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Abstrakt 

Srdeční tkáň je velmi citlivá k nedostatku kyslíku. Ischemie a následující reperfuze 

jsou zdrojem metabolických a strukturních změn, vedoucích k nezvratnému poškození tkáně a 

buněčné smrti. Za těchto podmínek je klíčová zvýšená produkce reaktivních forem kyslíku 

(ROS). ROS jsou vysoce reaktivní molekuly, obsahující nejméně jeden nepárový elektron. 

V organismu vznikají jako přirozené meziprodukty aerobního metabolismu. Za 

fyziologických podmínek k ochraně proti ROS přispívají mitochondrie v díky svým 

antioxidačním systémům a inhibitoru ATP syntázy. Za patologických podmínek jsou oproti 

tomu jedním z největších zdrojů ROS a jsou zodpovědné za buněčnou smrt. Tato práce 

pojednává o změnách v buňkách při ischemii a následné reperfuzi. O tom jakým způsobem je 

ovlivněna iontová homeostaze a koncentrace ATP, ale především proč dochází ke snížení 

aktivity jednotlivých komplexů elektron-transportního řetězce.    

 

Klíčová slova:  

Ischemie, reperfuze, reaktivní formy kyslíku, mitochondrie, elektron-transportní řetězec  

 

 

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.  

 

Key words: 

Ischemia, reperfusion, reactive oxygen species, mitochondria, electron-transport chain 
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Seznam použitých zkratek 

ADP -  adenosin-5’-difosfát 

AIF - apoptózu indukující faktor 

AMP - adenosin- 5´-monofosfát 

ANT - adenin nukleotid translokáza 

AP1 - aktivační protein 1 

ATP - adenosin-5’-trifosfát 

CoQ - koenzym Q 

CP - kreatin fosfát 

Cu/Zn SOD - měď - zinková superoxid dismutáza 

CyPD - cyclophilin D 

Cyt c - cytochrom c 

DHA - kyselina dehydroaskorbová   

DNA - deoxyribonukleová kyselina 

Endo G - endonukleáza G 

ETC - elektron-transportní řetězec 

FAD - flavinadenindinukleotid 

FMN - flavinmononukleotid 

GLUT - glukózový transportér 

GPx - glutation peroxidáza 

GSH - glutation 

GSSG - oxidovaný glutation 

GTP - guanosintrifosfát 

HS-CoA- koenzym A 

I/R - ischemie a reperfuze 

IF1 - inhibitor faktor 1 

IMS - intermembránový prostor 

IκB - inhibitor NF-κB 

MeSOX - metionin sulfoxid reduktáza 

mGPDH - mitochondriální glycerol-3-fosfát dehydrogenáza 

Mn SOD - manganová superoxid dismutáza 

MPT - změna propustnosti mitochondriální membrány 
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MPTP - mitochondriální pór přechodné propustnosti 

mtRNA - mitochondriální RNA 

NAD(P)H - redukovaný nikotinamidadenindinukleotidfosfát 

NAD
+
 - nikotinamidadenindinukleotid 

NADH - redukovaný nikotinamidadenindinukleotid 

NF-κB - transkripční faktor (nuclear factor kappa B) 

OSCP -  oligomycin senzitivní protein 

OXFOS - mitochondriální oxidativní fosforylace 

ROS - reaktivní formy kyslíku 

SCS - sukcinyl CoA syntetáza 

Se-SG- adukt selen sulfidu s glutationem 

SOD - superoxid dismutáza 

SVCT - sodíkově závislé transportéry vitamínu C (sodium-dependent vitamin C transporters) 

TGF-β1 - růstový transformační faktor beta 1 (transforming growth factor beta 1) 

Txn - thioredoxin 

Txnrd - thioredoxin reduktáza 

VDAC - napětově řízený aniontový kanál  

α-KGDH - α-ketoglutarát dehydrogenáza 
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1. ÚVOD 

Reaktivní formy kyslíku jsou předmětem zkoumání už dlouhá léta. Jako první je 

v roce 1900 popsal Moses Gomberg (Gomberg 1900). Dlouhou dobu se předpokládalo, že 

mají pouze negativní účinky a jsou zdrojem řady nemocí a příčinou stárnutí organismu. 

Později byl objeven první protektivní enzym, který úplně změnil pohled na ROS a ukázalo se, 

že jsou nezbytnou součástí organismu. Reaktivní formy kyslíku jsou produkovány 

nejrůznějšími zdroji, z nichž jeden z nejdůležitějších je mitochondriální elektron-transportní 

řetězec. 

 ROS reagují téměř se všemi biomakromolekulami, čímž poškozují DNA, lipidy i 

proteiny. Se zmíněnými negativními vlivy se tělo vypořádává pomocí antioxidačních 

systémů. Mezi nejdůležitější patří superoxid dismutáza, kataláza, glutation peroxidáza, 

glutation a thioredoxin. 

Reaktivní formy kyslíku hrají důležitou roli v řadě srdečních patofyziologií. Jejich 

tvorba je spojena s aterosklerózou a kardiomyopatií, ale i s infarktem. 

Také v průběhu ischemie a reperfuze je produkováno velké množství reaktivních 

forem kyslíku, což má za následek poškození jednotlivých komplexů elektron-transportního 

řetězce mitochondrií a může vést i k buněčné smrti.    
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2. REAKTIVNÍ FORMY KYSLÍKU 

 Volné radikály byly v živých organismech objeveny roku 1950 (Lushchak 2014 

podle Barry Commoner, Jonathan Townsed and George E. Pake 1954). V té době se 

předpokládalo, že mají pouze negativní vliv a jsou příčinou nejrůznějších onemocnění, 

mutací, stárnutí a rakoviny. V roce 1969 Joe M. Cord a Irwin Fridovich objevili a popsali 

první protektivní enzym superoxid dismutázu (McCord and Fridovich 1969), který se 

přirozeně nachází v buňkách a chrání před negativními vlivy ROS. Po roce 1970 byly 

objeveny skutečnosti, které pohled na reaktivní formy kyslíku změnily. Postupem času byly 

nalezeny důkazy o jejich příznivých účincích jako je například spolupráce s imunitním 

systémem či účast v řadě signálních drah (Lushchak 2014). 

2.1. VZNIK REAKTIVNÍCH FOREM KYSLÍKU 

 Reaktivní formy kyslíku jsou chemické látky na bázi kyslíku, které mají minimálně 

jeden nepárový elektron. Celkově pojem ROS zahrnuje jak volné radikály, superoxidový 

anion a hydroxylový radikál, tak i další různé molekuly, jako je např. peroxid vodíku 

(Karihtala and Soini 2007).  

 Molekulární kyslík je biradikál. Obsahuje dva nepárové elektrony se shodným spinem 

a tím je relativně málo reaktivní. Redukcí jednoho elektronu dochází k tvorbě superoxidového 

radikálu, který je poměrně stabilní a slouží jako prekurzor pro ostatní ROS (Samoylenko et 

al. 2013).  

 U aerobních organismů je v mitochondriích většina spotřebovaného kyslíku přímo 

redukována na vodu. Reakce se účastní cytochrom oxidáza, ta přenáší čtyři elektrony na 

kyslík, za vzniku vody. Ovšem velmi malé množství, okolo 1-2%, je redukováno přes 

univalentní dráhu, během níž dochází k tvorbě ROS (Lushchak 2014; Becker 2004;Turrens 

1997). Nicméně se začínají objevovat důkazy, že ve skutečnosti je k tvorbě ROS využito jen 

0,15% kyslíku (St-Pierre et al. 2002).   
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Obr. 1: Tvorba reaktivních forem kyslíku přenosem energie nebo sekvenční univalentní redukcí tripletového 

kyslíku (převzato z Rusty Rodriguez, and Regina Redman, 2005). 

 Jednoelektronovou redukcí kyslíku dochází k tvorbě superoxidu, který je základním 

volným radikálem a slouží jako prekurzor pro tvorbu dalších ROS. Superoxid je následně 

rychle dismutován, a to spontánně, nebo je reakce katalyzovaná superoxid dismutázou a 

dochází k tvorbě peroxidu vodíku (H2O2). Ten je toxický pouze při vysoké koncentraci. H2O2 

může být následně redukován na vodu, v jiném případě je částečnou redukcí přeměněn za 

přítomnosti Fe
2+

 či Cu
+
  na hydroxylový radikál (OH

-
), jeden z nejsilnějších oxidantů. OH

-
 je 

velmi reaktivní a přímo poškozuje biomakromolekuly, jako jsou proteiny, buněčné 

membrány, či způsobuje peroxidaci lipidů (Turrens 2003; Becker 2004). 

2.2. ZDROJE REAKTIVNÍCH FOREM KYSLÍKU 

 Ve všech živých organismech může docházet k tvorbě superoxidu dvěma způsoby, 

enzymaticky a neenzymaticky (Turrens 2003). Během enzymatické dráhy jsou reakce 

katalyzovány nejrůznějšími enzymy, mezi nejdůležitější patří NAD(P)H oxidáza, xantin 

oxidáza, lipoxygenáza, cyclooxygenáza, cytochromoxygenáza, či cytochrom p450 

monooxygenáza, kdy superoxid vzniká z nejrůznějších substrátů. Neenzymatická dráha 

zahrnuje přímý přenos elektronu na kyslík redukcí koenzymu či prostetické skupiny. Ve 

většině tkání je hlavním zdrojem superoxidu elektron-transportní řetězec, který se nachází ve 

vnitřní mitochondriální membráně (Taverne et al. 2013; Sorescu and Griendling 2002). 

2.2.1. DÝCHACÍ ŘETĚZEC 

 Největším zdrojem ROS, vzniklých jako meziprodukt, je dýchací řetězec, jež se 

nachází ve vnitřní membráně mitochondrií. Hlavními producenty superoxidu jsou komplex I 

(NADH- CoQ reduktáza) a komplex III ( ubiquinol cytochrom c reduktáza).   
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 Komplex I je místem, kde elektrony z NADH vstupují do dýchacího řetězce. 

Flavinmononukleotid (FMN) je kofaktor, přijímající elektrony z NADH a přes Fe-S centra 

jsou vázány na CoQ redukčního místa. K tvorbě ROS dochází reakcí O2 a zcela redukovaného 

FMN, s tím, že podíl redukovaného FMN záleží na poměru NADH/NAD
+
. Pokud tedy dojde 

k inhibici ETC, nahromadí se NADH, zvýší se poměr NADH/NAD
+
, což vede k tvorbě ROS. 

K produkci dochází i díky tzv. reverzibilnímu elektronovému transportu, kde elektron 

doplňuje redukovaný  CoQ “pool” a může redukovat NAD
+
 na NADH v místě FMN 

(Pitkanen and Robinson 1996).  

 V komplexu III dochází k transportu elektronů z CoQ na cytochrom c. Produkuje 

velké množství superoxidu v reakci O2 s ubisemiquinonem vázaným v místě Qo, dojde-li 

k inhibici Qi místa antimycinem. Pokud není přítomen antimycin, komplex III vyprodukuje 

téměř zanedbatelné množství ROS v porovnání s komplexem I (M. P. Murphy 2009). 

 Úlohou komplexu II (sukcinát dehydrogenáza) je oxidovat sukcinát na fumarát 

v citrátovém cyklu a redukovat ubichinon v dýchacím řetězci. Navzdory původním 

předpokladům, že komplex II nepatří mezi důležité zdroje ROS, bylo zjištěno, že inhibice 

komplexu I a III způsobuje zvýšenou tvorbu ROS sukcinát dehydrogenázou. V tomto procesu 

nedochází k reoxidaci ubichinonu. Komplex II je tvořen čtyřmi podjednotkami. SDHA je 

flavoprotein, který má v aktivním místě kovalentně navázaný FAD, SDHB se skládá ze tří 

Fe-S center, SDHC a SDHD jsou dvě transmembránové podjednotky cytochromu b. K tvorbě 

ROS dochází v místě IIF, které se nachází na SDHA podjednotce, pokud je flavin částečné 

nebo úplně redukovaný a není obsazen substrátem (Quinlan et al. 2012).  

 V mitochondriích je dalším zdrojem ROS komplex α-ketoglutarát dehydrogenáza (α-

KGDH), důležitý enzym Krebsova cyklu, jenž katalyzuje reakci α-KGDH+HS-

CoA+NAD
+
→Sukcinyl-CoA+CO2+NADH. Skládá se ze tří podjednotek: E1 

(tiaminpyrofosfát dependentní dehydrogenáza), E2 (dihydrolipoamid sukcinyl transferáza) a 

E3 (dihydrolipoyl dehydrogenáza). K tvorbě ROS s největší pravděpodobností dochází na 

třetí podjednotce. Je tvořena flavoproteinem, jelikož při reakcích katalyzovaných 

flavoproteinem může docházet k redukci kyslíku na superoxid, či peroxid vodíku. K tvorbě 

ROS dochází v reakci α-KGDH s HS-CoA, po přidání α-ketoglutarátu v nepřítomnosti NAD
+
, 

což naznačuje, že NAD
+
 zabraňuje tvorbě peroxidu vodíku. Ovšem k produkci ROS α-KGDH 

může docházet i prostřednictvím NADH a v tomto případě není potřeba ani α-ketoglutarát a 

ani HS-CoA. Důležitou roli hraje i poměr NADH/NAD
+
 a to pokud jsou přítomny všechny 
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kofaktory i substráty. Čím je větší poměr NADH/NAD
+
 tím rychleji probíhá tvorba. E3 

podjednotka se nachází nejenom u α-KGDH, ale i u pyruvátdehydrogenázy u níž byla také 

prokázána účast na produkci ROS (Tretter and Adam-Vizi 2004).  

 Mitochondriální Glycerol-3-fosfát dehydrogenáza (mGPDH) je dalším místem tvorby 

ROS. Tento enzym oxiduje glycerol-3-fosfát a zároveň zprostředkovává přenos redukčních 

ekvivalentů do mitochondriálního elektron-transportního řetězce. Zdá se, že hlavním 

producentem ROS je Q-vazebná kapsa, jelikož na každé straně vnitřní mitochondriální 

membrány dochází k tvorbě přibližně stejného množství superoxidu. Oxidace glycerol-3-

fosfátu mGPDH je spojená s tvorbou H2O2. Během ní může docházet k přenosu elektronů 

dvěma směry: jednak z ubichinonu, přes komplex III a cytochrom c na komplex IV a také 

v opačném směru z ubichinonu na komplex I a NAD
+
. Právě proto jsou ROS produkovány na 

různých místech jako je mGPDH, komplex I, III, atd. Dříve se vědci domnívali, že mGPDH 

produkuje daleko větší množství reaktivních forem kyslíku, ale posléze se zjistilo, že část je 

tvořena tokem elektronu přes ubichinon „pool“ v komplexu II (Orr et al. 2012).  

 Mezi dehydrogenázy produkující ROS v mitochondriích můžeme zařadit i 

dihydroorotát dehydrogenázu, nacházející se na vnější straně vnitřní mitochondriální 

membráně. Tento enzym se účastní biosyntézy pyrimidinu, který je nezbytný pro proliferaci 

buněk. Produkce pyrimidinu se skládá ze šesti reakcí, z nichž pět probíhá v cytosolu a šestá 

v mitochondriích, během ní dihydroorotát dehydrogenáza katalyzuje oxidaci dihydroorotátu 

na orotát. Dihydroorotát dehydrogenáza obsahuje dvě aktivní místa, v chinon vazebném místě 

se nachází ubichinon, který přijímá elektrony a právě zde dochází k tvorbě ROS během 

oxidace. Druhým aktivním místem je flavinmononukleotid prostetická skupina přijímající dva 

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

 Protein p66
Shc

 je redoxní enzym, patřící mezi Shc proteiny. Existují tři izoformy 

p46
Shc

, p52
Shc

 a p66
Shc

 (Migliaccio et al. 1997). P46
Shc

 a p52
Shc

 se podílejí na přenosu signálu 

z aktivovaných tyrozin kináz na Ras. P66
Shc

 má stejnou strukturu jako p46
Shc

 a p52
Shc

 (SH2-

CH1-PTB) a k tomu obsahuje unikátní N-terminální oblast (CH2). P66
Shc

 se nepodílí na 

regulaci Ras, ale má funkci v intracelulárních drahách. Reguluje hladinu reaktivních forem 

kyslíku a zároveň produkuje molekuly ROS, jako signály vedoucí k apoptóze. Za 

fyziologických podmínek se nachází v inaktivovaném stavu a je aktivován prostřednictvím 

proapoptických signálů.  P66
Shc

 produkuje ROS při oxidaci cytochromu c. Při této reakci 

katalyzuje částečnou redukci molekulárního kyslíku elektrony získanými z ETC. Následně 
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jsou otevřeny MPTP, čímž je spuštěná apoptóza. Mitochondrie hrají klíčovou roli v apoptóze, 

jelikož obsahují několik proapoptických faktorů jako jsou AIF, Smac/DIABLO, Endo G a 

cytochrom c. Zdá se, že ROS jsou klíčovými intracelulárními regulátory apoptózy, neboť 

jejich působením dochází k narušení integrity organely a uvolnění proapoptických faktorů do 

cytosolu (M. Giorgio et al. 2005).    

 

 

Obr. 2 Model redoxní aktivity p66
Shc 

v průběhu
 
apoptózy: proapotický signál uvolní p66

Shc
 inhibičního 

komplexu. Aktivovaný p66
Shc

 oxiduje redukovaný cyt c a katalyzuje redukci O2 na H2O2. Peroxid vodíku otevře 

MPTP, dojde k nabobtnání mitochondrií a následně k apoptóze (M. Giorgio et al. 2005). 

  

 Dalším a velmi důležitým zdrojem ROS je tzv. oxidativní vzplanutí, neboli zvýšená 

spotřeba kyslíku za vzniku reaktivních forem kyslíku (Avendaño et al. 2008). K 

oxidativnímu vzplanutí dochází ve  fagocytárních buňkách prostřednictvím NADPH oxidázy. 

Tento fenomén se značným způsobem podílí na ochraně hostitele před velkým množstvím 

vnějších i vnitřních patogenů. Během oxidativního vzplanutí dochází k redukci molekulárního 

kyslíku NADPH oxidázou a k tvorbě intermediátů OH
-
a H2O2, které mají baktericidní účinky 

(Avendaño et al. 2008; Hiraoka et al. 1998).  

2.3. VLIV REAKTIVNÍCH FOREM KYSLÍKU NA BUNĚČNÉ PROCESY 

2.3.1. POZITIVNÍ ÚČINKY 

 Reaktivní formy kyslíku nemají jen negativní účinky, jak se dlouho předpokládalo, ale 

přirozeně se vyskytují v organismu a účastní se řady buněčných aktivit, signálních drah, 

ovlivňují genovou expresi a pomáhají v boji proti patogenům, jak už bylo zmíněno u 

oxidativního vzplanutí.  
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 Existuje celá řada důkazů, že ROS fungují jako intracelulární signální molekuly a 

mohou ovlivňovat různé signální dráhy (Kulich and Chu 2003). Reaktivní formy kyslíku se 

jako druzí poslové také podílejí na regulaci aktivity transkripčních faktorů, jako je AP1 nebo 

NF-κB.  

 NF-κB (nuclear factor kappa B) je transkripční faktor, regulující geny důležité pro 

reakci na buněčný stres, zánětlivou odpověď a imunitní odpověď. Za normálních podmínek je 

inaktivovaný, pomocí inhibitoru IκB (Hirotani et al. 2002). Pokud dojde ke stimulaci buňky 

pomocí interleukinu-1β, je IκB fosforylován IκB kinázou a následně degradován. V některých 

buňkách jsou ROS dokonce nezbytné pro odbourání tohoto inhibitoru, např. v buňkách 

lymfoidních. Když je inhibitor odbourán, NF-κB je translokován do jádra, kde se naváže na 

DNA a spustí transkripci specifických genů (Bonizzi et al. 1999; Hirotani et al. 2002).   

2.3.2. NEGATIVNÍ ÚČINKY 

 Reaktivní formy kyslíku jsou asi nejvíce spojovány s pojmem oxidativní stres, který je 

definován, jako porušení rovnováhy oxidantů a antioxidantů. Tento koncept byl poprvé použit 

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

 Oxidativní stres je spojen s mnoha poruchami. Když množství ROS překročí kapacitu 

antioxidantů, mohou reagovat přímo s lipidy, proteiny nebo DNA a to vede k poškození 

buněk, popřípadě k jejich smrti.  

 Jedním z hlavních indikátorů oxidativního stresu je peroxidace lipidů, tzv. 

lipoperoxidace, během níž dochází k oxidaci nenasycených mastných kyselin a k poškození 

jak cytoplazmatické membrány buněk, tak membrány organel (Dutta et al. 2012).    

ROS způsobují modifikace proteinů, mění jejich strukturu a mohou zabránit 

správnému sbalení proteinu. Některé změny jsou ireverzibilní a inaktivují řadu proteinů. ROS 

jsou schopné reagovat přímo s aminokyselinovými zbytky proteinů. Velmi citlivé k oxidaci 

jsou síru obsahující AK, cystein a metionin. Cysteinové zbytky jsou přeměněny na disulfidy a 

metioninové na metionin sulfoxidy. Tyto modifikace jsou reverzibilní díky disulfid reduktáze 

a MeSOX reduktáze, které navrátí aminokyselinové zbytky do nemodifikované podoby 

(Levine et al. 1996). Reaktivní formy kyslíku oxidují také lysin, arginin, treonin a prolin za 

vzniku karbonylových derivátů. Kromě toho mohou být karbonylové skupiny vpraveny do 

proteinu s reaktivními karbonylovými deriváty, produkovanými při redukci cukrů, nebo 

reakcí s aldehydy, které vznikly při lipoperoxidaci. (Berlett and Stadtman 1997).   
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 ROS reagují téměř se všemi biomolekulami a denně probíhá v každé lidské buňce až 

 10 000 oxidačních reakcí, které způsobují poškození DNA. Reaktivní formy kyslíku 

způsobují jednořetězcové i dvouřetězcové zlomy, zejména hydroxylový radikál reaguje se 

všemi složkami DNA a poškozuje jak purinové tak i pyrimidinové báze, ale i deoxyribózu 

(Valko et al. 2007; Hemnani and Parihar 1998). Způsobují také poškození mitochondriální 

DNA, což má za následek snížení transkripce mtRNA  (Suematsu et al. 2003).    

2.4. OXIDATIVNÍ STRES A ONEMOCNĚNÍ 

 Oxidativní stres je spojován s řadou patofyziologických stavů, mezi ně můžeme řadit 

onemocnění ledvin, rakovinu, neurodegenerativní onemocnění a různé vaskulopatie jako je 

ateroskleróza (Griendling and FitzGerald 2003). Mnoho studií poukazuje na to, že 

oxidativní stres je zodpovědný za diabetes a problémy s cévami. Tyto problémy nastávají 

později, jelikož dochází ke zvýšené produkci ROS v endoteliálních buňkách cév i srdce. 

Oxidativní stres je jedním z faktorů způsobující inzulínovou rezistenci neboli sníženou 

účinnost inzulínu. Jedním z hlavních zdrojů produkce ROS a tudíž i oxidativního stresu 

v diabetu je hyperglykémie (Pandey, Mishra, and Rizvi 2010). Za fyziologických podmínek 

jsou elektrony přenášeny mezi komplexy I, III a IV, čímž se tvoří protonový gradient, který je 

využíván pro tvorbu ATP. V buňkách u pacientů s diabetem je vysoká hladina glukózy a tedy 

i vysoká koncentrace pyruvátu. Tímto do elektron-transportního řetězce vstupuje větší 

množství redukčních ekvivalentů a ROS jsou produkovány přes mitochondriální 

hyperpolarizaci. Dýchací řetězec pumpuje protony přes vnitřní mitochondriální membránu a 

vytváří proton-motivní sílu. Za fyziologických podmínek oxidativní fosforylace probíhá 

rychleji než při hyperglykémii, čímž snižuje membránový potenciál a tvorbu ROS. V průběhu 

hyperglykémie je pravděpodobně rozpojen mitochondriální řetězec. Tím dochází 

k hyperpolarizaci mitochondrií a k zvýšené produkci reaktivních forem kyslíku (Tiwari et al. 

2014; Yu, Robotham, and Yoon 2006).  

2.5. OCHRANA PROTI ROS A ANTIOXIDANTY 

 Antioxidanty, jsou sloučeniny, které ať už přímo nebo nepřímo, chrání buňku před 

nepříznivými účinky látek způsobujících oxidační stres, jako jsou například léky, cizorodé 

látky, karcinogeny či reaktivní formy kyslíku (Puppo and Halliwell 1988). Vyskytují se 

v nižší koncentraci než substráty, které jsou oxidovány a oxidaci těchto substrátů zpomalují 

nebo jí úplně inhibují. Můžeme je rozdělit na enzymatické a neenzymatické (H. Sies 1997).  
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2.5.1. NEENZYMATICKÉ ANTIOXIDANTY 

 Mezi neenzymatické antioxidanty řadíme intracelulární molekuly zahrnující vitamín E, 

C, β karoten, jenž je prekurzorem pro vitamín A, ubichinol, nacházející se v membránách, ale 

i urát, bilirubin a glutation (Giordano 2005). Vitamín C jako antioxidant, chrání tkáň před 

oxidativním poškozením. Zabraňuje Fas-indukované apoptóze  a buněčné smrti způsobené 

ROS. Do buňky je transportován SVCT (sodium-dependent vitamin C transporters). Nicméně 

ve většině buněk je přenášen v jeho oxidované formě kyselině dehydroaskorbové (DHA) přes 

glukózový transportér (GLUT), konkrétně přes GLUT1. Ke vzniku DHA dochází při interakci 

kyseliny askorbové s ROS. Uvnitř buňky je DHA redukovaná zpět na kyselinu askorbovou 

(Kc, Cárcamo, and Golde 2005). Vitamin E se nachází v membránách a lipoproteinech a 

přijímá atom H
+
 z peroxylového radikálu, čímž je zastavena peroxidace dalších lipidů (Kagan 

et al. 1992).  Mnohé z těchto látek můžeme získat z potravin, především z ovoce a zeleniny. 

Bylo zjištěno, že antioxidanty získané z potravin snižují riziko degenerativních onemocnění a 

také se podílejí na zpomalení nádorového bujení. U lidí s nižším příjmem ovoce a zeleniny 

nádory rostou až 2x rychleji (Ames, Shigenaga, and Hagen 1993). V boji proti rakovině 

antioxidanty působí ve dvou fázích. Ta první zahrnuje omezení oxidativního poškození DNA 

a druhá fáze zabraňuje dělení buněk. Kyselina askorbová (vitamín C), tokoferol (vitamín E) a 

β karoten zabraňují kardiovaskulárním onemocněním, pokud jsou v plazmě zastoupeny 

v dostatečném množství (Giordano 2005; Ames, Shigenaga, and Hagen 1993).  

2.5.2. ENZYMATICKÉ ANTIOXIDANTY 

 Mezi nejznámější enzymatické antioxidanty patří superoxid dismutáza, kataláza a 

glutation peroxidáza. Organismy si během evoluce vyvinuly mnoho obranných mechanismů, 

aby byly schopny snižovat množství reaktivních forem kyslíku. Poškozená DNA je 

opravovaná řadou glykosyláz a každá báze má přiřazenou specifickou glykosylázu. 

Oxidované proteiny jsou zase degradovány proteázami a hydroperoxidy lipidů jsou 

odbourávány pomocí glutation peroxidázy (Ames, Shigenaga, and Hagen 1993).  

 Jako první z protektivních enzymů byla objevena superoxid dismutáza (SOD), 

vyskytující se v buňkách savců ve třech formách: Mn SOD, Cu/Zn SOD a extracelulární 

Cu/Zn SOD. SOD katalyzuje dismutaci superoxidového radikálu za vzniku peroxidu vodíku a 

molekulárního kyslíku. Mn SOD se nachází výhradně v mitochondriích a je pro život 

esenciální. Oproti tomu Cu/Zn SOD je cytoplazmatický enzym. Během reakce katalyzované 
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SOD dochází k tvorbě H2O2 a molekulárního kyslíku ze dvou molekul O2
-
 (Keller et al. 

1991; Nordberg a Arnér 2001).  

 Dalším důležitým enzymem je kataláza. Tento enzym se nachází převážně 

v cytoplasmě a v peroxizomech, byl však nalezen i v mitochondriích (Nordberg and Arnér 

2001) a katalyzuje přeměnu peroxidu vodíku na vodu a kyslík. Důležitou funkcí katalázy je 

zabránění Fentonovy reakce, během které dochází k tvorbě OH
-
 z peroxidu vodíku. Tato 

reakce je zprostředkovaná ionty železa, či mědi (Bai and Cederbaum 2001; Nordberg and 

Arnér 2001).  

 Glutation peroxidáza (GPx) je selenoprotein, redukující peroxid vodíku pomocí 

glutationu jako ko-subtrátu  na vodu a molekulární kyslík. U savců jsou známy 4 typy GPx a 

všechny obsahují selenocystein. GPx 1 a 4 jsou typické pro celou řadu tkání. Přítomnost GPx 

1 byla prokázána především v srdci, plicích, ledvinách, játrech a mozku (Haan et al. 1998), 

Zatímco GPx 2 a 3 se nacházejí pouze v gastrointestinálním traktu a ledvinách. Během reakce 

dochází k oxidaci aktivního místa selenolátu a vzniká kyselina selenová, následně po přidání 

jedné molekuly glutationu vzniká adukt selen sulfidu s glutationem (Se-SG). Ten je 

regenerován na aktivní selenolát a oxidovaný glutation (GSSG) po přidání druhé molekuly 

GSH. Vzniklý glutation disulfid může být následně redukován glutation reduktázou (Epp, 

Ladenstein, and Wendel 1983; Nordberg and Arnér 2001).  

 Glutation (GSH) neboli γ-glutamylcysteinylglycin je nejrozšířenějším intracelulárním 

neenzymatickým antioxidantem. Vyskytuje se v jádře, mitochondriích a endoplazmatickém 

retikulu všech typech buněk. Tento tripeptid má dvě formy, redukovanou (GSH), vyskytující 

se v buňce ve větším množství za fyziologických podmínek a oxidovanou (GSSG), jež je též 

nazývána jako glutation disulfid. Glutation může odstraňovat ROS přímo, ale také může 

sloužit jako substrát pro glutation peroxidázu či glutation S transferázu (Masella et al. 2005). 

GSH vniká redukcí GSSG nebo může být syntetizován i de novo a to ve dvou ATP-

dependentních reakcích, které jsou katalyzovány γ-glutamylcystein syntetázou a glutation 

syntetázou v γ-glutamylovém cyklu (Oppenheimer et al. 1979; Yan and Meister 1990). 

Během oxidačního stresu dochází ke snížení koncentrace GSH zatímco koncentrace GSSG 

roste, to buňce umožňuje vylučovat glutation disulfid a díky tomu dochází k syntéze nového 

glutationu nebo může být redukován pomocí glutation reduktázy zpět na GSH (Masella et al. 

2005). Glutation reduktáza je homodimerický enzym, jehož doposud jedinou známou funkcí 

je redukce glutation disulfidu na glutation (Rogers et al. 2004).      
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 Thioredoxin (Txn) se také podílí na ochraně organismu proti ROS. Txn je protein 

s nízkou molekulovou hmotností. Skládá se z pěti β-struktur a čtyř α-helixů. Tyto α-helixy a 

β-listy mohou být rozděleny na N (β1α1β2α2β3) a C (β4β5α4) terminální motiv, propojené α3-

helixem. β-listy z N- terminálního konce probíhají paralelně, zatímco z C- terminálního konce 

antiparalelně a tato struktura je typická pro Txn (Holmgren et al. 1975; Martin 1995). U 

člověka jsou známy tři formy Txn1, 2, 3 a k nim příslušné reduktázy Txnrd1, 2 a 3. Txn1 

aTxnrd1 se převážně nacházejí v cytosolu. V mnoha studiích bylo prokázáno, že snižují 

rozsah infarktu a také postischemickou apoptózu.  Txn2 se vyskytuje v mitochondriích 

kardiomyocytů.  Jednou z hlavních funkcí je kontrola hypertrofie srdce, právě ta je způsobena 

O2
-
 nebo H2O2. Horstkotte et al. (2011) dokázali, že příslušná reduktáza Txnrd2 se účastní 

kontroly ischemicko-reperfuzního poškození srdce a také nalezli vyšší frekvenci u srdce 

s Txnrd2 deficitem.  Poslední formou je Txn3, která je exprimovaná hlavně ve varlatech. 

(Horstkotte et al. 2011)   

3. SRDCE A JEHO ENERGETICKÝ METABOLISMUS 

 Srdce savců provede během 24 hodin až 100 000 kontrakcí, a aby bylo schopno 

zvládnout takovou pracovní zátěž, obsahuje velké množství myoglobinu a mitochondrií, které 

poskytují dostatek energie. Ta představuje až 15% denního energického výdeje celého těla. 

Kyslík je získáván z krve v koronárních tepnách, proto je velmi úzké a důležité propojení 

mezi mitochondriemi a jejím respiračním řetězcem, průtokem krve a pracovní zátěží srdce 

(Balaban 2012). 

3.1. ZDROJ ENERGIE 

 Zdrojem energie pro správnou funkci srdce je ATP, neboli adenosintrifosfát. Za 

normálních okolností je 96 % ATP produkováno v mitochondriích během oxidativní 

fosforylace. Mitochondriální oxidativní fosforylace (oxfos) propojuje transport elektronů 

s buněčným dýcháním a syntézou ATP. Oxfos zahrnuje ETC, skládající se ze čtyř komplexů. 

Většina elektronů v ETC pochází z NADH a vstupují přes komplex I. Elektrony jsou 

přenášeny přes komplexy ETC na kyslík a zároveň je tvořen membránový potenciál 

pumpováním protonů přes vnitřní mitochondriální membránu. Protonový gradient je následně 

použit ATP syntázou, která propojuje zpětný tok protonů s tvorbou ATP (Hüttemann et al. 

2007). ATPáza je tvořena dvěma částmi Fo a F1. Fo část je zabudována do vnitřní 

mitochondriální membrána a na ni je napojena F1 část, směřující do matrix. Protony vstupují 
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do půlkanálu a začnou se otáčet c podjednotky Fo spolu s podjednotkami F1: γ, δ a ε. γ 

podjednotka interaguje s αβ hexamerem a tím mechanicky umožňuje syntézu ATP. Na 

rozhraní αβ podjednotek se nacházejí katalycká místa. Podle interakce s γ podjednotkou mají 

tři různé konformace (Jonckheere, Smeitink, and Rodenburg 2012).  

1. v aktivním místě je navázáno ATP 

2. aktivní místo je prázdné 

3. v aktivním místě je navázáno ADP + anorganický fosfát 

  

Obr. 3 Schéma oxidativní fosforylace (Hüttemann et al. 2007) 

 Molekula ATP (GTP) je také syntetizovaná sukcinyl-CoA syntetázou (SCS) 

v Krebsově cyklu. SCS katalyzuje rozklad sukcinyl-CoA na sukcinát a koenzym A. Zároveň 

je syntetizováno ATP z ADP a Pi (Kaufman et al. 1953). U savců existují dvě izoformy. 

Enzym se skládá z α podjednotky a β podjednotky, která je specifická buď pro ATP anebo 

GTP. Exprese SCS specifické pro ATP je nejsilnější v tkáních, které jsou závislé na 

oxidativním metabolismu, jako je například mozek či srdce. Oproti tomu exprese SCS 

specifické pro GTP je silnější v tkáních účastnících se biosyntézy (syntéza sacharidů) 

(Johnson et al. 1998).     

 Dalším zdrojem ATP je anaerobní glykolýza, během té je pyruvát přeměněn na laktát. 

Původně se předpokládalo, že k tvorbě laktátu dochází pouze v důsledku anaerobního 

metabolismu. Nedávné studie prokázaly, že pokud je glykolýza rychlejší než oxidativní 

fosforylace, zvyšuje se tvorba pyruvátu a tím také koncentrace laktátu. Přeměna pyruvátu na 

laktát během mléčného kvašení, je katalyzovaná laktát dehydrogenázou za účasti NADH+H
+
. 

Tento laktát je zároveň reoxidován pro glykolýzu (Krasnow et al. 1962; Chatham 2002).  
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3.2. ÚLOHA REAKTIVNÍCH FOREM KYSLÍKU V SRDCI 

Zdá se, že ROS hrají důležitou roli v otázce života a smrti buňky. Bylo už mnohokrát 

prokázáno, že se účastní řady signálních kaskád. K produkci reaktivních forem kyslíku 

dochází po stimulaci receptorů nacházejících se na buněčném povrchu. Při aktivaci 

cytokinových receptorů dochází k tvorbě ROS, které se účastní kontroly apoptické dráhy. 

Naopak ROS produkované při aktivaci receptorů spřažených s G-proteiny spouští proliferaci a 

hypertrofii kardiomyocytů (Kevin, Novalija, and Stowe 2005). H2O2 produkovaný po 

aktivaci růstového faktoru TGF-β1 přímo reguluje G1 fázi. Shibanuma, Kuroki, and Nose 

(1991) prokázali, že H2O2 v přechodné G0-G1 fázi indukuje syntézu DNA a naopak, že 

v pozdní G1 fázi spolu s TGF-β1 tuto syntézu inhibují. 

Zdá se, že ROS mají nezbytnou úlohu v embryogenezi. Studie Sauer et al. (1999) 

prokázala, že v přítomnosti vyšší koncentrace H2O2 je i zvýšená diferenciace kmenových 

buněk na kardiomyocyty.  

4. ISCHEMIE A REPERFUZE  

 Pojem ischemie obecně označuje děj, při kterém nedochází k dostatečnému 

prokrvování tkáně, v tomto případě myokardu. K ischemii dochází nejčastěji v důsledku 

aterosklerózy. Ateroskleróza je chronické onemocnění cévní stěny, kdy dochází k hromadění 

lipidů pod endotelem. V postižené cévní stěně se ukládá také cholesterol, monocyty, vápník a 

různé buněčné nečistoty. Dlouhodobější ukládání vápníku vytváří v tunica intima 

aterosklerotické pláty. Tyto pláty zužují průsvit cév a snižují okysličení kardiomyocytů. 

V krajním případě může dojít i infarktu myokardu, pokud je plát roztržen, vytvoří se 

sraženina, která ucpe cévu (Fuster et al. 1992; Cunnane et al. 2015). Po ischemii následuje 

reperfuze, neboli obnovení krevního průtoku ischemickou tkání. 

 
Obr. 4 Počáteční vývoj spontánní aterosklerózy (Fuster et al. 1992). 
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 Srdce je schopno tolerovat krátkou ischemii, s níž se vyrovná pomocí různých 

mechanismů a předejde tak poškození tkáně. Spustí se anaerobní glykolýza, jako zdroje 

energie jsou využívány mastné kyseliny a sníží se kontraktilita myokardu. Pokud ovšem 

ischemie přetrvává, má to za následek nedostatek ATP, který je následován nevratným 

poškozením a buněčnou smrtí. Pro přežití buněk je důležitá reperfuze, i ta ovšem může vést 

k dalšímu poškození. Velmi záleží na tom, jak dlouho trvala ischemie a jak efektivní bylo 

obnovení krevního průtoku (Budas, Churchill, and Mochly-Rosen 2007).      

4.1. TVORBA REAKTIVNÍCH FOREM KYSLÍKU PŘI ISCHEMII A 

REPERFUZI V MITOCHONDRIÍCH 

V průběhu ischemie dochází ke kyslíkovému paradoxu (KP). Kyslíkovým paradoxem 

je nazýván děj, kdy v důsledku snížení koncentrace kyslíku, dochází ke zvýšené tvorbě O2
-
, 

k čemuž výrazně přispívá komplex III. Produkce ROS probíhá v místech Qo a Qi. O2
- 

vyprodukovaný v místě Qo se následně dostane do intermembránového prostoru a O2
-  

z Qi 

místa vstupuje do matrix. V matrix a intermembránovém prostoru dochází k reakci 

superoxidu a superoxid dismutázy. Část ROS, jež se dostala do mezimembránového prostoru, 

může také reagovat s oxidovaným cytochromem c za vzniku molekulárního kyslíku a 

redukovaného cyt c. ROS, u nichž neproběhla reakce s cyt c ani SOD následně pronikají do 

cytosolu ve formě H2O2, nebo pomocí napětově řízených aniontových kanálů (VDAC) (Guzy 

et al. 2005; Han et al. 2003). 

 Uvolnění cytochromu c (Cyt c) z mitochondrií je jedním z hlavních spouštěčů 

apoptózy, je účinný i v odstraňování superoxidu z intermembránového prostoru (IMS). 

Cytochrom c je v IMS navázán na kardiolipin, který je součástí vnitřní mitochondriální 

membrány a je nezbytný pro stabilizaci a aktivitu cytochrom oxidázy, a pro správnou funkci 

ETC.  Cyt c může být prostřednictvím O2
-
 redukován, následně je reoxidován cytochrom 

oxidázou na oxidovaný cyt c, který je schopen dále odstraňovat ROS. Při ischemii dochází 

k zvýšení koncentrace redukované formy cyt c. Zvyšující se koncentrace redukované formy 

cyt c je způsobená inhibicí a destabilizací cytochrom oxidázy. Nemůže doplňovat oxidovanou 

formu cyt c a tudíž vzrůstá i koncentrace ROS. Při ztrátě cyt c, dochází k narušení přenosu 

elektronů z cyt1 v komplexu III na cyt c (Chen and Lesnefsky 2006). Elektrony zůstávají na 

cyt1. Pokud je cyt1 redukován je nepravděpodobné, že by docházelo k pohybu Rieskeho 

proteinu k cyt1, čímž je i znemožněn přístup elektronům na Qo místo komplexu III.  

(Trumpower 2002). Rieskeho protein patří mez FeS proteiny, jeho součástí je Fe2S2 klastr, 
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směřující k cytochromu c1 a přenáší elektrony z ubichinolu cytochromu c1 na cytochrom c 

(Zhang et al. 1998). Blokací Qo je snížená tvorba ROS v komplexu III, ale v komplexu I je 

naopak zvýšená. Původní předpoklady poukazovaly na to, že mechanismem uvolnění cyt c 

z mitochondrií by mohlo být pomocí mitochondriálního póru přechodné propustnosti 

(MPTP), jehož otevření je indukované ROS a zvýšenou koncentrací vápenatých iontů. 

V tomto případě k uvolnění cytochromu c, dochází v důsledku bobtnání matrix a prasknutí 

vnější mitochondriální membrány. Nejnovější studie však poukazují na O2
-
 zprostředkované 

uvolnění cyt c selektivní permeabilizaci vnější mitochondriální membrány přímo spojenou 

s napěťově ovládanými aniontovými kanály (VDAC)(Petrosillo, Ruggiero, and Paradies 

2003; Pasdois et al. 2011).    

4.2. DŮSLEDKY ISCHEMIE A REPERFUZE 

4.2.1. ZMĚNA KONCENTRACÍ IONTŮ 

 V průběhu ischemie dochází ke změnám činnosti iontových transportních systémů v 

membránách organel a sarkolemy, což způsobuje poruchy kontrakce. Nejdříve dochází ke 

ztrátě draselných iontů, která je nezávislá na sodno-draselné pumpě. Je to z důvodu snížené 

koncentrace ATP a také s větší pravděpodobností dojde ke zvýšení průtoku K
+
 z buňky ven, 

než aby se snížil transport do buňky. Jsou navrhovány dva modely, díky nimž by mohlo 

docházet k poklesu koncentrace draselných kationtů, buď se aktivuje ATP-senzitivní 

draslíkový kanál anebo probíhá kontransport draselných kationtů a laktátu spolu 

s anorganickým fosfátem (Wilde et al. 1990; Thandroyen et al. 1992). Thandroyen et al. 

(1992) ve své práci prokázali přímou spojitost mezi ztrátou draselných iontů a fosfátu. Ztráta 

K
+
 iontů v cytoplazmě, je doprovázená zvýšením koncentrace draselných iontů 

v mitochondriích. Akumulace draselných kationtů v mitochondriích probíhá v přítomnosti 

fosfátu, který pochází zejména v první hodině ischemie z degradace ATP. Při ischemii 

dochází také ke snížení celkové koncentrace Mg2+ iontů. V prvních 10 - 15 minutách je však 

koncentrace volných kationtů zvýšená až 2,5x. Pravděpodobně je to důsledek snížené 

koncentrace ATP, se kterým původně Mg2+ kationty tvořily komplexy (E. Murphy et al. 

1989). Zvýšení koncentrace Cl
- 
aniontů, Na

+
 kationtů a vody vede ke swellingu (otoku) 

buňky. V průběhu ischemie dochází i k narušení homeostázy Na
+
 a K

+ 
kationtů. Nejdříve se 

zvýší hladina sodných iontů, tento jev probíhá prostřednictvím Na
+
/Ca

2+
 výměníku, následně 

zvýší i koncentraci Ca
2
. Přetížení kardiomyocytů cytoplazmatickými Ca

2+
 ionty je 
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zodpovědné za ztrátu membránových fosfolipidů, k čemuž může docházet i pokud je narušená 

propustnost membrány pro vápenaté kationty (Thandroyen et al. 1992).  

 Reperfuze kardiomyocytů částečně vrací změny nastalé během ischemie a týká se to 

především iontů draslíku, sodíku, vápníku, fosforu, síry a chlóru v cytoplazmě, ale i 

v mitochondriích. V mitochondriích dochází ke snížení koncentrace iontů vápníku, což je 

spojeno se zpětným  růstem koncentrace iontů sodíku a poklesu koncentrace iontů draslíku. 

Důležitý je co nejrychlejší návrat koncentrace iontů vápníku do standardních hodnot, na tom 

závisí schopnost buňky obnovit integritu membrány (Thandroyen et al. 1992).  

4.2.2. VLIV ISCHEMIE A REPERFUZE NA KONCENTRACI ATP 

 V prvních 25 minutách ischemie dochází k výraznému poklesu koncentrace ATP, až 

na 50 % fyziologické koncentrace. Tento pokles je doprovázen zvýšením koncentrace ADP a 

AMP. Na začátku ischemie je zvýšená koncentrace ADP, která po 20 minutách začíná klesat, 

koncentrace AMP se zvyšuje 25 min a poté zůstává na vysokých hodnotách. V důsledku 

velkého množství AMP dochází k velké ztrátě ATP a ADP. Membrány buněk myokardu jsou 

pro ně propustné a následně se dostávají do žilního splavu. V reperfuzi, následující krátkou 

ischemii, je většina AMP a ADP přeměněna opět na ATP, ale pokud ischemie trvala déle než 

25 minut, je jen malé množství fosforylováno zpět na ATP. Snížením koncentrace ATP se 

zvyšuje koncentrace nukleosidových prekurzorů, jako je adenosin, hypoxantin a inosin. Pro 

tyto metabolity je buněčná membrána myokardu permeabilní a proto jsou během reperfuze 

vymyty z ischemické tkáně do krevního řečiště. Ischemie způsobuje i snížení hladiny kreatin 

fosfátu (CP) a glykogenu. Hlavní metabolický produkt, jenž se akumuluje je laktát, spolu 

s cytosolickým NADH+H
+
. Zvyšující množství laktátu je zodpovědné za zpomalení anaerobní 

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

 Celkově ischemie snižuje množství ATP, CP a glykogenu, naopak laktátu může být až 

42x více. Reperfuze koncentrace ATP a CP částečně obnoví, koncentrace glykogenu zůstává 

stále nízká. Hladina laktátu je sice snížená, přesto je jeho koncentrace stále vyšší než ta 

fyziologická. Snížení, či úplná ztráta oxidativní produkce ATP a hromadění metabolických 

produktů, jenž nejsou následně oxidovány na CO2 a H2O nebo odstraněny z tkáně do krevního 

oběhu, spouští různé kaskády, způsobující metabolické a strukturní změny, vedoucí 

k ireverzibilnímu poškození tkáně (Neely and Grotyohann 1984).   
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4.3. ISCHEMIE, REPERFUZE A MITOCHONDRIE 

4.3.1. KOMPLEX I 

Mnoha studiemi bylo prokázáno, že k poškození dýchacího řetězce dochází především 

v komplexu I. V průběhu ischemie je aktivita komplexu I snížená o 25% a při následné 

reperfuzi dokonce o 48%. To, že poškozen je hlavně tento komplex, bylo dokázáno na 

základě studie Paradies et al. (2004). Pro správné fungování komplexu I je nezbytný 

kardiolipin. Je tedy možné, že pokud dojde k poškození kardiolipinu prostřednictvím ROS, 

může to mít za následek sníženou aktivitu komplexu. Snížené množství kardiolipinu by mohlo 

být způsobeno peroxidací, jelikož reaktivní formy kyslíku napadají dvojné vazby mastných 

kyselin. Bylo také zjištěno, že při ischemii dochází k úbytku kardiolipinu a to až o 50%. Po 

fúzi mitochondrií s liposomem obsahující exogenní kardiolipin nebo kardiolipin a 

fosfatidylethanolamin, dochází téměř k úplnému obnovení aktivity komplexu I (Paradies et 

al. 2004).         

4.3.2. KOMPLEX II a III 

Zdá se, že komplex II a III, jsou relativně rezistentní k ischemii a reperfuzi. U 

komplexu III dochází ke snížení aktivity daleko pomaleji než je tomu u komplexu I. Veitch et 

al. (1992) prokázali, že komplex III je citlivý k ischemickému poškození, ale k výraznějšímu 

snížení aktivity dochází až po 60 minutách. Nicméně při reperfuzi dochází k snížení už po 30 

minutách. Toto naznačuje, že komplex III je daleko citlivější k poškození, způsobené 

v průběhu reoxidace. Ischemie a reperfuze také ovlivňuje mitochondriální cytochromy. U 

komplexu III dochází ke značné ztrátě cytochromu b a c1 (Veitch et al. 1992). Aktivita 

komplexu III je v průběhu ischemie snížená o 22%, pokud následuje reperfuze, dochází ke 

snížení o 46%. Předpokládá se, že za snížení aktivity může opět kardiolipin a jeho peroxidace, 

jako u komplexu I (Petrosillo et al. 2003). Abe, Hayashi, and Terada (1999) zjistili, že 

pokud je srdce u myší vystaveno 20 minutové ischemii a reperfuzi dochází ke zhoršení 

aktivity i u komplexu II, která je způsobená ROS produkovanými myocyty.  

4.3.3. KOMPLEX IV 

Z práce Veitch et al. (1992) vyplývá, že pokud po 60 minutové ischemii následuje 

reperfuze, dochází ke snížení aktivity zhruba o 30%. V průběhu ischemie byla pozorována 

ztráta cytochromu c, který je zodpovědný za transport elektronů z komplexu III na komplex 

IV. Tím dochází i ke snížení toku elektronů přes komplex IV. To, že opravdu dochází ke 
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snížení množství cytochromu c, dokazuje, že se po I/R nacházel v srdečním perfuzátu. 

Součástí komplexu IV je také cytochrom aa3 (Solaini and Harris 2005). Z jedné studie 

vyplývá, že u tohoto cytochromu ke změně množství nedochází, ale přesto katalytická 

kapacita cytochrom c oxidázy je snížená o 25% a po reperfuzi až o 51%. V tomto případě se 

vědci domnívají, že omezená aktivita je na základě sníženého množství tohoto enzymatického 

komplexu ve vnitřní mitochondriální membráně. Účinnost komplexu záleží mimo jiné i na 

složení lipidů mitochondriální membrány. Za podmínek I/R bylo celkové množství 

fosfolipidů zredukováno o 30% a největší úbytek byl pozorován u  kardiolipinu (50%), jenž 

by mohl být důvodem snížené aktivity komplexu IV (Paradies et al. 1999). Jiný výzkum 

naznačuje, že by mohlo docházet ke zvýšení poměru oxidovaného aa3/ redukovaného aa3 

cytochromu. To by potvrzovalo domněnku, že je transport elektronů na komplex opravdu 

omezen (Solaini and Harris 2005).  

4.3.4. ATP SYNTÁZA 

Na jeden úder srdce jsou v průměru spotřebovaná 2% celkového buněčného ATP. 

Toto ATP je doplňováno syntézou, která je z 96% zajištěna mitochondriální FoF1-ATPázou. 

Za normálních podmínek ATP syntáza syntetizuje ATP, v průběhu ischemie ovšem dochází 

k narušení mitochondriálního elektrochemického gradientu, činnost APTázy je proto 

obrácená, spotřebovává ATP pro udržení H
+
 gradientu. Při nedostatku kyslíku, je hydrolýza 

ATP nezbytná, aby nedošlo ke kolapsu proton-motivní síly, která je za fyziologických 

podmínek produkovaná elektron-transportním řetězcem. Aby nedocházelo k vyčerpání ATP, 

musí dojít buď ke snížení protonové vodivosti mitochondriální membrány anebo k inhibici 

enzymu (St-Pierre, Brand, and Boutilier 2000). Odhaduje se, že 50-80% ATP (podle druhu) 

je spotřebováno během ischemie právě hydrolýzou. U živočichů s pomalou tepovou 

frekvencí, mezi něž můžeme řadit i člověka, je množství hydrolyzovaného ATP sníženo 

prostřednictvím IF1 proteinu. IF1 je reverzibilní nekompetitivní inhibitor. Váže se na F1 

subkomplex ATPázy, čímž zabraňuje hydrolýze ATP. Aby mohlo dojít k vazbě IF1 na FoF1-

ATPázu musí docházet k hydrolýze ATP v nepřítomnosti elektrochemického gradientu a 

ideální pH pro tento protein je 6,7. Což jsou podmínky vyskytující se v srdečních 

mitochondriích při ischemii (Grover et al. 2004; Green and Grover 2000).                 
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4.3.5. MITOCHONDRIÁLNÍ PÓR PŘECHODNÉ PROPUSTNOSTI  

V mitochondriích se nacházejí struktury, vytvářející velké póry ve vnitřní 

mitochondriální membráně, pokud se v matrix nachází vysoká koncentrace vápenatých iontů 

a Pi, při nízké koncentraci glukózy a ATP a při oxidačním stresu. Tato situace probíhá i 

v ischemickém srdci. Přechodná propustnost pórů (MPT) slouží k odstranění přebytečných 

vápenatých iontů. Podle některých autorů se MPT pór se skládá z porinu VDAC ve vnější 

mitochondriální membráně a z adenin-nukleotid translokázy (ANT), nacházející se ve vnitřní 

mitochondriální membráně. Součástí tohoto komplexu je i hexokináza, vázající se na VDAC a 

cyklofilin D (CyPD), ten se naopak váže na ANT (Crompton, Virji, and Ward 1998; 

Baines et al. 2003). Podle některých nálezů se však zdá, že MPTP mohl být tvořen z dimerů 

ATP syntázy, neboť bylo zjištěno, že cyklofilin D se váže na OSCP podjednotku ATP 

syntázy. Tuto představu podporuje zjištění, že CyPD se váže na stejné místo jako inhibitor 

ATPázy benzodiazepin 423, který inhibuje její aktivitu a zároveň podporuje tvorbu MPTP (V. 

Giorgio et al. 2013). Z jiné práce zase vyplývá, že MPTP je tvořen c podjednotkou Fo 

domény, protože při její absenci, došlo ke snížení aktivity pórů (Bonora et al. 2013). Po 

otevření MPT pórů dochází ke “swellingu” neboli bobtnání mitochondrií a následnému 

prasknutí vnější mitochondriální membrány, čímž se uvolní apoptogenní proteiny, mezi něž 

patří i cytochrom c. Na vnitřní mitochondriální membráně dochází ke kolapsu potenciálu, to 

má za následek přepnutí syntézy ATP na hydrolýzu. Snižuje se tedy koncentrace ATP. Aby 

buňka mohla opravit poškození způsobené hypoxií a oxidativním stresem, potřebuje k tomu 

velké množství ATP. Pokud buňka není schopna uzavřít tyto póry, může dojít až k její smrti 

(Halestrap et al. 1998; Baines et al. 2003). Z řady studií vyplývá, že k otevření MPT 

dochází až během reperfuze. Je velmi pravděpodobné, že k tomu samotná ischemie nestačí. 

Tato skutečnost je podpořena také faktem, že k buněčné smrti a k poruše kontraktility dochází 

také až po reperfuzi (Borutaite et al. 2003). Baines et al. (2003) prokázali, že v inhibici 

těchto pórů hraje důležitou roli protein kináza C. Tento protein je schopen interagovat 

s VDAC, následně ho fosforylovat a tím zabránit jeho otevření.  
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5. ZÁVĚR 

 Tato práce shrnuje doposud známé poznatky o reaktivních formách kyslíku, jejich 

vzniku a účincích. Po jejich objevení byla pozornost zaměřena především na jejich 

negativními účinky, ale postupem času se prokázalo, že v nízkých koncentracích jsou 

nezbytné pro život, účastní se různých signálních drah a podílejí se na regulaci 

transkripčních faktorů. Stále však převládají jejich negativní účinky, jelikož jsou 

pravděpodobně příčinou mnoha onemocnění. Organismy vyvinuly mechanismy, kterými 

jsou schopné přeměňovat ROS na méně reaktivní molekuly a tak se poškození důležitých 

informačních a strukturních buněčných biomolekul bránit. 

 Při ischemii a reperfuzi dochází ke zvýšení hladiny těchto volných radikálů, které 

poškozují mitochondrie a vedou k buněčné smrti. I/R způsobuje kyslíkový paradox, 

vedoucí ke zvýšené produkci ROS, zejména komplexem I. Hypoxie a následná reperfuze 

snižuje aktivitu jednotlivých komplexů v důsledku peroxidace kardiolipinu a ztrátou 

cytochromu c. Kromě toho dochází ke změnám v koncentracích řady iontů, ATP, laktátu a 

celé řady molekul. V poslední době je předmětem výzkumu tzv. ischemický 

preconditioning, chránící myokard a cévní endotel proti funkčnímu poškození, nekróze a 

snižuje velikost infarktu. Informace zjištěné v průběhu několika let, se stávají cennými i 

pro klinické využití.   
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