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Abstrakt

Srdecni tkan je velmi citliva k nedostatku kysliku. Ischemie a nasledujici reperfuze
jsou zdrojem metabolickych a strukturnich zmén, vedoucich k nezvratnému poskozeni tkan¢ a
bunécné smrti. Za t€chto podminek je kli¢ova zvysena produkce reaktivnich forem kysliku
(ROS). ROS jsou vysoce reaktivni molekuly, obsahujici nejméné jeden neparovy elektron.
V organismu vznikaji jako piirozené meziprodukty aecrobniho metabolismu. Za
fyziologickych podminek k ochran¢ proti ROS pfispivaji mitochondrie v diky svym
antioxida¢nim systémtim a inhibitoru ATP syntazy. Za patologickych podminek jsou oproti
tomu jednim z nejvétSich zdroji ROS a jsou zodpovédné za bunécnou smrt. Tato prace
pojednava o zménach v bunikach pti ischemii a nasledné reperfuzi. O tom jakym zpisobem je
ovlivnéna iontova homeostaze a koncentrace ATP, ale pfedevsim pro¢ dochazi ke snizeni

aktivity jednotlivych komplexti elektron-transportniho fetézce.

Klic¢ova slova:
Ischemie, reperfuze, reaktivni formy kysliku, mitochondrie, elektron-transportni fetézec

Abstract

Cardiac tissue is very sensitive to oxygen deprivation. Ischemia and subsequent
reperfusion are the source of metabolic and structural changes. They lead to irreversible tissue
damage and cell death. Under this conditions the increased production of reactive oxygen
species (ROS) is crucial. ROS are highly reactive molecules, which contains at least one
unpaired electron. They are formed in organism as a natural by-products of aerobic
metabolism. Under physiological conditions mitochondria protect cells against ROS trough
antioxidants sweeper systems and ATP synthase inhibitor. However, under pathological
conditions mitochondria are one of the largest sources of ROS and they are responsible for
initiation of cell death. This thesis discusses the changes in cells during the ischemia and
following reperfusion. How is ion homeostasis and ATP concentration affected and why the

activities of individual complexes of electron-transport chain are decreased.
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Seznam pouzitych zkratek

ADP - adenosin-5’-difosfat

AIF - apoptozu indukujici faktor

AMP - adenosin- 5’-monofosfat

ANT - adenin nukleotid translokéaza

AP1 - aktivaéni protein 1

ATP - adenosin-5’-trifosfat

CoQ - koenzym Q

CP - kreatin fosfat

Cu/Zn SOD - méd’ - zinkova superoxid dismutaza
CyPD - cyclophilin D

Cyt ¢ - cytochrom ¢

DHA - kyselina dehydroaskorbova

DNA - deoxyribonukleova kyselina

Endo G - endonukleaza G

ETC - elektron-transportni fetézec

FAD - flavinadenindinukleotid

FMN - flavinmononukleotid

GLUT - gluk6zovy transportér

GPx - glutation peroxidaza

GSH - glutation

GSSG - oxidovany glutation

GTP - guanosintrifosfat

HS-CoA- koenzym A

I/R - ischemie a reperfuze

IF, - inhibitor faktor 1

IMS - intermembranovy prostor

IxB - inhibitor NF-xB

MeSOX - metionin sulfoxid reduktaza
MGPDH - mitochondridlni glycerol-3-fosfat dehydrogenaza
Mn SOD - manganova superoxid dismutaza

MPT - zména propustnosti mitochondridlni membrany
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MPTP - mitochondrialni por piechodné propustnosti

MtRNA - mitochondridlni RNA

NAD(P)H - redukovany nikotinamidadenindinukleotidfosfat

NAD" - nikotinamidadenindinukleotid

NADH - redukovany nikotinamidadenindinukleotid

NF-kB - transkripéni faktor (nuclear factor kappa B)

OSCP - oligomycin senzitivni protein

OXFOS - mitochondrialni oxidativni fosforylace

ROS - reaktivni formy kysliku

SCS - sukcinyl CoA syntetaza

Se-SG- adukt selen sulfidu s glutationem

SOD - superoxid dismutaza

SVCT - sodikoveé zavislé transportéry vitaminu C (sodium-dependent vitamin C transporters)
TGF-B1 - rustovy transformacni faktor beta 1 (transforming growth factor beta 1)
Txn - thioredoxin

Txnrd - thioredoxin reduktaza

VDAC - napétove fizeny aniontovy kanal

a-KGDH - a-ketoglutarat dehydrogenéaza
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1. UVOD

Reaktivni formy kysliku jsou pfedmétem zkoumani uz dlouha 1éta. Jako prvni je
v roce 1900 popsal Moses Gomberg (Gomberg 1900). Dlouhou dobu se piedpokladalo, Ze
maji pouze negativni u¢inky a jsou zdrojem fady nemoci a pfi¢inou starnuti organismu.
Pozd¢ji byl objeven prvni protektivni enzym, ktery upln¢ zménil pohled na ROS a ukazalo se,
Ze jsou nezbytnou soucasti organismu. Reaktivni formy kysliku jsou produkovany
nejruznéjsimi zdroji, z nichz jeden z nejdulezitéjSich je mitochondrialni elektron-transportni
fetézec.

ROS reaguji téméft se vsemi biomakromolekulami, ¢imz poskozuji DNA, lipidy i
proteiny. Se zminénymi negativnimi vlivy se télo vyporadava pomoci antioxida¢nich

vvvvvv

glutation a thioredoxin.

Reaktivni formy kysliku hraji dilezitou roli v fad¢ srde¢nich patofyziologii. Jejich
tvorba je spojena s ateroskler6zou a kardiomyopatii, ale i s infarktem.
Také v prib¢hu ischemie a reperfuze je produkovéano velké mnoZzstvi reaktivnich

forem kysliku, coz ma za nésledek poskozeni jednotlivych komplexii elektron-transportniho

fetézce mitochondrii a muze vést i k bunééné smrti.



2. REAKTIVNI FORMY KYSLIKU

Volné radikaly byly v zivych organismech objeveny roku 1950 (Lushchak 2014
podle Barry Commoner, Jonathan Townsed and George E. Pake 1954). V té dobé se
predpokladalo, ze maji pouze negativni vliv a jsou pti¢inou nejrtiznéjSich onemocnéni,
mutaci, starnuti a rakoviny. V roce 1969 Joe M. Cord a Irwin Fridovich objevili a popsali
prvni protektivni enzym superoxid dismutazu (McCord and Fridovich 1969), ktery se
piirozené nachézi v bunikach a chréani pted negativnimi vlivy ROS. Po roce 1970 byly
objeveny skutecnosti, které pohled na reaktivni formy kysliku zménily. Postupem casu byly
nalezeny dikazy o jejich pfiznivych ucincich jako je naptiklad spoluprace s imunitnim

systémem ¢i ucast v fadé¢ signalnich drah (Lushchak 2014).

2.1. VZNIK REAKTIVNICH FOREM KYSLIiKU
Reaktivni formy kysliku jsou chemické latky na bazi kysliku, které maji minimalné
jeden neparovy elektron. Celkové pojem ROS zahrnuje jak volné radikaly, superoxidovy

anion a hydroxylovy radikal, tak i dalsi rizné molekuly, jako je napf. peroxid vodiku

(Karihtala and Soini 2007).

Molekularni kyslik je biradikal. Obsahuje dva neparové elektrony se shodnym spinem
a tim je relativné malo reaktivni. Redukci jednoho elektronu dochazi k tvorbé superoxidového
radikalu, ktery je pomérné stabilni a slouzi jako prekurzor pro ostatni ROS (Samoylenko et
al. 2013).

U aerobnich organismi je v mitochondriich vétSina spottebovaného kysliku ptimo
redukovana na vodu. Reakce se ucastni cytochrom oxidaza, ta prendsi ctyii elektrony na
kyslik, za vzniku vody. OvSem velmi malé mnozstvi, okolo 1-2%, je redukovano pies
univalentni drahu, béhem niZz dochazi k tvorbé ROS (Lushchak 2014; Becker 2004;Turrens
1997). Nicméné se zacinaji objevovat diikazy, ze ve skuteCnosti je K tvorbé ROS vyuzito jen

0,15% kysliku (St-Pierre et al. 2002).
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Obr. 1: Tvorba reaktivnich forem kysliku pfenosem energie nebo sekvencni univalentni redukei tripletového
kysliku (pfevzato z Rusty Rodriguez, and Regina Redman, 2005).

Jednoelektronovou redukei kysliku dochazi k tvorbé superoxidu, ktery je zakladnim
volnym radikalem a slouzi jako prekurzor pro tvorbu dalSich ROS. Superoxid je nasledné
rychle dismutovan, a to spontanné, nebo je reakce katalyzovana superoxid dismutazou a
dochazi k tvorbé peroxidu vodiku (H20,). Ten je toxicky pouze pii vysoké koncentraci. H,0,
miize byt nasledné redukovan na vodu, v jiném piipadé je ¢aste€nou redukci pteménén za
pritomnosti Fe?* ¢ Cu® na hydroxylovy radikal (OH), jeden z nejsilngjsich oxidantti. OH je
velmi reaktivni a pfimo poskozuje biomakromolekuly, jako jsou proteiny, buné¢né

membrany, ¢i zptsobuje peroxidaci lipida (Turrens 2003; Becker 2004).

2.2. ZDROJE REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU

Ve vSech zivych organismech mize dochazet k tvorbé superoxidu dvéma zpiisoby,
enzymaticky a neenzymaticky (Turrens 2003). Béhem enzymatické drahy jsou reakce
katalyzovany nejriiznéj§imi enzymy, mezi nejdilezitéjsi patii NAD(P)H oxidaza, xantin
oxidaza, lipoxygenaza, cyclooxygenaza, cytochromoxygendza, ¢i cytochrom p450
monooxygendza, kdy superoxid vzniké z nejriznéjSich substratii. Neenzymaticka drdha
zahrnuje pifimy pfenos elektronu na kyslik redukci koenzymu ¢i prostetické skupiny. Ve
vétsing tkani je hlavnim zdrojem superoxidu elektron-transportni fetézec, ktery se nachazi ve

vnitfni mitochondrialni membrané (Taverne et al. 2013; Sorescu and Griendling 2002).

2.2.1. DYCHACI RETEZEC
Nejvétsim zdrojem ROS, vzniklych jako meziprodukt, je dychaci fetézec, jez se
nachazi ve vnitini membrané mitochondrii. Hlavnimi producenty superoxidu jsou komplex |

(NADH- CoQ reduktaza) a komplex III ( ubiquinol cytochrom ¢ reduktaza).
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Komplex I je mistem, kde elektrony z NADH vstupuji do dychaciho fetézce.
Flavinmononukleotid (FMN) je kofaktor, piijimajici elektrony z NADH a ptes Fe-S centra
jsou vazany na CoQ redukéniho mista. K tvorbé ROS dochazi reakci O; a zcela redukovaného
FMN, s tim, Ze podil redukovaného FMN zalezi na poméru NADH/NAD". Pokud tedy dojde
k inhibici ETC, nahromadi se NADH, zvysi se pomér NADH/NAD", coz vede k tvorbé ROS.
K produkci dochazi i diky tzv. reverzibilnimu elektronovému transportu, kde elektron
dopliiuje redukovany CoQ “pool” a miize redukovat NAD* na NADH v misté¢ FMN
(Pitkanen and Robinson 1996).

V komplexu III dochazi k transportu elektronti z CoQ na cytochrom c. Produkuje
velké mnozstvi superoxidu Vv reakci O, s ubisemiquinonem vazanym v misté Q, dojde-li
k inhibici Q; mista antimycinem. Pokud neni pfitomen antimycin, komplex 111 vyprodukuje

téméf zanedbatelné mnozstvi ROS v porovnani s komplexem | (M. P. Murphy 2009).

Ulohou komplexu II (sukcinat dehydrogenéza) je oxidovat sukcinat na fumarat
Vv citratovém cyklu a redukovat ubichinon v dychacim fetézci. Navzdory ptivodnim
predpokladiim, ze komplex II nepatii mezi diilezité zdroje ROS, bylo zjisténo, ze inhibice
komplexu I a III zptisobuje zvySenou tvorbu ROS sukcinat dehydrogenazou. V tomto procesu
nedochazi k reoxidaci ubichinonu. Komplex II je tvofen ¢tyimi podjednotkami. SDHA je
flavoprotein, ktery ma v aktivnim misté kovalentné navazany FAD, SDHB se sklada ze tii
Fe-S center, SDHC a SDHD jsou dvé transmembranové podjednotky cytochromu b. K tvorbé
ROS dochézi v misté IlIg, které se nachazi na SDHA podjednotce, pokud je flavin ¢astecné

nebo uplné redukovany a neni obsazen substratem (Quinlan et al. 2012).

V mitochondriich je dal$im zdrojem ROS komplex a-ketoglutarat dehydrogenaza (o-
KGDH), dtlezity enzym Krebsova cyklu, jenz katalyzuje reakci a-KGDH+HS-
CoA+NAD"—Sukcinyl-CoA+CO,+NADH. Skl4d4 se ze tif podjednotek: E1
(tiaminpyrofosfat dependentni dehydrogenaza), E2 (dihydrolipoamid sukcinyl transferaza) a
E3 (dihydrolipoyl dehydrogenaza). K tvorbé ROS s nejvétsi pravdépodobnosti dochazi na
treti podjednotce. Je tvofena flavoproteinem, jelikoz pti reakcich katalyzovanych
flavoproteinem muze dochazet k redukci kysliku na superoxid, ¢i peroxid vodiku. K tvorbé
ROS dochdzi v reakci a-KGDH s HS-CoA, po piidani a-ketoglutaritu v nepiitomnosti NAD,
coz naznacuje, ze NAD" zabrafiuje tvorbé peroxidu vodiku. Ovsem k produkci ROS a-KGDH
muze dochazet i prostiednictvim NADH a v tomto ptipadé€ neni potieba ani a-ketoglutarat a
ani HS-CoA. DiileZitou roli hraje i pomér NADH/NAD" a to pokud jsou pfitomny vechny
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kofaktory i substraty. Cim je vétsi pomér NADH/NAD" tim rychleji probiha tvorba. E3
podjednotka se nachazi nejenom u a-KGDH, ale i u pyruvatdehydrogenazy u niz byla také
prokazana tucast na produkci ROS (Tretter and Adam-Vizi 2004).

Mitochondrialni Glycerol-3-fosfat dehydrogenaza (mGPDH) je dalSim mistem tvorby
ROS. Tento enzym oxiduje glycerol-3-fosfat a zaroven zprostiedkovava pienos redukénich
ekvivalenti do mitochondridlniho elektron-transportniho fetézce. Zda se, ze hlavnim
producentem ROS je Q-vazebna kapsa, jelikoz na kazdé stran¢ vnitini mitochondrialni
membrany dochézi k tvorbé piiblizné stejného mnozstvi superoxidu. Oxidace glycerol-3-
fosfatu mGPDH je spojena s tvorbou H,O,. Béhem ni mize dochazet k pienosu elektront
dvéma sméry: jednak z ubichinonu, ptes komplex Il a cytochrom ¢ na komplex 1V a také
v opa¢ném sméru z ubichinonu na komplex | a NAD". Pravé proto jsou ROS produkovany na
riznych mistech jako je mGPDH, komplex I, III, atd. Dfive se védci domnivali, ze mGPDH
produkuje daleko vétsi mnozstvi reaktivnich forem kysliku, ale posléze se zjistilo, Ze ¢ast je

tvofena tokem elektronu pies ubichinon ,,pool“ v komplexu II (Orr et al. 2012).

Mezi dehydrogenazy produkujici ROS v mitochondriich mizeme zatadit i
dihydroorotat dehydrogenazu, nachéazejici se na vnéjsi stran€ vnitini mitochondrialni
membrané. Tento enzym se Géastni biosyntézy pyrimidinu, ktery je nezbytny pro proliferaci
bunék. Produkce pyrimidinu se sklada ze Sesti reakci, z nichz pét probiha v cytosolu a Sesta
v mitochondriich, béhem ni dihydroorotat dehydrogenaza katalyzuje oxidaci dihydroorotatu
na orotat. Dihydroorotat dehydrogenaza obsahuje dvé aktivni mista, v chinon vazebném misté
se nachazi ubichinon, ktery piijima elektrony a pravé zde dochézi k tvorb& ROS b&hem
oxidace. Druhym aktivnim mistem je flavinmononukleotid prosteticka skupina pfijimajici dva

elektrony z dihydroorotatu (Hey-Mogensen et al. 2014).

Protein p66Shc je redoxni enzym, pattici mezi She proteiny. Existuji tfi izoformy
p46°", p525" a p66°"™ (Migliaccio et al. 1997). P46°™ a p525™ se podileji na pienosu signalu
z aktivovanych tyrozin kiniz na Ras. P66°™ ma stejnou strukturu jako p46°" a p52°" (SH2-
CH1-PTB) a k tomu obsahuje unikétni N-terminalni oblast (CH2). P66°™ se nepodili na
regulaci Ras, ale ma funkci v intracelularnich drahach. Reguluje hladinu reaktivnich forem
kysliku a zaroven produkuje molekuly ROS, jako signaly vedouci k apoptoze. Za
fyziologickych podminek se nachéazi v inaktivovaném stavu a je aktivovan prostiednictvim
proapoptickych signalda. P66 produkuje ROS pfi oxidaci cytochromu c. Pfi této reakci

katalyzuje ¢aste¢nou redukci molekularniho kysliku elektrony ziskanymi z ETC. Nasledné
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jsou otevieny MPTP, ¢imz je spusténa apoptoza. Mitochondrie hraji klicovou roli v apoptdze,
jelikoz obsahuji nékolik proapoptickych faktort jako jsou AIF, Smac/DIABLO, Endo G a
cytochrom c. Zda se, ze ROS jsou klicovymi intraceluldrnimi regulatory apoptozy, nebot’
jejich ptisobenim dochazi k naruseni integrity organely a uvolnéni proapoptickych faktora do

cytosolu (M. Giorgio et al. 2005).

cytosol APOPTOSIS

PRO-APOPTOTIC AR
SIGNALS

DH-Cyt B,
regdiigiase MEABILITY
'/“\ RANSITION
Intermembrane ©
space
P 4 7 - 1 &J
™ NADH © p66
s v
wthsp7ol n~ap I (
/ ~ Succinate \k_p Q. /\"<
Fuma'rate 1]} S v matrix
mitochondrion \’ H,O

Obr. 2 Model redoxni aktivity p66°™ v priib&hu apoptozy: proapoticky signal uvolni p66°™ inhibi¢niho
komplexu. Aktivovany p66°™ oxiduje redukovany cyt ¢ a katalyzuje redukci O, na H,0,. Peroxid vodiku otevie

MPTP, dojde k nabobtnani mitochondrii a nasledné k apoptoze (M. Giorgio et al. 2005).

Dalsim a velmi diillezitym zdrojem ROS je tzv. oxidativni vzplanuti, neboli zvysena
spotfeba kysliku za vzniku reaktivnich forem kysliku (Avendaiio et al. 2008). K
oxidativnimu vzplanuti dochazi ve fagocytarnich bunkach prostfednictvim NADPH oxidézy.
Tento fenomén se znacnym zplisobem podili na ochrané hostitele pred velkym mnoZstvim
vnéjsich i1 vnitinich patogend. Béhem oxidativniho vzplanuti dochézi k redukci molekularniho
kysliku NADPH oxidazou a k tvorbé intermediatd OH a H,0,, které maji baktericidni u¢inky
(Avendaiio et al. 2008; Hiraoka et al. 1998).

2.3. VLIV REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU NA BUNECNE PROCESY

2.3.1. POZITIVNI UCINKY

Reaktivni formy kysliku nemaji jen negativni u€inky, jak se dlouho pfedpokladalo, ale
pfirozené se vyskytuji v organismu a Gcastni se fady buné¢énych aktivit, signalnich drah,
ovliviiuji genovou expresi a pomahaji v boji proti patogentim, jak uz bylo zminéno u

oxidativniho vzplanuti.
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Existuje celd fada dukazii, Ze ROS funguji jako intracelularni signdlni molekuly a
mohou ovliviiovat rizné signalni drahy (Kulich and Chu 2003). Reaktivni formy kysliku se
jako druzi poslové také podileji na regulaci aktivity transkripénich faktord, jako je AP1 nebo

NF-xB.

NF-xB (nuclear factor kappa B) je transkripcni faktor, regulujici geny dulezité pro
reakci na bunécny stres, zanétlivou odpovéd’ a imunitni odpovéd’. Za normalnich podminek je
inaktivovany, pomoci inhibitoru IkB (Hirotani et al. 2002). Pokud dojde ke stimulaci bunky
pomoci interleukinu-1p, je IkB fosforylovan IkB kinazou a néasledné degradovan. V nékterych
bunkach jsou ROS dokonce nezbytné pro odbourani tohoto inhibitoru, napt. v buiikach
lymfoidnich. Kdyz je inhibitor odbouran, NF-«B je translokovan do jadra, kde se navaze na

DNA a spusti transkripci specifickych genti (Bonizzi et al. 1999; Hirotani et al. 2002).

2.3.2. NEGATIVNI UCINKY
Reaktivni formy kysliku jsou asi nejvice spojovany s pojmem oxidativni stres, ktery je
definovan, jako poruseni rovnovéahy oxidantil a antioxidanti. Tento koncept byl poprvé pouzit

v roce 1985 Helmutem Siesem v jeho knize Oxidative stress (Sies 1985).

Oxidativni stres je spojen s mnoha poruchami. Kdyz mnozstvi ROS piekroci kapacitu
antioxidanti, mohou reagovat ptimo s lipidy, proteiny nebo DNA a to vede k poskozeni

bungk, popiipade k jejich smrti.

Jednim z hlavnich indiké4tord oxidativniho stresu je peroxidace lipidd, tzv.
lipoperoxidace, béhem niZ dochazi k oxidaci nenasycenych mastnych kyselin a k poSkozeni

jak cytoplazmatické membrany bunék, tak membrany organel (Dutta et al. 2012).

ROS zplisobuji modifikace proteind, méni jejich strukturu a mohou zabranit
spravnému sbaleni proteinu. Nékteré zmény jsou ireverzibilni a inaktivuji fadu proteind. ROS
jsou schopné reagovat piimo s aminokyselinovymi zbytky proteint. Velmi citlivé k oxidaci
jsou siru obsahujici AK, cystein a metionin. Cysteinové zbytky jsou pfeménény na disulfidy a
metioninové na metionin sulfoxidy. Tyto modifikace jsou reverzibilni diky disulfid reduktaze
a MeSOX reduktaze, které navrati aminokyselinové zbytky do nemodifikované podoby
(Levine et al. 1996). Reaktivni formy kysliku oxiduji také lysin, arginin, treonin a prolin za
vzniku karbonylovych derivati. Kromé toho mohou byt karbonylové skupiny vpraveny do
proteinu s reaktivnimi karbonylovymi derivaty, produkovanymi pii redukci cukri, nebo

reakci s aldehydy, které vznikly pfi lipoperoxidaci. (Berlett and Stadtman 1997).
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ROS reaguji téméi se vS§emi biomolekulami a denn¢ probihé v kazdé lidské buiice az
10 000 oxidac¢nich reakci, které zptisobuji poskozeni DNA. Reaktivni formy kysliku
zpusobuji jednofetézcové i dvouietézcové zlomy, zejména hydroxylovy radikal reaguje se
vSemi slozkami DNA a poskozuje jak purinové tak 1 pyrimidinové baze, ale 1 deoxyribozu
(Valko et al. 2007; Hemnani and Parihar 1998). Zptsobuji také poskozeni mitochondrialni
DNA, coz ma za nasledek snizeni transkripce mtRNA (Suematsu et al. 2003).

2.4. OXIDATIVNI STRES A ONEMOCNENI

Oxidativni stres je spojovan s fadou patofyziologickych stavii, mezi né¢ miizeme fadit
onemocnéni ledvin, rakovinu, neurodegenerativni onemocnéni a rizné vaskulopatie jako je
ateroskler6za (Griendling and FitzGerald 2003). Mnoho studii poukazuje na to, Ze
oxidativni stres je zodpovédny za diabetes a problémy s cévami. Tyto problémy nastévaji
pozdéji, jelikoz dochazi ke zvysené produkci ROS v endotelialnich burikach cév i srdce.
Oxidativni stres je jednim z faktorti zptisobujici inzulinovou rezistenci neboli snizenou
ucinnost inzulinu. Jednim z hlavnich zdroji produkce ROS a tudiZ 1 oxidativniho stresu
v diabetu je hyperglykémie (Pandey, Mishra, and Rizvi 2010). Za fyziologickych podminek
jsou elektrony ptenaSeny mezi komplexy I, III a IV, ¢imz se tvoii protonovy gradient, ktery je
vyuzivan pro tvorbu ATP. V burikach u pacientti s diabetem je vysoka hladina glukdzy a tedy
1 vysokd koncentrace pyruvatu. Timto do elektron-transportniho fetézce vstupuje vetsi
mnozstvi redukénich ekvivalentii a ROS jsou produkovany ptes mitochondrialni
hyperpolarizaci. Dychaci fetézec pumpuje protony ptes vnitini mitochondridlni membranu a
vytvafi proton-motivni silu. Za fyziologickych podminek oxidativni fosforylace probiha
rychleji nez pii hyperglykémii, ¢imz sniZzuje membranovy potenciél a tvorbu ROS. V pribéhu
hyperglykémie je pravdépodobné rozpojen mitochondridlni fetézec. Tim dochazi
k hyperpolarizaci mitochondrii a k zvysené produkci reaktivnich forem kysliku (Tiwari et al.
2014; Yu, Robotham, and Yoon 2006).

2.5. OCHRANA PROTI ROS A ANTIOXIDANTY

Antioxidanty, jsou slou¢eniny, které at’ uz ptimo nebo nepiimo, chrani buniku pred
nepfiznivymi u¢inky latek zptisobujicich oxidacni stres, jako jsou napiiklad léky, cizorodé
latky, karcinogeny ¢i reaktivni formy kysliku (Puppo and Halliwell 1988). Vyskytuji se
Vv niz$i koncentraci nez substraty, které¢ jsou oxidovany a oxidaci téchto substratii zpomaluji

nebo ji uplné inhibuji. Mzeme je rozdélit na enzymatické a neenzymatické (H. Sies 1997).
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2.5.1. NEENZYMATICKE ANTIOXIDANTY

Mezi neenzymatické antioxidanty fadime intracelularni molekuly zahrnujici vitamin E,
C, B karoten, jenz je prekurzorem pro vitamin A, ubichinol, nachazejici se v membranach, ale
i urat, bilirubin a glutation (Giordano 2005). Vitamin C jako antioxidant, chrani tkan pied
oxidativnim poskozenim. Zabranuje Fas-indukované apoptéze a bunécné smrti zptisobené
ROS. Do buriky je transportovan SVCT (sodium-dependent vitamin C transporters). Nicméné
ve veétsine bunék je prendsen v jeho oxidované formé kyseliné dehydroaskorbové (DHA) pies
glukézovy transportér (GLUT), konkrétné pres GLUT1. Ke vzniku DHA dochazi pfi interakci
kyseliny askorbové s ROS. Uvniti bunky je DHA redukovana zpét na kyselinu askorbovou
(Ke, Carcamo, and Golde 2005). Vitamin E se nachdzi v membranach a lipoproteinech a
piijima atom H* z peroxylového radikalu, ¢imz je zastavena peroxidace dalsich lipidi (Kagan
et al. 1992). Mnohé z téchto latek mizeme ziskat z potravin, piedevsim z ovoce a zeleniny.
Bylo zjisténo, ze antioxidanty ziskané z potravin snizuji riziko degenerativnich onemocnéni a
také se podileji na zpomaleni nddorového bujeni. U lidi s niz§im piijmem ovoce a zeleniny
nadory rostou az 2x rychleji (Ames, Shigenaga, and Hagen 1993). V boji proti rakoviné
antioxidanty pasobi ve dvou fazich. Ta prvni zahrnuje omezeni oxidativniho poskozeni DNA
a druhé faze zabranuje déleni bunck. Kyselina askorbova (vitamin C), tokoferol (vitamin E) a
B karoten zabraniuji kardiovaskularnim onemocnénim, pokud jsou v plazmé& zastoupeny

v dostate¢ném mnozstvi (Giordano 2005; Ames, Shigenaga, and Hagen 1993).

2.5.2. ENZYMATICKE ANTIOXIDANTY

Mezi nejznaméjsi enzymatické antioxidanty patii superoxid dismutéza, kataldza a
glutation peroxiddza. Organismy si béhem evoluce vyvinuly mnoho obrannych mechanismi,
aby byly schopny sniZovat mnozstvi reaktivnich forem kysliku. Poskozend DNA je
opravovana fadou glykosylaz a kazda baze ma pfifazenou specifickou glykosylazu.
Oxidované proteiny jsou zase degradovany protedzami a hydroperoxidy lipidid jsou

odbouravany pomoci glutation peroxidazy (Ames, Shigenaga, and Hagen 1993).

Jako prvni z protektivnich enzymi byla objevena superoxid dismutaza (SOD),
vyskytujici se v buiikach savct ve tfech formach: Mn SOD, Cu/Zn SOD a extracelularni
Cu/Zn SOD. SOD katalyzuje dismutaci superoxidového radikalu za vzniku peroxidu vodiku a
molekularniho kysliku. Mn SOD se nachazi vyhradné v mitochondriich a je pro Zivot

esencidlni. Oproti tomu Cu/Zn SOD je cytoplazmaticky enzym. Béhem reakce katalyzované
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SOD dochazi k tvorbé H,0; a molekularniho kysliku ze dvou molekul O, (Keller et al.
1991; Nordberg a Arnér 2001).

Dalsim dulezitym enzymem je katalaza. Tento enzym se nachazi pfevazné
V cytoplasmé a v peroxizomech, byl v§ak nalezen i v mitochondriich (Nordberg and Arnér
2001) a katalyzuje pfeménu peroxidu vodiku na vodu a kyslik. Dulezitou funkci katalazy je
zabranéni Fentonovy reakce, béhem které dochazi k tvorbé OH" z peroxidu vodiku. Tato
reakce je zprostiedkovana ionty zeleza, ¢i médi (Bai and Cederbaum 2001; Nordberg and
Arnér 2001).

Glutation peroxidaza (GPx) je selenoprotein, redukujici peroxid vodiku pomoci
glutationu jako ko-subtratu na vodu a molekularni kyslik. U savci jsou znamy 4 typy GPx a
vSechny obsahuji selenocystein. GPx 1 a 4 jsou typické pro celou fadu tkani. Pfitomnost GPx
1 byla prokazana piedevs§im v srdci, plicich, ledvinach, jatrech a mozku (Haan et al. 1998),
Zatimco GPX 2 a 3 se nachézeji pouze v gastrointestinalnim traktu a ledvinach. Béhem reakce
dochazi k oxidaci aktivniho mista selenolatu a vznika kyselina selenova, néasledné po ptidani
jedné molekuly glutationu vznika adukt selen sulfidu s glutationem (Se-SG). Ten je
regenerovan na aktivni selenolat a oxidovany glutation (GSSG) po pfidani druhé molekuly
GSH. Vznikly glutation disulfid muZze byt nasledné redukovan glutation reduktazou (Epp,
Ladenstein, and Wendel 1983; Nordberg and Arnér 2001).

Glutation (GSH) neboli y-glutamylcysteinylglycin je nejrozsitenéj$im intracelularnim
neenzymatickym antioxidantem. Vyskytuje se v jadie, mitochondriich a endoplazmatickém
retikulu vSech typech bunék. Tento tripeptid ma dvé formy, redukovanou (GSH), vyskytujici
se V burice ve veétsim mnozstvi za fyziologickych podminek a oxidovanou (GSSQG), jez je téz
nazyvana jako glutation disulfid. Glutation mize odstranovat ROS ptimo, ale také mize
slouzit jako substrat pro glutation peroxidazu ¢i glutation S transferazu (Masella et al. 2005).
GSH vnika redukci GSSG nebo muZe byt syntetizovan i de novo a to ve dvou ATP-
dependentnich reakcich, které jsou katalyzovany y-glutamylcystein syntetazou a glutation
syntetazou v y-glutamylovém cyklu (Oppenheimer et al. 1979; Yan and Meister 1990).
Béhem oxidacniho stresu dochdzi ke sniZeni koncentrace GSH zatimco koncentrace GSSG
roste, to bufice umoziuje vylucovat glutation disulfid a diky tomu dochézi k syntéze nového
glutationu nebo muze byt redukovan pomoci glutation reduktazy zpét na GSH (Masella et al.
2005). Glutation reduktaza je homodimericky enzym, jehoZ doposud jedinou znamou funkci

je redukce glutation disulfidu na glutation (Rogers et al. 2004).
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Thioredoxin (Txn) se také podili na ochran¢ organismu proti ROS. Txn je protein
s nizkou molekulovou hmotnosti. Sklada se z péti B-struktur a ¢tyt a-helixt. Tyto a-helixy a
B-listy mohou byt rozdéleny na N (B1013202P3) a C (BaPsas) termindlni motiv, propojené o-
helixem. B-listy z N- terminalniho konce probihaji paralelné, zatimco z C- terminalniho konce
antiparalelné a tato struktura je typicka pro Txn (Holmgren et al. 1975; Martin 1995). U
cloveka jsou znamy tfi formy Txnl, 2, 3 a k nim pfislu$né reduktazy Txnrdl, 2 a 3. Txnl
aTxnrdl se pfevazné nachazeji v cytosolu. V mnoha studiich bylo prokazano, ze snizuji
rozsah infarktu a také postischemickou apoptozu. Txn2 se vyskytuje v mitochondriich
kardiomyocytt. Jednou z hlavnich funkci je kontrola hypertrofie srdce, prave ta je zptisobena
O, nebo H,0,. Horstkotte et al. (2011) dokazali, ze pfislusna reduktaza Txnrd2 se Gc¢astni
kontroly ischemicko-reperfuzniho poskozeni srdce a také nalezli vyssi frekvenci u srdce
s Txnrd2 deficitem. Posledni formou je Txn3, ktera je exprimovand hlavné ve varlatech.

(Horstkotte et al. 2011)

3. SRDCE A JEHO ENERGETICKY METABOLISMUS

Srdce savci provede béhem 24 hodin az 100 000 kontrakei, a aby bylo schopno
zvladnout takovou pracovni zatéz, obsahuje velké mnozstvi myoglobinu a mitochondrii, které
poskytuji dostatek energie. Ta ptedstavuje az 15% denniho energického vydeje celého téla.
Kyslik je ziskavan z krve v koronarnich tepnach, proto je velmi tizké a dileZité propojeni
mezi mitochondriemi a jejim respiracnim fetézcem, pritokem krve a pracovni zatézi srdce

(Balaban 2012).

3.1. ZDROJ ENERGIE

Zdrojem energie pro spravnou funkci srdce je ATP, neboli adenosintrifosfat. Za
normalnich okolnosti je 96 % ATP produkovano v mitochondriich béhem oxidativni
fosforylace. Mitochondrialni oxidativni fosforylace (oxfos) propojuje transport elektronti
S bunéénym dychanim a syntézou ATP. Oxfos zahrnuje ETC, skladajici se ze ¢tyf komplexi.
VétSina elektront v ETC pochazi z NADH a vstupuji pies komplex 1. Elektrony jsou
pfenaSeny pres komplexy ETC na kyslik a zaroven je tvofen membranovy potencial
pumpovanim protontll ptes vnitini mitochondridlni membranu. Protonovy gradient je nésledné
pouzit ATP syntazou, ktera propojuje zpétny tok protoni s tvorbou ATP (Hiittemann et al.
2007). ATPaza je tvofena dvéma ¢astmi F, a F1, F, ¢ast je zabudovana do vnitini

mitochondridlni membrana a na ni je napojena F; ¢ast, sméfujici do matrix. Protony vstupuji
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do pulkanalu a za¢nou se otacet ¢ podjednotky F, spolu s podjednotkami F1:y,da €.y
podjednotka interaguje s afp hexamerem a tim mechanicky umoznuje syntézu ATP. Na
rozhrani af podjednotek se nachazeji katalycké mista. Podle interakce s y podjednotkou maji

tii rizné konformace (Jonckheere, Smeitink, and Rodenburg 2012).

1. v aktivnim mist¢ je navazano ATP
2. aktivni misto je prazdné

3. Vv aktivnim mist€ je navdzano ADP + anorganicky fosfat

H'

T T T T

= 1
Matrix| & : 0, H,0
j H,’ H’ H+\
ATP

NADH NAD" T ADP + P;

Obr. 3 Schéma oxidativni fosforylace (Hiittemann et al. 2007)

Molekula ATP (GTP) je také syntetizovana sukcinyl-CoA syntetazou (SCS)
v Krebsové cyklu. SCS katalyzuje rozklad sukcinyl-CoA na sukcinat a koenzym A. Zaroven
je syntetizovano ATP z ADP a P; (Kaufman et al. 1953). U savci existuji dvé izoformy.
Enzym se sklada z a podjednotky a p podjednotky, ktera je specificka bud’ pro ATP anebo
GTP. Exprese SCS specifické pro ATP je nejsilngjsi v tkanich, které jsou zavislé na
oxidativnim metabolismu, jako je napfiklad mozek ¢i srdce. Oproti tomu exprese SCS
specifické pro GTP je silngjsi v tkanich Gcastnicich se biosyntézy (syntéza sacharidi)

(Johnson et al. 1998).

Dal$im zdrojem ATP je anaerobni glykolyza, béhem té je pyruvat pfeménén na laktat.
Piivodné se ptredpoklédalo, Ze k tvorbé laktatu dochazi pouze v disledku anaerobniho
metabolismu. Neddvné studie prokazaly, ze pokud je glykolyza rychlejsi nez oxidativni
fosforylace, zvySuje se tvorba pyruvatu a tim také koncentrace laktatu. Pfeména pyruvatu na
laktat béhem mlééného kvasent, je katalyzovana laktat dehydrogenazou za u¢asti NADH+H".

Tento laktat je zaroven reoxidovan pro glykolyzu (Krasnow et al. 1962; Chatham 2002).

20



3.2. ULOHA REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU V SRDCI

Zda se, ze ROS hraji dalezitou roli v otdzce Zivota a smrti buniky. Bylo uzZ mnohokrat
prokdzéno, ze se ucastni fady signalnich kaskad. K produkci reaktivnich forem kysliku
dochazi po stimulaci receptorti nachédzejicich se na bunééném povrchu. Pti aktivaci
cytokinovych receptorit dochazi k tvorbé ROS, které se ti¢astni kontroly apoptické drahy.
Naopak ROS produkované pii aktivaci receptoru spfazenych s G-proteiny spousti proliferaci a
hypertrofii kardiomyocytt (Kevin, Novalija, and Stowe 2005). H,O, produkovany po
aktivaci rastového faktoru TGF-B1 ptimo reguluje G; fazi. Shibanuma, Kuroki, and Nose
(1991) prokazali, ze H,O, v ptechodné Go-G; fazi indukuje syntézu DNA a naopak, ze
V pozdni G; fazi spolu s TGF-B1 tuto syntézu inhibuji.

Zda se, ze ROS maji nezbytnou ulohu v embryogenezi. Studie Sauer et al. (1999)
prokézala, ze v pritomnosti vyssi koncentrace HyO; je i zvySena diferenciace kmenovych

bun¢k na kardiomyocyty.

4. ISCHEMIE A REPERFUZE

Pojem ischemie obecné oznacuje d¢j, pti kterém nedochazi k dostate¢nému
prokrvovani tkané, v tomto ptipadé myokardu. K ischemii dochazi nejcastéji v disledku
aterosklerdzy. Aterosklerdza je chronické onemocnéni cévni stény, kdy dochazi k hromadéni
lipidt pod endotelem. V postizené cévni stén¢ se uklada také cholesterol, monocyty, vapnik a
rizné bunécné necistoty. Dlouhodobéjsi ukladani vapniku vytvari v tunica intima
aterosklerotické platy. Tyto platy zuZzuji prisvit cév a snizuji okysli¢eni kardiomyocytt.

V krajnim piipad€ mizZe dojit i infarktu myokardu, pokud je plat roztrZen, vytvoii se
srazenina, ktera ucpe cévu (Fuster et al. 1992; Cunnane et al. 2015). Po ischemii nasleduje

reperfuze, neboli obnoveni krevniho pritoku ischemickou tkani.

Left anterior descending coronary artery

Stary -1l Stary Ill Stary IV

Obr. 4 Pocate¢ni vyvoj spontanni aterosklerozy (Fuster et al. 1992).
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Srdce je schopno tolerovat kratkou ischemii, s niz se vyrovna pomoci riznych
mechanismi a piedejde tak poSkozeni tkan€. Spusti se anaerobni glykolyza, jako zdroje
energie jsou vyuzivany mastné kyseliny a snizi se kontraktilita myokardu. Pokud ovSem
ischemie pretrvava, ma to za nasledek nedostatek ATP, ktery je nasledovan nevratnym
poskozenim a bunécnou smrti. Pro pteziti bunck je dulezita reperfuze, i ta ovSem miize vést
k dalsimu poskozeni. Velmi zalezi na tom, jak dlouho trvala ischemie a jak efektivni bylo

obnoveni krevniho priatoku (Budas, Churchill, and Mochly-Rosen 2007).

4.1. TVORBA REAKTIVNICH FOREM KYSLIKU PRI ISCHEMII A
REPERFUZI V MITOCHONDRIICH

V priibéhu ischemie dochazi ke kyslikovému paradoxu (KP). Kyslikovym paradoxem
je nazyvan dgj, kdy v disledku sniZeni koncentrace kysliku, dochazi ke zvySené tvorbé Oy,
k ¢emuz vyrazné prispiva komplex III. Produkce ROS probiha v mistech Qo a Q;. Oy
vyprodukovany v misté Q, se nasledné dostane do intermembranového prostoru a O, z Q;
mista vstupuje do matrix. V matrix a intermembranovém prostoru dochazi k reakci
superoxidu a superoxid dismutazy. Cast ROS, jeZ se dostala do mezimembranového prostoru,
muze také reagovat s oxidovanym cytochromem ¢ za vzniku molekulérniho kysliku a
redukovaného cyt c. ROS, u nichz neprob¢hla reakce s cyt ¢ ani SOD néasledné pronikaji do
cytosolu ve formé H,0,, nebo pomoci napétove tizenych aniontovych kanalt (VDAC) (Guzy
et al. 2005; Han et al. 2003).

Uvolnéni cytochromu ¢ (Cyt ¢) z mitochondrii je jednim z hlavnich spoustécu
apoptozy, je ucinny i v odstranovani superoxidu z intermembranového prostoru (IMS).
Cytochrom c je v IMS navazan na kardiolipin, ktery je soucasti vnitini mitochondrialni
membrany a je nezbytny pro stabilizaci a aktivitu cytochrom oxidazy, a pro spravnou funkci
ETC. Cyt ¢ mize byt prostfednictvim O, redukovan, nasledné je reoxidovan cytochrom
oxiddzou na oxidovany cyt c, ktery je schopen déle odstraiiovat ROS. Pii ischemii dochazi
k zvyseni koncentrace redukované formy cyt c. ZvySujici se koncentrace redukované formy
cyt C je zpiisobend inhibici a destabilizaci cytochrom oxid4azy. NemuzZe dopliiovat oxidovanou
formu cyt ¢ a tudiz vzrista 1 koncentrace ROS. Pti ztraté cyt ¢, dochéazi k naruseni prfenosu
elektront z cyt; v komplexu 111 na cyt ¢ (Chen and Lesnefsky 2006). Elektrony zistavaji na
cyt;. Pokud je cyt; redukovan je nepravdépodobné, Ze by dochazelo k pohybu Rieskeho
proteinu K cyt;, ¢imz je i znemoznén pfistup elektroniim na Q, misto komplexu III.
(Trumpower 2002). Rieskeho protein patii mez FeS proteiny, jeho soucasti je Fe,S; klastr,
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sméfujici k cytochromu c; a pienasi elektrony z ubichinolu cytochromu c; na cytochrom ¢
(Zhang et al. 1998). Blokaci Qo je sniZzena tvorba ROS v komplexu Ill, ale v komplexu | je
naopak zvySena. Piivodni pfedpoklady poukazovaly na to, ze mechanismem uvolnéni cyt ¢
Z mitochondrii by mohlo byt pomoci mitochondridlniho poru pfechodné propustnosti
(MPTP), jehoz otevieni je indukované ROS a zvySenou koncentraci vapenatych iontt.

V tomto piipadé k uvolnéni cytochromu ¢, dochazi v disledku bobtndni matrix a prasknuti
vn&j$i mitochondrialni membrany. Nejnovéjsi studie vSak poukazuji na Oy zprostredkované
uvolnéni cyt ¢ selektivni permeabilizaci vn€j$i mitochondrialni membrany pfimo spojenou
s napét'ove ovladanymi aniontovymi kanaly (VDAC)(Petrosillo, Ruggiero, and Paradies
2003; Pasdois et al. 2011).

4.2. DUSLEDKY ISCHEMIE A REPERFUZE

4.2.1. ZMENA KONCENTRACI IONTU

V prubéhu ischemie dochdzi ke zménam ¢innosti iontovych transportnich systému v
membranach organel a sarkolemy, coz zptsobuje poruchy kontrakce. Nejdiive dochazi ke
ztrat¢ draselnych iontt, ktera je nezavisla na sodno-draselné pumpé. Je to z divodu snizené
koncentrace ATP a také s vétsi pravdépodobnosti dojde ke zvyseni pritoku K z buiiky ven,
nez aby se snizil transport do buiiky. Jsou navrhovany dva modely, diky nimz by mohlo
dochazet k poklesu koncentrace draselnych kationtl, bud’ se aktivuje ATP-senzitivni
draslikovy kanal anebo probiha kontransport draselnych kationtl a laktatu spolu
s anorganickym fosfatem (Wilde et al. 1990; Thandroyen et al. 1992). Thandroyen et al.
(1992) ve své praci prokazali pfimou spojitost mezi ztratou draselnych iontd a fosfatu. Ztrata
K" iontli v cytoplazmé, je doprovazena zvysenim koncentrace draselnych ionti
vV mitochondriich. Akumulace draselnych kationtd v mitochondriich probiha v pfitomnosti
fosfatu, ktery pochazi zejména v prvni hodiné ischemie z degradace ATP. Pii ischemii
dochazi také ke snizeni celkové koncentrace Mg2+ iontd. V prvnich 10 - 15 minutach je vSak
koncentrace volnych kationtd zvySena az 2,5x. Pravdépodobné je to diisledek snizené
koncentrace ATP, se kterym ptivodn¢ Mg2+ kationty tvotily komplexy (E. Murphy et al.
1989). Zvyseni koncentrace C1 aniontii, Na* kationtii a vody vede ke swellingu (otoku)
buiiky. V priibéhu ischemie dochazi i k naruseni homeostazy Na* a K* kationtii. Nejdiive se
zvysi hladina sodnych iontt, tento jev probiha prostfednictvim Na'/ ca® vymeéniku, nasledné

zvy§i i koncentraci Ca’. Pietizeni kardiomyocytil cytoplazmatickymi Ca?" ionty je
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zodpovédné za ztratu membranovych fosfolipidi, k cemuz miize dochazet i pokud je narusena

propustnost membrany pro vapenaté kationty (Thandroyen et al. 1992).

Reperfuze kardiomyocytt ¢astecné€ vraci zmény nastalé béhem ischemie a tyka se to
predevsim iontl drasliku, sodiku, vapniku, fosforu, siry a chléru v cytoplazmé, ale i
V mitochondriich. V mitochondriich dochazi ke snizeni koncentrace iontti vapniku, coz je
spojeno se zpétnym rastem koncentrace iontd sodiku a poklesu koncentrace iontii drasliku.
Dulezity je co nejrychlejsi navrat koncentrace iontll vapniku do standardnich hodnot, na tom

zavisi schopnost buiiky obnovit integritu membrany (Thandroyen et al. 1992).

4.2.2. VLIV ISCHEMIE A REPERFUZE NA KONCENTRACI ATP

V prvnich 25 minutach ischemie dochazi k vyraznému poklesu koncentrace ATP, az
na 50 % fyziologické koncentrace. Tento pokles je doprovazen zvySenim koncentrace ADP a
AMP. Na zac¢atku ischemie je zvySend koncentrace ADP, ktera po 20 minutach zacina klesat,
koncentrace AMP se zvysuje 25 min a poté zlstava na vysokych hodnotach. V disledku
velkého mnozstvi AMP dochazi k velké ztrat¢ ATP a ADP. Membrany bunék myokardu jsou
pro né propustné a nasledné se dostavaji do zZilniho splavu. V reperfuzi, nasledujici kratkou
ischemii, je vétsina AMP a ADP pfeménéna opét na ATP, ale pokud ischemie trvala déle nez
25 minut, je jen malé mnozstvi fosforylovano zpét na ATP. Snizenim koncentrace ATP se
zvySuje koncentrace nukleosidovych prekurzori, jako je adenosin, hypoxantin a inosin. Pro
tyto metabolity je bunénd membrana myokardu permeabilni a proto jsou béhem reperfuze
vymyty z ischemické tkan¢ do krevniho fecisté. Ischemie zpiisobuje i snizeni hladiny kreatin
fostatu (CP) a glykogenu. Hlavni metabolicky produkt, jenz se akumuluje je laktat, spolu
s cytosolickym NADH-+H". Zvysujici mnozstvi laktatu je zodpovédné za zpomaleni anaerobni

produkce ATP a také inhibuje glykolyzu (DeBoer et al. 1980; Neely and Grotyohann 1984).

Celkove ischemie snizuje mnozstvi ATP, CP a glykogenu, naopak laktatu muze byt az
42x vice. Reperfuze koncentrace ATP a CP ¢aste¢né obnovi, koncentrace glykogenu zustava
stale nizkd. Hladina laktatu je sice snizend, pfesto je jeho koncentrace stale vyssi nez ta
fyziologicka. SniZeni, ¢i Gplna ztrata oxidativni produkce ATP a hromadéni metabolickych
produktti, jenZ nejsou nasledné oxidovany na CO; a H,O nebo odstranény z tkan¢ do krevniho
ob¢hu, spousti rizné kaskady, zptsobujici metabolické a strukturni zmény, vedouci

k ireverzibilnimu poskozeni tkan¢ (Neely and Grotyohann 1984).
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4.3. ISCHEMIE, REPERFUZE A MITOCHONDRIE

4.3.1. KOMPLEX |

Mnoha studiemi bylo prokazano, ze k poskozeni dychaciho fetézce dochazi predevsim
v komplexu I. V pribéhu ischemie je aktivita komplexu I snizena o 25% a pii nasledné
reperfuzi dokonce o0 48%. To, Ze poskozen je hlavné¢ tento komplex, bylo dokdzano na
zakladé studie Paradies et al. (2004). Pro spravné fungovani komplexu I je nezbytny
kardiolipin. Je tedy mozné, Ze pokud dojde k poSkozeni kardiolipinu prostiednictvim ROS,
muZze to mit za nasledek sniZzenou aktivitu komplexu. Snizené mnozstvi kardiolipinu by mohlo
byt zptisobeno peroxidaci, jelikoz reaktivni formy kysliku napadaji dvojné vazby mastnych
kyselin. Bylo také zjiSténo, ze pii ischemii dochézi k ibytku kardiolipinu a to az o0 50%. Po
fzi mitochondrii s liposomem obsahujici exogenni kardiolipin nebo kardiolipin a
fosfatidylethanolamin, dochazi téméf k uplnému obnoveni aktivity komplexu I (Paradies et

al. 2004).

43.2. KOMPLEX Il a lll

7da se, ze komplex II a III, jsou relativné rezistentni k ischemii a reperfuzi. U
komplexu IIT dochazi ke snizeni aktivity daleko pomaleji nez je tomu u komplexu 1. Veitch et
al. (1992) prokazali, ze komplex III je citlivy k ischemickému poskozeni, ale k vyrazné&j§imu
snizeni aktivity dochazi az po 60 minutach. Nicméné¢ pfii reperfuzi dochazi k snizeni uz po 30
minutach. Toto naznacuje, ze komplex III je daleko citlivéjsi k poskozeni, zplisobené
Vv pritbéhu reoxidace. Ischemie a reperfuze také ovlivituje mitochondridlni cytochromy. U
komplexu IIT dochazi ke zna¢né ztraté cytochromu b a ¢y (Veitch et al. 1992). Aktivita
komplexu 111 je v pribéhu ischemie snizena o 22%, pokud nasleduje reperfuze, dochazi ke
snizeni o0 46%. Predpoklada se, ze za snizeni aktivity mize opét kardiolipin a jeho peroxidace,
jako u komplexu I (Petrosillo et al. 2003). Abe, Hayashi, and Terada (1999) zjistili, ze
pokud je srdce u mysi vystaveno 20 minutové ischemii a reperfuzi dochazi ke zhorsenti

aktivity 1 u komplexu II, ktera je zptisobend ROS produkovanymi myocyty.

4.3.3. KOMPLEX IV

Z prace Veitch et al. (1992) vyplyva, Ze pokud po 60 minutové ischemii nasleduje
reperfuze, dochéazi ke snizeni aktivity zhruba o 30%. V prtibéhu ischemie byla pozorovéana
ztrata cytochromu c, ktery je zodpovédny za transport elektront z komplexu I11 na komplex

IV. Tim dochazi i ke sniZeni toku elektront pies komplex IV. To, ze opravdu dochazi ke
25



snizeni mnozstvi cytochromu ¢, dokazuje, Ze se po I/R nachazel v srde¢nim perfuzatu.
Soucasti komplexu IV je také cytochrom aaz (Solaini and Harris 2005). Z jedné studie
vyplyva, ze u tohoto cytochromu ke zméné¢ mnozstvi nedochdazi, ale presto katalyticka
kapacita cytochrom c oxidazy je snizena o 25% a po reperfuzi az o 51%. V tomto ptipad¢ se
veédci domnivaji, ze omezend aktivita je na zédklad¢ snizeného mnozstvi tohoto enzymatického
komplexu ve vnitini mitochondrialni membrang. U¢innost komplexu zaleZi mimo jiné i na
slozeni lipidit mitochondrialni membrany. Za podminek I/R bylo celkové mnozstvi
fosfolipidi zredukovano o 30% a nejvétsi ubytek byl pozorovan u kardiolipinu (50%), jenz
by mohl byt divodem snizené aktivity komplexu IV (Paradies et al. 1999). Jiny vyzkum
naznacuje, ze by mohlo dochazet ke zvySeni poméru oxidovaného aas/ redukovaného aas
cytochromu. To by potvrzovalo domnénku, ze je transport elektront na komplex opravdu

omezen (Solaini and Harris 2005).

4.3.4. ATP SYNTAZA

Na jeden Uder srdce jsou v priméru spotfebovana 2% celkového bunééného ATP.
Toto ATP je dopliiovano syntézou, ktera je z 96% zajiSténa mitochondridlni FoF1-ATPazou.
Za normalnich podminek ATP syntaza syntetizuje ATP, v prub&hu ischemie ovSem dochazi
k naruseni mitochondrialniho elektrochemického gradientu, ¢innost APTazy je proto
obracena, spotiebovava ATP pro udrzeni H' gradientu. Pii nedostatku kysliku, je hydrolyza
ATP nezbytna, aby nedoslo ke kolapsu proton-motivni sily, ktera je za fyziologickych
podminek produkovand elektron-transportnim fetézcem. Aby nedochéazelo k vy€erpani ATP,
musi dojit bud’ ke snizeni protonové vodivosti mitochondrialni membrany anebo k inhibici
enzymu (St-Pierre, Brand, and Boutilier 2000). Odhaduje se, ze 50-80% ATP (podle druhu)
je spottebovano béhem ischemie praveé hydrolyzou. U Zivoéichti s pomalou tepovou
frekvenci, mezi néz mizeme fadit i ¢lovéka, je mnozstvi hydrolyzovaného ATP snizeno
prostiednictvim IF; proteinu. IF; je reverzibilni nekompetitivni inhibitor. Vaze se na F;
subkomplex ATPazy, ¢imz zabranuje hydrolyze ATP. Aby mohlo dojit k vazbé IF; na FoF1-
ATPazu musi dochazet k hydrolyze ATP v neptitomnosti elektrochemického gradientu a
idealni pH pro tento protein je 6,7. Coz jsou podminky vyskytujici se v srdecnich

mitochondriich pfi ischemii (Grover et al. 2004; Green and Grover 2000).
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4.3.5. MITOCHONDRIALN{ POR PRECHODNE PROPUSTNOSTI

V mitochondriich se nachazeji struktury, vytvarejici velké pory ve vnitini
mitochondrialni membrané, pokud se v matrix nachazi vysoka koncentrace vapenatych iontd
a Py, pti nizké koncentraci glukézy a ATP a pii oxida¢nim stresu. Tato situace probiha i
Vv ischemickém srdci. Pfechodna propustnost péra (MPT) slouzi k odstranéni piebyte¢nych
vapenatych iontt. Podle nékterych autorti se MPT por se sklada z porinu VDAC ve vnéjsi
mitochondrialni membrané a z adenin-nukleotid translokazy (ANT), nachazejici se ve vnitini
mitochondridlni membran€. Souc¢ésti tohoto komplexu je i hexokinaza, vazajici se na VDAC a
cyklofilin D (CyPD), ten se naopak vaze na ANT (Crompton, Virji, and Ward 1998;
Baines et al. 2003). Podle n¢kterych nalezt se vsak zda, ze MPTP mohl byt tvofen z dimert
ATP syntazy, nebot bylo zjisténo, ze cyklofilin D se vaze na OSCP podjednotku ATP
syntazy. Tuto ptredstavu podporuje zjisténi, ze CyPD se vaze na stejné misto jako inhibitor
ATPazy benzodiazepin 423, ktery inhibuje jeji aktivitu a zaroven podporuje tvorbu MPTP (V.
Giorgio et al. 2013). Z jiné prace zase vyplyva, ze MPTP je tvofen ¢ podjednotkou F,
domény, protoze pii jeji absenci, doslo ke snizeni aktivity portu (Bonora et al. 2013). Po
otevieni MPT pori dochazi ke “swellingu” neboli bobtnani mitochondrii a naslednému
prasknuti vnéj$i mitochondrialni membrany, ¢imz se uvolni apoptogenni proteiny, mezi néz
patii i cytochrom c. Na vnitini mitochondrialni membrané dochazi ke kolapsu potencidlu, to
ma za nasledek piepnuti syntézy ATP na hydrolyzu. Snizuje se tedy koncentrace ATP. Aby
buitka mohla opravit poskozeni zpiisobené hypoxii a oxidativnim stresem, potiebuje k tomu
velké mnozstvi ATP. Pokud buiika neni schopna uzavtit tyto pory, mize dojit az k jeji smrti
(Halestrap et al. 1998; Baines et al. 2003). Z fady studii vyplyva, Ze k otevieni MPT
dochazi az béhem reperfuze. Je velmi pravdépodobné, Ze k tomu samotna ischemie nestaci.
Tato skutecnost je podpotena takeé faktem, ze k bunécné smrti a k poruse kontraktility dochazi
také az po reperfuzi (Borutaite et al. 2003). Baines et al. (2003) prokazali, ze v inhibici
téchto port hraje diileZitou roli protein kindza C. Tento protein je schopen interagovat

s VDAC, nasledné ho fosforylovat a tim zabranit jeho otevieni.
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5. ZAVER

Tato prace shrnuje doposud znamé poznatky o reaktivnich forméch kysliku, jejich
vzniku a Gcincich. Po jejich objeveni byla pozornost zaméiena predevsim na jejich
negativnimi U¢inky, ale postupem c¢asu se prokéazalo, Ze v nizkych koncentracich jsou
nezbytné pro zivot, ucastni se rtiznych signalnich drah a podileji se na regulaci
transkrip¢nich faktoru. Stale vSak pievladaji jejich negativni G¢inky, jelikoz jsou
pravdépodobné pri¢inou mnoha onemocnéni. Organismy vyvinuly mechanismy, kterymi
jsou schopné pfeménovat ROS na méné reaktivni molekuly a tak se poSkozeni diilezitych

informacnich a strukturnich bunéénych biomolekul branit.

Pti ischemii a reperfuzi dochézi ke zvySeni hladiny téchto volnych radikalt, které
poskozuji mitochondrie a vedou k bunécné smrti. I/R zplsobuje kyslikovy paradox,
vedouci ke zvysené produkci ROS, zejména komplexem 1. Hypoxie a nasledna reperfuze
snizuje aktivitu jednotlivych komplext v dasledku peroxidace kardiolipinu a ztratou
cytochromu c. Kromé toho dochazi ke zméndm v koncentracich fady iontd, ATP, laktatu a
celé fady molekul. V posledni dobé je pfedmétem vyzkumu tzv. ischemicky
preconditioning, chranici myokard a cévni endotel proti funkénimu poskozeni, nekroze a
snizuje velikost infarktu. Informace zjisténé v pribéhu nékolika let, se stavaji cennymi i

pro klinické vyuziti.
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