GAPDH W S s ~ 37kDa priemerné  +  SD,  *p<0,05,
Cont CA CAR **p<0.01, ***p<0.001 Vs.

kontrola.

Relativna proteinova expresia PKCa (Obrazok 18A), pPKCa(Ser657) (obrazok 18B) a pomer
pPKCo/PKCa (obrazok 18C) bola stanovena v cytozolovej frakcii LV. Expresia PKCa sav CA
skupine signifikantne nemenila, v CAR stipala o 20%, fosforylacia pPKCa (Ser657) stipala
v oboch experimentalnych skupinidch v CA o0 55% av CAR o0 64%. Pomer pPKCa/PKCa
stupal v CA skupine o 48% oproti kontrolnej skupine.

B

150 200- Obrizok 18: Ucinok pésobenia

. chladovej adaptdicie a ndslednej
150 regresie na  expresiu  PKCa
apPKCa  (Ser657).  Relativna
proteinova expresia PKCa
(4), pPKCo (B) a pomer
pPKCa/PKCo. (C) bola stanovena

0- , i i =
Cont  On CAR 0 ot O o v eytozolovej frakcii LV (n=8) vo

1004

100
50

Immumoreactivity
(% of control)
Inmmumoreactivity
(% of control)

50+

vzorkach kontrolnej skupiny (Cont),

C D skupiny po chladovej adaptacii
2009 Cont CA CAR MW (CA) a naslednom vrateni do teploty

24 °C po dobu 2 tyzdnov (CAR).
Reprezentativne bandy  znacené

1201 & PKCa v~ w80 kD2

1004 protilatkami proti PKCa a pPKCa

PPRCu [ S s . 80 kDa (Ser657) a pomocou GAPDH ako

309 kontroly nandsky proteinov (D),

GAPDH W S S ~ 37kDa hodnoty su priemerné =+ SD,

Cont CA  CAR *p<0,05, **p<0.01, ***p<0.001
vs. kontrola.

pPKCo/PKCq ratio
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Relativna proteinova expresia Akt (Obrazok 19A), pAkt(Ser473) (Obrazok 19B) a pomer
pAkt/Akt (Obrazok 19C) bola stanovena v cytozolovej frakcii LV. Proteinova expresia Akt sa
v CA nemenila, v CAR klesala o 16%, fosforylacia pAkt (Ser473) sa rovnako v CA nemenila,
ale naopak v CAR skupine stpala o 27%. Pomer pAkt/Akt sa ndsledne nemenil v CA a v CAR

stipal az o0 86% vzhl'adom ku kontrolnej skupine.

4 150- B 150~ . Obrazok 19: Ucinok pdsobenia
chladovej adapticie a naslednej
2 2. regresie na expresiu Akt a pAkt
§ % 17 -— éé 1007 - (Ser473).  Relativha  proteinovd
% E E 2 expresia Akt (A), pAkt (B) a pomer
%; 50 ;a\i 50 pAkt/Akt  (C)  bola  stanovenda
i =7 v cytozolovej frakcii LV (n=8) vo
o . . ol ‘ ‘ vzorkach kontrolnej skupiny (Cont),
Cont  CA  CAR Cont ~ CA  CAR skupiny po chladovej adaptacii
C D (CA) a naslednom vrateni do teploty
2309 24 °C po dobu 2 tjidiov (CAR).
. 2001 - Cont CA CAR Mw Reprezentativne  bandy  znacené
& 150 Akt — — o ~ 60KDa protilatkami  proti Akt a pAkt
?’E (Ser473) a pomocou GAPDH ako
%IOO_ DAkt [ —a— ~ 60 kDa kontroly nanasky proteinov (D),
50 hodnoty su priemerné =+ SD,
ol GAPDI s S 8 — 37 1Da *<0,05, **p<0.01, ***p<0.001

Cont CA  CAR vs. kontrola.

Relativna proteinova expresia cPLAa (Obrazok 20A), pcPLAa(Ser505) (obrazok 20B) a pomer
pcPLAa/cPLAa (obrazok 20C) bola stanovend v hrubej membréanovej frakcii LV. Expresia
cPLAa sa nemenila v CA skupine, v CAR klesala o 23%, fosforylacia pcPLAa (Ser505) sa
nemenila v oboch experimentalnych skupinach. Nasledne pomer pcPLAa/cPLAa sa nemenil

v CA, ale v CAR stlipal 0 45% v porovnani s kontrolnou skupinou.

A 1504 B 150 Obrdzok 20: Ucinok pésobenia
chladovej adaptacie a naslednej

) ) . .
2% 1004 _ . 2% 1004 - regresie na  expresiu cPLAa
% g % g apcPLAo.  (Ser505).  Relativna
g% g% proteinova expresia cPLAa
EL ER (4), pcPLAa (B) a pomer
pcPLAa/cPLAo. (C) bola stanovend

0- T T 0- T T / 1 / 1
Cont  CA CAR Cont  CA CAR v hrubej membrdnovej frakcii LV
m=8) vo vzorkach kontrolnej
C Ho0. b skupiny ~ (Cont),  skupiny  po
E * Cont CA CAR MW chladovej adaptacii (CA)
:”; 150 L pLAq T -~ 95 kDa anfslednom vrdtenrz'v ?10 teploty
3 oo T 24 °C po dobu 2 tyzdiov (CAR).
3 i Reprezentativne  bandy  znacené
g cPLAa | & O 95 kD
é 50 P Lt a protilatkami proti cPLAa a pcPLAa
& , (Ser505) a pomocou p aktinu ako
0l Baktin S i e~ 40 kDa

kontroly nandsky proteinov (D);
hodnoty su priemerné =+ SD,
*0<0,05, **p<0.01, ***p<0.001
vs. kontrola.

Cont CA CAR
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5.2.3 Beta3 ARs signalna draha

Vplyv pdsobenia chladovej adaptacie a naslednej regresie na B3-AR expresiu a kolokalizaciu.
Proteinovéa expresia vzrastla v chladovo adaptovanej skupine o 34% a zostala zvySend aj
v regresnej skupine ato 052% (obrazok 21A) oproti kontrolnej skupine. Pomocou
kvantitativnej imunofluorescencnej analyzy sme detekovali narast v CA skupine o 18%, v CAR

o 12% vzhl'adom na kontrolnt skupinu (obrazok 21B).

Obrizok 21: Ucinok pésobenia

A Lo B chladovej adapticie a naslednej
2 T . = 10 regresie  na  expresiu  a sub-
£ 5 150 * - 5 ok . celularnu distribuciu ~ B3-AR
& g N [, = 0.8+ ,

2 8 —= // 5 v myokarde potkana.  Relativna
& =]

£ 2 1004 / o 0.6 proteinova expresia 3-AR (A) bola

8= / Z 041 stanovena v hrubej membranovej

50+ / g 5o frakcii LV (n=8) a kolokalizacia 3-

0 A § AR (B) SO sarkolémou

Cont CA CAR 00- Cont CA  CAR kvantifikované ~ pomocou M2

c Mandersovho korelacného

Cont CA CAR MW koeficientu (n=5) vo vzorkach

43 kD kontrolnej skupiny (Cont), skupiny

B3ARS S e P — > <2 po  chladovej adaptdcii  (CA)

a naslednom vrateni do teploty

B aktin — — z ~ 40 kDa 24 °C po dobu 2 tyzdiiov (CAR).

D I Reprezentativne  bandy  znacené

protilatkami proti p3-ARs
a pomocou [ aktinu ako kontroly
nandsky proteinov Q).
Reprezentativne  mikrofotografie
pozdiznych kryo-rezov lavej komory
znacené protilatkami proti [3-AR
(zelené)  a sarkoléma  znacena
pomocou WGA (Cervené). Cierno-
biele obrazky reprezentuju
kolokalizacnu  pixel map (D).
Stupnica mierky = 10 um; hodnoty

su priemerné =+ SD, *p<0,05,
*p<0.01, ***p<0.001 vs. kontrola
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Proteinovd expresia PKG bola stanovena v hrubej membranovej frakcii LV. V CAR sme

pozorovali narast o 41% oproti kontrolnej skupine (obradzok 22A).

A Obrizok 22: Ucinok pésobenia chladovej adaptécie
200 a naslednej regresie na expresiu PKG v myokarde
= * potkana. Relativna proteinova expresia PKG bola
% % 150 T stanovena v hrubej membranovej frakcii LV (n=8)
j=ip= T // vo vzorkdach kontrolnej skupiny (Cont), skupiny po
E E 100+ / chladovej adaptacii (CA) a ndslednom vrateni do
E \ch / teploty 24°C po dobu 2 tyzdiiov (CAR).
= 504 / Reprezentativne bandy znacené protilatkami proti
- A PKG a pomocou B aktinu ako kontroly nanasky
0- C CA  CAR proteinov (B); hodnoty siu priemerné + SD,
*0<0,05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. kontrola
B
Cont CA CAR MW
PKG s ams e — /5 kDa

Baktin S S8 S ~ 40 kDa
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5.2.4 Tyroidné receptory

Vplyv posobenia chladovej adaptacie a naslednej regresie na THRal. Proteinové expresia sa
v oboch experimentalnych skupindch nemenila (obrdzok 23A). Pomocou kvantitativnej
imunofluorescencnej analyzy sme detekovali narast kolokalizacie THRal so sarkolémou v CA

0 23%, v CAR 0 13% vzhl'adom na kontrolna skupinu (obrazok 23B).

Obrizok 23: Ucinok pésobenia
chladovej adaptdicie a ndslednej
regresie na  expresiu  a sub-
celularnu  distribuciu ~ THRol

A 150- B v myokarde  potkana.  Relativna
B~ 5 107 proteinova expresia THRal (A)
% 'g T - 2 0s- = = bola stanovend v hrubej
Eé 1007 ‘*g membranovej  frakcii LV (n=8)
%g 3 067 a kolokalizacia THRal (B) so
.'::EII = 50 = 04 sarkolémou kvantifikované

_§ 0.2 pomocou M2 Mandersovho

§ korelacného koeficientu (n=>5) vo

0 Cont CA CAR 00 Cont CA CAR vzorkach kontrolnej skupiny (Cont),
C skupiny po chladovej adaptacii
Cont CA CAR MW (CA) a naslednom vrdteni do teploty

THRal 48 kDa 24 °C po dobu 2 tyzdiov (CAR).

Reprezentativne bandy znacené
protilatkami proti THRal
a pomocou B aktinu ako kontroly
nanasky proteinov ©).
Reprezentativne  mikrofotografie
pozdiznych kryo-rezov lavej komory
znacené protildatkami proti THRol
(zelené)  a sarkoléma  znacena
pomocou WGA (Cervené) (D).
Stupnica mierky = 10 um; hodnoty
su priemerné =+ SD, *p<0,05,
*p<0.01, ***p<0.001 vs. kontrola

Vplyv pdsobenia chladovej adaptacie a néaslednej regresie na THRP1 sa prejavil na urovni
proteinovej expresie v hrubych membranach v CAR, kde doslo k narastu o 28% (obrazok 24A).
Pomocou kvantitativnej imunofluorescencnej analyzy sme detekovali narast kolokalizacie
THRPI1 so sarkolémou o 15% v CA, zatial’ o v CAR sa kolokalizéacia neliSila od kontrolnej

skupiny (obrazok 24B).
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Obrizok 24: Ucinok pésobenia
chladovej adaptacie a naslednej
regresie na  expresiu  a sub-
celularnu  distribuciu ~ THRPI
v myokarde  potkana. Relativna
proteinova expresia THRBI (A)
bola stanovend v hrubej
membranovej frakcii LV (n=8)
a kolokalizacia THRPI (B) so
sarkolémou kvantifikované
pomocou M2 Mandersovho
korelacného koeficientu (n=5) vo
vzorkach kontrolnej skupiny (Cont),
skupiny po chladovej adaptacii
(CA) a naslednom vrateni do teploty
24 °C po dobu 2 tyzdnov (CAR).
Reprezentativne bandy  znacené
protilatkami proti THRB1
a pomocou B aktinu ako kontroly
nandsky proteinov (C).
Reprezentativne  mikrofotografie
pozdiznych kryo-rezov lavej komory
znacené protildatkami proti THRpI
(zelené)  a sarkoléma  znacena
pomocou WGA (Cervené) (D).
Stupnica mierky = 10 um; hodnoty
su priemerné =+ SD, *p<0,05,
**p<0.01, ***p<0.001 vs. kontrola



6 DISKUSIA

Signalne drahy adrenergnych receptorov hraju vyznamnu rolu v odpovedi na chlad a v protekcii
srdca. Preto som sa prave tymito spojeniami zaoberala v tejto dizertacnej praci v suvislosti
s novo objavenym kardioprotektivnym modelom chladovej adaptacie (Marvanova, 2015; Vebr,
2016; Tibenska et al., 2018; Tibenska et al., 2020a). Tato praca nadvidzuje na zistenia
Marvanovej a Vebra, ktori ukazali vyznamny kardioprotektivny efekt adaptacie na chlad ako
ex vivo (Vebr, 2016), tak aj in vivo (Marvanova, 2015; Tibenska et al., 2018). Zaobera sa
Studiom adrenergného systému v lavej komore potkana v priebehu akutneho a chronického
vystavenia miernemu chladu (8 = 1 °C) a nasledne aj dva tyzdne po navrate do normotermnych
podmienok.

Nahle vystavenie chladu, najmd v zimnych mesiacoch, méze ul'udi vyvolat tzv.
chladovy Sok, ktory zvySuje pravdepodobnost vzniku arytmii a infarktu myokardu
(Kriszbacher et al., 2009). Tento detrimentalny efekt moze byt spojeny so skutocnost'ou, ze
akutne vystavenie chladu vedie k zniZeniu objemu plazmy, ¢o nasledne zvySuje hustotu
krvnych elementov ariziko vzniku trombozy. Bolo tiez zistené, ze dochadza k zvySeniu
mnozstva cholesterolu v plazme. Tieto zmeny boli vyraznejSie u vyssej vekovej kategorie,
u ktorej vyznamne vzrastlo riziko kardiovaskularnych prihod. Zdé sa, Ze tymto negativnym
ucinkom je mozné predist nastavenim vhodného rezimu adapticie alebo otuzovanim
organizmu. U otuzilcov bolo preukazané, ze akutna expozicia chladu naopak zvySuje
antioxida¢né enzymy v plazme a znizuji sa markery nebezpecia vzniku kardiovaskularnych
ochoreni (Kralova Lesna et al., 2015; Vybiral et al., 2000). Naviac, Liptdkovd vo svojej
diplomovej praci skimala vplyv 1 dnového chladu na velkost infarktu myokardu.
Nepozorovala ziadne zmeny oproti kontrolnej skupine (Liptadkova, 2020). To naznacuje, Ze aj
akutne vystavenie miernemu chladu nie je pre srdce detrimentalne.

Délezitym adaptacnym mechanizmom je tvorba hnedého tuku u malych Zivocichov.
V naSom modeli miernej chladovej adaptacie (8 = 1 °C) sme pozorovali signifikantny narast
mnozstva hnedého tukového tkaniva, po 10 dioch. Zatial’ ¢o po 3 dioch chladovej expozicie
zmeny jeho hmotnosti eSte neboli signifikantné. Hmotnost’ sa signifikantne nezmenila po pat
tyzdiiovej CA ani CAR v porovnani s 10D. Studie vykonané na izolovanych hnedych
adipocytoch naznacuju, ze f3-AR hré dolezit ulohu v aktivacii BAT (Zhao et al., 1998). Avsak
mysi s knockoutom B3-AR nemali vyznamny problém v procese adaptivnej reakcie na chlad
(Susulic et al., 1995). Tieto zvierata vykazuju zvySent regulaciu B1- (nie f2-) AR, ¢o naznacuje,

ze bud’ B3-AR nie je pre termogenézu kriticky, alebo Ze jeho absencia je kompenzovana
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zvySenim expresie receptora B1-AR, pripadne inak (Atgié et al., 1997). Cielend inaktivacia
génu B1-AR podporovala hypotermiu a zrychlenie energetického vydaja v reakcii na vystavenie
chladu bolo zna¢ne limitované. Niekol’ko d’al$ich §tadii uskutociiovanych na mysiach s f1KO
ukazalo, v tychto modeloch mozno néjst’ kompenzacné mechanizmy, napr. zvySenie expresie
mRNA B3-AR v BAT (Atgié et al., 1997; Rohrer, 1998). Z tychto vysledkov vyplyva, ze B1-
a B3-AR su spolocne dolezité pre aktivaciu BAT a netrasovu termogenézu po chladovej
adaptacii.

U Tl'udi, ktori sa na jednu hodinu po dobu siedmych za sebou nasledujucich dni ponorili
do studenej vody (14 °C), sa vyznamne znizovala trasova termogenéza, ktora nastupovala
neskor a zaroven sa zvySovala kapacita netrasovej termogenézy (Gordon et al., 2019). Tento
jav pozoroval uz Jansky v roku 1996 (Jansky et al., 1996). Brazaitis et al. skimali ¢asovy
priebeh chladovej expozicie, kedy skiimali vybrané fyziologické a psychologické markery
probandov, ktori boli ponoreni kazdy deni do 14 °C vody po dobu 170 minut, celkovo 20 dni.
Od siesteho dia chladovej expozicie subjekty pocitovali mensie nepohodlie a pocit chladu a az
po 16. defi expozicie nepozorovali zmeny rektalnej teploty ani teploty koze. Co podla autorov
naznacuje posun smerom k izola¢no-metabolickému typu adaptacie (Brazaitis et al., 2014).
Izolaény typ adapticie vedie k trvale niz§im stratdm tepla, jedincom sa zvySuje vrstva
podkozného tuku a zlepSuje sa periférna vazomotorika. Metabolicka adaptacia sa vyznacuje
normalnou rektalnou teplotou a rozvija sa tu netrasova termogenéza (Bittel, 1987). Tieto udaje
naznacuju, ze 6. respektive 7. den v tejto Studii mdéze byt prahovy bod pre termoregulacny
posun od trasovej k netrasovej termogenéze (Brazaitis et al., 2014).

V stcasnej literatare chybaji informécie o vplyve akttneho chladu na odolnost’ srdca
k ischémii a v§eobecne informdcii o zmenach v signalizéacii pod vplyvom chladu je vel'mi mélo.
Marvanova zistila, Ze 3D a 10D chladova expozicia zniZuje velkost’ infarktu (nepublikované
data). Vysledky v tejto dizertacnej praci naznacuju vyznamnu ulohu Gai signalizacie v 3D,
kedy sme pozorovali zvySenie oboch izoforiem Gail/2 aj Gai3, zaroven sme v 3D pozorovali
zvySenu kolokalizaciu B2-AR so sarkolémou. AvSak v 10D doSlo k navratu na kontrolnu
hladinu. To naznacuje odliSny kardioprotektivny mechanizmus v 3D a 10D, v 3D je to
pravdepodobne B2-AR-Gi drdha. ZvySenie Gi a zaroven zniZenie poctu B-ARs modze byt
sposobené heteroldgnou desenzitizdciou receptora, zaroven Gai potlaca AC aktivitu
(Eschenhagen, 1993). Izoformy Gi proteinov sa spdjaji s roznymi cyto- a kardioprotektivnymi
signalnymi drahami. Gi proteiny sa podielaji na prenose kaveolinu do mitochondrii a tym

zvySuju odolnost” mitochondrii voci stresu (Wang et al., 2014) a po Specifickej inhibicii Gi
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signalizacie v modeli I/R poskodenia sa vyrazne zvicsila vel’kost’ infarktu myokardu (Degeorge
et al., 2008).

Mozné mechanizmy protekcie aktitneho chladu Studovala Vitkova vo svojej diplomove;j
praci na urovni apoptotickych markerov. Ukdzala, ze expresia kaspazy 8 sa nemenila oproti
kontrole po 3D, podobne ako pomer Bax/Bcl2 (Vitkova, 2018). Tieto vysledky su v kontraste
so zistenim autorov Cong et al., ktori sledovali zvySenie pro-apoptotického proteinu Bax
v intermitentnom modeli extrémnej chladovej adaptacie (-20 °C na 4 hod denne po dobu 1 a 2
tyzdiov) u mysi (Cong et al., 2018). Tento rozdiel je pravdepodobne zapri¢ineny rozdielnym
modelom adaptécie.

Nase vysledky ukazuju pokles expresie proteinov B1-AR v 3D skupine az 0 50% a
naopak jeho nérast na kontrolnt hladinu po 10D. Na zaklade tychto vysledkov predpokladame
desenzitizaciu tohto receptora po 3D, pretoze konstitutivna stimulacia B-ARs, ktora trva az
niekol’ko hodin, mo6ze viest’ k zniZzeniu poctu receptorov na plazmatickej membrane v dosledku
internalizacie receptorov do transportnych vackov (Stadel et al., 1983). Ide o homoldégnu
desenzitizaciu B-ARs, kedy st inhibované viazby f-ARs na ich G proteiny a zarovei sa znizuje
B-ARs z bunkového povrchu a ukoncuje sa tym tvorba cAMP (Shi et al., 2017). To moze viest’
aj k oddeleniu od Gas signalnej kaskady, ktorého expresia sa v 3D ani v 10D nemenila.
Obnovenie funkcie B-ARs po downregulacii moze trvat’ az niekol’ko dni (Bouvier et al., 1989).
V myokarde boli B-ARs identifikované v dvoch frakciach: sarkolemalnej frakcii a vezikularnej
(pravdepodobne intracelularnej) frakcii. V intracelularnej frakcii st funk&ne neoddelené od AC,
zatial’ ¢o v povrchovej sarkolemalnej frakcii mozu aktivovat' cAMP (Maisel et al., 1985). Prave
tato rozdielna regulacia prenosu B-ARs v myokarde mohla prispiet’ k réznym vysledkom, ktoré
sme sledovali na trovni expresie a kolokalizacie B1-AR.

Podobné vysledky boli publikované v reZime kratkodobej adaptacie na hypobaricku
hypoxiu (5 dni), kde bola pozorovand zniZzenéd celkové hustota B-ARs pomocou vizobnych
Studii, ¢o bolo zapri¢inené znizenim pomeru B1-AR:B2-AR. Zaroven bola sledovana aj zniZzena
produkcia cAMP. Podobne nasim vysledkom v tejto §tudii sledovali nezmenenu expresiu Gos
a zvysenu expresiu Gai2. Tieto zmeny autori rovnako pripisuji desenzitizacii (Mardon et al.,
1998). V kardioprotektivnom modeli akttneho cvicenia (behanie v kolese 60 min/dei, celkovo
7 dni) sledovali znizenie velkosti infarktu myokardu o 34% a zdroven sledovali zvysenu
expresiu eNOS, ¢o viedlo k zvySenej regulacii iNOS (Akita et al., 2007). Calvert et al. zistili,
ze aktivacia eNOS a tvorba NO v reakcii na cvi€enie su ¢iastocne sprostredkované stimulaciou
B3-AR. Pozorovali vyznamné zvySenia expresie f3-AR v myokarde, zatial’ ¢o expresia f1-AR

a f2-AR sa nemenila (Calvert et al., 2011). Mysi s knock-outovanym B3-AR vykazovali po
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cviceni zhorSenie srdcovych funkcii a bola u nich sledovana znizena expresia eNOS a iNOS
(Moens et al., 2009).

V 10D sme sledovali narast expresie B1-AR pomocou metodiky Western blot v hrubej
membranovej frakcii, avSak IF analyza nepreukazala ziadne zmeny. Zda sa teda, Ze zvySené
totdlne mnozstvo receptorov, je skor vo vackoch a nie je translokované na sarkolému. Bolo
ukazané, ze receptory mozu byt po desenzitizacii recyklované spit’ na plazmaticki membranu
(resenzitizacia) alebo uplne degradované v lyzozomoch (downregulacia). Resenzitizacia je
funk¢ne oddeleny proces od desenzitizacie, a moze prebiehat’ pocas stimulacie alebo pocas
pokojového stavu. Ide o proces, kedy sa desenzitizovany receptor obnovuje, aby bol pripraveny
odpovedat’ na d’alSie biologické stimuly a sprostredkovavat’ signalne drahy (Wachsman et al.,
1997). Po 10D, kde sa takisto znizovala velkost’ infarktu (Marvanova, nepublikované data),
sme pozorovali narast B2-AR aj B3-AR v hrubej membranovej frakcii, avSak nepotvrdili sme
zvySenu translokaciu na membranu. To by odpovedalo ndlezom v chronickom chlade, kde boli
obe zvysené ako v CA, tak aj v CAR (Tibenska et al., 2020a). Zda sa, ze kardioprotektivne
drahy, spojené s B2-AR aj B3-AR sa zacinaju aktivovat’ postupne, s adapticiou na chlad
a tvorbou BAT a zohravaju v tomto procese svoju ddleziti ulohu (viac nizsie).

Zaverom tejto kapitoly moZzeme povedat’, ze vo viacerych Stadidch je akutny chlad
uvadzany ako detrimentalny, najmé v suvislosti s kardiovaskularnym systémom (Cong et al.,
2018; Kriszbacher et al., 2009; Ryti et al., 2017). Sucasne, celosvetovo je zaznamenany vySsi
vyskyt imrti v stvislosti s kardiovaskularnymi choreniami prave pocas zimného obdobia
(Fares, 2013; Liu et al., 2015). V naSom modeli miernej kratkodobej chladovej expozicie po
dobu 3D a 10D sme nepozorovali Ziadne negativne dosledky, ale naopak kardioprotekciu, ktora
je pravdepodobne spojend so zmenami v adrenergnej signalizacii srdca a kardioprotektivny
mechanizmus sa moZze medzi tymito dvoma expoziciami liSit. Nie su vSak jasné podrobnosti
aktivacie jednotlivych signalnych drah, ktoré sii v tomto procese zapojené a ako postupne
v tomto procese zohravaju svoju ulohu. Preto je nutné ich d’alej preskimat’, comu sa budeme
v naSom laboratdriu nad’alej venovat. Zo vSetkych vysSie uvedenych udajov usudzujeme, ze
vystavenie akitnemu chladu a jeho vplyv na srdce silne zavisi na zvolenej teplote a dobe

expozicie.

Adrenergné signalne drahy a chladova adaptacia
Otuzovanie ma pozitivne u¢inky na l'udsky organizmus, zvySuje odolnost’ voci infekcidm,
podporuje aktivaciu imunitného systému a zlepSuje cievnu reaktivitu. Reakcia na chlad je

sprostredkovana B-ARs. B1- a f2-AR su zodpovedné za zvySovanie rychlosti metabolizmu
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u adaptovanych jedincov. U otuzilcov (obleCeni iba v plaveckom obleceni, za
termoneutralnych podmienok), ktorym bol podavany intravenézne 10 min. B1- a f2-AR
agonista bol preukazany pokles adrenergnej odpovede kardiovaskuldrneho systému, cez f2-AR
bola znizena srdcova frekvencia (Jansky et al., 2008). Vysledky tejto dizertanej prace ukazali,
ze signalna draha f1-AR-Gs-PKA sav CA ani CAR nemeni, f2-AR a 33-AR rasti v CA a CAR
a obe izoformy Gi proteinov su exprimované v CAR.

B1-AR sa v srdci viazu vyhradne na stimula¢ny G protein, nasledne je aktivovana AC,
ktora zvysuje hladiny cAMP a stimuluje PKA. Katalyticka podjednotka PKA nasledne
fosforyluje ciel'ové proteiny zapojené do modulacie intracelularnych hladin vapniku napr. Ca**
kanal typu L, RyR2 a PLB, a tym sa skracuje relaxacia (Lohse et al., 2003). Tato aktivacia je
zodpovedna za zvySeny chronotropny, inotropny a lusitropny efekt katecholaminov na srdce
a je nevyhnutnd pri akutnej reakcii srdca na stres (Ramirez-Correa & Murphy, 2007). Dlhodoba
aktivdcia tejto drdhy sa podiela na zmenach kontraktility kardiomyocytov, spociatku
stimuldciou, potom znizenim kontraktility (Feng & Anderson, 2017). Na znizenie dopadu
nepriaznivych ucinkov chronickej stimulacie B1-AR sa v praxi vyuzivaju beta-blokatory, napr.
metoprolol, ktory moéze zabranit' hyperaktivacii drdhy PKA a tak zoslabit’ rychlost
vyCerpavania kyslika a energetického substratu v postihnutych kardiomyocytoch pocas
ischémie (Bullock et al., 1985; Freemantle et al., 1999). V naSej praci sme ukézali, Ze podanie
selektivneho antagonistu B1-AR, metoprololu neovplyvnilo kardioprotekciu vyvolana CA a
CAR (Tibenska et al., 2020a). Toto pozorovanie mdze naznacovat’, Ze f1-AR nehraji hlavna
ulohu v kardioprotekcii vyvolanej CA a to aj napriek tomu, Ze st dolezité v procese netrasove;j
termogenézy (Cannon & Nedergaard, 2004).

Blokéda B-ARs propranololom preukézala dolezitost’ tychto receptorov pri vyvoji
hypertenzie (Prichard & Gillam, 1969; Weissinger, 1984). Nezmenend signalizacia AC
sprostredkovanej cez B-ARs po CA, mdZe byt vysvetlenim absencie hypertenzie v naSom
kardioprotektivnom modeli (Tibenska et al., 2020a; Tibenskéd et al., 2020b). V S§tudiach
chladovej adaptacie, ktoré pouzivaju nizke teploty 3 —4 °C, sa Casto stretadvame s vedl'ajSimi
ucinkami ako hypertenzia a hypertrofia l'avej komory (Fregly et al., 1989; Sun et al., 1997). Pri
rozvoji hypertenzie v chlade hrd pravdepodobne rolu ustajnenie zvierat a d’alSie stresové
faktory. Usudzujeme, Ze stres vyvolany individualnym ustajnenim pri adaptacii na chlad moze
mat’ u potkanov nepriaznivy vplyv na kardiovaskularny systém a vyvolat" hypertenziu
sprevadzanu ireverzibilnou komorovou hypertrofiou (Spruill, 2010; Sun et al., 1997).

Nasa §tadia ukazala zvySenu translokéaciu $2-AR na sarkolému v CA (Tibenska et al.,

2020a), avSak podanie jeho inhibitoru ICI-118551 nepotvrdilo rolu v kardioprotekcii vyvolanou
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CA (Tibenska et al., 2020b). Mierne zvysenie fosforylovaného PKA pozorované po CA v nasej
praci mdze suvisiet’ s dualnou funkciou enzymu v adrenergnej signalizacii. Okrem stimulacie
AC je druhou doélezitou funkciou PKA sprostredkovana fosforyldcia P2-ARs. Touto
fosforylaciou sa zoslabi afinita B2-ARs ku Gas a zosilni sa vizba na Gi-proteiny a aktivacia
s nimi spojenych drah (Daaka et al., 1997). Iné stadie tvrdia, ze fosforylacia 2-ARs je
sprostredkovand G protein receptorovou kinazou, ktora tiez podporuje vizbu f2-AR na Gi (Liu
et al., 2009; Wang et al., 2008). Woo et al. naznacuju, ze okrem fosforylacie hra rozhodujucu
ulohu pri selektivite vizby f2-AR na G protein aj vnatorna Strukturalna vlastnost’ a Specifické
interakcie medzi ligandom a zvySkom Tyr-308 B2-AR (Woo et al., 2009, 2014). Pozorované
zvySenie expresie a asociacie f2-AR so sarkolémou po CA mdze naznacovat’ aktivaciu drah
suvisiacich s B2-AR-Gi spojenych s prezitim buniek a anti-apoptotickymi u¢inkami na
kardiomyocyty (Chesley et al., 2000). S tym stvisia aj vysledky apoptotickych markerov
v miernom chronickom chlade, ktoré vo svojej diplomovej praci skimala PospiSilova. V jej
praci sa kaspdza 3 nemenila, kaspaza 8 v CA klesala a d’alsi pro-apoptoticky faktor ASK1 klesal
v CAR. Znizenie alebo nezmenend expresia génov aktivovanych oxidativhym stresom
potvrdzuje znizenu aktivitu ROS a tym ukazuje pozitivny vplyv chladovej adaptécie a nasledne;j
regresie. Dalej bol stanoveny aj pomer Bax/Bcl2, ktory je vieobecne uzndvanym ukazovatel'om
spustania apoptdzy. Tento pomer klesal v CA aj CAR, ¢o naznacuje znizenie pravdepodobnosti
apoptozy po CA a CAR (Pospisilova, 2017).

VSeobecne je vidzba P2-AR-Gi povazovand za kardioprotektivnu, aktivaciou anti-
apoptotickych drédh (Zhu et al., 2001) a aj jej dlhodoba aktivécia je dobre tolerovana. Ukazalo
sa, ze u transgénnych mysi B2-AR a vizba na Gai2 hra podstatna ulohu v chronickej signalizécii
a zlepSuje prezivanie buniek a zmiernuje rozvinutie srdcovej patologie. Naproti tomu vézba 32-
AR na Gai3 znizuje aktivitu Ca®" kanalu. Zda sa, 7e kardioprotektivny mechanizmus
dlhodobého cvicenia je sprostredkovany najmé B3-AR (Calvert et al., 2011). AvSak Zhang et
al. pozorovali v modeli dlhodobo cviciacich potkanov (postupné zvySovanie intenzity plavania
od 30 do 180 min./denne, 8 tyzdiiov) zvySenu expresiu a fosforyldciu Akt a rovnako aj GSK-
3pB. Je zname, ze PI3K-Akt je v srdci regulovana f2-AR-Gi signélnou kaskadou. A podavanie
Specifického PI3K inhibitoru v tomto modeli Gplne zrusilo kardioprotektivne u¢inky adaptacie
na cviCenie (Zhang et al., 2007). Aj ked’ transgénna nadmernd expresia f2-AR spociatku
zvysuje kontraktilitu, u tychto mysi sa ¢asom vyvinula kardiomyopatia, priCom jej zavaznost’
suvisi s mnozstvom [2-AR. Nadmernd expresia f1-AR a B2-AR je teda schopna vyvolat

toxické ucinky na srdce, aj ked’ B1-AR na ovel'a niZ$ej Grovni expresie (5-nasobne zvySenie
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expresie), v porovnani s 2-AR (100-nasobne zvySenie expresie) (Engelhardt et al., 1999;
Liggett et al., 2000). Toto su vSak trvalé aktivacie, ktoré su detrimentalne.

Naproti tomu fyziologické aktivacie, ktoré maju prechodny charakter maju protektivne
ucinky. Aktivacia a spojenie f2-AR s Gi stimuluje signalnu drahu skrz PI3K a nésledne Akt.
Nase vysledky ukazuju silnt aktivaciu tejto drahy v CAR, ale nie vSak v CA (Tibenska et al.,
2020b). Jednak na urovni expresie podtypov Gi proteinu — Gail/2 a Gai3. A na Urovni
fosforylovaného Akt, fosforylacia na Serd73 sa povazuje za rozhodujuci krok v jej aktivacii,
pretoze stabilizuje kindzovii doménu v jej aktivnej konformaécii (Hanada et al., 2004). Okrem
inych pro-survival ucinkov aktivacia expresie Akt chrani bunky pred oxidacnym stresom a
apoptézou inhibiciou otvarania mPTP, ¢o prispieva ku kardioprotektivnemu ucinku
vyvolanému CAR vocéi vapnikovému pretazeniu (Hanada et al., 2004). Vo vyskume na
izolovanych kardiomyocytoch vystavenych hypoxii/reoxygenacii bolo preukdzané, ze
selektivna stimulacia B3-AR je spojend so zvySenim fosforylacie Akt a tvorbou NO. V
kardiomyocytoch sa aktivuje Akt-eNOS-NO draha, ktord spomal'uje otvaranie mPTP a tym
zlepSuje zivotaschopnost’ buniek. Aktivacia srdcového B3-AR vyvoldva ochranu inhibiciou
mPTP signdlnou drahou zévislou od Akt-NOS-NO-cGMP-PKG (Garcia-Prieto et al., 2014).

Signalizacia PI3K-Akt negativne reguluje GSK-3B, a tak sa mdze podielat’ na
kardioprotekcii spojenej s mitochondriami vyvolanom prevenciou otvorenia mPTP (Juhaszova
et al., 2009; Nishihara et al., 2007; Shah et al., 2014; Sharma et al., 2018). V naSej Stadii sme
publikovali, ze expresia, fosforylacia a lokalizdcia GSK-3f v mitochondridlnom kompartmente
neboli ovplyvnené ani CA, ani CAR (Tibenska et al., 2020b). Toto zistenie moze vylucit’ GSK-
3P ako ciel’ Akt v kardioprotektivnom mechanizme vyvolanom CA. Dalej sme ukézali, ze CA
aj CAR vedu k zvySenej mitochondridlnej rezistencii na vapnikove pretazenie (Tibenska et al.,
2020a). Zdé sa, ze mechanizmus veduci k ochrane mitochondrii po CAR sa 1i§i od mechanizmu,
ktory sa uplatiiuje v CA. V CAR vysledky naznacuju zapojenie B2-AR-Gi-Akt a na mieru
pripadného zapojenia drahy f3-AR-Akt-NOS-NO-cGMP-PKG je nutné d’alSie skiimanie. Zda
sa vSak, ze zapojenie drahy cez B3-AR zohrava ulohu najmi v CA.

V srdci stvisi s aktivaciou B2-AR aj aktivacia tzv. stresovych kindz. ERK1/2 a p38
kindzy prenaSaju signaly do jadra v reakcii na bunkové stresy, ako s zapalové cytokiny (IL-1p
a TNF-a), ischémia, tepelny Sok a genotoxicky stres (Force et al., 1996). V srdci potkana sme
v CA pozorovali narast na tirovni fosforylované¢ho p38a a rovnako aj pomeru p-p38a/p38a, nie
vSak v CAR (nepublikované vysledky). Mnoho §tudii spdja aktivitu p38 v srdci s reakciou na
ischemicko-reperfiizne poskodenie a sledovalo zvySenie p38 v zlyhdvajiicom srdci (Kaiser et

al., 2004; Kumphune et al., 2010; Sy et al., 2008). Niektor¢ studie vSak ukazuju, Ze signalizacia
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p38 v myokarde je prospesnad (Maulik et al., 1998; Tenhunen, Soini, et al., 2006; Weinbrenner
et al., 1997). Pravdepodobne vsak pri aktivacii p38 funguju alternativne cesty, ktoré vytvaraju
prave tieto odlisné ucinky (Lochner et al., 2003). V niektorych publikaciach je diskutovana
mozna uloha p38 v srdci v regulécii expresie UCP2, ktora je sprostredkovana faktorom CREB
(Selimovic et al., 2008; Tenhunen, Rysé, et al., 2006). UCP2 je jednym z hlavnych
antioxida¢nych proteinov v mitochondridch a jeho expresia spomaluje produkciu ROS a
pomaha udrziavat’ ich hladinu (Fink et al., 2005). UCP2 d’alej v kardiomyocytoch pdsobi anti-
apoptoticky (Turner et al., 2010) a zvySuje odolnost’ myokardu voci ischémii (McLeod et al.,
2005). Signalna draha p38-CREB-UCP2 v srdci ale vyzaduje d’alSie analyzy. Cao et al. vo
svojej Studii ukazuju, ze na bunkovej urovni je p38 v BAT zakladnym regulatorom signalnej
kaskady expresie UCP1 sprostredkovanej B-ARs. p38 reguluje transkripciu génu UCP1
prostrednictvom koordinovanej aktivacie nuklearnych faktorov. Aktivacia UCP1 regulovana
cAMP vyZzaduje fosforylaciu p38 (Cao et al., 2004). p38 d’alej v BAT fosforyluje PGCla
a zvysuje aj jeho celkova expresiu. PGCla je spojovany s procesom netrasovej trermogénezy
a je silne indukovany chladom (Lin et al., 2005).

V reakecii na stres je p38 kindza aktivovana prostrednictvom malého GTP viazuceho
proteinu MAK kindazy, MEKK1 a MKK3, MKK4 a MKK®6. p38 kinaza aktivuje mitogénom
aktivovanu proteinkindzu aktivovanii proteinkinazou-2, ktord fosforyluje malé heat shock
proteiny Hsp25/Hsp27 (Nagarkatti & Sha’afi, 1998). V naSom modeli miernej chladovej
adaptacie sme sledovali zvySent expresiu p-p38a, naSe d’alSie nepublikované vysledky ukazuju
rovnako zvySenu expresiu celkového Hsp27 v CA. Nadexpresia Hsp27 v kardiomyocytoch
dospelych potkanov preukdzala ochranu buniek pred ischemickym poSkodenim (Martin et al.,
1997). Ukazalo sa, ze odolnost’ proti tepelnému a oxidaénému stresu je spojené so zvySenim
fosforylovanej formy Hsp27 a nie nefosforylovanej formy (Landry et al., 1991). Preto je nutné
v budtcnosti stanovit’ aj fosforylovanti formu Hsp27 v CA aj CAR.

Doélezitym naSim nalezom je zvySend aktivicia PKCa vplyvom chladu. PKCa je
v myocytoch zakladnym regulatorom srdcovej kontraktility. To bolo dokdzané aj na pokuse
s mySami deficitnymi na PKCa, ktoré boli hyperkontraktilné, zatial' ¢o mysi s nadexpresiou
PKCa hypokontraktilné (Braz et al., 2004). Medzi proteiny, ktoré fosforyluje patri SERCA2,
GRK2 a cTnl, teda proteiny spojené s modulaciou srdcovej kontraktility (Liu & Molkentin,
2011). V nasom modeli miernej chladovej adaptacie sme pozorovali narast p-PKCa a pomeru
p-PKCa/PKCa. Podobne aj Micova et al. sledovali v modeli kardioprotektivnej hypoxie
zvysenie celkovej aj fosforylovanej PKCa (Micova et al., 2016). PKCa nebola v suvislosti

s chladom v srdci Studovand, existuji dokazy, Ze asponi Ciasto¢ne prispieva k fosforylacii
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TRPMS, receptora ktory sa aktivuje chladom (<28 °C) a latkami ako mentol (aktivna zlozka
méty piepornej), icilin a eukalyptol, ktoré vyvolavaji pocit chladu (Peier et al., 2002). Tato
fosforyléacia bola Studovana v suvislosti so signalizaciou bolesti v neurénoch a mechanizmus,
ktorym aktivacia PKC vedie k inhibicii TRPMS, nie je uplne objasneny (Liu & Qin, 2005).

Kinazy ERK1/2 a p38 fosforyluji cPLA2a, ktord spolu so zvySenim intracelularneho
vapnika zabezpeci jej iplnu aktivaciu a riadi tak translokaciu cPLA2a z cytozolu na membrany.
Celkova cPLA2a klesala v CA apomer p-cPLA2a/cPLA2a narastol v CAR. Podobne ako
v podmienkach hypoxie, kde expresia p-cPLA2a rastla oproti normoxickej skupine (Micova et
al., 2016). cPLA2a uvolfiuje arachidonat z membranovych fosfolipidov a vznikéa tak volna
kyselina arachidonova. Biologicky vyznam AA spoc¢iva v tom, ze je sama signalnou molekulou,
ale je tiez prekurzorom eikosanoidov, ktoré vznikaji troma ré6znymi enzymami, medzi ktoré
patri aj cyklooxygenaza (Stenson & Parker, 1979). V srdci sa COX vyskytuje v dvoch
izoformach, COX-1 a COX-2. Tie sa lisia funkciou, lokalizaciou v bunke a Strukturalne v
aktivnom mieste enzymu. Zatial ¢o COX-1 je exprimovana v srdci za ucelom udrziavania
homeostazy, COX-2 mdze sluzit’ ako mediator zapalovych odpovedi, ked’Ze jej zvySena aktivita
bola pozorovana v suvislosti s patologickymi stavmi (Patrono, 2016; Zidar et al., 2009). Nase
predbezné vysledky (nepublikované data) ukazuji, ze COX-1 sa nemeni v CA ani CAR, ale
COX-2 rastie vyznamne v CAR, ¢o nadvézuje na vysledky cPLA2a. Rovnaké vysledky boli
pozorované v srdci upotkanov vystavenych hypoxickym podmienkam, u ktorych bola
pozorovand nezmenend COX-1 a nérast COX-2 (Micova et al., 2016). Madsen et al. sledovali
COX-1 aj COX-2 v BAT aj WAT u mysi po vystaveni kratkodobému chladu (4 -6 °C, 1 az 6
dni) a pozorovali zvysentl expresiu oboch izoforiem. Dalej sledovali expresiu UCP1 v BAT
a WAT po podani Specifického inhibitora COX a umiestneni mysi do 4 °C. Této inhibicia iba
mierne zoslabila chladom podmienenti expresiu UCP1 v BAT, ale takmer tplne zabranila
expresii UCP1 vo WAT (Madsen et al., 2010).

Z nasich vysledkov je jasné, Ze zapojenie f2-AR v procese chladovej adaptéacie zohrava
dolezita ulohu, pravdepodobne st vSak jednotlivé proteiny aktivované rozdielne v CA a CAR.
Dalej je zrejmé, ze kardioprotektivny i¢inok CA a CAR nebude sprostredkovany iba p2-AR
signdlnou drahou, aj ked’ je vel'mi zaujimava svojim zapojenim.

Uloha B3-AR v kardioprotekcii vyvolanej chladom nie je zanedbatel'na (Tibenska et al.,
2020a). B3-AR je minoritnym receptorom v srdci, jeho rola je ¢asto opominana, avSak jeho
zmeny sa spajaju s mnohymi adaptaénymi mechanizmami (pre prehlad Salie et al., 2019).
V srdci bol B3-AR skimany len minimalne, bol objaveny v hnedych adipocytoch a hré ddlezitt

ulohu v procese chladovej adaptacie. V hnedom tukovom tkanive reguluje spolu s B1-AR
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katecholaminmi indukovant expresiu UCP v mitochondriach, ktory rozpriahne oxidacny
retazec od produkcie ATP a proténovy gradient je vyuzity pre tvorbu tepla (Cypess et al.,
2015). Jednou z oblasti zdujmu spojenou s B3-AR viac ako dve desatrocia je stimulacia
energetického vydaja BAT a spotreby zivin prostrednictvom aktivacie f3-AR (Virtanen et al.,
2009). B3-AR a BAT boli skimané aj v stuvislosti s obezitou a ich aktivacia vedie k zlepSeniu
glukozovej tolerancie a uvolfiovaniu adipokinov, ktoré priaznivo reguluji metabolizmus
(Bartelt et al., 2010). Ukazalo sa, ze selektivna farmakologicka aktivacia B3-AR ma vyrazny
vplyv na morfologiu a metabolizmus tukového tkaniva. Dlhodobé lieCenie obéznych hlodavcov
agonistami B3-AR redukuje tukové zasoby a zlepsuje inzulinovu rezistenciu vyvolanu obezitou,
ako aj ul'ah¢uje tvorbu hnedych adipocytov z WAT (,,hnednutie adipocytov*) (Himms-Hagen
et al., 1994).

B3-AR chybaju fosforylacné miesta a su tak rezistentné na PKA-sprostredkovanu
fosforylaciu (Kayki Mutlu et al., 2018) a preto u B3-AR obvykle neprebieha kratkodoba
desenzitizacia. My sme sledovali narast v CA aj CAR jednak na trovni expresie, ale aj
kolokalizacie so sarkolémou (Tibenska et al., 2020a). Dlhodoba stimulacia receptoru s f3-AR
agonistami viedla k znizeniu signalizacie zavislej na cAMP. Zéaroven bola pozorovana aj
znizend aktivita AC a Ciasto¢ne aj zniZend expresia Gs (Michel-Reher & Michel, 2013),
v naSom modeli sme sledovali nezmenenu aktivitu tychto proteinov. V tukovom tkanive je 3-
AR spriahnuty s Gs, v srdci prevazne s Gi. B3-AR je jedinecny v tom, zZe sa mdze vzajomne
spriahnut’ ako s Gs, tak aj s Gi bez fosforylacie. Na rozdiel od 2-AR, ktoré sa primarne spajaji
s Gs a az fosforylacia a zmena konformacie umozni spojenie s Gi (Liggett et al., 1993). 3-AR
sa aktivuje pri vysokych koncentracidch katecholaminov a vyvoldva negativny inotropny
ucinok, ktory antagonizuje aktivitu B1-a 2-AR a tato aktivacia slizi ako ,,brzda“ pri nadmerne;j
stimulacii sympatiku (Niu et al., 2013). Signalizacia B3-AR cez Gi hrd dolezitti ulohu pri
zoslabeni hypertrofickej remodelacie inhibovanim vépnikového pretazenia (Hammond &
Balligand, 2012). Mysi s nadmernou expresiou 3-AR Specifickou pre kardiomyocyty mali
znizenl hypertrofiu I'avej komory v porovnani s mySami WT v reakcii na chronické podavanie
izoprenalinu (Belge et al., 2007). Z tohto hl'adiska je B3-AR pravdepodobne kompenzacnym
mechanizmom pri srdcovom zlyhani, ktorého cielom je zniZit' dopady vyvolané prediZenou
sympatickou aktivitou (Moens et al., 2010). To je v stlade s naSimi vysledkami, v naSom
modeli miernej chladovej adaptacie sme nesledovali hypertrofiu myokardu u potkanov v CA
ani v CAR (Tibenska et al., 2020a; Tibenska et al., 2020b).

Funk¢na expresia B3-AR v ludskom myokarde sa demonsStrovala aplikaciou

selektivneho agonistu BRL 37344 (Gauthier et al., 1998). Nasledne je aktivovany Gi protein
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a skrze NOS a jej izoformy (eNOS a nNOS) stimuluje tvorbu NO a zvysi sa intracelularna
hladina cGMP. U mysi s knockoutom eNOS sa vyvinula systémova a plucna hypertenzia
a spolu so zvySujicim sa vekom mysi sa vyvinula aj srdcova hypertrofia (Yang et al., 1999). V
modeli ischémie/reperfizie mali mysi s deficitom eNOS zvédcSenu velkost oblasti infarktu
(Scherrer-Crosbie et al., 2001). Aktivacia eNOS je vSeobecne modulovana translokaciou alebo
fosforylaciou. Avsak Niu et al. nepozorovali zmenu expresie proteinov eNOS a iNOS po podani
Specifického agonistu BRL 37344. A zaroven pozorovali pokles fosforylacie eNOS, ¢o
naznacuje deaktivaciu eNOS, nie jeho stimulaciu cez B3-AR (Niu et al., 2013). Podobné
vysledky sa sledovali u izolovaného zlyhavajuceho myokardu (Napp et al., 2009). Toto mozno
vysvetlit' sprievodnou aktivaciou nNOS v kardiomyocytoch. Delécia génu nNOS bola spojena
s vaznejSou remodelaciou l'avej komory a funkénym zhor$enim infarktu myokardu u mysi, ¢o
naznacuje, Ze nNOS mdZze byt tieZ zapojeny do ochrannej odpovede myokardu (Dawson et al.,
2005; Saraiva et al., 2005). Obe formy je preto nutné stanovit’ v experimentalnych skupinach
miernej chladovej adaptacie. Tieto analyzy momentalne prebiehaji v naSom laboratoriu.

Stimulacia B3-AR moze aktivovat’ SERCA prostrednictvom PKG-zavislej fosforylacie
fosfolambanu (Abdallah et al., 2005). Ukazalo sa, ze B3-/- mySi maju zvySenll expresiu
SERCA2a a v kombindcii so zvySenou fosforylaciou PLB to vedie k zvySenej aktivite
SERCA2a (Ziskoven et al., 2007). Znizena aktivita SERCA2a moze korelovat’ s vySSou
odolnost'ou pri nedostatocnom privode kyslika (Wagner et al., 1998). V modeli nadmerne;j
expresie B2-AR, zvySena aktivita SERCA2a modzZe byt zodpovednd za zvySenie spotreby
energie a ischemické poskodenie (Cross et al., 1999). Aktivacia SERCA prostrednictvom PKG
znizuje oscilaciu Ca?* a moze tak branit’ srdce pred vapnikovym pretazenim (Abdallah et al.,
2005). Celkova PKG rastie v CAR, avSak momentéalne nie je k dispozicii fosforylovana
protilatka proti p-PKG, preto nemo6Zeme dostatocne definovat’ zapojenie PKG v procese CA a
CAR. Na zéklade tychto udajov predpokladame, Ze kardioprotekcia vyvolana CA mdze byt
asponl ¢iastoCne zaloZena na signalizacii f2/B3-AR. Napriek tomu je kontrola aktivity f3-AR v
srdci zlozitd a reguldcia tychto receptorov v suvislosti s postupnou CA si vyzaduje d’alSie
dokladné preskiimanie.

B3-AR sa javi ako sl'ubny terapeuticky ciel a je potrebné d’alej preskiimat’ B3-AR-NO
signalizaciu v procese CA. Bola opisand stimulacia B3-AR za r6znych podmienok na produkciu
NO prostrednictvom vSetkych troch identifikovanych NOS izoforiem a ukazalo sa, Ze je
nevyhnutna pri prevencii vyvolaného tlakovym pretaZzenim (Moens et al., 2010). Celkovo ma
tato draha potencial stat’ sa dolezitym terapeutickym cielom pri liecbe srdcového zlyhania a

inych poruch stvisiacich s oxida¢nym stresom.
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Tyroidny systém v chlade

V procese chladovej adaptédcie je v nadvédznosti na adrenergny systém aktivovany tyroidny
systém. Stimulécia B-ARs aktivuje DIO2 a tym zvySuje aktivitu trijodtyroninu, ¢im sa oba tieto
systémy prepajaju (Carvalho-bianco & Larsen, 2004). Boli sledované hladiny tyroidnych
hormonov po chladovej adaptacii, kedy viaceri autori mierne potvrdili zvysenie T3 aj T4 (Kiihn
et al., 1983; Reed et al., 1994). Fregly et al. pozorovali u potkanov zvySenie iba T3 v sére, ¢o
ale moze byt’ sposobené zvysenou premenou T4 na T3 (Fregly et al., 1994). ZvySena premena
bola potvrdena aj u kralikov adaptovanych na chlad (Mustafa & Elgazzar, 2014). V nasom
modeli miernej chladovej adaptacie skimala hladinu tyroidnych horménov vo svojej
diplomovej praci Marvanova (Marvanova, 2015), ktora rovnako sledovala zvysenie hladiny T3
v sére v CA skupine.

Posobenie tyroidnych hormoénov v procese chladovej adaptacie skimali aj Bianco et al.,
mys$i, ktorym bola operativne odstranena Stitna ZI'aza boli vystavené teplote 4 °C. Tieto zvierata
netolerovali chlad, mali nefunkény BAT atym aj netrasovi termogenézu a podliehali
hypotermii (Bianco & Silva, 1987). Viaceré dalSie stadie dospeli k zaveru, ze tyroidné
hormoény st dolezité pre aktivaciu a formovanie BAT a netrasovu termogenézu a BAT je
dolezitym zdrojom T3 (pre prehl'ad Bianco & McAninch, 2013).

Posobenie tyroidnych hormoénov je realizované cez jadrové receptory THRa a THRp.
V naSom modeli miernej chladovej adaptacie sme sledovali expresiu THRal s tendenciou k
narastu v oboch experimentalnych skupindch CA a CAR. Dalej sme sledovali ich kolokalizaciu
s jadrami, pouzitim DAPI znacenia. Nepozorovali sme Ziadne zmeny (vysledky nie su
publikované v tejto dizertacnej praci), avSak ich mnoZstvo na sarkoléme sa signifikantne
zvysilo u oboch rezimov. THRal je v srdci exprimovany vo vd¢Som mnozZstve, ovplyviuje
komorovu repolarizaciu a tym znizuje srdcovu frekvenciu. THRal reguluje v srdci tazky
retazec myozinu o (aMHC), ktory ma vysSiu aktivitu ATPazy. U hlodavcov je transkripcia
aMHC aktivovand T3 a hypotyredza je spojena s jeho downregulaciou (Franklyn et al., 1989).
V hypotyredze boli na zvieracom modeli pozorované znizené hladiny a aktivity SERCA2 a
RyR, naopak aktivita PLB bola zvySend (Belakavadi et al., 2010). Tieto m6Zu suvisiet' so
znizenim rychlosti diastolickej relaxacie. B1-AR a THRa receptory st pozitivne a negativne
regulované T3, ¢o podporuje inotropné a chronotropné ucinky tyroidnych horménov na srdce
(Ojamaa et al., 2000).

Obe izoformy THRs su pritomné v tukovom tkanive, ale THRal je hojnejSia. V
primarnej kultare hnedych adipocytov potkana, expozicia T3 zvysila THRpB1 a znizila THRal
(Herndndez & Obregdén, 1996). Mutacia THRa sposobuje zvySen aktivitu BAT u mysi
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(Warner et al., 2013). Mysi s heterozygotnou muticiou THRal vykazovali zvySenu
termogenézu v désledku stimulacie sympatického hnedého tuku, no ich telesna teplota nebola
zvysend. Marrif et al. skimali mysi s deléciou génu T3Ra, ktory kéduje THRa. MySiam s touto
deléciou sa po kratkodobom vystaveni chladu znizovala teplota vyraznejSie a po akutnom
vystaveni chladu (6 °C, 16 hodin), narastla hladina UCP1 v BAT a zvysila sa aktivita DIO2. Po
podani infzie noradrenalinu sa ich telesna teplota zvySila vyrazne menej oproti kontrolam. To
naznacuje, ze T3Ra poskytuje normalnu adrenergnu odpoved’ hnedych adipocytov (Marrif et
al., 2005).

V chronickom modeli mierneho chladu sme zistili, ze tyroidny receptor f (THRB1) bol
na urovni expresie proteinu zvyseny v l'avej komore srdca po CAR. Rovnako sme sledovali
kolokalizaciu s jadrami, nepozorovali sme ziadne zmeny (vysledky nie st publikované v tejto
dizertacnej praci). Na trovni kolokalizdcie s membranou bol zvySeny v CA (nepublikované
vysledky). THRP1 je v srdci exprimovany len v menSom mnozstve a jeho aktivacia zvySuje
srdcova frekvenciu. THRPI1 v srdci reguluje tazky retazec myozinu B (BMHC), ktorého
transkripcia je u hlodavcov redukovana cez T3. V modeli hypotyredzy bola expresia aj
transkripcia BMHC zvy$ena (Franklyn et al., 1989). Dalej bola pozorovana downregulacia
SERCAZ2, ktora sa takisto zda byt ¢iastocne pod kontrolou THRB1. Downregulacia aMHC pri
sucasnej upregulacii PMHC spolu s downregulaciou SERCA2 do istej miery vysvetl'uje
znizenu srdcovu kontraktilitu spojent s hypotyreézou (Kinugawa et al., 2001).

V BAT THR napomaha aktivécii adrenergnej stimulacie a expresie UCP1 v BAT (de
Mena et al., 2010). To autori dokazali poddvanim agonistu THRB (GC-1), ktory
u hypotyroidnych mysi obnovil normalne mnozstvo a funkciu UCP1. V izolovanych l'udskych
adipocytoch indukovala 3 — 10 denna liecba T3 expresiu UCPI, ktord bola zavisld od
pritomnosti THRP ( Lee et al., 2012). Zda sa teda, ze izoforma THRal je nevyhnutna na
udrZanie normalnej adrenergnej odozvy BAT a telesne;j teploty, zatial’ o THRP1 sprostredkuje

expresiu génu UCP1 indukovanu T3 (Trost et al., 2000).
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7 ZAVER

Vplyv chladu na srdce a najma na aktivaciu signdlnych drah nie je uplne znamy a prekvapivo
na molekuldrnej trovni ani Studovany. Tato dizertacné praca je v tomto smere jedna z prvych
svojho druhu, ktord sktima zapojenie adrenergného a tyroidného systému v kardioprotekcii
vyvolanej miernym chladom.

Po 3 diioch chladovej expozicie 8 °C doslo k narastu troch izoforiem inhibi¢nych
podjednotiek G-proteinu (Gai 1-3), zatial' ¢o po desiatich dinoch, ani po 5-tyzdnoch, sa ich
hladina uz nemeni. Je zaujimavé, Ze po navrate do normotermnych podmienok Gai znovu
vyznamne narastaji. Podjednotka o stimulaéného G proteinu nebola zmenena ani v rannych,
ani v chronickych fazach adapticie. To naznacuje rozdielne zapojenie adrenergnych drdh
v kardioprotektivnom reZime samotnej adaptacie a nasledného zotavenia. Tuto hypotézu sme
potvrdili na urovni B2-AR-Akt signalnej drahy, ktord je pravdepodobne klItucova
v kardioprotektivnom mechanizme pretrvavajicom po chladovej adaptacii, nie vSak behom
adaptacie. Aktivacia Akt chrani bunky pred oxidaénym stresom, inhibuje apoptoézu a znizuje
Sancu otvarania mPTP, ktord bola vnaSej publikicii priamo potvrdend. Pretrvavajuci
kardioprotektivny ucinok chladu je tiez sprevadzany zvysSenim cPLA2a, ktorej aktivacia suvisi
so znizenim B1-AR azvySenou vizbou B2-AR na Gi protein. V samotnom chlade bola
aktivovana p38 kinaza, ktory méze fosforylovat’ Hsp27. Jeho aktivéacia chrani bunku pred
tepelnym a oxida¢nym stresom.

Na viacerych Grovniach sme nepozorovali zmeny v aktivacii B1-AR signélnej drahy vo
vSetkych sledovanych rezimoch za¢inajucim 3 dennou adaptéciou. Jej dlhodob4 aktivacia vedie
k hypertrofii, a ma pro-apoptotické U¢inky. To je v stlade snaSimi ndlezmi, kedy sme
nepozorovali rozvoj hypertrofie u Ziadneho modelu. M6Zeme teda povedat’, ze kardioprotekcia
v tomto modeli nesuvisi s B1-AR, aj ked’ v procese chladovej adaptéacie hraju vyznamnu tlohu
na inych Grovniach.

V procese chladovej adaptacie vel'mi pravdepodobne zohravaju ddlezita ulohu f3-AR.
Pozorovali sme ich zapojenie na urovni B3-AR-PKG v oboch protektivnych rezimoch. Presné
zapojenie drahy vsak nie je v tejto dizertacnej praci publikované a vyzaduje d’alSie skiimanie.

Tyroidné hormoény termogenézu priamo moduluju zmenou funkénosti a rychlosti
transkripcie UCP. V srdci tyroidné hormony ucinkujt cez jadrové receptory THRa a THRf
receptor. V srdci potkana je T3 viazany na THRal a THRPI. THRal sa v oboch
experimentalnych skupindch nemenil, THRB1 sa zvysil v CAR. Zd4 sa, Ze THRal je
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nevyhnutnd na udrzanie normalnej adrenergnej odozvy a telesnej teploty, zatial co THRB1
sprostredkuje expresiu génu UCP1 indukovanu T3.

Zaverom mozeme zhrnut, ze adrenergna signalizacia hra rolu v kardioprotektivhom
rezime chladovej adaptacie, pravdepodobne cez signalne drahy spojené G-inhibi¢nou
podjednotkou. KI'aicCom k hlbSiemu porozumeniu molekularnej pri¢iny kardioprotektivneho
mechanizmu moéze byt v buducnosti Specifickd blokacia jednotlivych signdlnych drah.

Hrladanie vhodného modelu pre klinické vyuzitie je d’alSou ddlezitou tlohou tohoto pracoviska.
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Prilohy
Priloha 1 - ELFO gely

Délici 8% 10% 12% 15%
H20 8,47 7,13 5,8 3.8
AA sol. (ml) 5,33 6,67 8 10
Tris 8,9 sol. C (ml) 5 5 5 5
SDS sol. B (ml) 0,2 0,2 0,2 0,2
APS sol. E (ml) 1 1 1 1
Zaostrovaci 5% 3%
H20 52 6,9
AA sol. (ml) 1,7 1
Tris 8,9 sol. D (ml) 2,5 1,3
SDS sol. B (ml) 0,1 0,1
APS sol. E (ml) 0,5 0,7

Tris pH 8,9 sol C: Trizma base: 18,2 g
TEMED: 345ul upravit pH na 8,9 a doplnit do objemu 100 ml

Tris pH 6,9 sol. D: Trizma base: 3,025 g
TEMED: 345ul upravit pH na 6,9 a doplnit do objemu 50 ml

SDS sol. B: SDS: 1 g do 10 ml vody
APS sol. E: APS: 90 mg do 5 ml vody
AA: akrylamide/bisacrylamide (Sigma, A3699)

Trizma base (Sigma, T1503), TEMED (Serva, 100732), SDS (Sigma, 120 777), APS (Roth,
9592.3)

Priloha 2 - Vniti'ni elektrodovy pufr pro ELFO
Koncentrovany (celkovy objem 11):
Trizma base: 30,3 g, Glycine: 144,0 g, SDS: 10,0 g
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Redény (celkovy objem 11): 100 ml koncentrovaného elektrodového pufru do 900 ml
destilované vody

Trizma base (Sigma, T1503), Glycine (Sigma, G8898), SDS (Sigma, 120 777)

Priloha 3 — Towbin roztok

Towbin roztok (celkovy objem 11):

Trizma base: 3,03 g, Glycine: 14,4 g, Methanol: 200 ml
Trizma base (Sigma, T1503), Glycine (Sigma, G8898)

Priloha 4 — TTBS roztok
TBS roztok (celkovy objem 51):
Trizma base: 12,1 g, NaCl: 146,2 g, Upravit pH na 7,5

TTBS roztok (celkovy objem 11):
Odebrat 11 TBS co ¢isté lahve a ptidat 0,5 ml Tween 20

Priloha 5 — Tyrode roztok

Tyrode roztok (celkovy objem 11):
NaCl: 7,89 g, KCI: 1,401 g, NaH,PO4x2H>0: 51 mg, MgCl,x6H,0: 1,016 g, HEPES: 2,38 g,

vSe rozpustit ve vodé a upravit pH na 7,3

Priloha 6 — PBS roztok (celkovy objem 11):

NaCl: 8g, KCI: 0,2g, Na2HPO4.2H20: 1,72g, 1 KH,PO4: 0,24¢

vSe rozpustit ve vodé a upravit pH pomoci NaOH na 7,4
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