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2  Abstrakt 
Oxidační stres  je  způsobený nerovnováhou mezi produkcí reaktivních forem kyslíku 

(ROS) a buněčnými antioxidačními mechanismy. Nízká míra oxidačního stresu je pro buňku 

příznivá, ale vysoká míra oxidačního stresu může vést k poškození buněčných komponent a je 

spojována s rozvojem řady chronických onemocnění. Mitochondrie jsou hlavním zdrojem 

ROS  v buňce a často také prvním cílem, který je negativními účinky oxidačního stresu 

zasažen. Tato práce poskytuje přehled současných poznatků o vlivu oxidačního stresu  na 

mitochondriální DNA, mitochondriální membránový potenciál, morfologii mitochondrií a 

autofágii mitochondrií (mitofágii) u kvasinky Saccharomyces cerevisiae a savčích buněk, a to 

včetně metod pro detekci mitochondriálního membránového potenciálu, morfologických 

změn mitochondrií a mitofágie. Detailní porozumění roli mitochondrií za oxidačního stresu a 

dostupné a citlivé  metody  pro  detekci  jejich  změn mohou vést k vývoji terapeutických 

strategií pro léčbu nemocí spojených s oxidačním stresem, včetně neurodegenerativních 

chorob, srdečních onemocnění, diabetu a rakoviny. 

Klíčová slova: oxidační stres, mitochondrie, ROS, mitofágie, membránový potenciál 
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3  Abstract 
Oxidative  stress  is  caused  by  an  imbalance  between  the  production  of  reactive  oxygen 

species  (ROS)  and  the  cellular  antioxidant  mechanisms. A  low  level  of  oxidative  stress  is 

beneficial  for  the  cell,  but  at  higher  levels,  oxidative  stress  can  cause  damage  to  cellular 

components and is associated with the development of several chronic diseases. Mitochondria 

are the major source of ROS in the cell and often are the first target affected by the negative 

effects of oxidative stress. This work provides an overview of  the current knowledge on the 

effects  of  oxidative  stress  on  mitochondrial  DNA,  mitochondrial  membrane  potential, 

mitochondrial  morphology  and  mitochondrial  autophagy  (mitophagy)  in  the  yeast 

Saccharomyces  cerevisiae  and  mammalian  cells,  including  methods  to  detect  mitochondrial 

membrane  potential,  morphological  changes  in  mitochondria  and  mitophagy.  A  detailed 

understanding of the role of mitochondria under oxidative stress and accessible and sensitive 

methods to detect their changes may lead to the development of therapeutic strategies for the 

treatment of diseases associated with oxidative stress,  including neurodegenerative diseases, 

heart disease, diabetes and cancer. 

Key words: oxidative stress, mitochondria, ROS, mitophagy, membrane potential 
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4  Seznam zkratek 
Aβ  Amyloid beta 

CCCP  mChlorfenyl hydrazon 

CL  Kardiolipin (z angl. CardioLipin) 

DIC  Diferenciální interferenční kontrast 

DNP  2,4dinitrofenol 

eNOS  Endoteliální syntázy oxidu dusnatého 

FCCP  Karbonylkyanidptrifluormethoxyfenylhydrazon 

FRET  Försterův rezonančního přenosu energie (z angl. 

Förster Resonance Energy Transfer) 

GFP  Zelený fluorescenční protein (z angl. Green 

Fluorescent Protein) 

iNOS  Indukované syntázy oxidu dusnatého 

mtDNA  Mitochondriální DNA 

nNOS  Neuronální syntázy oxidu dusnatého 

NOS  Syntázy oxidu dusnatého (z angl. Nitric Oxide 

Synthases) 

OGG1  8oxoguanine glykosyláza 

R123  Rhodamin 123 

RNS  Reaktivní formy dusíku (z angl. Reactive 

Nitrogen Species) 

ROS  Reaktivní formy kyslíku (z angl. Reactive 

Oxygen species) 

SIM  Mikroskopie se strukturovaným osvětlením (z 

angl. Structured Illumination Microscopy)  

SOD  Superoxiddismutázy (z angl. SuperOxide 

Dismutaze) 

STED  Redukce fluorescence stimulovanou emisí (z 

angl. STimulated Emission Depletion) 

TMRE  Tetrametylrodamin etyl ester 

TMRM  Tetrametylrodamin 

TPP  Tetrafenylfosfonium 

VDAC1  Napěťově závislý aniontový kanál 1 (z angl. 

VoltageDependent Anionselective Channel 1) 

WT  Divoký typ (z angl. Wild Type) 
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5  Úvod 
Oxidační stres vzniká při nerovnováze, ve které „proces oxidace převažuje nad buněčnou 

antioxidační obranou kvůli poruše redoxní signalizace“  (*Ji  and Yeo,  2021)  a je způsoben 

především reaktivními formami kyslíku (ROS).  Mitochondrie  jsou hlavním zdrojem ROS 

v buňce a bývají jednou z prvních komponent buňky ovlivněnou ROS. Ovlivněny mohou být 

mitochondrie i celá buňka  a  to  positivně (tzv. eustres)  a  negativně (tzv. distres). Eustres 

zahrnuje především tzv. redoxní signalizaci, kde ROS modifikují různé proteiny a ovlivňují 

tak mnoho významných procesů v buňce. Naopak distres nastává při nekontrolovatelně 

zvýšené koncentraci ROS, která vede k poškození buněčných komponent a v některých 

případech až ke smrti buňky.  

Tato práce shrnuje dosavadní poznatky o efektu oxidačního stresu na mitochondrie, a to 

zejména na membránový potenciál mitochondrií, jejich morfologii a mitofágii u savčích 

buněk i u kvasinky Saccharomyces cerevisiae. Zároveň jsou popsány různé metody detekce 

těchto parametrů, které oxidační stres ovlivňuje.  

Zvýšená produkce ROS vede ke sníženému membránovému potenciálu mitochondrií, 

které jsou menší, fragmentované a často oválné. Nakonec jsou takové mitochondrie často 

degradovány mitofágií, aby se předešlo poškození buňky či dokonce její apoptóze. Proteiny 

účastnící se mitofágie jako např. Atg32 u kvasinek a Drp1 u savců jsou regulovány ROS a 

byla pozorována korelace mezi hladinou ROS a těchto proteinů. Přesný mechanismus 

signalizace je ovšem předmětem budoucího zkoumání.  

V posledních letech byly rozvinuty moderní, spolehlivé a uživatelsky přívětivé metody 

detekce morfologických změn mitochondrií využívající např. umělou  inteligenci  jako  je 

MitoMo, či MitoSegNet.  Dále jsou k dispozici  citlivé a rychlé metody využívající  lipofilní 

fluorescenční barviva jako např. TMRM, DiOC6(3) či R123 na detekci membránového 

potenciálu mitochondrií. Rovněž  pro větší spolehlivost měření membránového potenciálu 

mitochondrií mohou být využity např. fluorofory fungující na mechanismu FRET, či barvivo 

JC1, jež využívají poměr emisí dvou forem barviva. Pro detekci mitofágie u Saccharomyces 

cerevisiae jsou často využívány mitochondriální proteiny označené fluorescenčními proteiny 

např. GFP, mCherry či biosensor Rosella, který obsahuje dva fluorofory různě citlivé k pH a 

sekvenci pro přímou vazbu na mitochondrie. V savčích buňkách je často využívána např. 

mtKeima  nebo  kombinace několika proteinů a jejich reakce na pH v lysozomu spojená se 
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změnou emise světla. Rovněž  lze navrhnout celé transgenní organismy  s expresí 

fluorescenčních proteinů např. myš mitoQC a pozorovat mitofágii in vivo v celých tkáních.  

Dostupnost přesných a spolehlivých metod na detekci změn v mitochondriích napomáhá 

detailnímu porozumění mitochondriálních funkcí  za oxidačního stresu. To může pomoci k 

vytvoření terapeutických metod pro zmírnění, či dokonce vyléčení chorob s charakteristickým 

zvýšeným oxidačním stresem jako jsou např. neurodegenerativní onemocnění, srdeční 

choroby, diabetes či rakovina.   
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6  Oxidační stres 
Koncept oxidačního stresu1  jako „narušení rovnováhy mezi oxidanty a antioxidanty  ve 

prospěch oxidantů“ navrhl  německý lékař a vědec Helmut  Sies  (*Sies  1985).  Současná 

definice oxidačního stresu definuje oxidační stress na „stav, ve kterém proces oxidace 

převažuje nad buněčnou antioxidační obranou kvůli poruše redoxní signalizace“ (*Ji and Yeo, 

2021).  

Mezi oxidanty způsobující oxidační stres patří především reaktivní formy kyslíku (ROS) 

a reaktivní formy dusíku (RNS)  viz  kapitola  6.1.  Působení oxidačního stresu může být 

v závislosti na jeho efektu jak pozitivní (tzv. eustres), tak negativní (tzv. distres), viz obr. 1. 

 

Obr. 1: Pozitivní a negativní oxidační stres v závislosti na koncentraci ROS (zde koncentrace 

peroxidu vodíku). Za fyziologických podmínek je udržována stálá nízká hladina ROS. Mírně 

zvýšené  hladiny  ROS, především např. peroxidu vodíku,  mohou  positivně ovlivnit 
metabolismus buňky a její odpověď na stres. Při přibližně  5µM intracelulární koncentraci 
ROS již dochází k negativnímu oxidačnímu stresu a poškozování buněčných komponent (*Sies 
a Jones 2020, upraveno). 

 

 

1  V české odborné i vědeckopopulární literatuře se vyskytuje vedle  termínu  „oxidační stres“  také termín 

„oxidativní  stres“.  V této práci bude používán výhradně termín „oxidační stres“, protože se jedná o častěji 

užívaný termín (konzultováno v jazykové poradně Ústavu pro jazyk český AV ČR).  
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Pozitivní oxidační stres je klíčový pro signalizaci v buňkách nyní již specificky nazývané 

redoxní signalizaci.  Mezi hlavní molekuly v redoxní signalizaci patří např. peroxid vodíku, 

superoxidový anion, oxid dusnatý nebo peroxynitrit. Tyto molekuly mohou např. oxidací, 

nitrací, či nitrosylací reversibilně a  specificky  modifikovat aminokyseliny (např. cysteiny, 

tyrosiny či methioniny) proteinů a tím ovlivnit jejich funkci. Modifikované proteiny pak hrají 

roli  v proliferaci,  diferenciaci, migraci  nebo  angiogenezi. Dále oxidační stres napomáhá při 

imunitní odpovědi, kdy fagocyty používají ROS k likvidaci cizorodých částic a 

mikroorganismů (*Sies a Jones 2020) (*Preiser 2012). 

Naproti tomu negativní oxidační stres má vliv v mnoha patologiích jako např. 

neurodegenerativní onemocnění, rakovina, diabetes a další  (*Preiser  2012). Poškozuje 

proteiny, lipidy, DNA i RNA. Po oxidaci mohou proteiny např. ztratit svojí funkci (Machado 

et  al.,  1991). U lipidů pak dochází k tvorbě lipidových hydroperoxidů, jejichž hromadění 

v membráně může způsobit poškození až úmrtí buňky. Oxidace bází v RNA a DNA pak vede 

k mutacím (*Sies a Jones 2020). 

6.1  Reaktivní formy kyslíku a dusíku 
Reaktivní formy kyslíku a dusíku představují soubor radikálových (molekuly s jedním či 

více nepárovými elektrony) i neradikálových molekul viz tabulka 1. 

Reaktivní formy kyslíku  Reaktivní formy dusíku 

Radikály  Neradikálové formy  Radikály  Neradikálové formy 

Superoxidový (O2•−)  Peroxid vodíku (H2O2)  Oxid dusnatý (NO•)  Peroxynitrit (ONOO−) 

Hydroxylový (OH•)  Kyselina chlorná 

(HClO) 

Oxid dusičitý (NO2•)  Alkyl peroxynitrit 

(ROONO) 

Peroxylový (RO2•)  Ozón (O3)    Kyselina dusitá 

(HNO2) 

Alkoxylový (RO•)  Singletový kyslík (1O2)    Nitroxylový anion 

(NO−) 

Hydroperoxylový 

(HO2•) 

    Nitrylchlorid (NO2Cl) 

Tabulka 1: Rozdělení reaktivních forem kyslíku a dusíku. R značí alkylovou skupinu obsahující 

atomy uhlíku a vodíku a „•“ značí nepárový elektron (Dhawan, Veena. “Chapter 2 Reactive 

Oxygen and Nitrogen Species: General Considerations.” (2019), upraveno). 
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6.1.1  Zdroje reaktivních forem kyslíku 

Reaktivní formy kyslíku (ROS) mohou vznikat  exogenně působením vnějších faktorů 

nebo endogenně v buňkách. Mezi exogenní zdroje ROS patří např. příjem drog  a  toxických 

látek, život ve znečištěném prostředí,  intoxikace  těžkými kovy,  UV  záření  a  jiné ionizační 

záření a psychický stres  (*Sies a Jones 2020). Mezi hlavní endogenní zdroje ROS pak patří 

dýchací řetězec, oxidázy NADPH a xantinoxidoreduktázy.  

6.1.1.1  Dýchací řetězec 

Dýchací řetězec se nachází na  vnitřní mitochondriální membráně, kde vytváří 

protonový gradient, který je využíván na  produkci  energeticky bohaté molekuly ATP. 

Protonový gradient je vytvořen díky řadě transmembránových proteinů – komplexy I, II, III a 

IV, koenzymu Q a cytochromu c. 

Přijatý kyslík je z více jak 90 %  redukován komplexem  IV  na  vodu  přijetím čtyř 

elektronů bez vzniku ROS viz obr. 2.  Ale kyslík, který není takto redukován na vodu, je 

redukován postupnou  jednoelektronovou  redukcí  (viz  obr.  2)  za  vzniku  ROS  díky únikům 

elektronů z elektronového  transportního řetězce  (*Lushchak  2014).  Primárními zdroji ROS 

jsou komplex I, II a III a další mitochondriální enzymy viz obr. 3. 

 Obr.  2:  Molekulární kyslík lze redukovat přijetím čtyř elektronů a čtyř protonů na 

dvě molekuly vody. Alternativně, jednoelektronová redukce přemění kyslík na 

superoxidový radikál (O2•
), který přijetím dalšího elektronu a dvou protonů tvoří 

peroxid vodíku (H2O2). Redukcí peroxidu vodíku vzniká hydroxylový radikál (OH•), 

který přijetím dalšího elektronu a protonu vytváří molekulu vody (*Lushchak 2014). 
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Vzniklé ROS mohou uvolnit železo z proteinů obsahujících železosirné (FeS) klastry 

např. z komplexu  I,  II  a  III dýchacího řetězce anebo  z akonitázy, což je enzym Krebsova 

cyklu  (Sun  et  al.,  2018)  (Schoenfeld  et  al.,  2017).  Uvolněné železo se pak může účastnit 

Fentonovy  reakce, která  zahrnuje přeměnu peroxidu vodíku  v přítomnosti dvojmocného 

železa na velice reaktivní hydroxylový radikál  (Mello Filho, Hoffmann, a Meneghini 1984). 

Zjednodušené schéma Fentonovy reakce lze zapsat rovnicí:  

H2O2 + Fe2+ → OH• + OH− + Fe3+  

Jelikož je volné železo  pro buňku toxické,  vyskytuje  se  vázané v centrech různých 

proteinů (např. v hemoglobinu) nebo je uloženo v proteinu feritinu ve formě Fe3+ (Cook et al., 

1974). Zvýšená koncentrace železa vede k narušení regulace železnatých iontů a jejich účasti 

ve  Fentonově  reakci.  Peroxid vodíku  nebo superoxidový radikál  (Sun  et  al.,  2018)  může 

reagovat  i  s Fe3+  a vyvázat ho z ferritinu  za  vzniku  Fe2+. Vzniklý železnatý ion  se může 

účastnit další Fentonovy  reakce  (Wu  et  al.,  1996).  Dochází tak ke  koloběhu  a  produkci 

hydroxylových radikálů, které mohou být pro buňku fatální.  

Obr. 3 Místa v mitochondrii, která produkují ROS. Na vnitřní mitochondriální 

membráně (IMM) se nachází dýchací řetězec. NADH a FADH2  jsou  produkty 
Krebsova cyklu, jež poskytují  své elektrony na tvorbu protonového gradientu. 

Protonový gradient využívá ATP syntáza (komplex V) na tvorbu ATP. Tvorba 

ROS se kromě komplexů I, II a III odehrává i na glycerol3fosfát 

dehydrogenáze (GDPH) a dihydroorotát dehydrogenáze (DHODH) na vnitřní 

membráně a monoamin oxidáze (MAO)  na vnější mitochondriální membráně 

(OMM) (*Purohit, Simeone, a Lyssiotis 2019). 
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6.1.1.2  Oxidázy NADPH 

Oxidázy NADPH jsou transmembránové enzymy, které transportují elektrony přes 

plazmatickou  membránu za redukce kyslíku a tvorby ROS  (superoxidového radikálu nebo 

peroxidu vodíku). Například savčí oxidázy NOX jsou klíčové při oxidačním vzplanutí u 

fagocytů a ovlivňují např. aktivitu fosfatáz, kináz a vápníkových kanálů (*Vermot  et  al., 

2021) a oxidázy DUOX jsou nepostradatelné pro biosyntézu hormonů štítné žlázy (Moreno et 

al.,  2002). U jednoduchého eukaryotického organismu kvasinky Saccharomyces  cerevisiae 

byla rovněž popsána oxidáza NADPH Yno1p, která tvoří až 20% celkové produkce ROS a 

podílí se na regulaci organizace aktinového cytoskeletu (Rinnerthaler et al., 2012). 

6.1.1.3  Xantin oxidoreduktáza 

Xantin oxidoreduktáza je enzym, který se účastní katabolismu purinových nukleotidů 

a  může  produkovat superoxidový radikál a peroxid vodíku. ROS vzniklé produkcí xantin 

oxidoreduktázy zprostředkovávají např. adhezi neutrofilů v rámci imunitní reakce (*Chung et 

al., 1997).  

Dále za hypoxie v přítomnosti nitritu mohou xantin oxidoreduktázy produkovat i oxid 

dusnatý (Godber et al., 2000) a peroxynitrit (Godber et al., 2000), přičemž peroxynitrit bývá 

vychytáván kyselinou močovou, která  je  také produktem xantin oxidoreduktáz  (Squadrito et 

al., 2000). 

6.1.2  Zdroje reaktivních forem dusíku 

6.1.2.1  Syntázy oxidu dusnatého  

Syntázy oxidu dusnatého (NOS)  produkují oxid dusnatý při metabolismu 

aminokyseliny  Largininu.  Existují tři formy –  nNOS (neuronální), eNOS (endoteliální) a 

iNOS (indukované) viz tabulka 2.  

  nNOS  eNOS  iNOS 

Lokalizace  Neurony  Endotel (cévy)  Makrofágy a buňky 

hladké svaloviny 

Využití oxidu 

dusnatého 

Komunikace mezi 

buňkami 

Regulace krevního 

tlaku 

Obranné reakce – 

cytotoxicita 

Tabulka 2: Syntázy oxidu dusnatého (*Forstermann a Sessa 2012). 

Oxid dusnatý produkovaný NOS má ovšem mnoho dalších funkcí. Reguluje i 

transkripci  a  translaci  a může vytvářet posttranslační modifikace proteinů. Zároveň může 
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reagovat  se superoxidovým radikálem za vzniku daleko silnějšího oxidantu peroxynitritu 

(*Forstermann a Sessa 2012). 

7  Obranné mechanismy proti oxidačnímu stresu 
Jako obrana proti nadměrnému oxidačnímu stresu slouží  antioxidační  mechanismy,  jež 

dokáží zneškodnit ROS  a  RNS.  Tyto obranné mechanismy lze  rozdělit na enzymatické a 

neenzymatické a vyskytují se jak v buňce, tak mimo ni (*Birben et al., 2012). 

7.1  Enzymatické obranné mechanismy 
Enzymatické obranné mechanismy zahrnují především superoxiddismutázy, katalázy a 

glutathion peroxidázy. 

Superoxiddismutázy (SOD)  katalyzují  přeměnu  superoxidového radikálu  na  peroxid 

vodíku (McCord a Fridovich 1969): 

(O2•
−) + (O2•

−) + 2H+ → O2 + H2O2 

Vyskytují se ve všech aerobních organismech a podle kovového kofaktoru, který vážou se dělí 

na Cu/Zn, Fe, Mn a Ni SOD, přičemž typ vázající mangan (Mn) se nachází v mitochondriích 

(*Jomova et al., 2024). 

Katalázy a glutathion peroxidázy jsou enzymy, které se podílejí  na vychytávání 

peroxidu vodíku (vzniklého např. aktivitou  SOD)  a jeho rozkladu na kyslík a vodu. 

Glutathion peroxidáza chrání membrány a lipidy  za použití glutathionu  což je silný 

antioxidant, jenž redukuje ROS (*Jomova et al., 2024). 

Za zmínku stojí i enzym thioredoxin  peroxidáza V, jež dokáže redukovat peroxynitrit 

(Dubuisson et al., 2004). 

7.2  Neenzymatické obranné mechanismy 
Neenzymatické antioxidanty zahrnují molekuly, jež si naše tělo dokáže syntetizovat 

samo jako je glutathion, ubiquinol a kyselina močová. Patří sem i ty, jež si neumíme vytvořit a 

musí být přijaty v potravě jako je např. vitamin  C,  vitamin E a βkaroten  (*Birben  et  al., 

2012). 

Ačkoliv je příjem  antioxidantů ve stravě důležitý  a mohou sloužit k prevenci před 

jistými onemocněními (Boushehri et  al.,,  2011), jejich nadměrný příjem, např. ve formě 
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suplementů, může mít i negativní dopady vyplývající z porušení rovnováhy mezi oxidanty a 

antioxidanty (Zhang et al., 2021). 

8  Efekt oxidačního stresu na mitochondrie 
Mitochondrie jsou esenciální  semiautonomní  organely  v eukaryotických buňkách. 

Produkují většinu energie pro buňku ve formě ATP pomocí svého dýchacího řetězce viz 

kapitola 6.1. Kromě tvorby ATP se v nich odehrává i Krebsův cyklus, betaoxidace mastných 

kyselin, syntéza FeS klastrů a hrají klíčovou roli v regulaci buněčné smrti.  Jelikož jsou 

mitochondrie producentem ROS bývají i první částí buňky, jež je zasažena jejich negativními 

účinky.  

8.1  Efekt oxidačního stresu na mitochondriální DNA 
Mitochondriální DNA (mtDNA) je uzavřená kruhová  molekula  bez  histonů  upevněna 

k vnitřní mitochondriální membráně.  Lidská mtDNA kóduje 2 ribozomální RNA, 22 

transferových RNA a 13 proteinů dýchacího řetězce,  jelikož velká část genů byla v průběhu 

evoluce přemístěna do jádra  (*De Giorgi a Saccone 1989). Kvůli absenci ochranné vrstvy a 

blízkosti dýchacího řetězce je mtDNA velmi náchylná na poškození oxidací ROS (Yakes  a 

Van Houten 1997). Mitochondrie proto obsahují opravné mechanismy pro opravu poškození 

ROS, jako je např. enzym  8oxoguanine glykosyláza  (viz  kapitola  8.1.1), která  odstraní 

modifikovanou bázi (Takao et al., 1998). Počet oxidovaných bází v mtDNA je i přesto 16krát 

větší než v jádře (Richter, Park, a Ames 1988). 

V mtDNA zároveň dochází častěji  ke zlomům, které mohou vést  až k degradaci 

mtDNA (Shokolenko et al., 2009). Tvorba zlomů a následná degradace mtDNA ovšem může 

sloužit jako ochrana před nadměrnou akumulací mutací způsobených ROS viz kapitola 8.1.1.  

8.1.1  Báze modifikované reaktivními formami kyslíku 

Při reakci ROS s bázemi dochází k jejich  modifikaci  viz  obr.  4. Mezi nejběžnější 

produkt oxidace bází patří 8oxo7,8dihydroguanine,  jenž vzniká oxidací hydroxylovým 

radikálem.  
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Obr.  4:  Příklady modifikovaných bází v mtDNA.  Malondialdehyd  a  akrolein  vznikají při 

reakci hydroxylového radikálu nebo peroxynitritu s nukleotidy a  lipidy. Výsledný M1dG pak 
byl detekován ve zvýšené koncentraci u osob vystavených karcinogenním látkám, jako je 

azbest (Bonassi et al., 2017). Většina těchto modifikací může sloužit jako marker oxidačního 

stresu (*Huang, Chen, a Zhang 2020, upraveno). 

Běžná mutagenní modifikace guaninu je 8oxo7,8dihydroguanin  (8oxoGua),  který 

ovlivňuje i čtení sousedních pyrimidinů polymerázou (Kuchino et al., 1987). Koncentrace 8

oxoGua v mtDNA se zvyšuje s věkem (Fraga et al., 1990). Enzym 8oxoguanine glykosyláza 

(OGG1) je zodpovědný za odstranění této modifikované báze a nízká aktivita OGG1 v 

mitochondriích byla zaznamenána u plicních (Karahalil, Bohr, a SouzaPinto  2015)  a 

prostatických nádorů (Trzeciak 2004). Kromě 8oxoGua, odstraňuje OGG1 i oxidované báze 

FapyGua a FapyAde, které se hromadí v nepřítomnosti tohoto enzymu (Hu et al., 2005). 

8.2  Efekt oxidačního stresu na morfologii mitochondrií 
Morfologie mitochondrií  může významně ovlivnit  jejich  funkci. Za fyziologických 

podmínek mitochondrie často tvoří jednu souvislou mitochondriální síť, spíše než osamocené 

mitochondrie.  Mitochondriální síť  se nachází především u metabolicky  a  energeticky 

aktivních buněk jako jsou kardiomyocyty, jelikož umožňuje efektivnější promíchání obsahu a 

zvýšení respirační aktivity (Amchenkova et al., 1988). Osamocené mitochondrie pak mohou 

vznikat fragmentací z mitochondriální sítě. Výsledná morfologie mitochondrií je tak závislá 

na dvou důležitých mechanismech: štěpení a fúzi. 
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Štěpení a fúze jsou důležité mechanismy určující tvar, velikost a počet mitochondrií viz 

obr.  5.  Štěpení zprostředkovává protein Drp1 (Dnm1p u kvasinek) a fúzi zprostředkovávají 

proteiny Mfn1, Mfn2 a Opa1. Proteiny Mfn1 a Mfn 2 se nachází na vnější mitochondriální 

membráně, kterou fúzují s další mitochondriální membránou při kontaktu s jejími fúzními 

proteiny (Santel a Fuller 2001), k fúzi vnitřních membrán pak slouží Opa1 (Meeusen et al., 

2006).  Protein  Drp1  se  vyskytuje  v cytosolu  a  je  vázán proteinem hFis1 na vnější 

mitochondriální membránu k zaškrcení a odštěpení mitochondrie. Lokalizace štěpení může 

být určena endoplazmatickým retikulem a jeho blízkostí k mitochondrii  (Friedman  et  al., 

2011). Proteiny štěpení a fúze se neúčastní pouze tohoto procesu, např. Opa1 se podílí na 

úpravě záhybů (tzv. cristae) na vnitřní mitochondriální membráně (Frezza et al., 2006). 

 

Oxidační stres velmi ovlivňuje  mitochondriální morfologii.  V buňkách HeLa a  u 

fibroblastů bylo  detekováno  zvýšené štěpení mitochondriální sítě a  shromažďování 

mitochondrií poblíž jádra  po přidání peroxidu vodíku a inhibitorů dýchacího řetězce 

(Pletjushkina  et  al.,  2006).  Štěpení mitochondrií by  mohlo  sloužit k odstranění defektních 

mitochondrií, jež se štěpí, dokud nevytvoří fragmenty dost malé na to, aby byly degradovány 

mitofágií viz kapitola 8.4 (Pletjushkina et al., 2006). Pozitivní účinek této degradace potvrzují 

i  experimenty  s mitochondriemi  bez  Drp1, bez kterého dojde k vytvoření velkých 

mitochondrií, které akumulují ROS (Kageyama et al., 2012). 

Obr.  5: Mitochondriální štěpení a 

fúze. Kardiolipin (CL) je 

fosfolipid, který interaguje s Opa1 
při fúzi mitochondrií.  Mfn  je 
souhrnné označení pro fúzní 

proteiny Mfn1 a Mfn2 (*Kameoka 
et al., 2018, upraveno). 
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Vliv  peroxidu vodíku  byl ukázán také  u myoblastů. Zde došlo postupně ke snížení 

membránového potenciálu (viz kapitola 8.3), snížení příjmu kyslíku až konečně k fragmentaci 

mitochondrií viz obr. 6.  

 

Další možností, jak indukovat oxidační stres je  vysoce účinný –  nízko výkonný laser 

HFLP. Tato metoda je vysoce specifická a umožňuje tak tvorbu ROS přímo v mitochondriích 

bez ovlivnění jiných funkcí buňky. Vytvořené mitochondriální ROS  indukovaly  štěpení 

mitochondrií díky inhibici fúze a navýšené expresi proteinu Drp1 (Wu et al., 2011).  

Vytvoření podmínek hyperglykémie může také vyvolat oxidační stres  a morfologické 

změny mitochondrií např. u krysích myoblastů a buněk jater. Vysoká hladina glukózy vede k 

fragmentaci  a tvorbě malých a krátkých mitochondrií již během 15 minut  po  inkubaci  a 

současně k vysoké produkci ROS. Dále fragmentace mitochondrií vede ke zvýšené respiraci, 

zvýšení membránového potenciálu a zvýšené produkci ROS. Fragmentace  je  zde, spíše než 

produktem, producentem ROS (Yu, Robotham, a Yoon 2006).  

Dále např. stárnutím buněk hnědé tukové tkáně myši dochází ke zvýšené produkci ROS 

a fragmentaci mitochondriálních krist. Stárnutí vede i ke snížené hustotě, rozloze a velikosti 

krist, zatímco mitochondrie se zvětšují. Díky deformovaným kristám mají mitochondrie 

problémy s tvorbou ATP a dochází k vyšší produkci ROS v dýchacím řetězci. Mitochondrie se 

pravděpodobně zvětšují, aby kompenzovali nedostatečnou funkci krist, jejichž morfologie 

byla poškozena (Crabtree et al., 2024). 

Kvasinkové buňky  podléhají oxidačnímu stresu podobným způsobem  jako savčí. 

Zajímavý je rozdíl mezi třemi kulturami: kontrolní, s peroxidem vodíku a stárnoucí viz obr. 7 

Obr.  6:  Mitochondrie  myoblastů po 

působení oxidačního stresu. 
Mitochondrie jsou značeny červeně, 

protein Drp1 zeleně.  Kontrola  vlevo 
má dlouhé vláknité mitochondrie, které 

tvoří síť. Mitochondrie vpravo  po  5 
hodinách s 300µM peroxidem vodíku 
jsou fragmentované, malé a 

zakulacené.  Bíle šrafovaný obdélník 

označuje zvětšenou oblast níže (Výřez) 
Měřítko:10µm  (Iqbal  a  Hood  2014, 
upraveno). 
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(*Breitenbach  et  al.,  2014).  Kontrolní kultura s mladými buňkami má složitou  zdravou 

mitochondriální sítí.  V mladé kultuře,  do které byl přidán peroxid vodíku, dochází 

ke zmenšení a zakulacení mitochondrií  vlivem oxidačního stresu  (Chelius  et  al.,  2023). 

Oxidační stres je vysoký i u stárnoucích buněk, takže zde jsou mitochondrie také malé a 

kulaté (Volejníková et al., 2013) (Jakubowski, Biliński, a Bartosz 2000). Mitochondrie buněk 

s peroxidem vodíku se ale mohou vrátit do původního stavu mitochondriální sítě po ukončení 

oxidačního stresu. 

 

8.3  Efekt oxidačního stresu na membránový potenciál mitochondrií 
Mitochondriální membránový potenciál (ΔΨ)  je elektrochemický gradient  na  vnitřní 

mitochondriální membráně.  Vytváří ho protonový gradient, jenž  je generován proteiny 

dýchacího řetězce,  jež pumpují protony do mezimembránového prostoru. Membránový 

potenciál pak  stojí za vznikem ATP. Je proto důležité udržet jeho hodnotu na optimální 

hladině.  

Mitochondrie  s nízkým membránovým potenciálem mají nedostatečnou produkci ATP, 

tím pádem ztrácejí význam  pro buňku, jakožto producenti energie. Nízký membránový 

potenciál vede dokonce  k příliš malé produkci ROS. Dochází tak k narušení  redoxní 

signalizace  (viz  kapitola  6), což je pro buňku skoro stejně nebezpečné jako oxidační stres 

Obr.  7:  Kvasinkové mitochondrie 

v mladých buňkách po působení 

oxidačního stresu a ve starých buňkách 
(zvětšení: 60x).  Mitochondrie značené 

fluorescenčním proteinem GFP.  WT 
označuje buňky kontrolní. Viditelný je 

rozdíl ve fragmentaci mitochondriální sítě 
(*Breitenbach et al., 2014, upraveno). 
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(Rajasekaran  et  al.,  2007). Takovéto mitochondrie  podléhají degradaci procesem zvaným 

mitofágie viz kapitola 8.4 (Jin et al., 2010).  Membránový potenciál tak může být definujícím 

faktorem pro výběr defektních mitochondrií určených k mitofágii.  

Za určitých podmínek dochází místo k mitofágii přímo ke smrti buněk s nízkým 

membránovým potenciálem např. u PC12 buněk. Nízký membránový potenciál je zde 

způsoben ROS, jejichž produkce je způsobena interakcemi volných kovových iontů (např. 

volného železa, či mědi) s peptidy  Aβ (Amyloid beta)  (*Cheignon  et  al.,  2018), jež jsou 

charakteristické pro Alzheimerovu chorobu. Jednou z příčin Alzheimerovy choroby je právě 

zvýšená úmrtnost neuronů, která může souviset s nízkou hladinou membránového potenciálu 

mitochondrií (Zhang et al., 2022). 

Mitochondrie  s příliš vysokým membránovým potenciálem  mají zvýšenou  produkci 

ROS, jež mohou být pro buňku nebezpečné. Například zvýšení membránového potenciálu u 

buněk krysího srdce vedlo k produkci  peroxidu vodíku (Korshunov,  Skulachev,  a  Starkov 

1997).  Vysoký membránový potenciál a  s ním spojená i zvýšená produkce ROS, je 

nebezpečný pouze pokud trvá déle  (Gergely  et  al.,  2002). Tvorba ROS je tedy závislá na 

membránovém potenciálu mitochondrií.  

ROS  ovšem  mohou ovlivnit stabilitu membránového potenciálu  tím,  že depolarizují 

membránu (Slodzinski, Aon, a O’Rourke 2008).  U  kardiomyocytů morčete  dochází při 

zvýšené produkci ROS a vyčerpání glutathionu (viz kapitola 7) k depolarizaci mitochondriální 

membrány, což může vést až k otevření mitochondriálního póru přechodné propustnosti.  

Tento  pór se otvírá pouze při stimulaci  např. oxidačním  stresem  a  vede  ke  kolapsu 

membránového potenciálu mitochondrií a vypuštění apoptických faktorů do cytoplazmy 

(Slodzinski, Aon, a O’Rourke 2008). Apoptické faktory, jako je cytochrom c, pak indukují 

signalizaci vedoucí ke smrti buňky. Otevřený pór zároveň umožní vypuštění dalších ROS do 

cytoplazmy a tím stimulaci produkce ROS okolními mitochondriemi (Zorov et al., 2000). 

8.4  Efekt oxidačního stresu na autofágii mitochondrií 
Autofágie mitochondrií tzv. mitofágie slouží k degradaci  těchto organel  v buňce. 

Zahrnuje obalení organely dvojitou membránou a tvorbu tzv. autofagozómu, který následně 

fúzuje s lysozomem nebo s vakuolou v případě kvasinky Saccharomyces cerevisiae a organela 

je  degradována. Mitochondrie bývají většinou degradovány kvůli jejich poškození, či 

nepotřebnosti. (Frank et al., 2012).  
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Membránový potenciál je  jeden  z  faktorů  ovlivňujících  mitofágii. Příliš nízký 

membránový potenciál zvyšuje pravděpodobnost degradace mitochondrie  kvůli její 

dysfunkčnosti  (Jin  et  al.,  2010).  U savčích buněk např. světelným ozařováním došlo 

k depolarizaci mitochondriální membrány a indukci  mitofágie, zatímco ostatní organely 

zůstaly neovlivněny (Kim  a  Lemasters  2011). Buňka mitofágií rovněž eliminuje  i 

mitochondrie s příliš mutovanou mtDNA (Suen et al., 2010).  

V mitofágii hrají důležitou roli procesy štěpení a fúze mitochondrií viz kapitola 8.2. 

Štěpení mitochondrií odděluje zdravé a dysfunkční mitochondrie, které  následně podléhají 

mitofágii. Úlohu štěpení v mitofágii ukazuje  např.  nízká  exprese  proteinu  Drp1, při které 

dochází k zvýšené resistenci mitochondrií k ROS, jež následně vede k inhibici mitofágie (Mai 

et  al.,  2010).  Významnou roli v mitofágii  dysfunkčních mitochondrií, které mají nízký 

mitochondriální membránový potenciál mají proteiny  Parkin  a  PINK1.  V odklízení 

nadbytečných mitochondrií např. za hypoxie se zase uplatňuje protein FUNDC1 (Chen et al., 

2024). Pro mitofágii u kvasinek je klíčový protein Atg32 viz kapitola 8.4.1. 

8.4.1  Efekt oxidačního stresu na mitofágii u kvasinek 

V Saccharomyces cerevisiae receptorový protein Atg32 interaguje s proteinem Atg11 a 

indukuje mitofágii. Za standartních podmínek nemá ztráta proteinu Atg32 na mitofágii velký 

vliv  (Okamoto,  KondoOkamoto,  a  Ohsumi  2009).  Ale  za  stresových  podmínek, např. při 

nízké hladině glukózy dochází k ovlivnění životaschopnosti kvasinek bez Atg32. Tyto buňky 

mají kratší délku života a mají  fragmentované  mitochondrie  s nízkým membránovým 

potenciálem, nízkou spotřebou kyslíku a zvýšenou produkcí ROS.  ROS zde poškozují 

proteiny a lipidy až nakonec dochází i k vypouštění cytochromu c z mitochondrií, což 

indukuje apoptózu (Richard et al., 2013).  

Při přidání ethanolu, jenž indukuje produkci ROS a mitofágii, k buňkám bez Atg32 a 

Atg11 došlo k narušení stability mitochondriální membrány a mitochondriálního 

membránového potenciálu  (Jing  et  al.,  2020). Dále u  buněk  bez  Atg32  nebo  Atg11  za 

nedostatečného zdroje dusíku dochází k inhibici mitofágie defektních mitochondrií. Tyto 

defektní mitochondrie následně produkují nadměrné množství ROS, což vede k oxidačnímu 

stresu a poškození mtDNA (Kurihara et al., 2012). Mitofágie zde tedy slouží jako prevence 

před oxidačním stresem dysfunkčními mitochondriemi.  
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Samotná exprese Atg32 a Atg11 pak může být ovlivněna hladinou ROS. Kvasinky v 

přítomnosti ethanolu, který dokáže indukovat mitofágii, mají zvýšené hladiny peroxidu 

vodíku a superoxidového radikálu, což vede k navýšení exprese Atg32 a Atg11. Přidáním 

antioxidantů se sníží hladina ROS a exprese Atg32 a Atg11 a dochází k utlumení mitofágie. 

Zároveň přidáním blokátorů antioxidačních enzymů dochází ke zvýšení hladiny ROS a 

nadměrné expresi Atg32 a Atg11, a tím pádem ke zvýšené hladině mitofágie. ROS tedy 

ovlivňují mitofágii kontrolou exprese Atg32 a Atg11 (Jing et al., 2020). 

Zajímavý způsob indukce oxidačního stresu je použití trichothecenových mykotoxinů, 

jež se vyskytují v obilovinách jako je oves, či proso. Trichothecen přímo napadá mitochondrie 

a způsobuje tak zvýšení produkce ROS. Mutantní buňky bez proteinu Atg32 měli sníženou 

životaschopnost a hromadily se v nich ROS. Buňky tak pomocí mitofágie pravděpodobně 

odstraňovaly trichothecenem poškozené mitochondrie, aby zabránily nadměrné produkci ROS 

(BinUmer et al., 2014).  

8.4.2  Efekt oxidačního stresu na mitofágii u savčích buněk 

V savčích buňkách vede mírně zvýšená  hladina  ROS  (např.  po  přidání peroxidu 

vodíku) k mitofágii pomocí proteinu Drp1 a slouží k odstranění dysfunkčních mitochondrií. 

Naopak  hladovění způsobuje vysoce zvýšenou  hladinu  ROS  a  zvýšenou fúzi  mitochondrií. 

Fúze chrání před mitofágií a pomáhá udržet produkci ATP. U hladovějících buněk  tedy byla 

mitofágie pomocí Drp1 nízká. U buněk bez Drp1 pak dokonce nedochází k mitofágii vůbec 

ani vlivem mírného oxidačního stresu peroxidem vodíku nebo vysokého oxidačního stresu při 

hladovění (Frank et al., 2012). 

Dále mitofágie poškozených mitochondrií se sníženým membránovým potenciálem, 

jež je závislá na proteinech PINK1 a Parkin,  je  iniciována  ROS. Po přidání ionoforu,  jenž 

indukuje tvorbu pórů v membráně mitochondrií a její následnou depolarizaci, dochází rovněž 

k uvolnění velkého množství ROS. Po přidání antioxidantu, jenž vychytává ROS, došlo 

k výraznému snížení mitofágie závislé na  PINK1  a  Parkin  proteinech.  Podobně k indukci 

mitofágie přispěla vyšší koncentrace ROS v buňce vyvolaná nadprodukcí napěťově závislého 

aniontového kanálu 1 (VDAC1) (Xiao et al., 2017). 

Důležitost ROS v regulaci mitofágie ukazuje  také  indukce mitofágie kadmiem 

v myším mozku. Kadmium je toxický kov, jenž způsobuje vyšší produkci ROS a mitofágii.  

Přidáním antioxidantů došlo k repolarizaci membránového potenciálu, obnovení původního 
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množství mitochondrií, snížení hodnot PINK1 a snížení asociace  proteinu  Parkin 

s mitochondriemi. Ale při přidání inhibitoru pro mitofágii nedošlo ke snížení koncentrace 

ROS, což naznačuje, že ROS indukují  mitofágii pomocí PINK1 a Parkin díky  snížení 

membránového potenciálu (např. pomocí otevření mitochondriálního póru přechodné 

propustnosti) a změnám v koncentracích proteinů PINK1 a Parkin (Wei et al., 2015). 

Produkce ROS v mitochondriích může být indukována např. pomocí proteinu mtKR (z 

angl.  Mitochondrial  Killer  Red).  Při ozáření laserem protein mtKR produkuje ROS. Krátce 

zvýšená koncentrace ROS od  proteinu  mtKR  napodobuje  signalizaci. Vzniklé ROS snižují 

membránový  potenciál a následně aktivují  mitofágii přes PINK1 a Parkin. Zároveň  je 

zajímavé, že dlouhé mitochondrie jsou více rezistentní vůči mitofágii díky zvýšené odolnosti 

na poškození způsobené ROS (Wang  et  al.,  2012).  ROS  se  tedy u savců dají považovat za 

signální molekuly, jež indukují mitofágii  přes procesy jako je např. změna morfologie či 

změna membránového potenciálu mitochondrií. 

9  Metody pro kvantifikaci morfologických změn mitochondrií 
Pro kvantifikaci morfologických změn je nejdříve nutné pořídit obrázky či videa 

mitochondrií mikroskopem. Nejčastěji se k tomuto účelu používají fluorescenčně označené 

mitochondrie  zaznamenané standartním  fluorescenčním  mikroskopem se širokým zorným 

polem nebo konfokálním mikroskopem pro získání 3D obrázků (Yin a Shen 2022). K detekci 

mitochondrií je možné také použít pokročilé mikroskopické techniky umožňující 

superrezoluční zobrazení jako např. STED nebo SIM, které jsou ale časově a finančně 

nákladné (Yang et al., 2020).  

Mitochondrie se často značí fluorescenčními proteiny jako je např. zelený fluorescenční 

protein GFP nebo fluorescenčními barvivy jako je např. JC1 a TMRM viz kapitola 10. Byla 

vytvořena i nová fluorescenční barviva jako je např. MitoESq635, jež je odolnější vůči 

fotonům a účinněji se váže k mitochondriím. MitoESq645 byl použit např. pro pozorování 

mitochondriálních krist při procesech štěpení a fúze. K detekci byla použita superrozlišovací 

STED mikroskopie, což umožnilo rozlišení ~35 nm na rozdíl od standartní fluorescenční 

mikroskopie, jež má rozlišení ~300 nm (Yang et al., 2020). 

K analýze získaných obrázků fluorescenčně značených mitochondrií se pak používají 

různé softwary např.  McClatchey a kolegové vytvořili software, který dokáže změřit délku, 

šířku, prostorové rozmístění a umístění mitochondrií ve fixovaných buňkách, jejichž obrázky 
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byly získány konfokálním mikroskopem  (McClatchey  et  al.,  2016).  Správnost výsledků 

softwaru byla potvrzena i subjektivním pozorováním a porovnáním s výsledky jiných studií. 

Zde vyvinutý software je velice citlivý a poskytuje obecné výsledky (např. průměrná délka či 

šířka), které lze měřit i pomocí jiných technik. Zároveň umožňuje analýzu většího množství 

vzorků a může být použit i na živé buňky a jiné organely jako např. Golgiho aparát nebo 

endoplazmatické retikulum (McClatchey et al., 2016). 

Další možností kvantifikace morfologických změn mitochondrií je např. využití veřejně 

dostupného softwaru ImageJ/Fiji, který obsahuje řadu nástrojů pro analýzu obrazu. Ten byl 

použit na mitochondrie neuronů, jež byly označeny fluorescenčním barvivem MitoTrackerem 

a protilátkami. Překryv obou barev sloužil k detekci mitochondrií, jež byly segmentovány 

(odlišení mitochondrií od pozadí) a následně analyzovány v ImageJ/Fiji. Byly určeny čtyři 

hlavní parametry mitochondrií – počet, velikost, tvar a parametr popisující mitochondriální síť 

(tzv.  „interconnectivity“), které byly využity k důkladnému posouzení mitochondriální 

morfologie. Pomocí tohoto přístupu byly detekovány významné rozdíly mezi mitochondriemi 

v těle neuronu a v jeho výběžcích. (Wiemerslage a Lee 2016). 

Dále byl např. vytvořen software MitoMo, který  jako vstupní data používá obrázky a 

videa. Pomocí umělé inteligence pak umí popsat morfologický typ mitochondrií (kulaté, 

vláknité a nafouklé), jejich texturu a pohyb a umí je analyzovat jak jednotlivě, tak i jako celek 

v rámci buňky. Díky porovnávání vzorků se zdravými buňkami dokáže detekovat i jinak 

nedetekovatelné změny v morfologii a pohybu. Zároveň dokáže rozlišit buněčné typy pomocí 

textury mitochondriální sítě např. odlišit primární lidské plicní fribroblasty (hPF) od buněk 

lidské plicní nádorové linie (A549).  MitoMo může být použit na jakýkoliv buněčný typ 

s jakýmkoliv barvivem cíleným na mitochondrie,  lze ho dokonce používat bez znalostí 

v programování a může být aplikován i na jiné organely např. lysozomy (Zahedi et al., 2018). 

Další často používaný software je např. MitoSegNet, který využívá umělou inteligenci 

(tzv. hluboké učení  využívající složitou vícevrstevnou neuronovou síť)  k detekci 

morfologických změn mitochondrií, např. u C. elegans nebo buněk HeLa. Jeho výhodou je, že 

byl vyvinutý pro zpracování 2D obrazů  a umožňuje velice přesnou segmentaci obrazu. 

Součástí MitoSegNet je rovněž program, který umožňuje kvantifikaci morfologických 

parametrů jako je např. plocha, obvod, poměr stran a další (Fischer et  al.,  2020). Další 

výhodou MitoSegNetu je skutečnost, že použitou neuronovou síť je možné přetrénovat pro 
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detekci mitochondrií v jiných buněčných typech např. Saccharomyces cerevisiae  (Vojtová et 

al., v revizi) či dokonce pro detekci jiných organel.  

10 Metody detekce membránového potenciálu mitochondrií 
Významnými nástroji pro detekci membránového potenciálu jsou např. lipofilní 

fluorescenční barviva. Barviva mohou volně difundovat přes membrány a díky positivnímu 

náboji  se hromadí v mitochondriální matrix  dle hodnoty membránového potenciálu. 

Mitochondrie  s  vyšším membránovým potenciálem, tedy více negativní  v  matrix,  tak 

nahromadí více barviva a tím vydávají silnější signál a vice versa. Fluorescence je pak opticky 

detekována např. fluorescenčním nebo konfokálním mikroskopem, či průtokovou cytometrií 

(Scaduto  a  Grotyohann  1999)  (Mathur  et  al.,  2000).  Další možností je použití selektivní 

elektrody, jež detekuje koncentraci barviva a tím membránový potenciál mitochondrií (Kamo 

et al., 1979). 

Mezi lipofilní fluorescenční barviva, jež byla použita pro měření membránového 

potenciálu mitochondrií např. u buněk krysího srdce patří  rhodamin  123  (R123), 

tetrametylrodamin  (TMRM)  a  tetrametylrodamin  etyl  ester  (TMRE).  Tato  barviva  mohou 

měnit své vlastnosti (např. emisní a excitační spektra) v závislosti na změnách membránového 

potenciálu mitochondrií. Změny bývají indukovány i  látkami  jako  je  např. mchlorfenyl 

hydrazon (CCCP), 2,4dinitrofenol (DNP) či FCCP. Tyto látky narušují protonový gradient a 

snižují membránový potenciál mitochondrií, což může vést  až k vypuštění barviv z 

mitochondrie.  Jejich použití tak umožňuje sledování hodnot  membránového potenciálu 

mitochondrií v čase a kontrolu nad akumulací barviv. Ovšem i samotná barviva mohou 

negativně ovlivnit dýchací řetězec při vyšších koncentracích (Scaduto a Grotyohann 1999). 

Existuje několik podmínek, které  mohou ovlivnit finální měření membránového 

potenciálu  mitochondrií. Asi  nejdůležitějším  parametrem  je  koncentrace  barviv  právě  kvůli 

své toxicitě k dýchacímu řetězci, či k zahlcení matrix při vysoké koncentraci. Rovněž teplota 

je důležitá  jak pro optimální akumulaci barviv dle potenciálu,  tak pro intenzitu fluorescence 

např. intenzita fluorescence TMRM je ve 37 °C o 37,1% nižší než ve 22 °C. Dalším faktorem 

je koncentrace mitochondriálních proteinů  např. nízká  koncentrace  proteinů snižuje 

akumulaci  barviv  a  příliš vysoká koncentrace proteinů  vytváří „pozadí“ na detekované 

fluorescenci (Scaduto a Grotyohann 1999). 
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Stejná barviva byla použita i na detekci membránového potenciálu mitochondrií u tkání z 

neporušeného srdce. Tato  metoda  zde ale není  specifická pouze pro mitochondrie  a  jejich 

membránový potenciál, protože akumulace TMRM a změna jeho emisního a excitačního 

spektra se objevuje jak v mitochondriích, tak v cytosolu (Scaduto a Grotyohann 1999). 

Pro spolehlivé měření určitých buněčných typů za specifických podmínek se používá i 

barvivo  JC1. Toto barvivo má dvě formy –  červenou a zelenou, které lze odlišit podle 

emitované fluorescence  viz  obr.  8.  Zelená  forma je monomerní a má silnější signál v 

mitochondriích s nízkým potenciálem, zatímco červená forma vzniká tvorbou agregátů v 

mitochondriích s vyšším membránovým potenciálem.  Poměr červené a zelené formy pak 

koreluje s hodnotou membránového potenciálu mitochondrií (Mathur et al., 2000). 

Například u krysích kardiomyocytů  byla srovnávána schopnost detekovat  změny 

membránového potenciálu po přidání CCCP pomocí barviv  JC1,  Rho123,  DiOC6(3)  a 

CMXRos.  Barvivo  JC1 bylo jediné, které dokázalo detekovat depolarizaci indukovanou 

CCCP. Ostatní barviva nedokázala detekovat změny potenciálu ani po úpravě koncentrace 

nebo změně látky ovlivňující potenciál z CCCP na FCCP. Všechna barviva však dokázala 

rozlišit živé a apoptotické buňky (Mathur et al., 2000).  

 

Obr.  8:  Mitochondrie krysích kardiomyocytů značené JC1 pod konfokální mikroskopem. 

Nalevo je červená (agregovaná) forma, uprostřed je zelená (monomerní) a napravo jsou obě 

formy, kde žlutá barva značí společnou lokalizaci obou signálů (Mathur et al., 2000). 

Podobným způsobem byly zkoumány i speciální lidské buňky, u kterých DiOC6(3) 

dokázal detekovat depolarizaci pomocí FCCP, na rozdíl od Rod123, ale s menší citlivostí než 

JC1. Barviva DiOC6(3) a Rod123 ovšem nedokázali detekovat depolarizaci valinomycinem, 
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což ukazuje spolehlivost JC1 při měření změn potenciálu pomocí chemikálií u této buněčné 

kultury (Salvioli et al., 1997). 

Fluorescence  DiOC6(3)  ovšem může být  ovlivněna i  přidáním KCl beze změny 

v membránovém  potenciálu  mitochondrií.  (Salvioli  et  al.,  1997). Stejně tak se  může 

fluorescence červené formy JC1 měnit nezávisle na membránovém potenciálu mitochondrií 

např. při přidání peroxidu vodíku (Chinopoulos,  Tretter,  a  AdamVizi  1999).  Časová 

náročnost na dosažení rovnovážného rozprostření u červené formy je také její nevýhodou 

(Mathur et al., 2000). Na podobném principu červené a zelené formy fluorescence jako JC1 

funguje i např. komerční MITOID kit, který je ale 10×  citlivější  než JC1 a díky lepší 

rozpustnosti ve vodě a rychlejšímu použití je praktičtější pro detekci membránového 

potenciálu živých buněk (Kaczmarek, Wrońska, a Boguś 2023). 

Další možností  pro sledování membránového mitochondriálního potenciálu  je např. 

využití mechanismu Försterova  rezonančního  přenosu  energie  FRET  (z angl. Förster 

Resonance  Energy  Transfer). Mechanismus FRET je založen na těsném kontaktu  dvou 

fluoroforů, zde donoru G1 a akceptoru MTR1. Po excitaci vnějším světelným zdrojem může 

donorový fluorofor přenést svou energii na akceptorový fluorofor, který absorbuje tuto energii 

a emituje světlo o jiné vlnové délce. Za standartních podmínek jsou v živých buňkách oba 

fluorofory navázané na mitochondrie a buňky vykazují silnou červenou fluorescenci 

akceptoru  MTR1. Při ztrátě membránového potenciálu (např. po působení CCCP nebo 

peroxidu vodíku) dochází k přemístění akceptoru MTR1  na  RNA  a  donoru  G1 na jiné 

organely. Buňky v tomto případě vykazují silnou zelenou fluorescenci donoru.  Potenciál je 

následně změřen poměrem emisí G1  a  MTR1 a udává spolehlivější hodnoty než měření 

emise jednoho barviva (Sun, Tian, a Lin 2020). 

Tetrafenylfosfonium  (TPP)  je  další barvivo používané pro měření membránového 

potenciálu mitochondrií.  TPP bylo použito např. u Saccharomyces  cerevisiae  při zkoumání 

změn membránového potenciálu mitochondrií v závislosti na pyrofosfátu a ATP. Ačkoliv je 

TPP  jedna  z nejcitlivějších metod na detekci membránového potenciálu, může se na 

mitochondrie vázat i nespecificky  (PereiradaSilva  et  al.,  1993).  Kromě TPP lze u 

Saccharomyces  cerevisiae  použít i např. barvivo DiOC6(3).  Při nízkých koncentracích se 

DiOC6(3) u Saccharomyces cerevisiae specificky váže pouze na mitochondrie a umožňuje i 

citlivou detekci změn membránového potenciálu mitochondrií např. při narušení  dýchacího 

řetězce (Petit et al., 1996). 
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11 Metody detekce mitofágie u Saccharomyces cerevisiae 
Mitofágie slouží k odstraňování nadbytečných či nefunkčních mitochondrií 

v eukaryotických buňkách. Pro detekci mitofágie u Saccharomyces  cerevisiae  se využívají 

především mitochondriální proteiny označené fluorescenčním proteinem např. GFP nebo 

mCherry. Jako příklad lze uvést protein DHFR, který se nachází v mitochondriální matrix a 

má na svém Ckonci navázaný protein mCherry. Při mitofágii dochází k degradaci  DHFR

mCherry ve vakuole a uvolnění mCherry. Fluorescence mCherry ve vakuole může být 

sledována pomocí mikroskopie a vakuoly mohou být v kvasince identifikovány pomocí tzv. 

diferenciálního interferenčního kontrastu (DIC) nebo označeny fluorescenčně. Detekce 

pomocí mikroskopie ale neumožňuje kvantitativní analýzu mitofágie. Pro semikvantitativní 

analýzu se využívá metoda Western blot, při které je pomocí protilátek detekován jak celý 

fúzní protein, tak jeho zkrácená forma po degradaci ve vakuole. V tomto případě se využívá 

skutečnosti, že fluorescenční protein dopravený do vakuoly je odolný vůči degradaci 

vakuolárními proteázami (KondoOkamoto et al., 2012) (Eiyama et al., 2024). Nejčastěji jsou 

pro tento typ analýzy využívány fúzní proteiny s GFP, které po degradaci ve vakuole 

poskytují 27 kDa fragment.  Mezi tyto proteiny patří např. protein Om45 či Idh1 u 

Saccharomyces  cerevisiae. Při degradaci těchto proteinů ve vakuole při mitofágii dochází 

k uvolnění GFP. GFP je ve vakuole relativně stabilní  a bývá z ní většinou uvolněn bez 

porušení. Pomocí Om45GFP a Idh1GFP bylo např. zjištěno, že dojde k zastavení mitofágie 

u buněk bez proteinu Atg1,2,4,616,18 a 32 (Kanki, Kang, a Klionsky 2009). 

Další metoda pro detekci mitofágie u kvasinek je stanovení enzymatické aktivity 

alkalické fosfatázy Pho8Δ60, kterou lze použít pro kvantitativní analýzu. Alkalická fosfatáza 

je transmembránový protein, jenž je fúzován s proteinem Cox4 ve vnitřní membráně 

mitochondrií. Alkalická fosfatáza má na svém Ckonci  peptid,  jenž brání její aktivitě. Při 

mitofágii dochází k odstranění tohoto peptidu ve vakuole a aktivaci fosfatázy. Za standartních 

podmínek je aktivita fosfatázy  nízká, díky tomu aktivita  Pho8Δ60  koreluje  s intenzitou 

mitofágie (Yao, Liu, a Klionsky 2017).  

Často používaný je ještě např. mitochondriální fluorescenční reportér Rosella  (Zeinoun, 

Teixeira, a Barascu 2024). Reportér Rosella je složen z Nkoncové sekvence, která zajišťuje 

vazbu  na  mitochondrie  a  dvou fluorescenčních proteinů –  červeného a zeleného –  přičemž 

zelený je deaktivován v kyselém pH např. ve vakuole u Saccharomyces  cerevisiae. Při 

mitofágii tak dochází ke snížení poměru mezi zelenou a červenou fluorescencí a vzniká oblast 
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pouze s červenou fluorescencí. Pro potvrzení umístění vakuoly se může použít CMACArg, 

což je barvivo, jež se váže na vakuolu a vyzařuje světle modrou fluorescenci. Touto metodou 

byl pozorován např. vliv Atg3 na mitofágii, přičemž jeho delece vedla k zablokování 

mitofágie. Využití Roselly je jednoduché a získání výsledků je relativně rychlé (Mijaljica, 

Prescott, a Devenish 2011). Kromě Saccharomyces  cerevisiae  lze  Rosellu  aplikovat  i  na 

tvorbu transgenních organismů např. Caenorhabditis  elegans  se značenými svalovými 

buňkami těla (Fang et al., 2017). 

12 Metody detekce mitofágie u savčích buněk 
Pro detekci mitofágie v savčích buňkách může být využita např. transgenní myš mitoQC 

viz  obr.  9.  Zde  je  fluorescenční protein mCherry společně s GFP navázán na protein FIS1, 

jenž se nachází na vnější membráně mitochondrií. V ustáleném stavu lze pozorovat žlutou 

fluorescenci (překryv červené a zelené). Při mitofágii dochází k rozštěpení proteinů  v 

lysosomu,  zde  zůstává fluorescence mCherry stabilní ve formě červených teček, jež lze 

kvantifikovat, zatímco zelený signál GFP je utlumen příliš kyselým pH.  Tato  technika 

umožňuje vizualizovat najednou  mitofágii i morfologii mitochondrií in  vivo  v jednotlivých 

buňkách, a dokonce v několika orgánech např. v srdci či ledvinách (McWilliams et al., 2016). 

 

K detekci mitofágie lze také použít protein LC3 s navázaným EGFP, což je vylepšená 

varianta GFP se silnějším zářením.  EGFPLC3 se nachází ve vnější i vnitřní membráně 

autofagozómu, který slouží k pohlcení mitochondrií při mitofágii. Mitochondrie jsou značeny 

červeným fluorescenčním barvivem MitoTracker  Red.  Pohlcením  mitochondrií 

autofagozómem  dochází k překryvu zeleného a červeného signálu, což značí mitofágii. 

Obr.  9: Schéma 
konstruktu pro přípravu 

transgenní myši  mito
QC  a způsob, jakým 

funguje detekce pomocí 

vložených genů 

mCherry  a  GFP 
(McWilliams  et  al., 
2016). 

 



27 
 

Zelený signál EGFP ovšem zmizí po fúzi autofagozómu s lysozomem kvůli příliš nízkému 

pH. Překryvem těchto fluorescenčních signálů nelze kvantitativně vyhodnotit mitofágii. Dále 

může docházet i k falešným positivním výsledkům kvůli agregaci LC3 v místech, kde 

nedochází k mitofágii (Liu et al., 2022). EGFP lze pak společně s mCherry využít pro detekci 

mitofágie např. v buňkách slinivky břišní v transgenní myši CMMR (z  angl.  Conditional 

Mitochondrial  Matrix  Reporter)  u buněk slinivky břišní, kde detekce mitofágie funguje na 

podobném principu jako u myši mitoQC (Aoyagi et al., 2023). 

Další  fluorescenční protein, který je možné využít pro studium mitofágie v savčích 

buňkách  je  protein  mtKeima,  jenž  se  specificky váže na mitochondrie. Excitační vlnová 

délka mtKeima je 440 nm při neutrálním pH, kdy dochází k zelené fluorescenci a 586 nm při 

kyselém pH, kdy dochází k červené fluorescenci. Díky závislosti excitačních vlnových délek 

na pH lze přesně detekovat, kdy dochází k mitofágii  (Liu et  al.,  2022).  Jeho použití ovšem 

není limitováno pouze na samostatné buňky. Lze vytvořit celý organismus produkující  tento 

protein např. transgenní myš s proteinem mtKeima a následně pozorovat mitofágii v rámci 

tkání viz obr. 10. Ovšem protein mtKeima lze správně vizualizovat pouze v živých buňkách a 

čerstvých preparátech, jelikož při fixaci tkání dochází ke snížení stability proteinu mtKeima a 

snížení pH gradientu v rámci lysozomu (Fang et al., 2017). 

 

Obr. 10: In vivo detekce mitofágie pomocí mtKeima v transgenní myši. V horním řádku jsou 

ukázány buňky jater a ve spodním buňky mozečku (včetně Purkyňových buněk) (Fang et al., 
2017). 
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13 Závěr 
V této práci jsem shrnul dosavadní poznatky o vlivu oxidačního stresu na mitochondriální 

DNA,  morfologii  mitochondrií, membránový potenciál a mitofágii  společně s 

využívanými metodami pro detekci těchto parametrů. Oxidační stres vede k depolarizaci 

mitochondriálního membránového potenciálu, k fragmentaci mitochondriální sítě až 

k mitofágii, která může být přímo regulována právě hladinou reaktivních forem kyslíku neboli 

ROS  (z  angl.  Reactive  Oxygen  Species).  Mitofágie je ovlivněna  i  morfologií mitochondrií 

např. dlouhé mitochondrie vykazují vyšší odolnost vůči mitofágii, nebo membránovým 

potenciálem, jehož velké snížení vede k mitofágii. Detailní  mechanismy, jakými ROS 

ovlivňují mitofágii a morfologii mitochondrií společně se zapojením proteinů štěpení a fúze 

jsou  zatím  známy  pouze částečně  a vyžadují hlubší prozkoumání. Osvětlení těchto 

mechanismů by pak mohlo přinést nové možnosti pro léčbu různých chorob způsobených 

právě ROS a dysfunkčními mitochondriemi jako jsou např. neurodegenerativní nemoci.  

Pro kvantifikaci morfologických změn mitochondrií u savčích buněk i u Saccharomyces 

cerevisiae  se využívá kombinace  mikroskopických technik jako např. fluorescenční, 

konfokální či superrezoluční mikroskopie  a moderních metod pro analýzu obrazových dat 

jako je např. MitoMo či MitoSegNet. Ty  využívají  umělou  inteligenci  a poskytují přesnou, 

detailní  a automatickou analýzu fluorescenčních  dat.  Díky tomuto přístupu lze mimo jiné 

detekovat morfologické změny mitochondrií, které nejsou detekovatelné prostým vizuálním 

pozorováním a prohloubit naše poznání o vlivu morfologie mitochondrií na  jejich funkci za 

různých podmínek v různých typech buněk.   

Nejvyužívanější metodou pro detekci membránového potenciálu mitochondrií u savců i 

Saccharomyces cerevisiae jsou lipofilní fluorescenční barviva jako je např. R123, TMRM, či 

JC1, jež se akumulují v závislosti na hodnotách membránového potenciálu. Preferované 

využívané barvivo se pak mění v závislosti na buněčném typu a podmínek zkoumání. Ve 

výsledku je tedy dobré pečlivě vybrat správné barvivo, či komerční kit pro naše zkoumání. 

Komerční kity bývají ovšem často cenově nákladnější.  Využití kombinace několika barviv 

pak může být spolehlivější a cenově výhodnější metodou pro získání jistých a správných 

výsledků. 

Metody používané pro detekci mitofágie u Saccharomyces  cerevisiae  a savčích buněk 

fungují na podobných principech ve využití fluorescenčně značených proteinů a jejich změně 



29 
 

emise při degradaci mitochondrií s těmito proteiny ve vakuole či lysozomu resp.  Mezi často 

používané proteiny patří např. mCherry, Rosella, mtKeima, GFP či EGFP, jejichž použití se 

liší v závislosti na prováděném experimentu. U kvasinek jsou metody převážně rychlejší a 

jednodušší za využití semikvantitativní analýzy s proteiny GFP, či mCherry nebo i 

kvantitativní analýzy pomocí alkalické fosfatázy Pho8Δ60. Na detekci mitofágie u savčích 

buněk se pak využívají i transgenní organismy (např. myš mitoQC), které umožňují 

kvantitativní analýzu mitofágie, včetně in  vivo  pozorování v tkáních. Ačkoliv je tvorba 

transgenních organismů technicky a časově náročnější, poskytuje přesnější informace.  

Lze shrnout, že stále dochází k vyvíjení přesnějších metod pro detekci změn morfologie 

mitochondrií, membránového potenciálu mitochondrií a mitofágie, což může přispět 

k lepšímu porozumění o působení oxidačního stresu na mitochondrie a jeho role v mnohých 

onemocněních. Bude tak možné vyvinout přesnější terapeutické přístupy pro léčení nemocí, 

jako jsou např. neurodegenerativní onemocnění, srdeční choroby, diabetes nebo rakovina. 
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