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Uvod

Kosterni svaly dospélého potkana sestavaji z vlaken obsahujicich &tyfi
isoformy tézkych fetézcl myosinu (MyHC — myosin heavy chain). Zastoupeni
jednotlivych isoforem MyHC umoziiuje odliSeni jednotlivych typ( viaken na vlakna
Jpomala“ a ,rychla“. Za experimentalni modely pomalého a rychlého svalu u potkana
jsou bé&zné uzivany m. soleus (SOL) a m. extensor digitorum longus (EDL). SOL s
vysokym zastoupenim ,pomalych“ vlaken obsahuje pfevainé ,pomalou” isoformu
MyHC | a minoritné ,rychlou” isoformu MyHC lla; EDL s pfevahou ,rychlych viaken
obsahuje prevazné tii ,rychlé isoformy MyHC lla, lix/d a llb a minoritné isoformu
MyHC |.

Je znamo, Ze procentudlni zastoupeni téchto typl vidken se méni vyznamné
v pribéhu &asného postnatalniho vyvoje a téz u dospélych potkanl pod vlivem
nejriznéjSich vnéjsich podminek. Jedna se o podminky ,fyzikalniho* charakteru jako
je napfiklad svalova prace ¢i zména plsobeni gravitace a dal$i nebo molekularné
signalizacniho charakteru, jako jsou napfiklad nervové trofické €i hormonalni vlivy.
Nervové trofické vlivy hraji velmi vyznamnou roli pfi diferenciaci svalovych viaken a
také pfi vzajemné pfeméné pomalych a rychlych viaken. Tyroidni hormony zastavaji
vyznamnou modulaéni roli v pribéhu vyvoje svalu a soucasné se uplatiuji i v
dospélosti pfi pfeméné svalovych vliaken a regulaci jejich fenotypu.

Pod vlivem periferniho plsobeni trijodtyroninu (T3) dochazi k prednostni
expresi rychlych isoforem MyHC bez ohledu na typ svalu, zvétSuje se tim tedy i podil
rychlych viaken ve svalu. V pfipadé nedostatku tohoto hormonu naopak dochazi
k utlumeni exprese rychlych isoforem MyHC a tim k pomérnému narlstu pomalych
isoforem.

Fyziologicka hladina T3 je odvisla od véku jedince a pohlavi a mlze byt
experimentalné zménéna. Rozeznavame tfi typy Grovné hladiny tyroidnich hormonti:
fyziologickou - eutyroidni (EU), snizenou - hypotyroidni (HY) a zvySenou -
hypertyroidni (TH).

Tato prace byla provadéna na potkanech Rattus norvegicus inbredni linie
Lewis, u kterych byla experimentalné navozena zména tyroidniho stavu. Tento model

je dlouha léta pouzivan v laboratofi RNDr. Tomase Soukupa, CSc.



Cilem prace bylo prispét k uceleni poznatkll o procentualnich zménach
obsahu pomalého a rychlého typu svalovych viaken v SOL a EDL v zavislosti na
véku, pohlavi, hladiné tyroidnich hormont i lateralité koncetiny. Vysledky prace
poskytnou referenéni udaje pro pokusy s heterochronni isotransplantaci (Jirmanova
a Soukup, 1995), které jsou provadény na jedincich rizného stafi.

Tézistém mé prace je hodnoceni imunohistochemicky barvenych fezl proti
rychlym a pomalym vlaknim ze svall SOL a EDL samic a samcl potkana péti
vékovych skupin a tfi tyroidnich stavli pomoci stereologické analyzy.



Cile prace

1. Kvantifikovat zménu procentualniho zastoupeni typa svalovych viaken v
SOL a EDL potkana Rattus norvegicus linie Lewis v zavislosti na stupni vyvoje od

¢asné postnatalinich jedincl po jedince dospélé.

2. Kvantifikovat vliv experimentalné navozené zmény hladiny tyroidnich

hormon( na procentudini zastoupeni typt svalovych viaken v SOL a EDL.

3. Zhodnotit moznou existenci rozdilli v procentualnim zastoupeni jednotlivych

typl svalovych vlaken mezi pravou a levou koncetinou tychz jedincu.

4. Porovnat rozdilnosti v procentualinim zastoupeni typl svalovych vlaken
mezi samci a samicemi. Z nize popsanych dlvodl nejsou samci ¢asto pouzivani v
laboratofi RNDr. Tomase Soukupa CSc. Smyslem intersexualnich porovnani je zjistit,
zda je nutné zkoumat samce jako samostatnou skupinu ¢&i lze vyuzit dat ziskanych

na samicich i pro popis zmén svalového fenotypu samct.



Seznam zkratek

aF - primarni protilatka ,anti fast" proti rychlym isoformam MyHC typu I

APS - amonium persulfat

aS - primarni protilatka ,anti slow" proti pomalé isoformé& MyHC typu |

ATPaza - enzym adenosin trifosfatazové aktivity

bFGF - zakladni fibroblastovy rlistovy faktor (basic fibroblast growth factor)

CLFS - chronicka nizkofrekvenéni stimulace (chronic low-frequency
stimulation)

DAB - 3,3-diaminobenzidin

DPX - distren, zmék&ovac a xylen (distrene, plasticizer, xylene)

DTT - dithiotreitol

EDL - musculus extensor digitorum longus

EDTA - etylen diamin tetraoctova kyselina

EGTA - etylen glykol tetraoctova kyselina

EU - eutyroidni, fyziologicky stav hladiny tyroidnich hormont

HRP - kfenova peroxidaza (horseradish peroxidase)

HY - hypotyroidni, sniZeny stav hladiny tyroidnich hormon(

IGF - inzulinu podobny ristovy faktor (insulin-like growth factor)

MAPK(ERK) - mitogenem aktivovana protein kinaza/kinaza regulovana
extracelularnim signalem (mitogen-activated protein kinase/
extracelullar signal-regulated kinase)

M. - relativni molekulova hmotnost

MRF - myogenni regulaéni faktor (myogenic regulatory factor)

mRNA - informaéni (messenger) ribonukleova kyselina

MyHC - téZky fetézec myosinu (myosin heavy chain)

MyLC - lehky fetézec myosinu (myosin light chain)

NDS - osli sérumalbumin (normal donkey serumalbumine)

NFAT - jaderné faktory aktivovanych T bunék (nuclear factors of activated T
cells)

PBS - fosfatovy pufr s pfidavkem chloridu sodného (phosphate buffer saline)

pH - zaporny dekadicky logaritmus koncentrace vodikovych iontl — protont

PHFS - rychla fazicka vysokofrekvenéni stimulace (phasic figh-frequency
stimulation)

RXR - receptor X retinoidnich latek

SD - standardni odchylka (standard deviation)

SDS - sodium dodecyl sulfat

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfat — polyakrylamidova gelova elektroforéza
SOL - musculus soleus

T3 - trijédtyronin

T4 - tyroxin

TBS - TRIS pufr s pfidavkem chloridu sodného (TRIS buffer saline)
TEMED - tetrametyletylen diamin

TH - hypertyroidni, stav zvySené hladiny tyroidnich hormont

TR - receptor pro tyroidni hormony (thyroid hormone receptor)
TRE - regulaéni sekvence DNA vazici receptor tyroidniho hormonu

(thyroid hormone response element(s))



TRH
TRIS
TSH
WBN/Kob

- TSH-uvolriujici hormon (TSH releasing hormone)
- 2-amino-2-hydroxymetyl-propan-1,3-diol

- hormon stimulujici Stitnou Zlazu

- linie potkant Wistar Bonn/Kobori
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Literarni prehled

1. Myosin a jeho tézké a lehké retézce

Myosin je klicovy protein kontraktilniho aparatu kosterniho svalu tvofici velké
komplexy a vyskytujici se témér u vSech znamych druhl organisma. Nachazime jej u
prvokd, rostlin i Zivogich(l a postrada jej pouze nékolik taxont, napfiklad Eervené fasy
¢i diplomonadni protista (Vale, 2003). Jedna se o molekularni motor schopny pohybu
po vldknech F-aktinu. Doména myosinu zodpovédna za generovani lokomocni
aktivity (S1 fragment) je napfi¢ evoluci konzervativni oproti zbytku molekuly.
Z hlediska své stavby byly rlizné druhy myosinovych komplext rozdéleny do 24 tfid
(Goodson a Dawson, 2006) oznadovanych fimskymi Eislicemi. Nékteré tfidy byly
nalezeny pouze v rostlinach (VIII a Xl), jiné zase jen u obratlovcd (IX). Vétsina tfid
myosinu se vyskytuje napfi¢ celou skupinou eukaryot. Myosiny jsou burfkami
vyuzivany k transportu vesikulll, organel a jiného nakladu, pro stabilizaci cytoskeletu,
k pohybu bunék, invazi vnitrobunéénych parazitl a také ke svalové kontrakci, tedy
pro aktivni pohyb Zivocichli. Myosinové komplexy se skladaji z tézkych a lehkych
fetézcl (MyLC — myosin light chain) (Obrazek 1.). Tézké fetézce zpravidla dimerizuji,
avSak u myosin( trid I, lll, IX a XIV zlstavaji monomerni. Lehké fetézce maiji vyznam
funkéné modulaéni. VSechny myosiny, s vyjimkou myosinu tfidy VI, se pohybuiji
smérem k plus konci F-aktinu.

Molekuly myosinu kontraktiiniho aparatu kosterniho svalu spadaji do
myosinové tfidy |l. Myosinové molekuly tfidy Il se nachazeji i v nesvalovych burikach,
avSak této skupiné myosinli nebude v této praci vénovana pozornost (pro prehled
Alberts et al., 2002). Myosiny tfidy Il jsou homodimerni multiproteinové komplexy,
kde kazdy monomer je heterotrimerem. Jeden cely myosinovy komplex ma M, fadové
460 000. Soucasti heterotrimeru je tézky retézec o M, fadové 200 000 a dva lehké
fetézce, esencialni a regula¢ni, oba s M, fadové 15 — 17 000. MyLC jsou vapnik
vazebné proteiny nekovalentné vazané k MyHC v oblasti kréku (Obrazek 1.). MyLC
jemné doladuiji vlastnosti celého komplexu myosinu. U rliznych typl myosin( Ize najit
rizné kombinace isoforem MyLC a MyHC, které poskytuji Sirokou $kalu isoforem
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celych myosinovych komplext (Bottinelli et al., 1994). Tyto se jemné odliSuji ve
svych biochemickych, fyzikalnich a biofyzikalnich vlastnostech. MyHC dimerizuji
prostiednictvim  svych a-helikdlnich oblasti tvoficich vdimeru strukturu
nad$roubovice, tzv. ,coiled coil“. Na C-konci kazdé molekuly MyHC se nachazi
vlaknity a-helikalni kréek, ktery poji globularni S1 fragment s oblasti ,coiled coil®.
Hlavicka nese aktin vazajici doménu a ATP vazebné misto s ATPazovou aktivitou;
ma tedy veSkerou enzymatickou aktivitu MyHC, ktera je nepostradatelna pro posun
myosinu po aktinu a tedy pro kontrakci svalu (d’Albis a Butler-Browne, 1993; pro
prehled Murray: Harperova biochemie, 2001) (Obrazek 1.)

Odhaduje se, Zze myosin zaujima zhruba 25% celého proteinového obsahu
bunky kosterniho svalu (Baldwin a Haddad, 2001).

a) b)

Head Neck Tail
- = V- A

Regulatory ‘
light chain __-f

’ ‘7}' Nucleotide-
i, binding site

Regulatory
light chain

Heavy chains binding }

Essential site

light chain } ‘
& aNETR W

Obrazek 1. Tercialni a kvartérni struktura molekuly myosinu tfidy Il. Nalevo (a) je zobrazeno
prostorové uspoifadani celého myosinového komplexu. Jsou znazornény tézké fetézce a rozloZeni
obou typl lehkych feté&zcl. Molekula je rozdélena na hlavni strukturni celky, tedy na globularni
hlavi¢ku, kréek spojujici filamentarni ¢ast s hlavickou a na filamentarni ¢ast. Vpravo (b) je patrné
tfidimenzionalni detailni uspoiadani lehkych fetézcl okolo kréku a struktura globularni ¢asti molekuly.
Jsou zvyrazné&na vazebna mista pro aktin a ATP. Filamentarni ¢ast neni uvedena.

Pfevzato a upraveno podle Lodish et al., 2003.

12



1.1 Isoformy tézkych retézcu myosinu tridy Il (MyHC)

Isoformy MyHC se obecné déli do dvou zakladnich skupin, které reprezentuji
pomalé isoformy typu | a rychlé isoformy typu Il. Pro kosterni sval dospélého
hlodavce jsou typické nasledujici isoformy: MyHC | (také B &i IB) a MyHC lla (Danieli-
Betto et al., 1986), MyHC IlIx/d (také lid, lIx &i lixd) (LaFramboise et al., 1990) a
MyHC lib (Danieli-Betto et al., 1986). Tyto isoformy jsou u potkana kédovany geny
MYH 7, MYH 2, MYH 1 a MYH 4 v uvedeném pofiadi (pro pfehled Pienosil,
Bakalarska prace, 2006). U ¢lovéka a dalSich velkych savcl nedochazi k expresi
MyHC Ilb (Smerdu et al., 1994), piestoZze gen pro tuto isoformu maiji (Weiss et al.,
1999a, 1999b). Tato isoforma nebyla zjisténa ani u ko¢ky (Talmadge et al., 1996).

ATPazova aktivita isoforem MyHC vzrista podle schématu | — lla — lIx/d —
lIb (pro prehled Pette a Staron, 2001). Mira ATPazové aktivity odpovida rychlosti
pohybu dané isoformy po viakné aktinu a tedy i kontrakce svalu.

Vyjma vySe uvedenych isoforem MyHC mohou byt v kosternim svalu piitomny
jesté isoformy embryonalni (E) a perinatalni (P), které jsou nezbytné pro vyvijejici se
sval (Hoh a Yeoh, 1979). Tyto isoformy jsou u potkana kédovany geny MYH 3 a
MYH 8 (pro piehled Pienosil, Bakalaiska prace, 2006). Jejich ATPazova aktivita je
podobna jako u dospélych rychlych isoforem MyHC a nelze je odliSit pomoci metod
vizualizace ATPazové aktivity (Fitzsimons a Hoh, 1981). Tyto dvé isoformy jsou
mimo vyvijejici se svaly pfitomny i v regenerujicich svalovych vlaknech ¢i
v dospélych extraokularnich svalech potkana (Kjeligren et al., 2003), zvykacich
svalech potkana (Whalen et al., 1981), mySi (d’Albis et al., 1986) a ¢lovéka (Butler-
Browne et al., 1988) a v napinaé&i bubinku (musculus tensor tympani) kravy a prasete
(Scapolo et al., 1991). Existuji i dalsi svalové i druhové vysoce specifické isoformy
MyHC. Mezi né patfi superrychlé ,superfast‘ isoformy Zvykacich svalt (MyHC [Im)
popsané u kocky (Rowlerson et al., 1981) a dalSich karnivori, u primatd mimo
Clovéka (Rowlerson et al., 1983) a u extraokularnich svalil (MyHC eom) (Kjellgren et
al., 2003). Dale do této skupiny patii pomalé tonické ,slow-tonic* MyHC (MyHC | ton)
extraokularnich svall ¢lovéka (Kjellgren et al., 2003) a potkana (Mascarello a
Rowlerson, 1992), Zvykacich svalll (Mascarello a Rowlerson, 1992) a intrafusalnich

vlaken svalovych vietének (pro prehled Soukup a Jirmanova, 1999). Srdecéni
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isoforma MyHC la (také a) byla popsana v lidskych extraokularnich svalech
(Kjellgren et al., 2003), svalovych vieténkach (Pedrosa et al.,, 1990), branici
(Hamalainen a Pette, 1997), Zvykacich svalech kralika (d'Albis et al., 1993a), ¢lovéka
a klokana (d’Albis et al., 1991b; d’Albis et al., 1993a, Hoh et al., 2000). DalSi
minoritni isoformou MyHC je laryngealni isoforma MyHC IIL svald regulujicich funkci
laryngu (napf. musculus thyroarytenoideus, cricoarytenoideus &i cricotyroideus) (pro
celkovy piehled d’Albis a Butler-Browne, 1993). Je v8ak také mozné, Zze superrychlé,
extraokularni a laryngealni isoformy MyHC jsou vilastné jedna a tataz isoforma &i
pouze pre- nebo post-transiaéné modifikované isoformy (Lucas et al., 1995). Pro
zakladni uvahy vSak plati, Zze kazda isoforma MyHC kosterniho svalu je kédovana
vlastnim genem a ma svou typickou ATPazovou aktivitu (Schiaffino a Reggiani,
1996).

Exprese isoforem MyHC je regulovana na urovni transkripce, translace a
soucasné& na urovni alternativniho sestfihu primarnich transkriptli a stabilitt mRNA
(pro pfehled Schiaffino a Reggiani, 1996). Bylo prokazano, ze svaly SOL a EDL
transkribuji mMRNA vsSech isoforem MyHC dospélych svall, pfestoze sval muze, ale
nemusi translatovat vSechny tyto typy mRNA (Caiozzo et al.,, 1998; Vadaszova,
2006). V SOL dochazi k transkripci mRNA pro vSechny ¢&tyfi isoformy MyHC
dospélého svalu, tedy MyHC |, lla, lix/d a llb, pfestoze v detekovatelné mife pomoci
SDS-PAGE jsou translatovany pouze MyHC | a lla. Divod, pro¢ k tomuto jevu

dochazi, neni zcela objasnén (Caiozzo et al., 1998; Vadaszova et al., 2006).
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2. Typy svalovych viaken

U dospélych svalll sestavaji ze &tyf zakladnich typl isoforem MyHC E&tyfi
zakladni typy svalovych viaken, tedy |, IIA, IIX/D a IIB s korelujicim vzestupem
ATPazové aktivity (Bottineli et al., 1991).

Ve fetalnim a perinatalnim stadiu vyvoje obsahuji svalova vlakna embryonalni
a perinatalni isoformy MyHC (perinatalni isoforma MyHC byva také oznaCovana jako
neonatalni (N)) (pro pfehled d’Albis a Butler-Browne, 1993).

Rozdilné ATPazové aktivity se vyuziva pro vizualizaci jednotlivych typt
svalovych vlaken pomoci histochemické metody barveni. PGvodni metoda a jeji
modifikace vyuZivaji rozdily v pH stabilité ATPazové aktivity MyHC v daném viaknu
(Guth a Samaha, 1969). Pomala vlakna tedy vykazuji niz$i a rychla viakna vyssi
ATPazovou aktivitu. Touto metodou vSak nelze spolehlivé odliSit viakna [IX/D od
viaken IllIA a IIB *. Toto odli§eni je vSak mozZzné pomoci imunohistochemického
znaceni, které vyuziva specifické monoklonalni protilatky proti MyHC. Tak je mozné
snadno odlisit vSechny isoformy i isoformu MyHC lix/d a tim pfisluSna IIX/D svalova
vlakna na trvalém preparatu. VSechny isoformy lze téZ detekovat i elektroforeticky
pomoci SDS-PAGE (Talmadge a Roy, 1993; Soukup et al., 2002).

Pomoci vySe uvedenych metod bylo zjisténo, Zze existuji nejenom ,Eista“
vlakna obsahujici pouze jednu isoformu MyHC, ale i vlakna smi$enda, hybridni,
obsahujici dvé i vice isoforem MyHC (Termin et al., 1989). Hybridni viakna jsou
oznaCovana dle pfitomnych isoforem MyHC, oznadeni pfed lomitkem uvadi
prevazujici isoformu MyHC. Hybridni viakna tedy jsou: I/IIA (také IC), lIA/I (také IIC),
IIA/D, 1ID/A, 1ID/B a IIB/D. Z oznadeni je patrné, Zze jsou zpravidla pohromadé
v jednom vlakné pravé sousedni isoformy MyHC v fadé stoupajici ATPazové aktivity.
Celkova ATPazova aktivita hybridnich vlaken odpovida aktivité lezici mezi dvéma
sousednimi ,&istymi“ vlakny a s ni spojend rychlost kontrakce svalu tedy stoupa
v poradi vlaken:

I — /A — 1IA/I = IIA — IIA/D — IID/A — 1ID — IID/B — 1IB/D — 1IB
(Pette et al., 1999).

15



Za zvlastnich experimentalnich podminek, které kombinuji napfiklad zménu
hladiny tyroidnich hormonl a zarovefi mechanickou ulevu svalu od zatéZe, byla
pozorovana i hybridni vlakna, ktera obsahovala isoformy MyHC nesousedici v fadé
stoupajici ATPazoveé aktivity (Caiozzo et al., 1998). Hybridni vidkna byla nalezena jak
b&hem procesu pfemény svalovych vlaken, tak i mimo tuto fazi. Tato pozorovani
mohou poukazovat na skute€nost, Zze smiSena vlakna nejsou jen docasny projev
pfemény svalového vlakna, ale Ze jsou trvale pfitomna a funkéné vyhodna (Pette a
Staron, 2001).

Porovnani namérenych dat zastoupeni typl svalovych viaken v SOL a EDL
potkand ruznych linii (Lewis, Wistar, Sprague-Dawley a WBN/Kob nondiabetic)
ukazalo, Ze kompozice svalovych vlaken rGznych typti v EDL a SOL je mezi témito
liniemi podobna. Jinymi slovy kompozice rliznych typa svalovych viaken se mezi
inbredni linii potkanl Lewis a liniemi outbrednimi 1i§i jen velmi malo. Jedinou
vyjimkou byl nalez signifikantné vétS§iho mnozstvi vlidken typu | v SOL linie Lewis u 4
a 6 mésicnich jedincl oproti linii Sprague-Dawley. Existuje v§ak vyznamna variabilita
v zastoupeni typl svalovych vlaken mezi jednotlivymi potkany a to jak u outbrednich
tak i u inbrednich linii (Soukup et al., 2002). Tato variabilita se pfifazuje genetickym
faktorlim a predpoklada se, Ze je proto vétsi u outbrednich linii. V kosternich svalech
existuji 3 typy variability pomérného zastoupeni typl svalovych vlaken: a) variabilita
mezi jednotlivymi potkany stejného stafi, b) variabilita odrazejici vékové rozdily a to
predev§im v SOL, c) variabilita mezi liniemi (Ustni sdéleni RNDr. Tomase Soukupa,
CSc).

* Histochemické odliseni viaken IIX/D je umoznéno modifikaci vyuzivajici preinkubaci ve formaldehydu
s naslednou alkalizaci a adici PbN,Os do média (Hamaladinen a Pette, 1993).
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3. Mechanismy tranzice svalovych viaken

Sval je schopen se pfizplsobit urCité zatézi & stimulaci zménou
procentualniho zastoupeni pomalé a rychlych isoforem MyHC respektive zménou
zastoupeni jednotlivych typl vldken. V anglosaské literatuie je tato zména
oznacCovana pojmem tranzice.

Exprese uréité isoformy MyHC daného svalového vidkna dospélého savce
obecné je vysledek kombinace vnitiniho genetického programu linie myoblastq,
ze které se sval vytvari a vnéjsich vlivQ, jako je inervace, mechanické a hormonalni
faktory. Samoziejmé& ze wvnéjSi vlivy pUsobi pouze v mantinelech vytyéenych
genetickymi moznostmi svalu ¢€i svalového vlakna (d’Albis a Butler-Browne, 1993).

Jak jiz bylo zminéno, na urovni pomérného zastoupeni isoforem MyHC
dochazi k tranzicim mezi jednotlivymi isoformami MyHC. Ta muze byt smérem
k isoformam pomalejSim nebo rychlej§im. TéméF vzdy sleduje obecné schéma
postupné nahrady, které bylo odvozeno z Easové zavislych zmén v pomérném
zastoupeni isoforem MyHC svalli prochazejicich pfechodem od pomalého svalu
k rychlej§imu &i naopak (Pette et al., 1999) podle vzorce:

MyHC I8 < MyHC lla «— MyHC lix/d « MyHC llb (Bottinelli et al., 1994).

Priloha 1. doklada obecné schéma tranzice MyHC fenotypu kosterniho svalu v

zavislosti na tyroidnim stavu.
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3.1 Koexprese MyHC

Terminem koexprese se rozumi souéasna exprese vice typa isoforem MyHC v
ramci jednoho hybridniho svalového viakna. Tento jev se projevuje soucasnou
pozitivni reakci vlakna na vice nez jednu protilatku proti riznym isoformam MyHC a
muze dokladat pravé probihajici tranzici isoforem MyHC.

Zména MyHC v SOL navozena tyroidnimi hormony u starych i mladych
potkanll zapficinila, Ze néktera vlakna koexprimovala MyHC | a lla, zatimco jina
koexprimovala MyHC |, lla a lIx/d. Schiaffino et al. (1990) pfedpokladaji existenci
alesponn dvou populaci vidken typu | v normalnim SOL potkana, které reaguji na
zménu koncentrace tyroidnich hormont odliSnym zpUsobem. Tato skute€nost
souhlasi s dalSimi nalezy (Caiozzo et al., 1998), které téz podporuji koncepci
existence zvlastni subpopulace vlaken typu | v SOL. U této subpopulace téz byla
pozorovana odliSnost v rychlosti reakce na tyroidni hormony a mechanickou ulevu

(,handlimb suspension®) svalu od zatéZe od ostatnich vliaken téhoz typu.

3.2 Degradace MyHC a jejich syntéza ,,de novo*

Dulezitou ulohu ve vzniku nového pomalého &i rychlého fenotypu kosterniho
svalu hraje degradace stavajicich protein(i vedle probihajici exprese genl pro nové
isoformy MyHC. Degradace je dilezita pro rychlou nahradu nepotfebnych isoforem
MyHC. Béhem chronické nizkofrekvenéni stimulace (CLFS) byla zjisténa silna
aktivace proteolytického systému buriky (Sultan et al., 2001). Téz hypertyroidismus
zvySuje miru degradace proteint (Carter et al., 1981).

Dal$im dulezitym mechanismem je inkorporace nové syntetizované isoformy
MyHC do myosinovych filament, pfesny mechanismus ovSem neni znam. Saad a
spolupracovnici (1991) ukazali, Zze extensivhi vyména molekul myosinu probiha
podél celé délky umélého myosinového filamenta. Bohuzel se jedna pouze o
pfiblizny model, nebot experiment byl provadén in vitro a myosinové filamentum bylo
slozeno téz in vitro. Naopak Staron a Pette (1987) pozorovali neuniformni
myosinovou expresi podél jediného vlakna musculu tibialis anterior kralika pfi

stimulaci pomoci CLFS. Vysoka koordinace exprese isoforem MyLC a MyHC byla
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detekovana ve vlaknech SOL u mladych i starych hypertyroidnich potkant. Autofi tim
dokladaji, ze mira koordinace inkorporace myosinovych isoforem do myosinového
filamenta navozena tyroidnimi hormony neni vékem ovlivnéna (Li et al., 1996).

Z uvedenych vysledkl vyplyva, Ze tyroidni hormony spolu s dal$imi faktory
jako jsou mechanické a neuralni vlivy, mohou ovlivnit syntézu a degradaci molekul

myosinu i jejich inkorporaci do myosinovych filament.
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3.3 Molekularni mechanismy tranzice

Nasledujici odstavce nejsou zdaleka uplnym vyétem vSech regulacnich
mechanisml podilejicich se na tranzici isoforem MyHC, nebot existuje mnoho
signalnich drah a proteint podilejicich se na tomto déji. Zde jsou uvedeny pouze dva
nejzakladnéjsi regulaéni mechanismy ve spiSe ilustraénim kontextu pro zdtraznéni
slozZitosti, komplexnosti a naro¢nosti procestl tranzice isoforem MyHC.

Vyznamnou kaskadou je v cytoplazmé probihajici defosforylace jadernych
faktorl NFAT (jaderné faktory aktivovanych T bunék — nuclear factors of activated T
cells) calcineurinem (Ca?*/calmodulin-dependentni  serin/threoninova protein-
fosfataza), ktery umozniuje jejich translokaci do jadra (Rao et al., 1997). V jadie se
NFAT proteiny vazi na specifické nukleotidové sekvence promotorli a enhancert a
spoustéji tak transkripci genli specifickych pro pomala vlakna. Rizna aktivace genl
specifickych pro rychld a pomala vlakna pres calcineurinovou cestu muize byt
spojena s mnozstvim Ca?* uvolnéného do cytoplazmy a dobou trvani tohoto vylevu
(Dolmetsch et al.,, 1997), kterda je podminéna vzorcem neurondlnich impuls(
inervujicich sval €i zatézi na sval vyvijenou (Olson a Williams, 2000).

Druha signalni draha zahrnuje Ras-dependentni mitogenem aktivovanou
protein kinazu (MAPK), ktera by se téZz mohla podilet na podpofe nervové
dependentni exprese pomalé isoformy MyHC | (Murgia et al., 2000). V in vivo studii
bylo prokazano, Ze konstitutivné aktivni Ras a Ras mutanta, které selektivné aktivuji
MAPK(ERK) kaskadu u denervovaného SOL, jsou schopni napodobit efekt inervace
pomalého motoneuronu na expresi myosinovych gent. Aktivita kinazy MAPK(ERK)
narista pod vlivem inervace SOL a CLFS. Podle této studie je tedy Ras piné
postacujici k aktivaci exprese pomalé isoformy MyHC v denervovaném regenerujicim
SOL. Dale bylo zjisténo, Ze pomalé motoneurony nemohou indukovat expresi MyHC
I, kdyZ je signalizace pomoci Ras inhibovana. Z udaji vyplyva, Zze pomala nervova
stimulace indukujici expresi MyHC | v SOL aktivuje Ras dependentni MAPK(ERK)
signalizaéni drahu.
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4, Prenatalni vyvoj kosterniho svalu obratlovcu

Kosterni svaly maji plvod v mezodermalnich somitech, konkrétné v jejich
¢astech zvanych myotomy (Holtzer et al., 1957). Nejrané&j$i formace svalovych
vlaken je patrna v rostrainé lokalizovanych somitech, odkud Ize pozorovat kaudalni
smér jejiho pokradovani (Buonanno a Rosenthal, 1996). Nékteré buriky lateralnich
¢asti myotomU migruji do koncetin jako svalové prekurzory, kde zaénou exprimovat
z nich.

Myogenni regulaéni faktory (MRF ,myogenic regulatory factors®) jsou
transkripéni faktory, které spoustéji expresi vyznamnych proteini nezbytnych pro
spravny vyvoj svalu. Skupinu MRF tvofi étyfi hlavni, strukturné si podobné proteiny -
myogenin, MyoD, myf5 a MRF4. Patfi do rodiny zakladnich helix-loop-helix proteint
(bHLH) a vytvareji heterodimery s E-proteiny, coz umoziuje jejich vazbu na DNA do
oblasti E-boxu. Tato vazba je regulovana na kompetitivni udrovni inhibi¢nim
heterodimerem MRF/Id. Id je téZ protein ze skupiny bHLH. MyoD a myogenin maji
svou ulohu i v procesu diferenciace fenotypu u dospélych svall (pro pfehled Olson,
1993). Podle vysledkl Eftimie a spolupracovniki (1991) je obsah myogeninu a MyoD
regulovan inervaci svalu, nebot denervace zplsobuje jejich narust.

Genetické studie ukazaly, Ze mezi jednotlivymi faktory panuje hierarchické
usporadani v regulaci myogeneze. MRF jsou exprimovany ¢isté jen v buné&nych
liniich davajicich vzniknout kosternimu svalu (Buonanno a Rosenthal, 1996). MyoD ¢i
myf5 jsou potfebné pro formaci a preziti myoblastl, zatimco myogenin hraje roli az
pozdé&ji béhem vyvoje a je nezbytny pro terminalni diferenciaci myotub na svalova
vlakna (pro pfehled Miller, 1992), ktera jsou jiz pod vlivem dalSich faktorti. Na mysich
bylo ukazano, ze v bunééné kulture interaguje T3 s genem myoD, ktery pusobi jako
regulator. Tato interakce zvySuje schopnost proliferace myoblasti a tim i svalovou
regeneraci (Anderson et al., 1998). Existuji i dalSi faktory, které myogenezi stimuluji
(napf. skupina IGF) nebo naopak potlacuji (napf. zakladni fibroblastovy rastovy faktor
bFGF) (pro prehled Florini et al., 1991).
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Zjednodusené feCeno svalova vlakna vznikaji zranim mnohojadernych
myotub, které vznikaji flizi jednojadernych myoblastli. Myoblasty jsou heterogenni
skupinou bunék a jejich geneticky dané rozdily, vymezujici jejich typ, interaguiji
s vnéjSimi faktory nezbytnymi pro vznik optimalniho fenotypu svalu (pro pfehled
Miller a Stockdale, 1986). Dle obdobi jejich vyskytu a exprese proteinti délime
myoblasty na tii typy. Jedna se o typ embryonalni, fetalni a dospély, které jsou také
oznacovany jako primarni, sekundarni a satelitni v uvedeném poradi (Stockdale a
Miller, 1987). Hoh a spolupracovnici (1988) vyslovili hypotézu, Ze myoblasty jsou
ptivodné homogenni skupinou bunék, ktera se stava heterogenni (vznikaji rizné typy
myoblastll) vlivem okolnich podminek ve svalu. Autofi také predpokladaji, Ze rizné
typy myoblastll jsou predprogramovany na expresi riznych typd4 myosinu béhem
dalSiho vyvoje.

Bylo prokazano, ze embryonalni myoblasty konéetinovych pupent mysi davaji
vzniknout myotubam exprimujicim pomalou i rychlé isoformy MyHC, zatimco fetalni
myoblasty davaji vzniknout myotubam, jez prvotné exprimuji pouze rychlé isoformy
MyHC. Narozdil od fetalnich myoblastl nemohou embryonalni myoblasty tvorit
vlakna exprimujici perinatalni isoformu MyHC. Fetalni myoblasty jsou pozorovany
v obdobi, kdy je formace vlaken jiz ovlivnéna inervaci (pro pifehled Stockdale, 1992).
In vitro studie ukazaly, Ze dospélé myoblasty rychlych svali exprimuji pouze rychlé
isoformy MyHC a dospélé myoblasty pomalych svalli davaji vzniknout viaknim
exprimujicim bud pouze rychlé isoformy MyHC ¢&i viaknim, ktera exprimuji pomalou i
rychlé isoformy MyHC zaroven (pro pfehled Stockdale, 1992).

- Embryonalni myoblasty fazuji v primarni myotuby, které se postupné
prodluzuji a jejich fetézce se poji na protilehlé Slachy svalu. Proces formace
primarnich myotub neni zavisly na pfitomnosti motorické inervace (pro piehled
Condon et al.,, 1990). Fetalni myoblasty se podél primarnich myotub na jejich
povrchu, slouzicim jako leSeni, spojuji v sekundarni myotuby, které se dale
prodluzuji. Tento proces probiha lokalizovan pod spoleénou bazalni laminou (Miller a
Stockdale, 1989) a zaroven v blizkosti motorické inervace primarni myotuby (Ross et
al., 1987b), pifestoze jsou myoblasty rozmistény ve svalu rovhomérné (Duxson et al.,
1989). Nakonec se oba typy myotub od sebe oddéli bazalni laminou. Je

pravdépodobné, Ze inervace primarnich myotub je nutna pro indukci proliferace
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myoblastli a nasledné pro vznik sekundarni myotuby (Condon et al., 1990).
K dozravani sekundarni myotuby dochazi po zaniku prvotni polyneuralni inervace
(inervace vice motoneurony) a nasledné polyterminalni inervace (inervace jednim
motoneuronem vice synapsemi) a po vzniku inervace monoterminalni. Az po té se
muZe vyvinout zralé svalové viakno inervované monoaxonalné a monoterminalné a
uplatnit vliv frekvence impulsti na expresi specifickych isoforem MyHC (pro pfehled
Pette a Vrbova, 1985; Condon et al., 1990). Naproti tomu vysledky Butler-Browne a
spolupracovnikll (1982) ukazuji, Ze je-li provedena denervace pozdé&ji béhem Zivota
sekundarni myotuby, pfesto dojde k diferenciaci svalového vlakna. Ross se
spolupracovniky (1987b) dokonce prokazali, Ze v embryonalnim stadiu vyvoje se
nové sekundarni myotuby tvofi i po destrukci postsynaptické membrany
nervosvalového spojeni B-bungarotoxinem v misté, kde inervace pred zni¢enim
probihala. Dle Harrise a spolupracovnikt (1989) se sekundarni myotuby li§i od
primarnich zptsobem, jakym myoblasty fazuji za jejich vzniku.

U potkanl (Ross et al., 1987b) a mysi (Ontell a Kozeka, 1984) existuje zhruba
dvoudenni odstup mezi dobou tvorby primarnich a sekundarnich myotub. Mnozstvi
sekundarnich myotub zavisi na rlznych faktorech, napfiklad na vyzivé v t€hotenstvi
(Wilson et al., 1988), zatimco poéet myotub primarnich je pevné dany.

U vétsiny obratlovcd probiha proces formace viaken ve dvou vinach (formace
primarnich a sekundarnich myotub a z nich se nasledné formuji primarni a
sekundarni viakna) (Ontell a Kozeka, 1984; Ross et al., 1987a). U ¢lovéka byla navic
zaznamenana existence tercialnich myotub v musculu quadriceps femoris. Tyto
tercialni myotuby vznikaji t&ésné u myotub sekundarnich (Draeger et al., 1987).

Divergence pomalych a rychlych vlaken se objevuje ¢&asné béhem
diferenciace svalového vlakna; odliSnosti mezi prekurzorovymi myotubami pro
pomala a rychla vlakna se objevuji jiz u myotub polyneuronalné inervovanych a
rozdily mezi nimi pfetrvavaji i po denervaci (pro prfehled Hoh, 1991). Nezbytnym
faktorem pro diferenciaci typu svalového viakna je inervace, nebot typ nervové
aktivity motoneuronu podmifiuje urité myosinové slozeni svalu, jak béhem
postnatalniho vyvoje, tak v dospélych svalech (pro pifehled Salmons a Henriksson,
1981; Soukup a Jirmanova, 2000).
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Formace svalovych vidken u hlodavcli se pIné rozviji béhem ftreti tretiny
fetalniho vyvoje (Condon et al., 1990) a trva az do prvniho tydne po narozeni (Betz et
al., 1979). Pfeména vyvijejicich se vlaken potkana ve viakna dospélého jedince je
vétSinou zakonéena béhem tietiho tydne Zivota (Butler-Browne a Whalen, 1984). K
Uplné zralosti v8ak dochazi pozdéji (kapitola 5.).

Embryonalni a perinatalni isoformy MyHC jsou exprimovany v pozdni fazi
fetalniho vyvoje a u novorozencl prevazuje perinatalni isoforma. B&hem prvnich
tydnG postnatalniho Zivota dochazi k nastupu exprese pomalé isoformy MyHC |
v pomalych svalech a rychlych isoforem MyHC lla, lix/d a IIb v rychlych svalech
(Butler-Browne a Whalen, 1984).

Hoh a spolupracovnici (1988) spatfuji divody odlisnosti obsahu pomalé a
rychlych isoforem MyHC v SOL a EDL ve vysokém poméru sekundarnich myotub ku
primarnim v EDL. Dale ve vysokém podilu rychlych sekundarnich myotub
ku pomalym sekundarnim myotubam a souéasné v neurogenni konverzi pomalych
sekundarnich myotub na rychlé. V SOL je situace pfesné opaéna, tedy je zde vetsi
pomér primarnich myotub ku sekundarnim, vétsSina sekundarnich myotub je pomala
a vétSina rychlych myotub konverguje na pomalé. Zda se tedy, Ze faktorem
ovliviiujicim mnozeni a tedy i pomér rlznych typl myoblastli jsou mimo inervace i
lokalné plsobici agens, patrné genetického plvodu. To potvrzuji nalezy Howalda
(1982) dokladajici, ze regulace distribuce typt viaken u ¢lovéka je silné podminéna
dédicnosti.

Viiv inervace na vyvoj svalu je dvoji. Prvni je specificky - kvalitativni,
podmiriujici vyskyt isoforem MyHC, tedy celkové myoregulaéni a diferenciacni. Druhy
je obecny - kvantitativni, myotroficky, umoziujici rist svalové hmoty. Inervace
asociovana se sekundarni myotubou spiSe umozni expresi isoformy MyHC
pfeduréené myoblasty, nez aby determinovala, jaké isoformy MyHC se budou
v myotubé exprimovat. Nervova trofizace viaken vSak nabyva na silng$im vlivu
teprve v dalSim vyvoji (Hoh et al., 1988).

Podle praci Rubinstein a Kelly (1978) a Gambke et al. (1983) je vyvoj rychlych

svall nervové nezavisly, zatimco vyvoj svalli pomalych nikoli.
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5. Postnatalni vyvoj svalu potkana

Od obdobi tésné pied narozenim do dospélosti prochazi sval dvéma
zakladnimi vyvojovymi etapami. Prvni z nich, trvajici pfiblizné od narozeni do 4.
tydne, zahrnuje faze diferenciace a maturace svalu, druha etapa zahrnuje fazi rstu.
Diferenciaci a maturaci se rozumi obdobi, kdy svalové buriky prodélavaji rychlé
kvantitativni a kvalitativni zmény ve svych subcelularnich fyziologickych,
biochemickych a metabolickych vlastnostech (kapitola 4.) a sou€asné se diferencuiji
typy svalovych viaken (Baldwin, 1984). Obdobi rlstu je fazi, ve které sval zvétsuje
své rozméry a vétSina jeho fyziologickych a biochemickych vlastnosti je jiz plné
vyvinuta. Faze rlstu trva u potkana od 4. do 16. tydne postnatalniho Zivota. Po tomto
obdobi je sval jiz zraly. Uméle navozenymi podminkami (napr. stres) Ize ovliviiovat
vyvoj svalu a MyHC fenotyp v kazdém obdobi (kapitola 6.) (Baldwin, 1984).

V obdobi diferenciace svalovych vlaken Ize rozliSit ranéjSi obdobi tvorby
MyHC | z MyHC E a pozdé&jsi obdobi exprese MyHC P jez slouzi jako prekurzor
tvorby isoforem MyHC typu Il (Condon et al., 1990). Adams se spolupracovniky
(1999) zkoumali zménu zastoupeni isoforem MyHC E, P, lallav EU aHY SOL od 7.
dne po narozeni do konce 1. mésice Zivota a zménu zastoupeni isoforem MyHC E,
P, 1, lla, lix/d allb v EU a HY EDL ve stejném ¢asovém rozmezi.

V SOL bylo zjisténo, Ze do konce prvniho mésice Zivota klesa mnozstvi
embryonalni isoformy MyHC E z 30 % pod detekovatelnou mez za EU i HY stavu.
Perinatalni isoforma MyHC P klesa z plvodniho zastoupeni 10 % pod UGroven
detekce jen u EU jedincl. U HY jedincl byl na konci prvniho mésice obsah této
isoformy méfitelny a vykazoval 7 % zastoupeni. U isoformy MyHC | byl do konce
prvniho mésice zivota zaznamenan narust z ptivodnich 55 % na 80 %, ktery byl u HY
jedincl jesté o nékolik procent zvySen. Nejvétsiho rozdilu mezi EU a HY stavem
doznala isoforma MyHC lla, u které se ustalilo platé uz po dvou tydnech zZivota. Jeji
obsah po prvnim mésici Zivota byl u EU jedinct pod hranici 20 %, u HY jedincl
poloviéni. Jeji vychozi zastoupeni bylo pod urovni 5 % (Adams et al., 1999).

V EDL byly pozorovany velké rozdily mezi EU a HY stavem u perinatalni
isoformy MyHC P, kde z pavodnich 60 % kleslo do konce prvniho mésice Zivota jeji

zastoupeni pod méfitelnou mez u EU stavu, avSak u HY stavu byl minimalni pokles
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pouze o nékolik procent. U embryonalni isoformy MyHC v EU stavu doSlo
z puvodniho mnozstvi 25 % k poklesu pod mez detekce uz po tiech tydnech Zivota, u
HY stavu o tyden pozdéji. Mnozstvi pomalé isoformy MyHC | bylo po mésici Zivota
EU jedinc nezmé&néno a udrZzovalo se na hranici 5 %, avSak u HY jedincl byl na
konci prvniho mésice zaznamenan narGst az na 15 %. Zatimco mnozZstvi rychlé
isoformy MyHC IIb silné vzrostlo z plivodnich 2 % na 70 % u EU jedincl, u HY
jedincll po pfechodném zvySeni doSlo ke konci prvniho mésice Zivota pouze
k malému narustu. Zastoupeni isoformy MyHC lix/d vzrostlo =z pudvodné
nedetekovatelného mnozstvi az na 25 % u EU jedincl, u HY jedinct byl narust
pouze na hranici 10 %. U isoformy MyHC lla byl z plivodnich 6% zaznamenam velice
slaby narlst okolo hranice 10 % u EU i HY jedincl (Adams et al., 1999).

Z téchto vysledktu vyplyva, ze kritickd perioda nezbytna pro vytvofeni
dospélého fenotypu isoforem MyHC potkana je minimalné do konce prvniho
kalendarniho mésice od narozeni. To souhlasi s Udaji Baldwina (1984). Dale bylo
potvrzeno, Zze hypotyroidni stav brzdi nastup dospélych isoforem MyHC a podporuje
expresi pomalé isoformy MyHC | (Adams et al., 1999).

Rany postnatalni vyvoj svalovych viaken se snazili zachytit Butler-Browne a
Whalen (1984). Zjistili, Ze béhem prvniho mésice postnatalniho zivota existuji v SOL
dvé skupiny vlaken rovného zastoupeni. Vlakna jedné skupiny maji ve véku jednoho
tydne vétsi pramér a obsahuji embryonalni isoformu MyHC E a isoformu MyHC |.
Podle autor(i tato vidkna budou v dalSich fazich vyvoje obsahovat pouze isoformu
MyHC |. V druhé skupiné jsou vlakna ve véku prvniho tydne mensiho priméru a
obsahuji embryonalni E a perinatalni P isoformy MyHC a v dalSich fazich vyvoje
budou obsahovat isoformu MyHC Ila. Dva tydny po narozeni jsou rozdily
v primérech vlaken mensi. V této dobé viakna reagujici pouze s protilatkou proti
MyHC | vykazovala histochemicky profil viaken | a druha skupina viaken byla dvojité
barvena pomoci protilatky proti embryonaini E a perinatalni P isoformé& MyHC. Tato
vlakna vykazovala histochemicky profil viaken typu lIA. VétSina vilaken ve tfetim
tydnu postnatalniho Zivota obsahovala MyHC | nebo smés embryonalni a perinatalni
isoformy MyHC a MyHC lla; mala ¢ast vlaken (pod 5 %) reagovala s protilatkami
proti MyHC | a perinatalni isoformé& MyHC. Ve &tvrtém tydnu se podil viaken

reagujicich s protilatkou proti MyHC | zvySil k 70 % a v Sestém tydnu vlakna
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reagovala bud na protilatku proti MyHC | (80-90 %) €i rychlym isoformam a pouze
0,2 % vlaken reagovaly s protilatkami proti perinataini isoformé& MyHC.

Tyto vysledky koreluji se zjisténim Adamse a spolupracovnikl (1999), ze
minimalni doba pro vytvoreni dospélého fenotypu isoforem MyHC je jeden mésic.
Pfitomnost mRNA isoforem MyHC lia, lIx/d a lIb byla detekovana v SOL i EDL
postnatalné nejdfive mezi 2. a 5. dnem (DeNardi et al., 1993).

Z vySe uvedeného vyplyva, Ze minimaini doba potfebna pro formaci
dospélého svalu je jeden mésic. AvSak piné myosinové diferenciace svalu je
dosaZeno pozdéji, napfiiklad u SOL az po 7 — 8 mésicich (Soukup et al., 2002) a EDL
po 2. mésici postnatalniho Zivota (ustni sdéleni RNDr. Tomase Soukupa CSc.).
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6. Plasticita svalového fenotypu

Sval se stale pfizplisobuje mnoha riznym podnétim, které pfichazeji z
vn&jsiho i vnitiniho prostfedi organismu za ucelem co nejvétsi efektivity prace za
danych podminek.

Plasticitou svalového fenotypu se vtéto praci rozumi schopnost svalu
reagovat na zménu zatéze &i stimulace iniciaci tranzice.

Na spusténi tranzice isoforem MyHC ma vliv mnoho faktorl. Jedna se o
frekvenci nervovych impulst zavislych na aktivité motoneurond, cvieni &i jakékoli
jiné zatizeni svalu, stafi ¢i hormonalni hladiny (pro pfehled Soukup a Jirmanova,
2000; Pette a Staron, 2001).

6.1 Inervace a nervosvalova aktivita

Dopad inervace na ustaveni svalového fenotypu b&éhem vyvoje i v dospélosti a
nasledné udrzeni tohoto fenotypu byl demonstrovan v mnoha pracich, napfriklad
Pette a Vrbova, 1985; d’'Albis et al., 1994. Po denervaci dochazi obecné ke
zpomaleni rychlych svall a zrychleni pomalych svalG (d’Albis et al., 1994) a to u i
JLotalni“ denervace provedené pietétim michy (Jiang et al., 1990). Stejny efekt
navozuje kiizova inervace (Buller et al., 1960), kdy se pomaly sval reinervuje rychlym
nervem, tedy nervem vykazujicim vysokofrekvenéni stimulaci a rychly sval se
reinervuje nervem pomalym vykazujicim nizkofrekvenéni stimulaci. Prace tohoto
autora byly prvni, které prokazaly Gzky vztah mezi viastnostmi svalli a typem jejich
inervace. Efekt kiizové inervace lze také simulovat elektrickou stimulaci. CLFS u
rychlého svalu vyvola zpomaleni jeho fenotypu, tedy tranzici isoforem MyHC smérem
k pomalejSim (Salmons a Vrbova, 1969). PHFS oznacduje fazickou vysokofrekvenéni
stimulaci (phasic high-frequency stimulation), kdy se naopak pomaly sval stimuluje
k tranzici k rychlejSim isoformam MyHC (Gorza et al., 1988). Bez ohledu na dobu
pusobeni téchto stimull nedojde nikdy k Uplné tranzici vSech isoforem MyHC a

transformaci vliaken (Gorza et al., 1988).
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6.2 Trénink a cviceni

Adaptace probihajici v disledku cvieni jsou kvalitativné podobné avsak
kvantitativné mensi nez ty, které probihaji pod vlvem CLFS ¢&i PHFS. Vytrvalostni
cviéeni ma za nasledek zmény podobné stimulaci CLFS, silové &i dynamické cvieni
simuluje stimulaci PHFS (Pette a Staron, 2001).

Vyzkumy na lidskych svalech ukazaly, Ze svaly $pickovych maraténcu
obsahuji az 95 % pomalych vlaken. Naproti tomu svaly sprinterti a vzpéra¢l obsahuiji
prevazné IlA a lIX/D &i hybridni lIA/ lIX/D viakna (Andersen et al., 2000).

6.3 Vliv zvyseni ¢i snizeni mechanického zatizeni svalu (mechanical loading/

unloading)

Sval kompenzuje zvySeni €i snizeni mechanického zatizeni zménou exprese
MyHC isoforem. Mezi mechanickou Ulevu patfi metody pretéti Slachy, imobilizace
koné&etiny ve skréené pozici, zvednuti zadni konéetiny nad podlozku (tzv. ,hindlimb
suspension“) &i poklesu gravita¢ni sily (pro pfehled Pette a Staron, 1997). Pomalé
svaly se stavaji rychlejSimi (Vrbova, 1963) a rychié svaly se jesté dale urychluji
(Adams et al., 2000). Velmi zajimavé bylo zjisténi, Zze tranzice isoforem MyHC v SOL
potkana navozena mikrogravitaci a pobytem ve vesmiru vedla k naristu isoformy
MyHC lIx/d, nikoli lla a isoforma MyHC lix/d byla ve vét§im mnozZstvi nez lla. V tomto
pripadé tedy neplati, Ze tranzice bé&zi vzdy k nebliz§i sousedni isoformé MyHC
(Caiozzo et al., 1994, 1996). Ukazuje se, Ze vliv gravitace je nezbytny na spravny
vyvoj pomalého antigravitaéniho svalu a odpovida do uréité miry tréninku. Pfi
absenci gravitace dochazi k mensimu nartstu svalové hmoty a ke zvétSeni exprese
rychlé isoformy MyHC lla (Adams et al., 2000).

ZvySené mechanické zatiZzeni je reprezentovano téz pretétim Slachy, zkouma
se v8ak sval antagonicky oproti svalu, jemuz byla Slacha pietata. Dal§i mozZnosti
navozeni mechanického zatizeni je fixace konéetiny v natazeném stavu (Pattullo et
al., 1992). Vtéchto pfipadech dochazi k narustu rychlejSich isoforem MyHC
(Loughna et al.,, 1990). Pfi fixaci konCetiny ve zkracené poloze dochazi k

doCasnému poklesu elektrické stimulace pomalého i rychlého svalu (Fournier et al.,
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1983). Pii fixaci v poloze neutralni (svaly jsou ve své klidové délce) dochazi k
poklesu elektrické stimulace pomalého svalu, nikoli v8ak rychlého a pfi fixaci v poloze
prodlouzené nedochazi ke zméné elektrické stimulace ani pomalého ani rychlého
svalu (Pattullo et al., 1992). NarUst zatéze svalu obecné zplsobuje narlst elektrické
aktivace svalu a tomu odpovidajici tranzici MyHC (Roy et al., 1991).

6.4 Hormony a viiv pohlavi

Fenotyp svalu reaguje na hladiny pohlavnich i nepohlavnich hormoni,
pfipadné dochazi k jejich kombinovanému uginku.

Exprese MyHC zavisla na pohlavi byla pozorovana v souvislosti s hladinou T3.
Pfi hypotyroidismu byla zjisténa intenzivnéjsi exprese MyHC lla v SOL u samic nez u
samcl. Isoforma MyHC a byla popsana i u hypertyroidnich samcl potkani v SOL,
nikoli vSak u samic (Larsson a Yu, 1997). Pfedpoklada se, Ze rozdilna odpovéd
rychlych a pomalych svalli na T3 je dana mozZnou kompetici mezi receptory pro T3 a
receptory pro pohlavni hormony (Zhu et al., 1996). O vlivu tyroidnich hormon je vice
pojednano v kapitole 8.

Z prace Lyons et al. (1986) vyplyva, ze pohlavni hormony maji specificky
ucinek na urcité svaly. U morc¢at byl zjistén pohlavni dimorfismus v pfipadé musculu
temporalis, kde bylo zaznamenano, Ze u samcu prevliada isoforma MyHC lia,
zatimco u samic llb. Uméle zvySena hladina testosteronu u samic zpusobila nastup
isoformy MyHC lla a kastrace samcli zpUsobila nastup isoformy MyHC Ilb (Lyons et
al.,, 1986). Podle d'Albis a Butler-Browne (1993) nebyly zjistény zadné dalsi svaly
vykazujici podobnou intersexualni odliSnost. Dale exprese isoformy MyHC a ve
zvykacich svalech kralika (jedna se o expresi srde¢ni isoformy V1, coz je homodimer
MyHC a) je potlaovana androgeny s nastupem spermatogeneze (Berger et al.,
1976). Tento UCinek Ize zvratit kastraci samcl (d'Albis et al., 1993b).

Chronologicka naslednost tranzice isoforem MyHC od embryonalni a
perinatalni smérem k dospélym se mezi samci a samicemi potkana neli§i (d'Albis a
Butler-Browne, 1993). Av8ak odliSnost byla zjisténa u musculu masseter. Perinatalni

isoforma MyHC pretrvava jeden den déle u samcl nez u samic (d'Albis et al., 1986).
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V pfipadé musculu levator ani potkana pfetrvava tato isoforma u samic o 12 dni déle
(d'Albis et al., 1991a).

DalS$im hormonem majicim vliv na fenotyp kosterniho svalu bez rozdilu
pohlavi je insulin. Pfi umeéle navozeném diabetu mél insulin viiv na pokles rychlych a
narGst pomalych isoforem v rychlém svalu, zatimco fenotyp pomalého svalu zistal

nezménén (Rutschmann et al., 1984).

Uginek na svalovy fenotyp maji i dals§i hormony a MRF. Patfi mezi né
glukokortikoidy, které zpUsobuji nastup pomalejSich isoforem MyHC (Falduto et al.,
1990). MRF udinné ve fazi myogeneze maji svou ulohu v uréeni fenotypu i ve
svalech dospélych jedinci. Myogenin podporuje tvorbu pomalejsich isoforem MyHC,
tedy MyHC | a lla. Jeho exprese v pomalych svalech je vy$$i nez exprese MyoD
(Bottinelli et al., 1994), zatimco MyoD podporuje tvorbu rychlejsich isoforem MyHC
lix/d a llb a jeho exprese je oproti expresi myogeninu vy$$i v rychlych svalech
(Hughes et al., 1993 a 1997).
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6.5 Stari

Ve stafi dochazi ve svalu k mnoha degenerativhim zmé&nam obecné& vedoucim
ke zhor§eni jeho vykonnosti. Dochazi k prodluzovani doby nastupu kontrakce i
relaxace (Li et al., 1996). Dochazi dale k nartstu pomalejSich isoforem MyHC, ztraté
rychlych a motoneuronli, coz vede ke sniZzeni zastoupeni rychlych viaken (pro
prehled Larsson a Ansved, 1995). Projevuje se ztrata motorickych jednotek. To ma za
nasledek, Ze zbylé motorické jednotky musi inervovat vlakna, jez inervaci ztratila
(Booth et al., 1994). Sonntag (1987) predpokladal, Ze zmény ve funkci svalové tkané
béhem starnuti u Elovéka iu potkana jsou z¢asti zapfi€inény zménami cirkulujicich
koncentraci tyroidnich hormont. Tuto hypotézu potvrzuji studie dokladajici, ze zmény
nastavajici b&hem starnuti lze alespori €aste€né zvratit pomoci zvySené hladiny
tyroidnich hormont ¢&i cvicenim. Naopak navozeni hypotyroidniho stavu mize
zpusobit zmény obdobné zménam v pribéhu starnuti (Montgomery, 1992). Dal§im z
faktorl degenerativnich zmén nervosvalového spojeni je zhor§ena kvalita axonainiho
transportu, ktera se prokazatelné zlepSuje zvySenou pohybovou aktivitou (Kang et
al., 1995).
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7. Tyroidni hormony a jejich receptory

Tyroxin (T4) a trijodtyronin (T3) jsou hlavni hormony produkované Stitnou
Zlazou na stimulaéni podnét TSH (hormon stimulujici Stitnou Zlazu). Tvorba TSH je
stimulovana hormonem TRH (TSH-uvoliujici hormon). Stavebnim prekurzorem pro
T3 a T4 je aminokyselina tyrosin, ktera je jodaci metabolizovana na dva prekurzory -
monojédtyrosin a dijédtyrosin. Z téchto prekurzorl vznika dalSi enzymovou aktivitou
T3, jez se naslednou jodaci méni na T4. T3 také mlze vznikat i zpétné dejodaci T4
(Randall et al., 2002). Tato cesta tvorby T3 je majoritni a k dejodaci dochazi na 5'
pozici T4. Mnozstvi sekretovaného T4 je vétSi nez u T3, pfesto je T3 biologicky vice
aktivni, nebot se vaze na pfislusné receptory s desetkrat vyssi afinitou nez T4.
Dejodace je vykonavana pomoci selenoproteini znamych jako dejodazy. Jsou
znamy 3 isoformy vykazujici tkafiovou specifitu (pro prehled Kohrle, 2000). Dejodazy
jsou spolu s transportnimi proteiny pro tyroidni hormony hlavnimi regulatory
intracelularni koncentrace tyroidnich hormond. Transportni proteiny jsou lokalizovany
v plazmatické membrané a reguluji vychytavani tyroidnich hormon( do bunék
(Jansen et al., 2005). Tyroidni hormony senzitizuji tkdné na noradrenalin a stimuluji
buné&nou respiraci, spotifebu kysliku a celkovy metabolicky obrat. Aktivuji tedy
celkovy metabolismus organismu jako reakci na stres.

Tyroidni hormony jsou lipofilni povahy a na molekularni trovni funguji obecné
jako ligandy transkripénich faktorli specifickych genl. Tyto transkripéni faktory se
oznaduiji jako receptory tyroidnich hormont (Randall et al., 2002).

Receptory tyroidnich hormonl jsou uloZeny intracelularné v jadre buriky a
spadaji do velké rodiny jadernych receptorti. Do této rodiny patfi také receptory pro
estrogen, progesteron, androgeny, mineralo- i glukokortikoidy, vitamin A a retinoidni
latky a vitamin D (Lazar, 1991). Tyroidni hormony se vazi na dva typy receptor(, TRa
a TRB (Murray et al., 1988), které jsou kédovany dvéma typy gent — Thra a Thrb
(Oetting a Yen, 2007). Kazdy z genu je prekurzorem pro dvé isoformy. Tyto isoformy
vznikaji alternativnim sestfihem gen(. Hlavni isoformy receptorl * — TRa-1 a TRB-1
jsou exprimovany téméri ve v8ech typech tkani. Pfedpoklada se, ze tyto dvé isoformy

receptori maji ze vSech isoforem nejvétsi vliv na sval (Oetting a Yen, 2007). Byla
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prokazana nejvy$si exprese isoformy TRa-1 v tkanich a i ve svalové tkani potkanl a
to predevsim ve svalech rychlych (Haddad et al., 1998).

Ruzna citlivost jednotlivych svall na tyroidni hormony je zptisobena nestejnym
mnozZstvim receptorll na téchto svalech (pro prehled Soukup a Jirmanova, 2000) a
jeji zména nema vliv na vazebnou afinitu receptord (Haddad et al., 1998).

Receptory tyroidnich hormonl rozpoznavaji specifické regulaéni sekvence —
TRE (thyroid hormone response elements), které jsou zpravidla lokalizovany v
promotorech pfislusnych gentd (Glass a Holloway, 1990). Tyto receptory vazi
prislusné TRE konstitutivné, pfi¢emz bez vazby hormonu dochazi k represi exprese.
PiestoZze byla zjisténa rizna mira exprese raznych isoforem receptorli tyroidnich
hormon( v riznych tkanich, neni doposud znamo, zda maji specifické isoformy také
genové specificky dopad na regulaci transkripce. Celkovy pribéh, sila a regulace
transkripce v8ak samoziejmé zavisi na mnoha dalSich proteinech, receptorech a
ligandech, koaktivatorech a korepresorech (pro prehled Oetting a Yen, 2007). Pro
maximalni G¢inek vazby receptorll tyroidnich hormonli na TRE je nutna jejich

heterodimerizace s receptorem X retinoidnich latek (RXR) (Chin a Yen, 1997).

* Mimo tyto isoformy dale existuji isoformy TRB-2 a c-erbA-a2 (Koenig et al., 1989). Isoforma
c-erbA-02 neni schopné vazat T3, ale ma roli hlavniho negativniho inhibitoru pUsobeni tyroidnich
hormond. To je umoznéno jeji kompetici s ostatnimi isoformami receptory tyroidnich hormont o vazbu
na TRE - viz nize (Lazar et al., 1989a). Zvlastnosti genu Thra je schopnost transkribovat i opaény
fetézec DNA. Vysledkem je mRNA pro Rev-erbA protein (Lazar et al., 1989b). Tento protein je
exprimovan ve svalech a adipocytech a podporuje adipogenezi (Chawla a Lazar, 1993).
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Hormonalni aktivace genové exprese je tedy obecné zprostfedkovana
disociaci korepresoru a/nebo asociaci koaktivatoru transkripce s transkrip&nimi
faktory (Hatina a Reischig, 2000). Vazba tyroidniho hormonu na receptor aktivuje
transkripci pfislusného genu plisobenim pies transkripéni faktory tim, Ze z receptoru
s navazanym tyroidnim hormonem oddisociuje korepresor. Soufasné vazba
tyroidniho hormonu na receptor spusti proces modelace chromatinu a posun
nukleosomu. Diky tomu je plné umoznéna exprese daného genu také ze sterického
hlediska.

V pfipadé nedostatku tyroidnich hormona, napfiklad u hypotyroidismu, funguje
tedy samotny receptor jako aktivni represor transkripce a neni pouze inaktivovanym
receptorem. Toto plati v pfipadé pozitivni regulace transkripce pomoci tyroidnich
hormond.

Naproti tomu negativni regulace se ukazuje byt zdsadni zpétnovazebnou
kontrolni regulaci osy hypotalamus-hypofyza-§titna Zlaza. V pfipadé negativni
regulace transkripce tyroidni hormony nehraji roli transkripénich aktivatori a schéma
jeji funkce je oproti pozitivni regulaci opacné. V nepfitomnosti tyroidnich hormont je
transkripce umoznéna, za jejich pfitomnosti potlaena.
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8. Vliv tyroidnich hormont na sval

Vliv hladiny tyroidnich hormon{ na organismus je patrny na velikosti nékterych
organ(. Nedostatek tyroidnich hormon( (at uz T3 nebo T4) zplsobuje u potkana
pokles télesné vahy, absolutni i relativni pokles hmotnosti srdce a narust absolutni i
relativni hmotnosti stitné zlazy. Nadmira tyroidnich hormon( vede naopak k ristu
absolutni i relativni hmotnosti srdce a k poklesu absolutni i relativni hmotnosti Stitné
zlazy. Télesna hmotnost hypertyroidnich potkant se vSak od télesné hmotnosti
jedincu eutyroidnich neli§i (Soukup et al., 2001).

Perinatalni vyvoj je spojen se zménami hladin T3 a T4 v krevni plazmé.
Biologicky ucinngj8i je T3 (Soukup a Jirmanova, 1999), ale nebyla nalezena
rozdilnost mezi nasledky aplikace T3 a T4 na nékteré télesné parametry jako jsou
télesna hmotnost, hmotnost srdce, stitné Zlazy aj. (pro pfehled Soukup et al., 2001).
Koncentrace T3 je u embryi na hranici detekce a zac¢ina stoupat nékolik dnt pfed
narozenim. Maxima dosahuje cca 2 tydny po narozeni. Dale pomalu klesa a ustali se
platd typické pro dospélé jedince (Dubois a Dussault, 1977). Soufasné se
vzestupem T3 ubyva embryonalnich a perinatalnich isoforem myosinu a zadinaji
prevazovat isoformy MyHC typické u dospélych jedinci (Bandman, 1985). Toto
schéma ma obecnou platnost a bylo pozorovano ve svalech koncetin vSech
studovanych savéich modell (pro prehled Soukup a Jirmanova, 1999). U potkant
hypertyroidnich dochazi k této pfeméné dfive, u hypotyroidnich naopak pozdéji
(Butler-Browne et al., 1984).

Tyroidni hormony maji na fenotyp svalu G€inky modulaéni a méni fenotyp
svalu pouze v mantinelech vytyéenych geneticky podminénymi adapta&nimi
moznostmi (Soukup a Jirmanova, 2000). Uginek tyroidnich hormonti zavisi pfimo
umeérné na mnozstvi receptori v daném svalu (d'Albis a Butler-Browne, 1993). AvSak
dalSi prace (White a Dauncey, 1999) poukazuje na kliCovy vyznam pomérného
zastoupeni jednotlivych isoforem receptord pro tyroidni hormony.

Kratkodoby vliv tyroidnich hormont na aktivaci exprese MyHC se projevuje na
urovni mRNA v fadu dni (Izumo et al., 1986; Russell et al., 1988). Odhaduje se, Ze
doba Zivota molekul MyHC je 4 az 7 dni (Caiozzo et al., 1998) Haddad a

spolupracovnici (1998) provedli porovnani hladin proteinu isoformy MyHC | a jeji
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MRNA ve svalech SOL a vastus intermedius v EU, HY a TH stavu. Zjistili rozdily
zviasté u EU a TH stavu, kdy se mnozstvi proteinu a mRNA od sebe liSily, ale v HY

stavu signifikantni rozdily nezaznamenali.

8.1 Experimentalné navozeny hypotyroidismus

Hypotyroidni stav, navozeny kratce po narozeni blokaci syntézy tyroidnich
hormoni pomoci propylthiouracilu, vede k potlaceni télesného ristu. Dochazi
k naruseni prakticky vSech dllezitych organel a subsystému svalovych viaken, tedy
oxidativnich schopnosti mitochondrii, myofibrilarni ATPazy, sarkoplazmatického
retikula a glykogenolytické enzymové aktivity. Tento stav Ize zvratit podavanim
malych davek exogenniho tyroxinu b&hem obdobi vyvoje (Baldwin et al., 1978).
Snizené mnozstvi télesné hmoty se odrazi v potlaceni svalového rustu (Baldwin et
al,, 1978). Na druhé strané podavani 0,05 % roztoku methimazolu v pitné vodé
nevede ke zménam télesné ani svalové hmotnosti (Soukup et al., 2001).

Dale ma hypotyroidismus inhibiéni vliv na proliferaci, diferenciaci a fuzi
svalovych prekurzorl a in vitro totalné reprimuje expresi MyHC lla v SOL. Zajimavé
je i zjisténi, ze vysoké davky T3 v in vitro médiu diferenciaci myoblastl nezvysuji a
lehce inhibuji proliferaéni aktivitu satelitnich bunék (Jacobs et al., 1996).

V priibéhu perinatalniho vyvoje ma hypotyroidismus za nasledek prodlouzeni
doby exprese isoforem MyHC E a P, coz vede ke zpozdéni nastupu exprese
dospélych isoforem MyHC (Caiozzo et al, 1992). Obecné& hypotyroidismus
zpUsobuje pfeménu isoforem MyHC smérem k pomalej$im (lanuzzo et al., 1977) a
tim blokuje i pfeménu hybridnich vidken (napf. IIC) na vidkna d&ista s vy$Si
ATPazovou aktivitou (napr. 11A) (Butler-Browne a Whalen, 1984). Hypotyroidismus
téz brani nartistu hmoty svalovych viaken (Sugie a Verity, 1985).

V rané postnatalni ontogenezi, podle Harrisona a spolupracovniklii (1996),
zplUsobuje hypotyroidismus ,down-regulaci sarkolemalni Na'K* ATPazy a Ca*
ATPazy sarkoplazmatického retikula. Tyto dvé ATPazy jsou pro praci svalu
esencialni a jejich ,down-regulace” je zodpovédna za redukci miry hydrolyzy ATP.

Tyto zmény spolu s navySenym zastoupenim pomalych vidken | patfi mezi ty

vvvvvv
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prepubertalniho hypotyroidismu patfi pokles glykogenolyzy a syntézy svalové
specifickych proteinl (Katzeff et al., 1994).

V dospélém svalu zplsobuje hypotyroidismus akumulaci glykogenu, nar(st
Verity, 1985; Lomax a Robertson, 1992; Kaminsky a Ruff, 1994). Podili se na zméné
fenotypu svalovych vidken. U dospélych potkanl linie Lewis byl vlivem
hypotyroidismu zpUsoben narlst vlaken | a isoformy MyHC | 0 3 a4 % v SOL a
dosahly tim tak 100 % oproti EU stavu. Zastoupeni viaken [IA a MyHC lla kleslo z
puvodnich 3 a 4 % k nule v obou pfipadech. V EDL byl zaznamenan pokles rychlych
vlaken lIA i isoformy MyHC lla z pavodnich 24 % a 14,8 % na nulu za HY stavu.
Obsah isoformy MyHC IIb poklesl ze 47,2 % na 37 % v HY stavu. Narlst pomalé
isoformy MyHC | dosahl vlivem HY stavu pouze 7 % z pGvodnich 4,9 % v EU stavu
(Vadaszova et al., 2004).

8.2 Experimentalné navozeny hypertyroidismus

Hypertyroidismus zpusobuje v burikach kosterniho svalu alkalizaci narusenim
rovnovahy antiportu sodnych iontl a protonli (Thompson et al., 1993). Byl také
pozorovan silny narlst glykolytické aktivity a akumulace laktatu pfi cvi¢eni (Kaminsky
et al,, 1993). DalSimi popsanymi nasledky hypertyroidismu jsou zmény tvaru a
struktury mitochondrii a atrofie svalovych viaken (Crespo Armas et al., 1993).

Chronicky hypertyroidismus navozeny podavanim T3 obden po dobu dvaceti
tydnt zpUsobil v SOL potkana signifikantni pokles pomalé isoformy MyHC | z 93 %
na 69 % a narlst rychlé isoformy lla ze 7 % na 31 %. Naproti tomu nebyly
pozorovany zadné signifikantni zmény v zastoupeni isoforem MyHC v rychlém svalu
(Caiozzo et al., 1991; Vadaszova-Soukup a Soukup, 2007).

U dospélych potkant linie Lewis byl pod vlivem hypertyroidismu zaznamenan
pokles pomalych viaken | a isoformy MyHC | z pGvodnich 97 % a 96 % u EU stavu
na 93,5 % a 81,3 % v SOL a pokles vidken | z 5,7 % v EU stavu na 2,5 % v EDL
(Vadaszova et al., 2004).

Kombinace indukovaného hypertyroidismu s denervaci zadni konéetiny u
¢asné novorozenych potkant zpUsobila nastup rychlé isoformy MyHC llb (Russell et
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al., 1988), coz svéddéi o expresi této rychlé isoformy MyHC i bez pfispéni inervace.
Denervace zabranila vlivu vzorce nervovych impulsd i vlivu tyroidnich hormonl na
urychleni vyvoje nervosvalového spojeni (Kawa a Obata, 1982). Tyroidni hormony
ucinkujici pfimo na tkan svalu tedy pIné dostacuji k indukci transkripce i translace
rychlé isoformy MyHC. Autofi uvadéji moznost, ze tyroidni hormony takto neuginkuji
pfimo, ale prostfednictvim jinych, tyroidnimi molekulami indukovanych plsobk(
(Russell et al., 1988).

Je dulezité si uvédomit, Ze Gcinek tyroidnich hormoni se rGzni v zavislosti na
typu svalu. Napfiklad T3 podporuje expresi isoformy MyHC lla SOL, ale v musculu
masseter expresi této isoformy blokuje a podporuje expresi isoformy MyHC lib
(lzumo et al., 1986). Je tedy patrné, Zze ucinkem hypertyroidismu je upfednostnéna
exprese té isoformy, ktera ma ze vSech isoforem MyHC svalu nejvy$si ATPazovou
aktivitu. V pfipadé hypotyroidniho stavu je naopak upfednostnéna isoforma MyHC
s niz8i ATPazovou aktivitou. Urcity gen pro MyHC muze na rizné hladiny tyroidnich
hormonl reagovat svou expresi ,obéma sméry“ v zavislosti na vychozim
myosinovém sloZeni daného svalu. Bylo prokazano, Zze na proteinové arovni jsou
pomalé svaly (SOL) daleko vice senzitivni na zménu hladiny tyroidnich hormont nez
svaly rychlé (EDL) (Fitzsimons et al., 1990).
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Metodika

Tato diplomova prace je soucasti rozsahlého experimentu analyzujiciho vliv
tyroidnich hormon( na expresi fenotypu regenerovanych svald. V celé praci byly
pouzity kontrolni intaktni svaly ze zadnich konéetin potkant inbredni linie Lewis.
Zvifata byla chovana na svételném rezimu 12 h tma / 12 h svétlo, krmena standardni
dietou ST1 a inbrednost byla udrzovana kfizenim bratr x sestra. PodrobnégjsSi
charakterizaci téchto potkanu Ize nalézt ve firemni brozure LEW/CrIBR Lewis Ratte,
Vol. 3, No. 2, Charles River Deutschland, 1989.

Chovani a veSkeré zachazeni s pokusnymi zvifaty bylo v souladu se smérnici
Evropské Unie — EU Council Directive (86/609EEC) a experimenty byly schvaleny
Etickou komisi Fyziologického tustavu AV CR v. v. i.

Detailni popis celého experimentu je k dispozici pod kody projektd MYORES
No. 511978, MSMT CR LC554, GACR 304/05/0327 a AV0Z 50110509.
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9. Navozeni alterovanych tyroidnich stavu

Zména tyroidniho stavu byla navozena u &tyitydennich zvifat a minimalni
doba aplikace T3 respektive methimazolu byla minimainé 8 tydn(. Z tohoto divodu
byli analyzovani jedinci se zmé&nénym tyroidnim stavem od 12. tydne véku.

Hypotyroidni stav byl navozen 0,05 % roztokem methimazolu (2-mercapto-1-
methylimidazol, Sigma) v pitné vodé. Takto oSetiena zvifata maji hladiny T3 a T4 v
krevnim séru cca desetkrat i vice nizs$i nez zvirata eutyroidni (Soukup et al., 2001).

Hypertyroidni stav byl navozen intraperitonealnimi injekcemi 3,3’,5-trij6d-L-
tyroninu (T3 jako sodna stl, Sigma) v davce 150 pg/kg télesné hmotnosti tfikrat tydné
(Soukup et al., 2001).

Pri vy$si davce T3 300 pg/kg télesné hmotnosti a frekvenci aplikace kazdy
druhy den po dobu 8 tydnl byla imrtnost pokusnych jedinct témér 80 %. To bylo
zpUsobeno pravdépodobné tachykardii ¢i srde¢ni arytmii. Samice v8ak poruchami
srdecni ¢innosti trpély daleko méné a vykazovaly tak mensi umrtnost (Larsson et al.,
1994). V metodice této prace byly z tohoto divodu uzity pfevazné samice (vyjma
zhodnoceni rozdilnosti mezi samci a samicemi) a zaroven byla snizena davka T3 na
polovinu, ktera je stale dostateéna pro navozeni fyziologickych zmén (Soukup et al.,

2001). Témito kroky bylo docileno mensich ztrat na Zivotech pokusnych jedincu.

41



10. Experimentalni skupiny

Pro zmapovani vyvojového schématu zastoupeni pomalé a rychlych isoforem

MyHC byli jedinci rozdéleni do péti vékovych skupin:

1) 2.-6. tyden: obdobi maximalnich zmén zastoupeni pomalych a

rychlych viaken a isoforem MyHC v SOL

2) 6.-12. tyden: obdobi pohlavniho dospivani

3) 12.-26. tyden: 1. skupina dospélych potkan( (prvni polovina obdobi
maximalni aktivity potkan)

4) 26.-39. tyden: 2. skupina dospélych potkant (druha polovina obdobi
maximalni aktivity potkant)

5) nad 39. tyden: 3. skupina dospélych potkanl (za¢atek pozvolného
starnuti)

11. Odbér a priprava vzorku

Anestézie potkani byla provadéna intraperitonealni injekci Nembutalu
(pentobarbital sodny, Sigma) v davce 40 mg/kg télesné hmotnosti a po doéerpani
jeho zasob Narkamonem (5 %) vdavce 100 mg/kg télesné hmotnosti nebo
Rometarem (2 %) v davce 10 mg/kg télesné hmotnosti. Nasledné byly odebrany SOL
a EDL. Svaly byly ihned zamrazeny v tekutém dusiku a nasledné piiéné krajeny na
kryostatu Cryocut Leica CM 3000 s teplotou komory -20°C na fezy o tloustce 10 pm.
Pro fezy byly pouzity centraini ¢asti svalu. Po zakroku byli jedinci usmrceni letalni
davkou anestetika.
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12. Imunohistochemicka detekce svalovych viaken

Imunohistochemické barveni svalovych fezli vyuziva monoklonalnich aS a aF
protilatek. Vizualizace detekovanych typl vidaken s navazanou primarni protilatkou
probihd za pomoci sekundarni protilatky Biotin-SP-conjugated antimouse, ktera je
konjugovana s HRP. HRP katalyzuje za pfitomnosti peroxidu vodiku oxidaci DAB na
Zlutohnédy produkt.

Prvnim krokem bylo ponofeni svalovych fezli do citratového pufru (Pfiloha 4.) a
jejich nasledna inkubace v mikrovinné troubé& po dobu 2 x 3 minuty s vykonem 600
W. Nasledovalo 20 minut temperace na pokojovou teplotu a poté oplach omyvacim
pufrem (Pfiloha 4.) po dobu 3 x 5 minut. Dale byla provedena preinkubace 20 minut
pfi pokojové teploté ve zvihéeném prostifedi pomoci blokaéniho pufru (Priloha 4.),
ktery byl davkovan 0,1 ml na 1 fez. DalS§im krokem byla inkubace s primarni
protilatkou fedénou blokaénim pufrem v poméru 1:250 pfi teploté 4°C ve zvlhéeném
prostiedi pfes noc. Po ukonéeni této inkubace byly fezy temperovany 30 minut na
pokojovou teplotu a nasledné omyty omyvacim pufrem po dobu 3 x 5 minut.
Nasledovala jejich inkubace s roztokem sekundarni protilatky (Pfiloha 4.) fedéné v
poméru 1:200 po dobu 2 hodin pfi pokojové teploté. Tento roztok byl aplikovan v
mnozstvi cca 1 ml na 4 podlozni skla s 6 fezy. Poté byly fezy omyty omyvacim
pufrem po dobu 3 x 5 minut a nasledovala inkubace fezli a barveni pomoci
prefiltrovaného DAB roztoku (Pfiloha 4.) po dobu 6 minut. Po tomto kroku byly fezy
omyvany po dobu 20 minut vodou. Takto pfipravené fezy byly po barevné detekci
odvodiiovany 5 minut v 50% a 5 minut v 75% a nasledné 2 x 15 minut v 96% etanolu
a nakonec 2 x 15 minut v xylenu. Poslednim krokem bylo zapeceténi fezi pomoci

DPX za vzniku trvalych preparat(, které byly dale stereologicky zpracovavany.
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13. Separace MyHC pomoci SDS-PAGE

13.1 Extrakce MyHC

Metodika procesu extrakce byla pfevzata od Dr. V. Smerdu, PhD. (Institut
anatomie, Lékarska fakulta Lublariské univerzity, Slovinsko).

Ke vzorklim svall ziskanych excizi z pokusného jedince byl po zvazeni pfidan
promyvaci pufr (Pfiloha 4.) v nasledujicim objemu: pro vzorek téZ8i nez 3 mg byl
objem (ul) pfidaného promyvaciho pufru roven pétinasobku hmotnosti (mg) vzorku,
ke vzorkim lehéim nez 3 mg bylo pfidano 25 pl promyvaciho pufru. Nasledovala
dukladna mechanicka homogenizace chirurgickymi o¢nimi nlzkami a centrifugace
vznikléeho homogenatu po dobu 5 minut pfi 12 000 otackach za minutu. Po
odstranéni supernatantu byl k sedimentu pridan objem (ul) extrakéniho pufru (Pfiloha
4)) rovny trojnasobku hmotnosti (mg) vzorku svalu. Nasledovala opétovna
mechanickd homogenizace a promychavani vzorki malymi magnetickymi michadly
po dobu 30 min. Dale byly vzorky centrifugovany 10 minut pfi 12 000 otaCkach za
minutu a poté byl supernatant odebran a nafedén v poméru 1:1 87 % glycerolem.

Takto pfipravené vzorky se uchovavaly pfi teploté -80°C.

13.2 SDS-PAGE

Pro veSkeré roztoky na extrakci MyHC, SDS-PAGE a nasledné barveni byla
uzZivana pouze deionizovana voda nasledné filtrovana pres mikrobialni filtry firmy
Millipore s primérem péra 0,22 um.

MyHC analyza svalovych vzork(l byla provedena pomoci metody SDS-PAGE
(sodium dodecylsulfat polyakrylamidova gelova elektroforéza) dle metodiky Talmadge

a Roy (1993) s mirnou modifikaci sloZeni gelu.

Extrakty ze svald EU, HY i TH EDL a SOL byly nafedény vzorkovym pufrem
(Pfiloha 4.) v objemovém poméru 1:19 a 5 minut povareny. Nasledovala centrifugace
pfi 10 000 otackach za minutu po dobu 1 minuty. Vzorky byly do aparatury pro SDS-

PAGE nanaseny v objemu 4 pl na jamku. Koncentrace akrylamidu pro zaostfovaci
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gel byla 4 % a pro délici gel 8 % (Priloha 4.). Délici gely byly ponechavany v
chladniéce pfi teploté 4°C pies noc.

Doba elektroforetické separace byla 28 hodin pfi vychozim nastaveni 20 mA a
konstantnim napéti 72 V. Pro posledni 4 hodiny byly podminky piestaveny na 100
mA a konstantni napéti 200 V. Proces byl provadén v chladni¢ce pfi teploté 4°C.

Elektrodové pufry dle Talmadge a Roy (1993) byly uzivany dvojiho slozZeni.
Vnitini pufr (Pfiloha 4.) slouzil k vypInéni prostoru mezi gely a vné&;jsi pufr (Pfiloha 4.)

pro vypinéni vnéjSiho objemu aparatury k chlazeni.
13.3 Barevna detekce proteinu stribrem

Barevna detekce proteini v gelech SDS-PAGE vyuziva tvorby rozpustnych
komplex( stfibra (Blum et al., 1987).

Gely byly po vyjmuti z aparatury pro SDS-PAGE fixovany po dobu 1 hodiny
na tiepaéce ve 100 ml fixaéniho roztoku (Priloha 4.) s pfidanymi 50 pl 37%
formaldehydu pfi pokojové teploté. Ve fixaénim roztoku mohou byt gely uchovavany
az 3 dny. Po fixaci nasledovalo promyvani geli v 50% etanolu po dobu 3 x 20 minut
do zbéleni a dale promyvani po dobu 2 x 30 sekund 0,02% roztokem thiosiranu
sodného do zprihlednéni gelu. Dal$im krokem bylo promyvani gelli vodou po dobu 3
x 20 sekund pro odstranéni thiosiranu a jejich nasledné ponoifeni do 100 ml 0,2%
roztoku dusiénanu stiibrného s pfidanymi 75 pl 37% formaldehydu. Dale byly gely
ponechany 20 minut ve tmé na tiepacce a poté promyvany po dobu 3 x 10 sekund
vodou. Nasledné byly gely ponofeny do vyvijeciho roztoku (Pfiloha 4.) s pfidanymi
50 ul 37% formaldehydu az do dosazeni poZzadované intenzity barveni. Nasledovalo
rychlé promyti gelll vodou po dobu 10 sekund a barvici reakce byla zastavena
fixanim roztokem. Gely byly uchovavany vioZzenim mezi dva listy porézniho
celofanu.
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14. Stereologicka méreni a jejich reprodukovatelnost

Stereologickd méfeni jsou ¢asové narona a nachylna k subjektivni chybé.
Zastoupeni pomalych a rychlych vidken na svalovych fezech bylo hodnoceno
systémem Cast-Grid (Zacharova a Kubinova, 1995). Pro ovéreni reprodukovatelnosti
méfeni bylo pouzito dvou pétic za sebou jdoucich fezli. Pétice byly z pravého a
levého EDL téhoz zvifete a barveny protilatkou aS. Tfi vySkoleni pracovnici méfili
procentualni zastoupeni aS pozitivnich vlaken u kazdého vzorku dvakrat posobé.
Bylo zjisténo, Ze namérené hodnoty priméra jednotlivych pracovnikl byly velmi
blizké s maximalni odchylkou 1,98 procentniho bodu od celkového priméru vSech
pracovniku, ktery byl 13,68 procentniho bodu pro EDL dx a maximalni odchylkou 1,4
procentniho bodu od celkového priméru pro EDL sin, ktery ¢inil 9,86 procentniho
bodu. Naopak rozdily v jednotlivych méfenich jednotlivych pracovnikd byly vétsi, ale
neprekro€ily vzajemnou rozdilnost 6,5 procentniho bodu. Tyto individualni rozdily

jsou podminény subjektivnim vnimanim jednotlivych pracovniku.

15. Statistické hodnoceni

Méfeni procentualniho obsahu isoforem MyHC ve svalovych fezech bylo
provedeno na poloautomatickém pocitatovém systému Cast-Grid, Dansko
(Zachafova a Kubinova, 1995) a kazdy fez byl hodnocen na pozitivné i negativné
detekovana vilakna danou protilatkou. Ke statistickému hodnoceni byly pouzity
priméry naméfenych hodnot z pravé a levé nohy poté, co mezi nimi nebyly
prokazany podstatné rozdily.

Namérené vysledné hodnoty byly zpracovavany pomoci statistického
programu STATISTICA 8. Grafy byly tvofeny s pomoci statistického programu
SigmaPlot 10.

Namérené hodnoty procentualniho zastoupeni aS pozitivnich (pomala viakna)
a aF pozitivnich (rychla vlakna) viaken v SOL a EDL byly testovany na normalitu
rozlozeni pomoci Shapirova-Wilkkova W testu. Bylo zjiS§téno, Ze data nejsou

normalniho rozlozeni na hranici p < 0,05. Pro porovnavani rozdilnosti soubor( dat byl
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tedy zvolen Casto uZivany neparametricky Manntv-Whitneytv U test. Jedna se o
statisticky algoritmus ekvivalentni klasickému t-testu pro nezavislé vzorky, ktery je
vhodny pro data nenormalniho rozloZeni. Pro uréeni odli§nosti zavislych vzorkd
(rozdilnosti mezi pravou a levou nohou tychz jedinch a rozdily mezi samci a
samicemi) byl zvolen Wilcoxonlv parovy test (Wilcoxon matched pair test). Tento test
je neparametrickou alternativou ke klasickému t-testu pro zavisla data.

Signifikance rozdilu vSech testl byla zvolena na hladiné 5 % (p < 0,05). Za
uvedenymi pramérnymi hodnotami jsou vzdy uvedeny hodnoty + SD .
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Vysledky

Za pomoci imunohistochemickych metod bylo zkoumano procentualni
zastoupeni pomalych a rychlych vldken a mira koexprese u svali SOL a EDL
potkani inbredni linie Lewis v zavislosti na véku, vlivu tyroidnich hormond, lateralité
kondgetiny a pohlavi. Pro nazornou demonstraci vlivu tyroidnich hormont na distribuci
isoforem MyHC bylo uzito metody SDS-PAGE.

Terminem koexprese se rozumi sou¢asna pozitivni reakce jednoho svalového
vlakna jak na aS tak na aF protilatku. Souéet procentualniho zastoupeni pomalych a
rychlych viaken muaze byt vy$Si nez 100 % a hodnota presahujici 100 % je

povazovana za miru koexprese.

16. Postnatalni vyvojové schéma zastoupeni pomalych a rychlych vilaken a
miry koexprese

Byly studovany zmény procentualniho zastoupeni pomalych a rychlych viaken
a miry koexprese pomalé a rychlych isoforem MyHC v zavislosti na véku
reprezentovaného 5 vékovymi skupinami (2.-6. tyden, 6.-12. tyden, 12.-26. tyden,
26.-39. tyden a nad 39. tyden Zzivota).

16.1 SOL

V ramci péti sledovanych vékovych skupin byl zjistén s vékem rostouci narist
pomalych vidken v SOL. Procentualni zastoupeni tohoto typu viaken vzrostlo z
puvodnich primérnych 64,15 % + 3,35 % u nejmladsi vékové skupiny 2.-6. tydne az
na pfibliznych 99 % u nejstarSich skupin.

U vékové skupiny 6.-12. tydne bylo naméfeno primérnych 93,1 % + 4,81 %, u
skupiny 12.-26. tydne 97,13 % + 3,15 %, u skupiny 26.-39. tydne 99,49 % + 1,22 % a
u skupiny nad 39. tyden 98,78 % + 1,69 %.

Nejvétsi procentualni zastoupeni pomalych viaken bylo u vékové skupiny
26.-39. tydne (99,49 %). Ve srovnani s nejstarSi vékovou skupinou, kde byly

naméfeny mirné nizsi hodnoty (98,78 %), neni tento rozdil signifikantni. Hodnoty
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naméfené u veékové skupiny 2.-6. tydne byly signifikantné odliSné od hodnot
ostatnich vékovych skupin, které se mezi sebou jiz signifikantné nelisily. To znadci, ze
zastoupeni pomalych vildken se stabilizovalo od skupiny 6.-12. tydne véku a to na
pramérné hodnoté 97,13 % + 2,86 %. OdliSnost skupin 2.-6. a 6.-12. tydne v
naméfenych hodnotach byla na hranici signifikantni prokazatelnosti (p = 0,0814)
(Graf 1.).

Naproti tomu procentualni zastoupeni rychlych viaken v SOL v zavislosti na
véku pozvolna klesalo z plavodnich primérnych 44,64 % + 3,57 % u nejmladsSi
vékové skupiny 2.-6. tydne az na pfibliznou hodnotu 1 - 2 % u nejstarSich skupin.

U vékové skupiny 6.-12. tydne byla namérena primérna hodnota 21,1 % +
9,35 %, u skupiny 12.-26. tydne 5,1 % * 4,81 %, u skupiny 26.-39. tydne 1,17 % %
2,25 % a u vékové skupiny nad 39. tyden 2,04 % * 2,47 %. NejnizSi hodnota byla
tedy naméfena u skupiny 26.-39. tydne. Vzajemna signifikantni odliSnost byla
zaznamenana v ramci skupin 2.-6. a 6.-12. tydne a téz mezi skupinou 6.-12. tydne a
skupinami star§imi. V ramci téchto skupin (12.-26., 26.-39. a nad 39. tyden) nebyla
signifikantni odliSnost zjisténa.

Zastoupeni rychlych viaken se stabilizovalo az od skupiny 12.-26. tydne véku
na primeérné hodnoté 2,77 % + 2,06 % (Graf 1.).

Mira koexprese signifikantné rostla mezi skupinami 2.-6. a 6.-12. tydne. Poté
se s vékem signifikantné snizovala az pod hodnotu jednoho procenta u vékovych
skupin starSich 12. tydne, mezi kterymi uz nebyly zjistény signifikantni odliSnosti.

U nejmlads$i vékové skupiny 2.-6. tydne byla naméfena priimérna hodnota
8,79 % + 2, 96 %, u skupiny 6.-12. tydne 14,25 % * 8,74 %, u skupiny 12.-26. tydne
2,23 % £ 2,14 %, u skupiny 26.-39. tydne 0,66 % * 1,04 % a u skupiny nad 39. tyden
0,83 % + 1,03 %.

Mira koexprese se stabilizovala az od vékové skupiny 12.-26. tydne s
pramérnou hodnotou 1,24 % + 0,86 % (Graf 1.).
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Graf 1. Vékova zavislost procentualniho zastoupeni pomalych a rychlych vldken a miry
koexprese v EU SOL u péti vékovych skupin. Cerné sloupce predstavuji procentualni zastoupeni
pomalych vlaken, bilé sloupce pfedstavuji zastoupeni rychlych viaken a Sedé sloupce pfedstavuji miru
koexprese. Je patrné s vékem rostouci zastoupeni pomalych vidken signifikantn& se liSici pouze u
nejmladsi vékové skupiny, zatimco zastoupeni rychlych vliaken s vékem signifikantné klesa az do
skupiny 6.-12. tydne, od které se dale signifikantn& neméni. Zastoupeni pomalych viaken se stabilizuje
od skupiny 6.-12. tydne, zastoupeni rychlych vidken se stabilizuje od 12.-26. tydne véku. Mira
koexprese zprvu signifikantné narista mezi skupinami 2.-6. a 6.-12. tydne a od skupiny 12.-26. tydne
se jiz signifikantné& neodliSuje. Chybové usecky pfedstavuji £ SD; n(2.-6. tyden) = 6; n(6.-12. tyden) =
6; n(12.-26. tyden) = 8; n(26.-39. tyden) = 9; n(nad 39. tyden) = 13.
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16.2 EDL

V EDL dochazelo v pribéhu postnatalniho vyvoje k poklesu pomalych viaken z
pramérnych 11,55 % * 3,54 % u nejmladsi vékové skupiny 2.-6. tydne na hodnoty
kolem 6 % u ostatnich vékovych skupin.

U vékové skupiny 6.-12. tydne byla naméfena primérna hodnota 5,87 % +
1,76 %, u skupiny 12.-26. tydne 6,38 % * 0,87 %, u skupiny 26.-39. tydne 6,25 % *
2,67 % a u skupiny nad 39. tyden 5,59 % + 2,09 %.

Hodnota 11,55 % u vékové skupiny 2.-6. tydne je signifikantné vyssSi nez
hodnoty naméfené u vSech ostatnich vékovych skupin. Hodnoty ostatnich vékovych
skupin se mezi sebou signifikantné neliSi a Ize je tedy povaZovat za stabilizované od
vékové skupiny 6.-12. tydne véku s primeérnou hodnotou 6,02 % + 0,36 % (Graf 2.).

Podil rychlych viaken se mezi vdemi vékovymi skupinami signifikantné nelisil a
kolisal kolem primeérnych 95,49 % + 0,82 %.

U nejmladsi vékové skupiny 2.-6. tydne byla naméiena primérna hodnota
94,2 % £ 5,35 %, u skupiny 6.-12. tydne 95,53 % + 1,68 %, u skupiny 12.-26. tydne
95,44 % + 1,39 %, u skupiny 26.-39. tydne 95,83 % + 1,75 % a u skupiny nad 39.
tyden 96,45 % + 1,55 %. Hladina rychlych viaken se stabilizovala jiz kratce po
narozeni od vékové skupiny 2.-6. tydne véku a dale nedoSlo k signifikantnim

zménam (Graf 2.).

Primérna nejvy$Si mira koexprese byla u nejmladsi vékové skupiny 2.-6.
tydne 5,75 % + 2,79 %. U vékové skupiny 6.-12. tydne byl naméfen signifikantni
pokles primérné hodnoty na 1,75 % + 1,05 %. U skupiny 12.-26. tydne bylo
naméieno 1,81 % + 1,16 %, u skupiny 26.-39. tydne 2,08 % + 1,46 % a u skupiny
nad 39. tyden 2,06 % + 1,89 %. Mira koexprese se mezi skupinami star§imi 6. tydne
signifikantné nelisila.

Statisticky se mira koexprese stabilizovala od vékové skupiny 6.-12. tydne na
pramérné hodnoté 1,92 % + 0,17 % (Graf 2.).
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Graf 2. Vékova zavislost procentualniho zastoupeni pomalych a rychlych vidken a miry
koexprese v EU EDL u péti vékovych skupin. Cerné sloupce piedstavuiji procentuéini zastoupeni
pomalych vlaken, bilé sloupce pfedstavuji zastoupeni rychlych vidken a Sedé sloupce pfedstavuji miru
koexprese. Zastoupeni pomalych vlaken je nejvy$3i u nejmladsi vékové skupiny 2.-6. tydne, ktera se
od ostatnich vé&kovych skupin signifikantné li&i. V dalSich vé&kovych skupinach se jiz zastoupeni
pomalych vilaken signifikantn& neméni. Zastoupeni rychlych vidken je nejnizsi u nejmladsi vékove
skupiny 2.-6. tydne, av8ak neni signifikantn& odlidné od ostatnich v&kovych skupin, mezi kterymi
nebyla zaznamenana signifikantni odliSnost. Mira koexprese je nejvy3si u nejmladsi vékové skupiny
2.-6. tydne a od ostatnich vé&kovych skupin se signifikantné lidi. U ostatnich vékovych skupin nebyla
zjisténa signifikantni odliSnost. Z grafu je patrné, Zze procentualni zastoupeni pomalych viaken a mira
koexprese se ustaluji od skupiny 6.-12. tydne véku, zastoupeni rychlych viaken se ustaluje dfive, jiz
od druhého tydne po narozeni. Chybové Usecky predstavuji £ SD; n(2.-6. tyden) = 6; n(6.-12. tyden) =
6; n(12.-26. tyden) = 8; n(26.-39. tyden) = 8; n(nad 39. tyden) = 13.
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17. Zastoupeni pomalych a rychlych vlaken a mira koexprese v zavislosti na

tyroidnim stavu

Procentualni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese byla
sledovana a vzajemné porovnana ve tfech tyroidnich stavech (EU, HY, TH) u
potkan( starSich 12. tydne véku.

U HY a TH jedincu byly zjiStény statisticky vyznamné rozdily ve vSech
pripadech.

V SOL byl zaznamenan statisticky signifikantni rozdil mezi EU (98,68 % + 2,04
%) a HY (99,99 % % 0,003 %) jedinci v zastoupeni pomalych vliaken, ne v8ak mezi
EU aTH (94,5 % + 7,94 %) jedinci.

Signifikantni rozdilnost v zastoupeni rychlych vliaken byla zjiSténa jak mezi EU
(2,56 % + 3,33 %) a HY (0,79 % * 2,12 %), tak mezi EU a TH (9,83 % £ 11,86 %)
jedinci.

Rovnéz signifikantni rozdilnosti v mife koexprese byly zaznamenany mezi EU
(8,13 % + 26,35 %) a HY (0,79 % + 2,1 %) i mezi EU a TH (4,34 % + 4,67 %) jedinci
(Graf 3.).

V EDL byla situace zcela odliSna. Zde byly zjistény signifikantni rozdilnosti v
zastoupeni pomalych a rychlych vidken a v mife koexprese mezi EU a HY a mezi HY
a TH jedinci, nikoli vSak mezi EU a TH jedinci.

Primérné hodnoty procentualniho zastoupeni pomalych viaken byly naméreny
6,02 % + 1,97 % u EU, 10,66 % *+ 4,2 % u HY a 561 % * 2,21 % u TH jedincu.
Primérné hodnoty procentudiniho zastoupeni rychlych viaken byly naméfeny 96,13
% +1,6 % uEU, 92,42 % + 2,7 % u HY a 96,6 % + 2,45 % u TH jedinct. Primérné
hodnoty miry koexprese byly naméreny 9,06 % * 26,32 % u EU, 3,08 % + 3,3 % u
HY a 2,22 % + 1,05 % u TH jedincl (Graf 3.).
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Porovnani rdznych tyroidnich stavi u jedinch starsich 12 fydna
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Graf 3. Procentualni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese v zavislosti na
tyroidnim stavu v SOL a EDL u vékové skupiny starsi 12. tydne. Cerné sloupce predstavuji EU
skupinu, bilé sloupce predstavuji HY skupinu a $edé sloupce predstavuji TH skupinu. Signifikantni
rozdilnost mezi HY a TH stavem byla zjist&na ve v8ech pfipadech. V SOL byla zaznamenana
odlisnost vlivu tyroidnich stavil u detekce pomalych vlidken pouze mezi EU a HY stavem a mezi HY a
TH stavem. HY stav zvy$uje zastoupeni pomalych vidken. Odli$nost viivu tyroidnich stavl u detekce
rychlych vidken byla zaznamenana navzajem mezi viemi tyroidnimi stavy a stejna situace byla i v
pfipadé koexprese. HY stav v SOL snizuje zastoupeni rychlych vlaken i miru koexprese, TH stav ma
G¢inky opacné. V EDL byla zaznamenana odli$nost vlivu tyroidnich stavl u detekce pomalych a
rychlych vidken i miry koexprepse pouze mezi EU a HY stavem a mezi HY a TH stavem. HY stav
navy$uje zastoupeni pomalych vlaken i miru koexprese a snizuje zastoupeni rychlych viaken.
Chybové usecky predstavuji + SD; n(EU SOL) = 28; n(EU EDL) = 29; n(HY) = 16; n(TH) = 19.

54



18. Zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese v zavislosti na

lateralité koncetiny

Byly porovnavany rozdilnosti v zastoupeni pomalych a rychlych vlaken a miry
koexprese mezi SOL a EDL tychz jedincl vzdy u pravé a levé nohy u tfech tyroidnich
stavl (EU, HY, TH).

Nebyly zjistény zadné signifikantni rozdily kromé zastoupeni rychlych viaken a
miry koexprese v HY EDL, kde byly naméreny vyssi hodnoty u levé kon&etiny samic.
Tyto rozdily vSak byly na hranici statistické signifikance (p = 0,0464) (Graf 4., 5., 6.;
Tabulka 1.).

SOL aS dx SOL a8 sin SOL aF dx SOL aF sin | SOL dx koex | SOL sin koex
EU 97,61 98,75 3,75 3,05 1,36 1,80
3,33 2,68 4,71 3,84 1,68 1,95
HY 100,00 100,00 0,02 0,00 0,02 0,00
0,00 0,00 0,04 0,00 0,04 0,00
TH 97,56 97,79 541 4,31 2,97 2,10
4,27 4,77 5,80 7,65 2,63 2,99

EDL a$S dx EDL a8 sin EDL aF dx EDL aF sin | EDL dx koex | EDL sin koex
EU 6,02 6,75 95,88 96,19 1,92 2,94
2,03 2,43 1,40 1,56 2,11 1,94
HY 10,55 9,51 92,27 94,68 2,82 4,19
1,60 1,66 0,83 1,27 1,19 1,98
TH 6,65 6,08 95,19 96,02 1,84 2,10
2,07 1,61 2,54 1,65 1,61 1,20

Tabulka 1. Prumé&rné procentualni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese v
soleu (SOL) a extensoru (EDL) v zavislosti na lateralité konéetiny za EU, HY a TH stavu. Dx
znadi pravou, sin levou kon&etinu. Koex znadi miru koexprese. Horni udaj v poli¢ku tabulky uvadi
primérnou hodnotu naméfenou pro danou skupinu, dolni Gdaj uvadi + SD. Hodnoty jsou uvedeny v
procentech; n(EU) = 17; n(HY) = 6; n(TH) = 11.

55



Porovnani zastoupent a8 a aF pozitivnich vidken a miry koexprese
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Graf 4. Procentudlni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese u EU SOL a EDL
v zavislosti na lateralité kon&etiny. Cerné sloupce znazoriuji pravou, bilé sloupce levou kon&etinu.
Udaje nevykazuji signifikantni odli§nosti. Chybové use&ky predstavuji + SD; n = 17.
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Graf 5. Procentudlni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese u HY SOL a EDL
v zavislosti na lateralité kon&etiny. Cerné sloupce znézoriuji pravou, bilé sloupce levou konéetinu.
Bylo zjisténo signifikantn& vy83i zastoupeni rychlych vidken a mira koexprese v EDL levé kongetiny,
avsak na hranici signifikantni rozdilnosti (p = 0,0464). Ostatni hodnoty se signifikantn& nelidi. Chybové
uselky predstavuji + SD; n = 6.
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Porovndni zastoupeni aS a aF pozitivnich viaken a miry koexprese
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Graf 6. Procentualni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese u TH SOL a EDL
v zavislosti na lateralité kon&etiny. Cerné sloupce znézorfiuji pravou, bilé sloupce levou kon&etinu.
Naméfené udaje nevykazuji signifikantni odliSnosti. Chybové useéky predstavuji + SD; n = 11.
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19. Zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese v zavislosti na
pohlavi

Byly zjistovany rozdilnosti v zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mife
koexprese v zavislosti na pohlavi jedinch u tfech tyroidnich stava (EU, HY, TH). K
porovnani byli pouZziti sourozenci z vrhu.

Signifikantni rozdilnost byla zji§téna pouze u HY EDL v zastoupeni pomalych
vlaken, kde byly zaznamenany vy$si hodnoty u samct. Tato rozdilnost v§ak byla na
hranici statistické vyznamnosti (p = 0,0464) (Graf 7., 8., 9.; Tabulka 2.).

| soLas | soLaF | SOLkoex | EDLaS | EDLaF | EDL koex

EU

M 85,98 24,80 10,65 8,29 93,99 2,60
16,78 19,50 8,46 3,30 3,44 4,15

F 83,41 24,45 7,91 7,94 94,59 2,65
17,42 18,55 8,21 3,29 3,31 1,79

HY

M 100,00 0,00 0,00 13,18 90,92 4,10
0,00 0,00 0,00 2,65 2,48 2,17

F 100,00 0,00 0,00 10,33 93,47 3,80
0,00 0,00 0,00 1,07 0,48 1,37

TH

M 96,20 9,73 7,20 7.20 94,97 2,20
4,52 6,48 4,26 1,56 0,59 1,25

F 97,83 6,70 4,53 6,53 95,57 2,10
2,43 2,05 0,47 0,21 0,35 0,26

Tabulka 2. Pramérné procentualni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese v
soleu (SOL) a extensoru (EDL) v zavislosti na pohlavi za EU, HY a TH stavu. M zna¢i samce, F
samice. Koex zna&i miru koexprese. Horni Udaj v poli¢ku tabulky uvadi primérnou hodnotu
naméfenou pro danou skupinu, dolni udaj uvadi + SD. Hodnoty jsou uvedeny v procentech; n(EU) = 8;
n(HY) = 6; n(TH) = 6.
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Porovnéni zastoupeni aS a aF pozitivnich viaken a miry koexprese
v zavislosti na pohlavi u EU jedinc
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Graf 7. Procentualni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese u EU SOL
a EDL v zavislosti na pohlavi. Cerné sloupce znazorfiuji samce, bilé sloupce znazorfiuji samice.
Naméfené udaje nevykazujl signifikantni odliSnosti. Chybové usec€ky piedstavuji + SD; n = 8.
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Graf 8. Procentualni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a mira koexprese u HY SOL a EDL
v zavislosti na pohlavi. Cerné sloupce znéazorfuji samce, bilé sloupce zn&zoriuji samice.
Signifikantni odlidnost byla zjisténa pouze u EDL v zastoupeni pomalych viaken, které je vy3si u

samcl, av8ak na hranici signifikance (p = 0,464); ostatni naméfené hodnoty se signifikantné& neligily.
Chybové usecky predstavuji + SD; n = 6.
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Porovnani zastoupeni aS a aF pozitivnich viaken a miry koexprese
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Graf 9. Procentualni zastoupeni pomalych a rychlych viaken a miry koexprese u TH SOL a EDL
v zavislosti na pohlavi. Cerné sloupce znazorfiuji samce, bilé sloupce znazorfiuji samice.
Signifikantni odliSnost nebyla zjisténa v 2adné ze sledovanych skupin. Chybové usecky pfedstavuji +
SD; n=6.
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20. llustrace vlivu tyroidnich hormoni na zastoupeni isoforem MyHC
metodou SDS-PAGE

Pomoci metody SDS-PAGE je pro ilustraci znazornéno rozlozZeni isoforem
MyHC v SOL a EDL za EU, HY i TH stavu. SDS-PAGE analyza byla provedena u

vzorkl z dospélych osmimeési¢nich samic potkana (Obrazek 2.).

MyHC lla

MyHCI

MyHC lla
MyHC lix/d
MyHC IIb
MyHC |

Obrazek 2. Vizualizace isoforem MyHC |, lia, lix/d a Ilb pomoci metody SDS-PAGE. Jsou uvedeny
vzorky EU, HY i TH osmimési¢nich samic potkana. Dx znaéli pravou a sin levou kongetinu. Zleva
doprava jsou uvedeny vzorky EDL dx, EDL sin, SOL dx a SOL sin. U EDL je vzdy patrna pfitomnost
vSech isoforem MyHC, zviasté pak isoforma MyHC lIx/d a nejrychlej$i isoforma MyHC lib. U EU a TH
SOL jsou detekovany pouze dvé isoformy, majoritni MyHC | a minoritni lla. U HY SOL isoforma MyHC
Ila nebyla detekovana.
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21. llustrace vlivu tyroidnich hormonu na zastoupeni pomalych a rychlych
vlaken v SOL a EDL

Pro celistvy piehled o vlivu tyroidnich hormont na fenotyp kosterniho svalu
jsou uvedeny snimky fez SOL a EDL za EU, HY i TH stavu osmimési¢nich samic
potkana. Uvedené snimky fez( vizualizuji detekovana pomald a rychla viakna
(Obrazek 3., 4.).

Obrazek 3. Pricné fezy SOL a EDL s imunohistochemickou detekci pomalych vilaken. Snimky
byly pofizeny svételnym mikroskopem Olympus BX50 (zvétseni 400x). Detekce vidken byla
provedena imunohistochemicky na fezech SOL a EDL osmimésiénich samic potkana. a) EU SOL b)
HY SOL c) TH SOL d) EU EDL e) HY EDL f) TH EDL. V SOL bylo za v8ech tyroidnich stavi
detekovano téméF 100% zastoupeni pomalych viaken. V EDL je zastoupeni pomalych viaken vyrazné
mensi. Cerna Sipka znad&i pomalé vladkno v EDL.
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Obrazek 4. Pri¢né fezy SOL a EDL s imunohistochemickou detekci rychlych vlaken. Snimky byly

pofizeny svételnym mikroskopem Olympus BX50 (zvé&tSeni 400x). Detekce vlaken byla provedena
imunohistochemicky na fezech SOL a EDL osmimési¢nich samic potkana. a) EU SOL b) HY SOL c¢)
TH SOL d) EU EDL e) HY EDL f) TH EDL. Je patrné téméf nulové zastoupeni rychlych viaken v SOL,
zatimco v EDL je jejich zastoupeni vy$si. Cerna Sipka zna&i pomalé viakno v EDL, bila ipka zna&i
rychlé viakno v SOL.
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Diskuse

Diplomova prace byla zaméfena na mapovani zastoupeni dvou zakladnich
typl svalovych vlaken ve svalech SOL a EDL v pribé&hu postnatainiho vyvoje, pod
vlivem rliznych hladin tyroidnich hormonl a v zavislosti na pohlavi a lateralité
koncetiny u potkanu inbredni linie Lewis. Vysledky prace jsou kontrolnimi hodnotami
pro pokusy s heterochronni isotransplantaci (Jirmanova a Soukup, 1995).

K identifikaci typl svalovych viaken byly pouzity specifické monoklonaini
protilatky anti-Slow (aS) a anti-Fast (aF). Protilatka aS detekuje pomalou isoformu
MyHC | a aF v8echny ftfi typy rychlych isoforem MyHC lla, lix/d, lIb zaroven. Tento
pfistup umoziiuje hodnotit jednoduchym zplsobem koexpresi pomalé a rychlych
isoforem ve vlaknech svalovych fezi SOL a EDL, jejiz mira byla stanovena jako
hodnota souétu procentualniho zastoupeni pomalych a rychlych vidken pfesahujici
100 %. Toto pojeti koexprese v literatuie nebylo témér vibec zaznamenano;
zpravidla se setkdvame s pojmem koexprese v pojeti konkrétnich, zejména
sousednich, isoforem MyHC (napf. Caiozzo et al., 1994, 1996; pro prehled Pette a
Staron, 2001).

Pouziti detekce svalovych vlaken pomoci protilatky aS odpovida zastoupeni
pomalé isoformy MyHC | detekované imunohistochemicky, av8ak pouziti protilatky aF
pfinasi komplikace pfi porovnavani naméfenych Gdaju s dalsi literaturou, kde byly
nalezeny pouze tfi publikace vyuZivajici tuto protilatku odpovidajicim zplisobem
(Snow et al., 2005; Zacharova et al., 2005; Soukup et al., 2008, v tisku).

Moznosti, jak vyresit toto dilema, by bylo seéteni udaji o zastoupeni
jednotlivych rychlych isoforem MyHC ziskanych pomoci jejich specifickych protilatek
a porovnani tohoto souétu s hodnotami zastoupeni rychlych viaken. Mezi jednotlivymi
isoformami se vSak také skryva mozZnost koexprese a vysledkem by mohly byt
zavadéjici hodnoty. Piesto byly tyto hodnoty porovnany s védomim, Ze koexprese
pomalé a rychlych isoforem MyHC se pohybovala v rozmezi od 0 do 14,25 %.

Udaje zastoupeni pomalych vlaken (aS) siln& koreluji s naméfenym
zastoupenim isoformy MyHC | a rovnéZz zastoupeni rychlych vidken (aF) silné
koreluje se souétem zastoupeni rychlych isoforem v EU, HY i TH EDL

sedmimési¢nich jedincli potkana, zkoumanych Vadaszovou a spolupracovniky
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(2006). Soukup a spolupracovnici (2008) méfili zastoupeni jednotlivych isoforem
MyHC v EU SOL a EDL 4, 8 a 14timési¢nich jedincl. Zastoupeni isoformy MyHC | a
soucet zastoupeni rychlych isoforem MyHC opét velmi silné koreluje s udaji
ziskanymi v této praci. Soukup a spolupracovnici (2008) zkoumali také v EU SOL 5,
8 a 14timési¢nich potkanl zastoupeni pomalych a rychlych viaken pomoci aS a aF
protilatky. Jejich vysledky potvrzuji poznatky ziskané touto praci, av8ak autofi
neuvadeéji miru koexprese. Zacharova a spolupracovnici (2005) zkoumali zastoupeni
pomalé a rychlych isoforem MyHC jak pomoci specifickych protilatek, tak pomoci
protilatek aS a aF a téZz mapovali zastoupeni koexprese zjist€né souétem pomalych a
rychlych vidken. Ve vSech zkoumanych aspektech se jejich vysledky shoduji s
vysledky zjisténé touto praci. Z téchto porovnani je patrné, Ze mira zastoupeni
pomalych a rychlych viaken mlze byt odhadovana souétem zastoupeni jednotlivych
rychlych isoforem MyHC, av$ak je tfeba mit na zieteli, Ze se jedna o porovnani

pouze pfiblizné a mozné odliSnosti na detailni trovni nejsou vylougeny.

Vyvojové schéma bylo sledovano na péti vékovych skupinach (2.-6., 6.-12.,
12.-26., 26.-39. a nad 39. tyden véku). V SOL doslo v ramci vékovych skupin ke
stabilizaci MyHC fenotypu pozdéji nez v EDL. Tento fakt je v souladu s praci
Soukupa a spolupracovniki (2002), ktera ovéem uvadi pfiblizZné dvojnasobnou dobu
potfebnou k ustaleni MyHC fenotypu (7 — 8 mésicl). Je vSak otazka, zda jev
CasnéjSiho dozravani EDL lze aplikovat univerzalné pro vSechny pomalé a rychlé
svaly.

V ramci starSich vékovych skupin (nad 6. tyden) u SOL i EDL bylo zji§téno
nesignifikantné vy38s§i zastoupeni pomalych vidken u skupiny 26.-39. tydne nez u
skupiny nasledujici (nad 39. tyden). Tento trend koreluje s vyzkumy Snowa a
spolupracovnikt (2005), ktefi zaznamenali pokles pomalych viaken | s vékem.

Zajimavy je signifikantni narist miry koexprese v SOL u skupiny 6.-12. tydne,
kde byl oéekavan v souladu s celkovym trendem pokles. Toto zjisténi poukazuje na
vysokou miru exprese pomalé isoformy a bud' pfetrvavajici, le¢ niz8i expresi rychlych
isoforem MyHC, nebo jejich pomalou degradaci. Po dosaZeni véku jednoho roku
dochazi k narGstu koexprese pomalé a rychlych isoforem (Snow et al.,, 2005),
méfeno na 12, 30 a 36timési¢nich potkanech. V mé praci byl zaznamenan trend
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piesné opacny ve véku do jednoho roku, tedy pokles miry koexprese s vékem v
tomto obdobi.

Potkani s alterovanym tyroidnim stavem byli pouziti star$i 12. tydne, proto pro
porovnani vlivu riznych hladin tyroidnich hormonu byli pouziti EU jedinci také pouze
star§i 12. tydne. Z vysledk(l zkoumani vékového schématu vyplyva, Ze ke stabilizaci
MyHC fenotypu dochazi v ramci vékovych skupin po 12. tydnu véku, proto bylo
mozno jedince star§i 12 tydnl sloucit do jedné skupiny pro hodnoceni vlivu
tyroidniho stavu na zastoupeni pomalych a rychlych vlaken a miry koexprese. Ackoli
ke stabilizaci MyHC fenotypu u EDL dochazi dfive nez u SOL, pro uniformitu dat byly
uvazovany hodnoty naméiené téz od 12. tydne véku.

Hypotyroidismus zpUsobil narlist pomalych viaken prostiednictvim ubytku
vlaken rychlych v SOL i EDL, coz je v souladu s literaturou (lanuzzo et al., 1977). Tim
také tlumil tranzici vliaken rychlych na pomala (Butler-Browne a Whalen, 1984). V
SOL s nizkym obsahem rychlych vidken tedy doSlo zaroven k Gtlumu koexprese.
Naproti tomu v EDL hypotyroidismus vedl k silnému narlstu koexprese, nebot v EDL
je dostatek rychlych viaken, ktera mohou TH vlivu podlehnout a iniciovat tranzici.

Hypertyroidni stav vyvolal silnou iniciaci tranzice v SOL smérem k rychlejSim
isoformam MyHC v souladu s literaturou (Caiozzo et al., 1991) a téz miry koexprese,
avSak v EDL TH stav neovliviloval MyHC fenotyp. Zlstava otazkou, zda k tomuto
jevu doslo vlivem silnéjsi citlivosti pomalych svalli na tyroidni hormony (Soukup a
Jirmanova, 2000), ¢i zda byl TH stav navozovan pfili§ slabymi davkami T3 (kapitola
9).

V zavislosti na lateralité kon&etiny &i pohlavi nebyla zaznamenana rozdilnost v
zastoupeni pomalych a rychlych vidken a mife koexprese kromé vyjimek, které
naznacovaly trendy ve vy$§im zastoupeni rychlych vliaken a mife koexprese u HY
EDL levé konéetiny samic oproti konéetiné pravé a ve vy$Sim zastoupeni pomalych
vidken u HY EDL samcl oproti samicim. Vyjimeéné odliSnosti v§ak byly na hranici
signifikantni prlikaznosti a nelze je zobecnit pro dal$i pozorovani a pokusy. Je v§ak
zajimavé, Ze byly zaznamenany vzdy za HY stavu. Navozenim siln&jSi miry
hypotyroidismu by bylo mozno ovéfit, zda jsou odliSnosti podlozeny biologickymi
tendencemi.
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Zaver

V ramci této diplomové prace bylo zjisténo, zZe:

1. Stabilizace MyHC fenotypu samic probiha u EDL dfive nez u SOL. U EDL
dochazi nejdfive ke stabilizaci zastoupeni pfevazujicich rychlych viaken a to kratce
po narozeni do 2. tydne véku, pozdéiji viaken pomalych a tim i miry koexprese mezi
6. a 12. tydnem véku. U SOL dochazi dfive ke stabilizaci majoritnich pomalych
vlaken a to mezi 6. a 12. tydnem véku, pozdéji viaken rychlych a miry koexprese
mezi 12. a 26. tydnem véku.

2. Byl prokazan vliv tyroidnich hormonl na MyHC fenotyp kosterniho svalu
samic potkant linie Lewis. HY stav zpuUsobil narist pomalych viaken a pokles
rychlych v SOL i EDL a narlist miry koexprese v EDL, v SOL miru koexprese
snizoval. TH stav vedl k narlstu rychlych vidken a miry koexprese v SOL, av$ak
nemél vliv na zastoupeni pomalych viaken v SOL a EDL ani na miru koexprese a
zastoupeni rychlych viaken v EDL.

3. Nebyla prokazana rozdilnost v zastoupeni pomalé a rychlych isoforem MyHC
u SOL a EDL v zavislosti na lateralit¢ koncetiny samicich jedinci a to ani pod
rdznymi tyroidnimi stavy s vyjimkou slabého, pfesto v8ak signifikantniho, Géinku HY
stavu na zastoupeni rychlych vidken a miru koexprese v EDL, kde byly

zaznamenany nizsi hodnoty u pravé nohy.

4. Nebyla prokazana rozdilnost v zastoupeni pomalé a rychlych isoforem MyHC
u SOL a EDL v zavislosti na pohlavi a to ani pod riznymi tyroidnimi stavy s vyjimkou
slabého, pfesto v8ak signifikantniho, G€inku na zastoupeni pomalych viaken u HY

EDL, které bylo u samct vyssi.
Z uvedenych zavérl vyplyva, Zze zména hladiny tyroidnich hormont muze
vyrazné pfispivat k diferenciaci a tranzici fenotypu MyHC u SOL a EDL. Fyziologicka

ani experimentalné navozena hladina tyroidnich hormon( nevytvafi vyrazné rozdily v
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zastoupeni pomalych a rychlych vliaken ani v mife koexprese mezi pravou a levou

koncéetinou tychz jedinct ¢i mezi pohlavimi.

Tyroidni hormony maiji vliv a jsou nezbytné nutné k expresi rychlych isoforem
MyHC, ale za normalnich podminek je jejich koncentrace udrzovana organismem na
urCité rovnovazné arovni. Tyroidni hormony pusobi jako regulaéni agens v mnoha
metabolickych déjich v mnoha organech. Pro organismus je tedy nepfipustné, aby
zvySoval jejich absolutni hladinu v krvi pouze pro potieby svalového metabolismu
vice, nez je unosné, jelikoz by tim zpUsobil celé spektrum patologickych stavll ve
vSech tkanich. V regulaci vzniku pozadovaného svalového fenotypu se proto
uplatiiuji i dalSi mechanismy, jako je vzorec nervovych impulst ¢i jiné hormony.
(Soukup a Jirmanova, 2000).
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Priloha

Priloha 1.  Viiv hladiny tyroidnich hormonu na tranzici isoforem MyHC

EU HY TH
MyHC | | lla
MyHC lla | lIx/d; 1lb
MyHC lix/d | lla llb
MyHC IIb_| lix/d IIb

Viiv hladiny tyroidnich hormonu na tranzici isoforem MyHC. Udaje ztabulky dokazuji, Ze

pfi tranzici isoforem MyHC dochazi k nastupu isoformy MyHC s nejbliz8i vyssi &i niz8i ATPazovou

aktivitou. Pfevzato a upraveno podle d'Albis a Butler-Browne, 1993.
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Priloha 2.  Seznam chemikalii a jejich dodavatelu

Navozeni HY a TH stavu potkanu

- methimazol (2-mercapto-1-methylimidazol): Sigma, Rakousko
- 3,3,5-trijod-L-tyronin (T3 jako sodna sul): Sigma, Rakousko

Extrakce MyHC

- DTT: Sigma, Rakousko

- EGTA: Sigma, Rakousko

- chlorid sodny: Lachema, CR

- NaH,P0,.2H,0: Lachema, CR
- Na,HPO,.12H,0: Lachema, CR
- Na,P,0,.10H,0: Lachema, CR

Barevna detekce proteint

- dusi¢nan stiibrny: Sigma, Rakousko
- etanol: Lachema, CR

- kyselina octova: Lachema, CR

- metanol: Lachema, CR

- thiosiran sodny: Lachema, CR

- uhligitan sodny: Lachema, CR

Imunohistochemicka detekce MyHC

- aF: Biotrend, Némecko

- aS: Biotrend, Némecko

- DAB: Sigma, Rakousko

- DPX: zalévaci médium, Fluka
- etanol: Lachema, CR

- hydroxid sodny: Penta, CR

- kyselina citrébnova: Sigma, Rakousko

- Nembutal: Sigma, Rakousko
- Narkamon: Sigma, Rakousko
- NDS: SpinChem, CR

SDS-PAGE

- akrylamid: Sigma, Rakousko

- APS: Sigma, Rakousko

- bromfenolova modf: Lachema, CR
- DTT: Sigma, Rakousko

- EDTA: Sigma, Rakousko

- glycerol: Sigma, Rakousko

- glycin: Sigma, Rakousko

- NN bisakrylamid: Sigma, Rakousko
- SDS: Sigma, Rakousko

- TEMED: Sigma, Rakousko

- TRIS: Sigma, Rakousko

- PBS pufr (pH = 7,6 s 0,15 M chloridem sodnym) v tableté: Sigma, Rakousko

- peroxid vodiku: Lachema, CR
- Rometar: Sigma, Rakousko

- sekundarni osli protilatka Biotin-SP-conjugated, antimouse: Spinchem, CR
- Triton X 100 (dale jen Triton): Sigma, Rakousko
- TBS pufr (pH = 7,6 s 0,15 M chloridem sodnym) v tableté: Sigma, Rakousko

- xylen: Penta, CR
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Priloha 3. Pristroje a material

- analytické vahy AND GR 200 EC: Schoeller Instruments, Némecko

- aparatura pro SDS-PAGE Biorad Miniprotean 3: Biorad, USA

- centrifuga Universal 32 R: Hettich, Némecko

- chirurgické nastroje: Medin, CR

- kolona na pfipravu deionizované vody Elix S (filtraéni aparat Progard 2): Millipore,
USA

- kryostat Cryocut Leica CM 3000: Leica, Némecko

- magneticka teflonova michadla: Biotech, CR

- magneticka michacka Termolyne: Termolyne, USA

- mikrobialni filtry s primé&rem pérd 0,22 um: Millipore, USA

- mikroskop Olympus BX50: Olympus, Japonsko

- pH metr Orion, perpHecT 310: Orion, USA

- pipety v rozsazich 2-20, 20-200, 200-1000 um: Eppendorf, Némecko

- poloautomaticky systém pro stereologické analyzy Cast — Grid : Dansko

- pfedvazky PT 120 Portable: Sartorius, Némecko

- tfepacka Biosan Mini Rocker MR 1: Biotech, CR

- zdroj pro aparaturu pro SDS-PAGE Lightning Volt OSP-250 L: Biotech, CR
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Priloha 4. Pouzité roztoky

Imunohistochemicka detekce

Citratovy pufr (pH = 6)

*025% ...... kyselina citrbnova
*01 %..... hydroxid sodny

Blokaéni pufr

*»0,5% ......... NDS

= omyvaci pufr

DAB roztok

*DAB ... 1 tableta
*HO o 15 mi

* 30 % peroxid vodiku 15 pl

= TBSpufr.................. 1 tableta

Extrakce MyHC

Omyvaci pufr

*HO .......... 200 ml
* PBS pufr.... 1 tableta
= Triton ....... 0.4 ml

Roztok sekundarni protilatky

= roztok 1 tablety PBS ...... 1ml
= sekundarni protilatka ..... 5 ul
= Triton ... 2 ul

Promyvaci pufr (pH = 6,4) o objemu 10 ml:

*1 mMEGTA,pH70 ...... 50 i
=1 M chlorid sodny  ........ 200
* 4,0 MM Na;HPO,4.12H.0 ........ 14,33 mg
= 4 4 mM NaH,PO,.2H.O ........ 6,86 mg

Extrakéni pufr (pH = 8,4) o objemu 10 ml:

02 MEGTA,pH=7 ......... 250
=025 MDTT ...l 40 Ml
- 0,1 M Na4P207.10H20 .......... 9,71 mi
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SDS-PAGE

NN-bisakrylamid (50:1) .. 2,667 ml NN-bisakrylamid (50:1).. 0,7

Délici gel: Zaostfovaci gel:

= 87 % glycerol ................ 43 g = 87 % glycerol

» 30 % akrylamid + = 30 % akrylamid +

= TRIS (pH =8,8) ............. 1,333 ml »0,5MTRIS (pH=6,8)...0,7
*1Mglycin ......c...oooo.. 1 mi = EDTA (pH =7,0)

*10% SDS ......coeeeee. 04 ml * 10 % SDS

fHO e, 1 ml = H,0

*10%APS ... 0,1 ml =10 % APS

*TEMED ... 6 Ml = TEMED

Vzorkovy pufr o objemu 10 mi

= 0,1 % Bromfenolova modf

*0,3M DTT .o, 0,5 ml
«0,1 M EDTA(pH=7,0) .......... 50 i
=100 % Glycerol ........................ 2 ml
*10 % SDS ... 5 mi

«05M TRISHCI(pH=68).....2,5 ml

Vnitini pufr o objemu 11

=150 mM glycin =75
= 3,56 mMSDS .
=100 mMTRIS = 50

Barevna detekce proteint stfibrem

Vyvijeci roztok
»2,9 hmotnostnich % ..uhligitan sodny
= 0,0004hmotnostnich %.. thiosiran sodny
Fixaéni roztok

= 45 objemovych % .......... metanol
» 10 objemovych % .......... kyselina octova

Vnéjsi pufr o objemu 11

mM glycin
1,76 mM SDS
mM TRIS
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