
 

 

Univerzita Karlova v Praze 

Přírodovědecká fakulta 

Katedra fyziologie živočichů 

 

Studijní obor: Fyziologie živočichů 

 

 

Mgr. Bc. Pavel Vebr 

 

 

Antiarytmický efekt kardioprotektivních režimů 

Antiarrhythmic effect of cardioprotective regimens 

 

Disertační práce 

 

 

 

 

 

 

Vedoucí disertační práce: doc. RNDr. Jitka Žurmanová, Ph.D. 

Praha, 2025 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Prohlášení: 

 

Prohlašuji, že jsem závěrečnou práci zpracoval samostatně a že jsem uvedl všechny 

použité informační zdroje a literaturu. Tato práce ani její podstatná část nebyla předložena 

k získání jiného nebo stejného akademického titulu. 

 

 

V Praze  

 

………………………………………. 

      Mgr. Bc. Pavel Vebr 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

Poděkování: 

 

Rád bych na prvním místě poděkoval své vedoucí práce. Vždy pozitivní a nápomocná 

doc. RNDr. Jitka Žurmanová, Ph.D. mě vedla od bakalářského studia až do úplného 

studijního konce shovívavě a s pochopením a nikdy ji za to nepřestanu být vděčný. Dále 

bych chtěl poděkovat konzultantce své disertační práce doc. RNDr. Olze Novákové, CSc., 

že nejmilejším způsobem vyvíjela tlak na to, abych svou práci dokončil, vždy mi v tom 

věřila a záleželo jí na tom. Zároveň musím jmenovitě poděkovat RNDr. Barbaře 

Elsnicové, Ph. D., že mi pomohla se zobrazovacími technikami a pečlivě a trpělivě mi 

vysvětlovala principy statistiky a obrazového hodnocení a je mi klidnou kamarádkou 

v uspěchaném světě. Také chci poděkovat zbylým členům naší laboratoře (Fanda, Danča, 

Verča …), že mi byli nápomocní, když bylo potřeba a mnozí zůstanou, stejně jako výše 

zmíněné docentky a doktorka, mými přáteli. 

Zároveň chci poděkovat RNDr. Anetě Marvanové, Ph.D., se kterou jsme se 

seznámili v laboratoři a která se pak stala mou partnerkou, a především nejlepší mámou 

mé milované holčičky Toničky, životního štěstí, které mě potkalo během doktorského 

studia. Anet mi dělala zázemí a hnala mě vždy vpřed, abych dokončil to, co je pro mě 

nejlepší. Nebylo to pro ni vždy jednoduché. 

V neposlední řadě chci poděkovat svým rodičům, kteří mě podporovali a věřili mi, 

hnali mě kupředu a dávali mi dobré rady nejen během studia, ale v průběhu celého mého 

života. (Měla jsi to nejtěžší, ale o to lépe se teď musíš cítit, mamko.) 

Úzkému okruhu mých nejbližších přátel z řad spolužáků (Uteru), z Krajského 

ředitelství a z Českých Budějovic (kde by chtěl žít každý, kromě mě), děkuji za příjemné 

chvíle během dlouhých let studia, za funkci zpovědnic a za trpělivost, když jsem 

upřednostnil studium před společnými zájmy. Dnes mohu říct, že jsem udělal dobře. 

  



 

 

Abstrakt 

Akutní infarkt myokardu je dlouhodobě jednou z nejčastějších příčin úmrtí v ČR 

i ve světě. Průvodním jevem náhlé příhody srdeční, stejně jako její bezprostřední léčby, 

jsou poruchy srdečního rytmu. Blahodárné účinky zavedených kardioprotektivních 

režimů na snížení počtu ischemicko-reperfúzních (I/R) arytmií jsou známé a jednou 

ze signálních drah, které hrají v kardioprotekci proti infarktu i arytmiím 

je proteinkinázaB/AKT. Nedávno prokázaný benefiční účinek otužování na snížení 

velikosti I/R poškození srdeční tkáně nebyl dosud pozorován, ani studován ohledně vlivu 

na výskyt I/R arytmií. Námi zavedený model expozice potkana mírnému chladu (8 ± 1 °C 

a 9 ± 1 °C) vyvolává systémovou odpověď v akutním i dlouhodobém horizontu. 

Ta spočívá v modulaci adrenergní signalizace, metabolizmu, a to včetně aktivizace hnědé 

tukové tkáně, a dále zvyšující se odolností ke tkáňovému poškození způsobenému 

akutním srdečním selháním. Položili jsme si tedy následující otázky: 1. Bude mít 

expozice mírnému chladu protektivní účinek, vedle zmenšení infarktu myokardu, 

také na výskyt I/R arytmií? 2. Je předpokládaná odolnost k arytmiím způsobena 

zapojením konexinu 43 (Cx43) a izoforem uncoupling proteinů? 3. Bude mít expozice 

mírnému chladu vliv na složení mastných kyselin ve fosfolipidech membrán 

kardiomyocytů? Naše práce ukázaly, že již po 10 dnech expozice mírnému chladu 

dochází ke snižování výskyt reperfúzních arytmií, což je v souladu s nástupem fáze 

adaptace na mírný chlad, která dále zesiluje a signifikantně přetrvává i po pěti týdnech 

expozice chladu. Během expozice mírnému chladu se významně snižuje exprese AKT 

a zvyšuje podíl antiarytmických n-3 polynenasycených mastných kyselin (n-3 PUFA) 

v membránových fosfolipidech kardiomyocytu a k přestavbě konexinu-43 ve smyslu 

změny poměru „end to end“ a „side to side“ spojení. K obdobné odpovědi dochází 

v antiarytmickém režimu intermitentní hypobarické hypoxie na úrovni n-3 PUFA a Cx43, 

avšak AKT je stimulována a dochází ke změnám v kolokalizaci s mitochondriálními 

subpopulacemi. 
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Abstract 

Acute myocardial infarction has long been one of the most common causes of death both 

in the Czech Republic and worldwide. Cardiac arrhythmias frequently accompany sudden 

cardiac events as well as their immediate treatment. The beneficial effects of established 

cardioprotective interventions on reducing the incidence of ischemia-reperfusion (I/R) 

arrhythmias are well known, and one of the key signaling pathways involved 

in cardioprotection against infarction and arrhythmias is the protein kinase B/Akt 

pathway. The recently demonstrated protective effect of cold acclimation on reducing the 

extent of myocardial I/R injury has not yet been examined with respect to its influence on 

the occurrence of I/R arrhythmias. Our newly established model of mild-cold exposure 

in rats (8 ± 1 °C and 9 ± 1 °C) induces a systemic response in both the acute and long-

term timeframe. This response includes modulation of adrenergic signalling 

and metabolism, activation of brown adipose tissue, and an overall increase in resistance 

to tissue damage induced by acute cardiac failure. We therefore asked the following 

questions: 1) In addition to reducing myocardial infarct size, will mild-cold exposure 

exert a protective effect on the incidence of I/R arrhythmias? 2) Is the anticipated 

antiarrhythmic resistance mediated through connexin-43 (Cx43) remodelling 

and involvement of uncoupling protein isoforms? 3) Will mild-cold exposure influence 

the fatty-acid composition of cardiomyocyte membrane phospholipids? Our findings 

show that already after 10 days of mild-cold exposure, the incidence of reperfusion 

arrhythmias decreases, consistent with the onset of the adaptive phase to mild cold, which 

subsequently strengthens and remains significant even after five weeks of cold exposure. 

Mild-cold exposure markedly reduces Akt expression, increases the proportion 

of antiarrhythmic n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) in cardiomyocyte 

membrane phospholipids, and induces remodelling of connexin-43, reflected by changes 

in the ratio of “end-to-end” versus “side-to-side” gap-junction coupling. A similar 

response is observed in the antiarrhythmic regime of intermittent hypobaric hypoxia 

at the level of n-3 PUFA and Cx43; however, Akt is stimulated in this model and 

alterations occur in its colocalization with mitochondrial subpopulations. 
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1 Úvod 

Náhlá srdeční příhoda je jednou z nejčastějších příčin úmrtí v celosvětovém měřítku. 

Jedná se o akutní formu ischemické choroby srdeční neboli „infarkt myokardu“, který je 

vyvolaný lokálně, významným sníženým nebo zastaveným průtokem krve v koronárním 

oběhu. Toto onemocnění má za následek vytvoření nekrotického ložiska v srdci, 

která pak ztrácí elektrickou vodivost a schopnost kontrakce. V průběhu onemocnění 

dochází k život ohrožujícím poruchám srdečního rytmu jak ve fází ischemické, tak ve fází 

obnovení průtoku krve, v reperfúzi. Cílem lékařů a experimentálního výzkumu je najít 

smysluplnou a dostupnou prevenci, která by zvýšila odolnost srdce k ischemii a současně 

snížila výskyt ischemických i reperfúzních arytmií. Již po desetiletí je známo, 

že vystavení organizmu přiměřené zátěži různého charakteru (fyzická aktivita, kalorická 

restrikce, adaptace na hypoxii a nově vystavení chladu) vede ke zvýšené odolnosti srdce 

k ischémii, tedy ke snížení velikosti infarktu. Je zajímavé, že jenom některé z těchto 

kardioprotektivních režimů snižují výskyt ischemických nebo reperfúzních arytmií. 

Cílem této práce je v shrnout vliv publikovaných kardioprotektivních režimů na výskyt 

arytmií, zjistit, zda a jaké režimy hypoxie a chladu mohou působit antiarytmicky a pokud 

ano, jaké jsou mechanismy na pozadí tohoto fyziologického účinku. 

K již zavedeným kardioprotektivním režimům přidala naše laboratoř v roce 2015 

režim mírné chladové expozice při teplotě prostředí 8 ± 1 °C až po dobu pěti týdnů. 

Poprvé bylo experimentálně prokázáno, že chladová expozice může mít ochranný účinek 

proti I/R poškození srdce potkana (Vebr, 2015). Nastavení vhodného režimu mírného 

chladu bylo klíčové, nejen pro navození kardioprotekce, ale zároveň pro eliminaci 

detrimentálních účinků nepřiměřeného chladu nebo dokonce podchlazení organismu. 

Námi zavedený model u potkana se vyznačuje jak zachováním normální tělesné teploty, 

tak nevykazuje žádná tkáňová poškození, jak je popsáno u nízkých teplot (Fregly, 1967). 

Zde je potřeba zmínit, že nastavení vhodné mírné teploty se může u různých modelových 

organismů lišit, stejně tak u člověka. Celostní odpověď potkana na mírnou chladovou 

expozici v naší práci dokládá zvýšená aktivita adrenergního systému a její následná 

desenzitizace nebo zrání a nárůst hnědé tukové tkáně (BAT) (Tibenská et al., 2018; 2019). 

Adaptaci na mírný chlad tedy můžeme považovat za bezpečný kardioprotektivní režim, 

protože beze změn v krevním obrazu, bez srdeční hypertrofie a hypertenze snižuje 
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velikost nekrotické oblasti a množství reperfúzních arytmií.Po pěti týdnech chladové 

expozice je modelový organismus plně adaptovaný, nicméně částečně adaptovaný 

fenotyp s plně rozvinutým BAT pozorujeme již přibližně od 10. dne expozice 

(Marvanova et al., 2023). 

2 Ischemicko-reperfúzní poškození jako příčina arytmií 

Poškození srdečního svalu nedostatečným okysličením, které následuje poškození 

terapeutickou reoxygenací, nazýváme I/R poškozením. I/R arytmie jsou zapříčiněny 

komplexními elektrofyziologických změnami, což vyústí v poruchy srdečního rytmu. 

Tyto arytmie mohou mít fatální následky, protože zvyšují riziko komorových tachykardií, 

fibrilací komor a náhlé srdeční zástavy. Mechanizmy vedoucí k těmto arytmiím jsou 

rozmanité a zahrnují jak patologické změny způsobené samotnou ischemií, tak následky 

reperfúze, tedy obnovy průtoku krve myokardem. 

Během ischemie dochází k iontové dysbalanci a narušení klidového membránového 

potenciálu, dále ke hromadění metabolitů, v konečném důsledku dochází k buněčné 

smrti. Reperfúze se vyznačuje náhlým vznikem kyslíkových radikálů a jejich expanzí, 

včetně toxických metabolitů a proteinů z nekrotizovaných kardiomyocytů, po myokardu 

(Nayler, 1981). 

2.1 Ischemické arytmie 

Ischemie, tedy stav, kdy je omezený přísun kyslíku do srdečního svalu, vyvolává řadu 

elektrofyziologických změn, které destabilizují normální elektrickou aktivitu srdce. 

Aerobní glykolýza se změní na anaerobní a v kardiomyocytech se přeměňuje pyruvát 

laktátdehydrogenázou na kyselinu mléčnou, která následně disociuje na laktát a uvolňuje 

proton. Prvními známkami ischemie je proto snižování pH a tím způsobené snížení 

aktivity pH-senzitivních ATPáz, s následkem sodno-draselné dysbalance. 

V perfundovaném kosterním svalu se jedná o běžný fyziologický proces bez následků, 

protože laktát je dále krevním řečištěm dopraven do srdce a jater a zpětně zoxidován 

na pyruvát. V ischemickém srdci bez perfúze krví nadále dochází hromaděním laktátu 

ke snižování pH. Neefektivním využitím glukózy během ischemie dochází ke snižování 

hladiny ATP. Vzniklý nedostatek ATP je provázen poruchou funkce Na⁺/K⁺-ATPázy, 

což vede k hromadění Na⁺ uvnitř buněk a K⁺ v extracelulárním prostoru (Bril, 1996; Geng 

et al., 2021). Tato iontová nerovnováha destabilizuje membránový potenciál a způsobuje 
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depolarizaci srdečních buněk, a tím vytváří ideální podmínky pro vznik krouživých 

vzruchů neboli „re-entry“ arytmií – abnormálních elektrických okruhů, které mohou 

iniciovat závažné tachykardie nebo fibrilace. Odpověď kardiomyocytu s cílem vyrovnat 

se s dysbalancí těchto základních iontů, konkrétně s vysokou koncentrací Na+ iontů uvnitř 

buňky, vede k aktivaci Na⁺/Ca²⁺ výměníku, která způsobí vtok Ca²⁺ iontů do cytoplasmy, 

což z principu zesiluje kontrakci. Nicméně toto vápníkové přetížení buňky brání relaxaci 

a destabilizuje schopnost normální kontrakce. Vápníkové přetížení je kompenzováno 

větším příjmem Ca2+ iontů do mitochondrií, což způsobuje bobtnání mitochondrií, 

následované dysfunkcí oxidativní fosforylace, čímž se zvyšuje pravděpodobnost otevření 

mitochondriálního póru přechodné propustnosti (mPTP) (Heusch, 2020).  

Další patofyziologickou změnou je ztráta synchronizace repolarizace srdečního 

svalu. Ischemie vede k opožděným nebo úplně chybějícím repolarizačním procesům 

v oblastech myokardu, který je nedostatečně prokrven. Tento jev, známý jako 

repolarizační heterogenita, přispívá k elektrofyziologické instabilitě a zvyšuje riziko 

vzniku arytmií. Navíc mechanické poškození myokardu, které nastává v důsledku snížené 

kontraktility a poškození buněk, zvyšuje napětí na srdečním svalu, což může aktivovat 

iontové kanály citlivé na mechanický nebo oxidační stres, jako je kanál přechodového 

receptorového potenciálu A1 (TRPA1), a tím dále podporuje vznik arytmií. Po aktivaci 

TRPA1 dochází k dalšími vtoku vápenatých kationtů do buňky a prohlubování 

vápníkového přetížení (Cameron & Quinn, 2021). 

Konexin-43 (Cx43), a jiné typy konexinů, proteiny vodivého spoje (gap junction), 

hrají klíčovou roli při udržování normální rychlosti vedení vzruchu a prevenci arytmií. 

Stav otevření/uzavření těchto spojů závisí na mnoha faktorech zahrnující například napětí 

mezi sousedícími buňkami (González et al., 2007) vnitrobuněčnou koncentraci Ca2+ iontů 

(De Vuyst et al., 2006), hodnotu pH (Ek-Vitorín et al., 1996) nebo fosforylaci mnoha 

fosforylačních míst konexinů rozličnými kinázami, mezi které patří mimo jiné 

extracelulární risk kináza ERK1/2 nebo proteinkináza B/AKT (Batra et al., 2014; Johnson 

et al., 2013). Ischemie vede k defosforylaci Cx43, což snižuje schopnost komunikace 

mezi jednotlivými buňkami a zpomaluje rychlost vedení vzruchu. Zpomalené vedení 

akčního potenciálu podporuje jednosměrný blok a „re-entry“ arytmie, zejména v hraniční 

zóně ischemických oblastí (De Diego et al., 2008; De Groot & Coronel, 2004). 

Bylo prokázáno, že chronický mírný stres snižuje expresi Cx43 a zvyšuje výskyt 

komorových tachyarytmií během akutní ischemie myokardu. Snížení propustnosti 

vodivých spojů zhoršuje poruchy vedení a zvyšuje arytmogenezi (W. Wu et al., 2012). 
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2.2 Reperfúzní arytmie 

V reperfúzní fázi, po ischémii, dochází k obnovení prokrvení, které by mělo vést 

k obnovení metabolických procesů a k obnově normální funkce srdečního svalu. Nicméně 

reperfúze je spojena s vlastními patologickými změnami, které indukují arytmie anebo je 

mohou ještě více zhoršit. Po obnovení průtoku krve se totiž v srdci vytváří zvýšené 

množství reaktivních forem kyslíku (ROS), které způsobují oxidační stres. Tyto molekuly 

poškozují buněčné struktury, včetně iontových kanálů a membránových proteinů, čímž 

přispívají k destabilizaci elektrofyziologických procesů a tím zvyšují náchylnost 

k arytmiím. ROS rovněž aktivují pro-arytmogenní signální dráhy, což vede k dalšímu 

vzniku arytmií a tím k prohlubování poškození myokardu. 

V reperfúzní fázi se rovněž dále zvyšuje vtok vápenatých kationtů 

do kardiomyocytů. Tento proces je důsledkem zvýšené hladiny ROS, které poškozují 

sarkoplazmatické retikulum a mitochondrie, což vede k poruchám vápníkového 

metabolismu (Becerra et al., 2016; van der Weg et al., 2019). Přetížení vápníkem 

způsobuje opožděné depolarizace, známé jako DADs (delayed after-depolarizations), 

které mohou spustit komorové arytmie. Tento mechanizmus je obzvláště nebezpečný, 

protože přetížené kardiomyocyty s vysokou koncentrací vápníku mohou iniciovat 

„re-entry“ arytmie a způsobit život ohrožující arytmie (Opie et al., 1988) 

Důležitým faktorem při reperfúzi je také pomalé a neúplné obnovení iontových 

gradientů, což je důsledkem poškození iontových pump a kanálů. Tato nerovnoměrná 

repolarizace mezi různými oblastmi srdce, zejména v ischemických okrajových 

oblastech, vytváří podmínky pro vznik arytmií. Problémy s obnovou iontových gradientů 

v kombinaci s poškozením membránových proteinů a dysfunkcí mitochondrií zvyšují 

pravděpodobnost vzniku elektrofyziologické instability, která se může manifestovat jako 

život ohrožující patologické srdeční rytmy (Avkiran, 1994). 

Reperfúze také vede k modifikacím ryanodinových receptorů (RyR2), které hrají 

klíčovou roli v regulaci uvolňování vápníku ze sarkoplazmatického retikula. Tato 

modifikace zvyšuje riziko nadměrného uvolnění vápníku do cytosolu, což dále přispívá 

k elektrofyziologické instabilitě a zvyšuje náchylnost k arytmiím (Van Oort et al., 2010). 

Reperfúzní arytmie tedy vznikají z kombinace ischemických a reperfúzních změn, 

které narušují jak iontové, tak mechanické procesy v srdci. Ischemie destabilizuje 

elektrofyziologickou rovnováhu, reperfúze s sebou přináší další patologické změny, které 

tuto instabilitu ještě prohlubují. Vytváří to ideální podmínky pro vznik arytmií, které 
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mohou být život ohrožující. Porozumění těmto mechanizmům je klíčové pro vývoj 

terapeutických strategií zaměřených na prevenci a léčbu ischemicko-reperfúzních 

arytmií, které představují významný problém v klinické praxi, zejména u pacientů 

s akutním srdečním selháním  

3 Kardioprotektivní režimy a jejich antiarytmický efekt 

Kardioprotektivní režimy jsou souhrnně všechny intervence předcházející, probíhající 

zároveň s I/R nebo bezprostředně následující I/R poškození srdce s potenciálem snižovat 

množství nekrotické a apoptotické tkáně. Ne vždy je kardioprotektivní režim jednoznačně 

antiarytmický jak při ischemii, tak při reperfúzi. Protokoly užívané při jednotlivých 

intervencích se v literatuře v mnoha případech zásadně liší, a proto dochází často 

k interpretaci rozporuplných výsledků. Většinou jsou odlišnosti v užitých protokolech 

vázány na celkový čas intervence, v intenzitě použitých stimulů, modelu, a samozřejmě 

užité prostředky k dosažení adaptace mohou být různé (např. způsob fyzické aktivity 

potkana – běhání v kole vs. plavání, nebo v případě hypoxie na simulované nadmořské 

výšce atd.). Rozdílné jsou i samotné protokoly I/R a modelové organismy. 

V následujících kapitolách bude kladen důraz na antiarytmický efekt zavedených 

kardioprotektivních režimů a bude představen nově popisovaný kardioprotektivní režim 

mírné chladové expozice.  

3.1 Conditioning 

Jsou známé dva principy kardioprotektivního conditioningu, česky by se dal pojem 

vysvětlit jako „zvykání“. Farmakologický preconditioning a ischemický conditioning. 

V prvním případě dochází za použití farmak ke zvýšení odolnosti orgánů k I/R poškození. 

V druhém případě je navozena opakovaně uměle krátkodobá ischemie, která, v případě 

preconditioningu, vede k přípravě orgánů na nedostatek kyslíku, nebo v případě 

postconditioningu zmírňuje následky předchozí ischemie krátkými epizodami reperfúze. 

3.1.1 Farmakologický conditioning 

Farmakologický conditioning (FPC) bývá v klinické praxi využíván relativně zřídka. Je 

demonstrován především poznatky na zvířecích modelech primárního výzkumu. V lidské 

medicíně dochází k preconditioningu především při podávání anestetik. Bylo ovšem 

zjištěno, že i adenosin podaný před kardiochirurgickým zákrokem u lidí, snižuje výskyt 
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supraventrikulárních arytmií (Pomerantz et al., 2000), zároveň však studie na králících 

dokládá antiarytmický efekt A1 adenosinového receptoru pouze pro ventrikulární 

ischemické arytmie (Tissier et al., 2001). Studie Miura a kolektivu (1995) také předkládá 

možnost, že ani A1 adenosinový receptor, ale ani endogenní prostaglandiny nebo aktivace 

bradykininových receptorů nejsou výrazně zapojeny do mechanizmu protekce před 

reperfúzními arytmiemi zapříčiněné FPC. Recentní souhrnné články se přiklánějí spíše 

k názoru, že adenosin snižuje výskyt arytmií přes adenosinové receptory typu A1, a to 

mechanizmem mírné bradykardie způsobené hyperpolarizací síňových kardiomyocytů, 

zkrácením trvání akčního potenciálu a snížením kontraktility srdečního svalstva. Zároveň 

literatura uvádí, že ostatní adenosinové receptory mohou mít obrácený, tedy 

proarytmický, efekt (Boknik et al., 2019; Maille et al., 2022; Parichatikanond et al., 2025). 

Prokazatelný kardioprotektivní vliv má i stimulace δ1 opioidních receptorů, avšak 

jejich antiarytmický efekt není zcela jasný (Fryer et al., 2000). Antiarytmický efekt mají 

i medikamenty z řad betablokátorů zpomalujících srdeční rytmus nebo vápníkových, 

sodíkových a draslíkových blokátorů, které do určité míry chrání buňku před iontovou 

dysbalancí. Jejich užití je spíše preventivního charakteru (Larson et al., 2022; Wester & 

Mouselimis, 2008). Mezi léčiva s možným antiarytmickým efektem, tedy léčiva užitelná 

jako farmakologický preconditioning, lze zařadit i farmaka určená primárně k léčbě 

jiných než srdečních onemocnění. Jsou to např. blokátory angiotensinových receptorů 

nebo dihydropyridinových receptorů k léčbě hypertenze, diuretika šetřící draslík jako 

terapie zavodnění, perorální antidiabetika, přípravky na léčbu dny, steroidy a jiné. Stejně 

tak některé statiny, volatilní anestetika nebo kininy mají kardioprotektivní účinky, jejich 

antiarytmický efekt je však diskutabilní a nikoli univerzální napříč savčí třídou, nebo 

nebyl zkoumán (Li et al., 2020; Pang et al., 2012; Yang et al., 1997). 

3.1.2 Ischemický conditioning 

Ischemický conditioning je prostředek k vyvoláni endogenní ochranné reakce myokardu 

na očekávaný nedostatek kyslíku nebo naopak jeho redistribuci. Ochranu myokardu před 

ischemií očekávanou zajišťuje preconditioning. Postconditioning užívá střídavou 

reperfúzi ke zmenšení reperfúzního poškození po ischemii proběhlé. Zvláštním typem 

conditioningu je tzv. „remote preconditioning“ neboli vzdálený preconditioning. 

Ischemický preconditioning (IPC) je zavedeným kardioprotektivním režimem 

založeným na opakování krátkých ischemických epizod. Typická pro IPC jsou dvě okna 
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protekce. První protektivní okno nastává bezprostředně po ischemických epizodách a trvá 

2-3 hodiny. Druhé protektivní okno přichází po 12-24 hodinách a trvá až 72 hodin. 

Kardioprotekce je zprostředkována především signálními drahami PI3K/Akt a Mek1/2-

Erk1/2 vedoucími k aktivaci mitochondriálního KATP kanálu a následné inhibici mPTP 

(Murry et al., 1990).  

Vliv na výskyt ischemických arytmií po IPC je diskutabilní a byl pozorován snížený 

výskyt komorových fibrilací prokázaný na psím modelu in vivo (Babai et al., 2002; Vegh 

et al., 1992) a dále nižší arytmické skóre u prasat (Spannbauer et al., 2019). Ischemické 

arytmie vznikají z akutní iontové nerovnováhy a změn elektrického vedení, 

což preconditioning ovlivňuje jen omezeně. U „slow-flow“ ischemie srdce potkana byl 

prokázán antiarytmický efekt IPC zprostředkovaný bradykininovými B2 receptory 

a zapříčiněný otevřením ATP-senzitivních draslíkových kanálů na sarkolemě (Driamov 

et al., 2004). Stejný mechanismus účinku byl prokázán i na psím modelu, kdy byl KATP 

senzitivní kanál zneprůchodněn před IPC, což vedlo k vymizení antiarytmického účinku 

jak během ischemie, tak během reperfúze (Végh & Parratt, 2002).  

IPC snižuje výskyt především reperfúzních arytmií. Tento efekt je doložen 

na izolovaných srdcích potkana (Tosaki et al., 1994), in vivo i na jiných zvířecích 

modelech (Piot et al., 1997; Vegh et al., 1992). Reperfúzní arytmie jsou silně ovlivněné 

oxidačním stresem, vápníkovým přetížením a otevřením mPTP (Crestanello et al., 1996; 

Javador et al., 2003; Shen & Jennings, 1972), čemuž IPC brání. Ravingerová et al (2007) 

spojuje IPC i s ochranou před ischemickými arytmiemi, a to možným vlivem PI3K/Akt 

signální dráhy na regulaci dihydropyridinových kanálů a napěťově ovládaných K+ kanálů. 

Přestože PI3K/Akt signalizace je důležitá k zachování funkcí těchto kanálů, její inhibice 

vedla ke snížení počtu ischemických arytmií na úkor velikosti nekrotické/apoptotické 

tkáně. 

Ischemický postconditioning (IPoC), definovaný krátkými ischemickými cykly 

na  začátku reperfúze. Jako jedna z mála kardioprotektivních intervencí byl IPoC úspěšně 

implementován i v humánní medicíně. V klinické praxi IPoC po angioplastice snížil 

množství kreatin kinázy v krvi, což značí menší poškození myokardu. Zároveň 

po kardiologické intervenci byl pozorován rychlejší návrat ST segmentu EKG 

k izoelektrické linii, což opět značí rychlejší rekonvalescenci po IM. IPoC chrání proti 

arytmiím modulací ROS produkce, omezením vápníkového přetížení, což vede k lepší 

elektrické stabilitě, a to zvýšením produkce NO zmnožením neurální NO-syntázy 

lokalizované na sarkoplazmatickém retikulu kardiomyocytů (L. Hu et al., 2016). Stejně 
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jako IPC snižuje IPoC funkčnost/schopnost formace mPTP, což může vést ke snížené 

náchylnosti k arytmiím (Argaud et al., 2005; Gordan et al., 2016). Při srovnání IPC 

a IPoC na potkaním modelu bylo zjištěno, že IPoC snižuje výrazněji množství 

reperfúzních arytmií (Kolettis et al., 2013). V neposlední řadě je u IPoC, na rozdíl od IPC, 

prokázáno spojení se snížením hodnot mikro-RNA spojených s ischemií v oběhu 

(Spannbauer et al., 2019).  

Zvláštním a v praxi využitelným přístupem je „remote ischemic preconditioning“ 

(RIPC). RIPC je vyvolaný ischemií v jiné tkáni, například na končetině, má antiarytmické 

účinky prostřednictvím přenosu humorálních signálů a aktivace nervových drah. 

Mechanizmem účinku na buněčné úrovni jsou opět signální dráhy PI3K/Akt a Mek1/2 - 

ERK1/2 (Murry et al., 1990). Po použití RIPC na játrech byl jako antiarytmický 

mechanismus u potkaního modelu I/R poškození navržen ERK1/2 - GSK-3β (Z. Hu et 

al., 2016). 

3.2 Kalorická restrikce 

Kalorická restrikce (CR) byla zpočátku zkoumána především ve spojitosti se zpomalením 

stárnutí. Kardioprotektivním režimem se pomalu stávala po přelomu milénia 

(Chandrasekar et al., 2001). Efekt CR se liší v závislosti na míře snížení kalorického 

příjmu. Je zajímavé, že to je jediný protektivní režim, který snižuje velikost infarktu, 

avšak není dohledatelná práce, která by dokumentovala snížení arytmií. Snížený 

kalorický příjem o 30 % po dobu 6 týdnů snížil poškození srdeční tkáně při I/R inzultu 

u 18měsíčních myších jedinců. CR zlepšuje energetický metabolismus myokardu u 

starších jedinců myší prostřednictvím aktivace signální dráhy AMP aktivované 

proteinkinázy / sirtuin1 / proliferátorem peroxisomů aktivovaný receptor gamma 

koaktivátor 1-alfa (AMPK/Sirt1/PGC1α), a zároveň podporuje expresi 

superoxiddismutázy 2 (SOD2), čímž napomáhá odolávat oxidačnímu stresu (Guo et al., 

2023). Během ischemie zvyšuje kalorická restrikce kapacitu anaerobní glykolýzy, která 

následně zůstává aktivovaná i v časných fázích reperfúze, kdy již dochází k obnovení  

β-oxidace mastných kyselin, hlavního zdroje energie myokardu (Liu et al., 1996). 

Pozitivní vliv CR na výskyt arytmií během I/R není zřejmý, nicméně bylo zjištěno, 

že drastická 14denní CR potkanů (40 % původního příjmu potravy) má proarytmický 

efekt (Almeida et al., 2020) a že pravděpodobně existují rozdíly ve vnímavosti na takto 

závažnou CR mezi pohlavími (De Souza et al., 2022). 
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3.3 Fyzická zátěž 

Fyzická zátěž byla popsána jako kardioprotektivní již v 70. letech minulého století 

na potkanech, kteří na konci tréninkového plánu plavali 60 minut v bazénu s vodou 

o teplotě 37 °C (McElroy et al., 1978). Dnes je cvičení/zvýšená fyzická aktivita 

základním pilířem zdravého životního stylu. Zmenšení ložiska nekrotické tkáně 

myokardu bylo prokázáno touto kardioprotektivní intervencí opakovaně (Borges et al., 

2014; Hamilton et al., 2001, 2003; Yamashita et al., 1999). 

Další zkoumání vlivu zvýšené fyzické zátěže v léčbě infarktu myokardu vedlo 

k prvotním poznatkům, že dochází i k protekci na úrovni výskytu arytmií. 

Bylo prokázáno, že cvičení zvyšuje práh výskytu ischemických komorových fibrilací 

potkana. Hlavní z navrhovaných příčin byla zmiňována snížená hladina cyklického AMP 

(cAMP) v srdci. Důvodem jejího snížení by mohla být zvýšená parasympatická aktivita 

nebo snížené množství katecholaminů v oběhu (McElroy et al., 1978). Zvýšená fyzická 

aktivita prodlužuje funkční refrakterní periodu a zároveň délku fibrilačního cyklu (časový 

úsek mezi výboji během fibrilace). Je možné, že tento efekt nemusí být zprostředkován 

cholinergní signalizací, tedy nikoliv přes n. vagus (Such-Miquel et al., 2018). Možným 

mechanizmem antiarytmického účinku cvičení je aktivace části antioxidačního systému, 

konkrétně byl pozorován antiarytmický vliv mitochondriální SOD2, která byla původně 

spojována se zmenšením infarktového ložiska (Yamashita et al., 1999). Přesný 

mechanizmus působení SOD2 na výskyt arytmií ovšem není znám. Je možné, že tím, 

jak snižuje oxidativní stres v mitochondriích, nepřímo udržuje elektrickou stabilitu 

(Hamilton et al., 2004). Pojítkem mezi jednotlivými kardioprotektivními režimy 

vykazující i antiarytmický efekt je aktivace mitochondriálního KATP senzitivního kanálu. 

Aktivace tohoto kanálu byla prokázána a spojena s antiarytmickým efektem i u IPC, 

zvýšené fyzické aktivity a dále u níže zmíněné adaptace na hypoxii. Oproti tomu blokace 

sarkolemálního KATP neměla na antiarytmický účinek vliv (Quindry et al., 2010). Opět 

se však ukazuje variabilita v experimentálních protokolech jako zásadní pro intepretaci 

výsledků, když práce stejného týmu vylučuje vliv KATP na antiarytmický účinek cvičení, 

ale vztažené na arytmie po prodlouženém I/R inzultu. Zároveň lze tyto rozporuplné 

výsledky interpretovat tak, že existuje určitý práh, do kterého hrají mitochondriální KATP 

kanály roli v ochraně před arytmiemi, ale po překonání tohoto bodu zlomu je již 

schopnost jejich účinku vyčerpána (Quindry et al., 2012). Zcela odlišným způsobem 

dokáže cvičení obnovit rovnováhu adrenergní signalizace u psů se zvýšenou náchylností 



 

20 

 

ke komorovým fibrilacím. Zmíněného efektu bylo dosaženo nejspíše desenzitizací 

β2 adrenoreceptorů (AR) (Billman et al., 2006). Většina prací na téma kardioprotekce 

způsobené cvičením je postavena na klasickém aerobním cvičení a soustředí se spíše 

na rekonvalescenci po srdečním selhání, kde byl opakovaně prokázán benefiční účinek. 

Recentní výsledky ukazují, že vysoko-intenzivní intervalový trénink (3x týdně, 4 série 

po 4 minutách na 85 % - 95 % maximální tepové frekvence) po dobu 12 týdnů zlepšil 

u pacientů s implantovaným defibrilátorem VO2max a subjektivně i vnímání kvality 

života. Zároveň během tohoto náročného cvičení nedošlo ke zvýšení počtu komorových 

arytmií, čímž se tento režim projevil jako vhodnější než mírný kontinuální trénink 

(Nyman et al., 2023). 

3.4 Adaptace na hypoxii 

Adaptace na hypoxii je jedna z nejznámějších kardioprotektivních metod zkoumaná 

od 50. let minulého století, kdy byl poprvé pozorován vliv vysoké nadmořské výšky 

na výskyt infarktu myokardu (Hurtado, 1960). Během desítek let studií se ustálily 

následující modely. Normobarická hypoxie, hypobarická hypoxie v závislosti na způsobu 

snížení obsahu kyslíku v prostředí, a to v různé intenzitě adaptace v závislosti 

na parciálním tlaku kyslíku ve vzduchu. Normobarická hypoxie je v principu snížení 

parciálního tlaku kyslíku za zachování normálního atmosférického tlaku vzduchu, 

zatímco hypobarická hypoxie je snížení tlaku vzduchu. V závislosti na délce hypoxického 

stimulu jsou experimenty prováděny na kontinuálně hypoxických nebo střídavě 

(intermitentně) hypoxických zvířatech. Délka trvání hypoxických a reoxygenačních fází 

je variabilní, stejně jako parciální tlak kyslíku ve vzduchu. Vnímavost k navození 

protekce hypoxií se liší v rámci pohlaví (Ostadal et al., 1984), rozhodující roli má věk 

(Kolář et al., 1989) nebo složení diety (Hlaváčková et al., 2007) a variabilní je schopnost 

adaptace i napříč živočišnou říší (Wauthy et al., 2004). Velkou měrou k popsání vlivu 

sníženého obsahu kyslíku v prostředí přispěla dlouholetá kontinuita experimentů 

pracovníků Fyziologického ústavu AV ČR, v. v. i. 

Vliv chronické hypoxie na arytmogenezi byl poprvé pozorován na konci 80. let. 

Byl prokázán benefiční účinek adaptace na mírnou intermitentní hypoxii, simulující 5000 

m n.m. po dobu 6 hodin denně, na výskyt ischemických arytmií (Meerson et al., 1987 in 

Park et al., 2024). Později bylo pozorováno snížení počtu ischemických i reperfúzních 

arytmií po adaptaci na mírnou intermitentní hypobarickou hypoxii, simulující 
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5000 m n. m., 4 hod/den, 5 dní/týden (Asemu et al., 1999, 2000; Neckář, Papoušek, et al., 

2002). Zatímco zvýšená rezistence proti infarktu myokardu trvá přibližně pět týdnů 

od návratu do normoxie, zvýšená odolnost arytmiím vyprchá přibližně po týdnu (Neckar 

et al., 2004). Zároveň intermitentní hypobarická hypoxie simulující 7000 m n. m., tedy 

velmi náročné podmínky pro život savců, působí antiarytmicky (Kohutova, et al., 2019; 

Neckář et al., 2002). Jediným dalším prokázaným živočišným druhem kromě potkana, 

u kterého byl prokázán antiarytmický vliv adaptace na hypoxii u dospělého jedince – a to 

výrazné snížení počtu komorových fibrilací – byl pes (Zong et al., 2004). 

K úplnému pochopení mechanizmů antiarytmického působení hypoxie stále chybí 

relevantní ucelené informace. Některé dílčí signální dráhy a změny na úrovni 

kardiomyocytů byly odhaleny především ve vztahu ke zvýšené odolnosti k infarktu 

myokardu. Zásadní roli v antiarytmickém účinku mohou mít, stejně jako u IPC, KATP 

kanály. Podání selektivního blokátoru mitoKATP kanálu, 5-hydroxydekanoátu, vedlo 

ke zrušení antiarytmického efektu, zatímco selektivní aktivátor mitoKATP, diazoxid, 

vyrovnal odolnost proti ischemickým arytmiím u normoxické skupiny se skupinou 

adaptovanou na chronickou intermitentní hypobarickou hypoxii (Asemu et al., 1999; 

Neckář et al., 2002). 

Možným antiarytmickým mechanizmem zapříčiněným chronickou intermitentní 

hypoxií je zlepšená schopnost vápníkové homeostáze během I/R inzultu. Možnou roli 

v lepším vápníkovém hospodaření může hrát zvýšená aktivita ryanodinových receptorů 

tipu 2 zprostředkovaná proteinkinázou A (PKA) a zároveň zvýšenou aktivitou 

sarkolemálního NCX výměníku zprostředkovanou proteinkinázou C (Yeung et al., 2007). 

Dlouho aktivované vápníkové kanály, stejně jako napětím ovládané K+ kanály, mohou 

být i cílem působení PI3K/Akt signální dráhy, stejně jako u IP, nicméně u chronické 

hypoxie je vliv této dráhy ještě více rozporuplný než u IPC (Ravingerová et al., 2007). 

Studie naší laboratoře ve spolupráci s laboratoří Vývojové kardiologie 

AV ČR v. v. i. prokázala remodelaci vodivých spojů spočívající ve změně poměru 

„end to end“ a „side to side“ spojení ve prospěch spojení buněčných konců nad bočními 

vodivými spoji. Zároveň došlo ke zvýšené expresi konexinu 43 (Cx43) a fosforylaci Cx43 

na Ser368, která zajišťuje spojení konců, a zvýšené fosforylaci Cx43 na Ser364/365, 

jež vede k zachování vodivosti spojů. Fosforylace je opět nejspíše zprostředkovaná PKA 
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a proteinkinázou C. Zároveň s tím došlo ke změně poměru n-3 polynenasycených 

mastných kyselin (PUFA) a n-6 PUFA ve prospěch antiarytmických n-3 PUFA. 

Tyto změny mohou zajišťovat větší odolnost srdce proti ischemickým arytmiím 

(Kohutova et al., 2019). 

3.5 Dieta se zvýšeným podílem n-3 PUFA 

Mastné kyseliny rozdělujeme, mimo jiné, dle počtu nenasycených vazeb v uhlíkovém 

řetězci na nasycené (SFA) mononenasycené (MUFA) a polynenasycené (PUFA). Všichni 

savci jsou schopni si syntetizovat de novo SFA a MUFA z prekurzoru glukózy 

nebo aminokyselin. Prekurzory PUFA, linoleová kyselina (18:2) pro n-6 PUFA  

a α-linoleová kyselina (18:3) pro n-3 PUFA, jsou esenciální, a je tedy třeba je přijímat 

v potravě. V západním světě jsou jejich hlavními zdroji především rostlinné oleje (Nair 

et al., 1997). Mastné kyseliny spojované s antiarytmickým efektem jsou 

eikosapentaenová kyselina (EPA, 20:5 n-3) a dokosahexaenová kyselina (DHA, 22:6 n-

3) řazené mezi antiarytmické agens (Lei et al., 2018). 

Blahodárný vliv n-3 PUFA byl popsán na epidemiologické studii spojující 

konzumaci rybího oleje grónskými Eskymáky se sníženým výskytem kardiovaskulárních 

onemocnění projevujících se aterosklerózou (Bang et al., 1976). Preventivní účinek 

PUFA proti kardiovaskulárním onemocněním se zakládá na snížené náchylnosti 

k trombóze (Goodnight, 1990) a hypertriglyceridemii (Phillipson et al., 1985). Samotný 

kardioprotektivní vliv během I/R inzultu je způsoben i jinými mechanizmy,  

a to především lepší funkcí transmembránových kanálů, receptorů nebo enzymů 

asociovaných s buněčnou membránou (Clandinin et al., 1991). 

Antiarytmický efekt PUFA byl pozorován napříč savčí třídou u potkanů, psů, prasat 

nebo primátů, a to in vivo i in vitro. PUFA byly podávány v různém množství, podobě 

a různě dlouhý časový interval. Antiarytmický efekt se v různých vědeckých pracích 

projevoval jako snížení počtu komorových fibrilací, tachykardií, zvýšeným prahem 

pro výskyt komorových fibrilací i snížením počtu předčasných komorových komplexů, 

sníženým počtem ektopických komorových úderů (B. Culp et al., 1980; Kang & Leaf, 

1995; McLennan, 1993; McLennan et al., 1993).  

Mechanizmus antiarytmického efektu PUFA je pravděpodobně víceúrovňový. 

Prvním z nich je změna v metabolismu eikosanoidů. EPA a DHA kompetují s kyselinou 

arachidonovou (AA, 20:4 n-6) na několika úrovních. Zaprvé vůbec blokují syntézu AA 
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(Garg et al., 1988). Dle studie na krevních destičkách se n-3 PUFA vážou na membránové 

fosfolipidy a snižují tím množství AA v plazmě i v buňce (Siess et al., 1980).  

EPA je stejně jako AA substrátem pro cyklooxygenázu (COX). EPA tlumí produkci 

tromboxanu A2 (TXA2) a prostaglandinu I2 (PGI2) z AA tím, že COX zpracovává jako 

substrát právě EPA na výsledný TXA3 a PGI3, což dokládá studie na endoteliálních 

buňkách (Fischer & Weber, 1984). Vyšší produkce COX metabolitů z EPA v neprospěch 

TXA2 a PGI2 znamenala snížení počtu komorových fibrilací (Coker et al., 1982). 

Podání antagonisty TXA2 před I/R inzultem vedlo ke snížení počtu ischemických i 

reperfúzních arytmií (Coker & Parratt, 1985). Neesterifikované n-3 PUFA, které nejsou 

součástí triacylglycerolů nebo fosfolipidů, byly prokázány jako kardioprotektivní (s nimi  

i α-linolová nebo linolenová kyselina) s možným účinkem na rychlé Na+ a pomalé Ca2+ 

kanály (Kang & Leaf, 1996). Obecně lze tvrdit, že n-3 PUFA zkracují akční potenciál, 

což může působit antiarytmicky v případě některých poruch vedení a v experimentálním 

modelu, který používá k vyvolání arytmií exogenní dráždění srdečního svalu. Během 

ischemie, kdy se akční potenciál zkracuje, může být tento efekt spíš proarytmický 

(Moreno et al., 2012). PUFA dále mohou působit i na přenašeče nebo receptory. 

EPA vázaná v sarkolemě zvrátila účinky ouabainu (inhibitoru Na+/K+ ATPázy), 

tedy nedošlo k sodíkovému a následně vápníkovému přetížení kardiomyocytů in vitro. 

Účinek nastal pravděpodobně přímo vazbou na dihydropyridinový receptor (Hallaq et al., 

1990, 1992). Dalším účinkem EPA by mohlo být zmnožení, a tím zvýšená aktivita, 

Ca2+/Mg2+ ATPázy, udržující vápníkovou homeostázu, a tím oddalující nástup 

komorových arytmií (Kinoshita et al., 1994). Vyšší zastoupení DHA v sarkolemě snížilo 

afinitu β-adrenergních receptorů k ligandu, čímž byla snížena produkce cAMP (Grynberg 

et al., 1995), jehož zvýšená hladina je považována za spouštěč komorové tachykardie 

(Lerman et al., 1986). 

3.6 Chladová Expozice 

Celotělová hypotermie nebo podchlazení orgánů se užívají v transplantační medicíně 

pro zpomalení metabolizmu, tedy pro snížení detrimentálních následků anoxie nebo 

hypoxie (Kohlhauer et al., 2015). Hlavním benefitem takového akutního podchlazení je 

pomalejší snižování pH, zpomalení produkce ROS, což vede k pomalejší nekróze 

a apoptóze buněk. Hypotermie v hodnotách nad 30 °C, označovaná jako mírná, 

by na rozdíl od té hluboké neměla působit proarytmicky, a naopak by arytmogenezi měla 
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bránit (Polderman, 2009). Akutní zchlazení těla ovšem dle jiných zdrojů může působit 

i proarytmicky (Dietrichs et al., 2020). Byl popsán i vliv zimních měsíců na vyšší 

incidenci kardiovaskulárních onemocnění včetně srdečního selhání (Fares, 2013). 

Odlišným způsobem však působí otužování, tedy adaptace na chlad. Hlavním 

rozdílem oproti podchlazení je zachování normální teploty tělesného jádra. Benefiční 

účinky adaptací navíc přetrvávají delší časový úsek než jen po dobu působení příčiny 

adaptace. Dále jsou adaptace obecně charakterizovány novými bazálními hodnotami 

různých tělesných parametrů, ideálně při zachování všech normálních funkcí organismu 

(Selye, 1946). 

Adaptaci na chlad rozdělujeme dle projevených účinků na organismus. U člověka 

byly popsány následující tři typy – metabolická, hypotermická a inzulativní. Metabolická 

adaptace je charakteristická zvýšením povrchové teploty kůže z důvodu zvýšeného 

metabolického obratu k produkci tepla při zachování teploty tělesného jádra. 

Hypotermické přizpůsobení se chladu se projevuje nízkou metabolickou odpovědí 

resultující ve sníženou teplotou tělesného jádra. Inzulativní adaptace je vyznačována 

efektivnější tělesnou izolací, která se projevuje sníženou radiací tepla kůží při zachování 

vnitřní tělní teploty (Bittel, 1992). Adaptace potkana je charakteristická zhoustnutím 

a načechráním srsti a zvýšením objemu zásobníků hnědé tukové tkáně (BAT) na 

typických místech – mezi pletenci předních končetin na hřbetu, kde je největší, a dále 

v okolí ledvin a podél břišní aorty, v mezižebří, a to přibližně desátý den kontinuální 

chladové expozice (Marvanova et al., 2023). U člověka je BAT přítomna v menších 

depozitech v poměru k tělu než u potkana. U novorozenců je přítomna pro jejich 

neschopnost třesové termogeneze a se vzrůstajícím věkem se ložiska BAT člověka 

zmenšují na minimum a zůstávají pod klíčními kostmi a v oblasti krku a ledvin (Lidell et 

al., 2013). Funkcí BAT je produkovat teplo. Tuto schopnost má kvůli zvýšenému 

množství proteinu rozpřažení (UCP) na vnitřních membránách mitochondrií (Nicholls et 

al., 1978). Na rozdíl od bílé tukové tkáně jsou v BAT nepoměrně menší tukové vakuoly 

a zmnožené mitochondrie, což dává BAT typickou barvu (Park et al., 2014). Aktivace 

UCP v BAT je regulována β3 AR. Celá akutní odpověď na sníženou teplotu okolí probíhá 

jako reakce na stres, tedy dochází k vyplavení katecholaminů do krevního řečiště (Janský 

et al., 2008; Janský et al., 1996; Vybíral et al., 2000), ty pak aktivují β3 AR, což má 

za následek proliferaci, maturaci BAT a aktivitu UCP1. 

Na Přírodovědecké fakultě Univerzity Karlovy v Praze byl studován vliv 

dlouhodobé chladové expozice na člověka prof. Jánským a doc. Vybíralem. Zkoumaní 
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jedinci pobývali ve vodě o teplotě 14 °C po dobu jedné hodiny, 3x týdně po dobu 4-6 

týdnů. Adaptovaní jedinci vykazovali sníženou, ale fyziologickou, povrchovou teplotu 

i teplotu tělesného jádra, odpověď organismu na snížení teploty přicházela později 

než u kontrolních jedinců a subjektivně vnímali adaptovaní jedinci snížený třes. 

Tyto skutečnosti značí snížení hypotalamického prahu pro indukci termogeneze (Janský 

et al., 1996). Na tyto poznatky a všeobecně uznávaný názor, že otužování je benefiční 

pro kardiovaskulární systém, navázala laboratoř doc. Žurmanové exaktním výzkumem 

vlivu chladové adaptace na I/R poškození srdce. 

3.6.1 Akutní chladová expozice 

Akutní chladová expozice je charakteristická periferní vazokonstrikcí, třesovou 

termogenezí, zvýšenou produkcí tepla (Castellani & Young, 2016). Produkce tepla byla 

po 2 hod ve vodě o teplotě 10 °C zajištěna především zvýšenou oxidací glukózy v plazmě, 

svalového glykogenu při svalovém třesu, ale nejvíce (asi z 50 %) oxidací lipidů (Haman 

et al., 2002). Jak bylo napsáno výše, akutní reakce na expozici chladu je stresová. V srdci 

jsou přítomny především β1 (~75 %) a dále β2 (~22 %) i β3 AR (~3 %). Liší se především 

afinitou k adrenalinu a noradrenalinu, lokalizací a následnou intracelulární signální 

kaskádou (Parichatikanond et al., 2024). β1 AR mají stejnou afinitu k adrenalinu 

i noradrenalinu, která je u obou katecholaminů vyšší než u β2 AR. β1 AR jsou tedy 

aktivovány jak autonomním nervovým systémem, tak adrenalinem z dřeně nadledvin. 

β1 AR jsou spřažené s heterotrimerními Gs proteiny, jejichž α-podjednotka stimuluje 

adenylátcyklázu, která přeměňuje ATP na cAMP. Dále se cAMP váže na PKA, 

která fosforyluje své cílové proteiny zásadní pro srdeční regulaci, což nakonec působí 

pozitivně chronotropně a inotropně. Zároveň, a v souladu s tím, se zvyšuje intracelulární 

koncentrace Ca2+ iontů (Greenstein et al., 2004). β2 AR mají společnou signální dráhu 

jako β1 AR (Gs, PKA), ale zároveň mohou být β2 AR fosforylací PKA desenzitizovány 

a navíc aktivováno jejich spřažení s Gi proteiny, které mají opačný efekt než Gs (Bokoch 

et al., 1984; Daaka et al., 1997). β3 AR jsou spřaženy s Gi proteiny (Gauthier et al., 1996) 

a jejich aktivace je systémem ochrany proti chronicky zvýšené aktivaci β1 AR nejspíše 

i cestou stimulace endoteliální a neurální NOsyntázy (Aragón et al., 2011). Akutní 

expozice chladu dle (Xing et al., 2014) trvá až 3 týdny, dle námi naměřených hodnot 

vykazuje potkan přechod z akutní do chronické fáze chladové expozice po cca deseti 

dnech v chladu (Marvanova et al., 2023). 
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3.6.2 Chronická chladová expozice 

O chronické chladové expozici můžeme, dle našich výsledků, uvažovat jako o cca 

10denní až několikatýdenní (Tibenská et al., 2018, Marvanová et al. 2023). Dle Xinga 

a jeho kolektivu (2014) trvá druhá etapa přizpůsobení chladu zhruba další tři týdny. 

V tomto období se snižuje tvorba tepla v játrech a kosterních svalech, zatímco v BAT 

dochází k výraznému zvýšení aktivity klíčových proteinů UCP nebo enzymu 

lipoproteinové lipázy. Zrychluje se tím odbourávání triglyceridů v plazmatických 

lipoproteinech, což vede jednak k produkci tepla, jednak k úbytku viscerálního tuku. 

Obligatorní termogeneze je konstantní, řízená účinkem hormonů štítné žlázy a probíhá 

nepřetržitě ve všech tkáních a orgánech. Naopak fakultativní termogeneze reaguje 

na akutní potřeby těla, je regulována hormony dřeně nadledvin a nejvýrazněji se uplatňuje 

v BAT a v kosterním svalstvu (L. Janský, 1995). V souladu s tím je dlouhodobá chladová 

expozice charakterizována následující drahou: Výlev katecholaminů, aktivace β AR, 

adenylátcykláza, cAMP, PKA, p38 kináza, transkripční faktory vedoucí ke zvýšení 

exprese UCP v BAT a lipolýza (Maslov & Vychuzhanina, 2015). 

Nadměrná dlouhodobá stimulace β1 AR působí hypertrofii v důsledku 

vápníkového přetížení a může vést k apoptóze cestou otevírání mPTP a dále až 

ke srdečnímu selhání (Feng & Anderson, 2017; Gauthier et al., 1998; Lohse et al., 2003). 

Model námi zavedené chladové adaptace však hypertenzi ani hypertrofii LV nevykazuje, 

a naopak je vyznačován aktivitou β2 a β3 AR, které inhibují signální kaskádu β1 AR. 

Bylo prokázáno, že kardioprotektivní efekt není zprostředkován β1 AR, a naopak existuje 

silné podezření, že β2 a β3 AR hrají v kardioprotekci navozené chladovou adaptací 

alespoň částečnou roli (Tibenska et al., 2020). Data popisující vliv mírné chronické 

chladové expozice na arytmogenezi během I/R poškození nebylo možné dohledat.  
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4 Cíle disertační práce 

1. Stanovit vliv krátkodobé a dlouhodobé expozice mírnému chladu (9 ± 1 °C; 

8 ± 1 °C v uvedeném pořadí) na výskyt ischemicko-reperfúzních arytmií 

v intervalech 3D, 10D, 5 týdnů (CA) a 5 týdnů následovaných 2 týdny ve 24 °C 

(CAR) s cílem najít nejkratší možnou dobu, která vyvolává ochranu 

před arytmiemi. 

 

2. Stanovit změny v zastoupení tříd mastných kyselin a jednotlivých mastných 

kyselin v membránových fosfolipidech kardiomyocytů během chladové expozice. 

 

3. Stanovit expresi izoforem UCP (UCP 1, 2, 3) ve vztahu k antiarytmickému efektu 

krátkodobé a dlouhodobé expozice mírnému chladu. 

 

4. Sledovat změny v distribuci konexinu-43 po dlouhodobé expozici mírnému 

chladu.  

 

5. Zjistit odpověď AKT izoforem na kardioprotektivní antiarytmický 

režim chronické intermitentní hypobarické hypoxie v mitochondriálních 

subpopulacích myokardu. 
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5 Použité metody 

5.1 Chov potkanů, chladová expozice  

Byly zvoleny dva režimy mírné chladové expozice, a to krátkodobá expozice (9 ± 1 °C) 

a dlouhodobá expozice (8 ± 1 °C).  

Na základě nemnohé literatury, zabývající se nepoškozující chladovou expozicí, 

byl vybrán pro krátkodobou chladovou expozici interval 3denní (3D), kdy je aktivována 

třesová termogeneze. Dále 10denní (10D) chladová expozice, během níž dochází 

k netřesové termogenezi u lidí při teplotě mezi 15 °C a 16 °C a byla zaznamenána zvýšená 

aktivita BAT (van der Lans et al., 2013). Po konzultaci s doc. Vybíralem byla dále 

zvolena, pro plně vyvinutou adaptaci, 5týdenní chladová expozice (CA). Pro zjištění 

potenciálně přetrvávajícího účinku CA byla zvolena 2týdenní teplotní regrese 

ve 24 ± 1 °C (CAR). Experimentální zvířata byla kvůli stresu z transportu ponechána 

minimálně týden před chladovou expozicí v termoneutrální teplotě (24 ± 1 °C), aby si 

zvykla na nové prostředí. Potkani určeni pro CA a CAR byli první týden chladové 

expozice postupně zvykáni na 8 ± 1 °C střídavou chladovou expozicí (po dobu 

8 hodin/den v 8 ± 1 °C a 16 hodin ve 24 ± 1 °C). Potkani určeni pro 3D a 10D, 

byli umístěni do teploty o stupeň vyšší (9 ± 1 °C) na potřebnou dobu chladové expozice 

bez předchozího zvykání. V experimentech byly použity dvě kontrolní skupiny jedna 

pro 3D a 10D, druhá pro CA a CAR. Hmotnost zvířat byla na konci všech experimentů 

přibližně stejná. Tedy navozená ischemie myokardu a odběry pro proteinové a obrazové 

analýzy byla prováděna na stejně starých zvířatech. 

Zvířata byla chována po dvojicích s podestýlkou, aby bylo zamezeno 

environmentálnímu a sociálnímu stresu, při světelném režimu 12/12. K ověření udržení 

stálé teploty tělesného jádra potkanů byla měřena rektální teplota. Zvířatům byla 

podávána standardní dieta ST1 i voda ad libitum. K experimentům byli použiti samci 

kmene Wistar, chovné jádro Charles River (Velaz s.r.o.). Všechna zvířata byla přivezena 

do vivária PřF UK s hmotností 180-220 g. Po týdnu byla část použita pro protokol 

chronické chladové adaptace, zatímco zvířata pro akutní expozici chladu byla vystavena 

chladu až po dosažení hmotnosti 300-350 g. 
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5.2 Intermitentní hypobarická hypoxie 

K adaptaci na intermitentní hypobarickou hypoxii (IHH) byli použiti dospělí (8týdenní) 

samci potkana kmene Wistar, pocházející z chovné stanice Fyziologického ústavu 

Akademie věd. Zvířata měla přístup k vodě a k laboratorní dietě ST1 v režimu 12 hodin 

světlo / 12 hodin tma ad libitum. Experimenty byly provedeny dle zákona na ochranu 

zvířat č. 246/1992 Sb., proti týrání a v souladu s manuálem „Guide for the Care and Use 

of Laboratory Animals”, publikovaným US National Institutes of Health (NIH 

Publication No. 85-23, revised 1996), a byly schválena etickou komisí Fyziologického 

ústavu AV ČR v. v. i. 

Potkani byli vystaveni IHH v hypobarické komoře. Adaptace trvala 25 dní v režimu 

8 hodin denně, 5 dní v týdnu. Barometrický tlak byl snižován plynule tak, 

aby po 13 expozicích simuloval nadmořskou výšku 7000 m n. m. Během adaptace byla 

v komoře zajištěna cirkulace vzduchu a teplota byla udržována mezi 21 °C - 23 °C. 

Kontrolní skupina potkanů byla chována v normoxických podmínkách odpovídajících 

nadmořské výšce 200 m n. m. v týchž teplotních podmínkách jako IHH (Asemu et al., 

2000; Waskova-Arnostova et al., 2015). 

5.3 Chirurgické navození ischemicko-reperfúzního poškození 

Veškeré experimentální protokoly byly realizovány v souladu se zákonem České národní 

rady na ochranu zvířat proti týrání (zákon č. 246/1992 Sb.). Potkani byli anestetizováni, 

v případě 3D, 10D a CA v místnosti určené pro chladovou expozici, podáním Thiopentalu 

(i. p. 60 mg/100 g). Kvalita anestezie a teplota tělesného jádra byly kontrolovány během 

celého experimentu. Invazivní měření arteriálního krevního tlaku bylo prováděno v pravé 

karotidě. Byla provedena tracheostomie pro zajištění vstupu pro ventilaci, následně 

torakotomie v oblasti pátého mezižebří. Potkani byli ventilováni plicním ventilátorem 

(UGO Basile, Italy) dechovým objemem 1,2 ml/100 g, při 68–70 cyklech/min. Dále byl 

odstraněn perikard, poté provedena příprava pro podvaz přední sestupné větve levé 

koronární artérie přibližně 1–2 mm pod síňovým ouškem (šicí materiál od Chirmax). 

Podvázáním arterie započalo 10 minut stabilizace. Srdeční činnost byla sledována pomocí 

EKG (PowerLab a LabChart 8 software; ADInstrument). Po 10minutové stabilizaci byla 

započata 20minutová ischemická fáze provedením okluze přední sestupné větve levé 

koronární artérie chirurgickou svorkou (Medin). Následovala reperfúzní fáze v délce 

3 hodin. Během prvních 5 min reperfúze byl potkan nadále monitorován pomocí EKG 



 

30 

 

pro detekci reperfúzních arytmií. Po odsátí vzduchu a případné tekutiny z hrudní dutiny 

byl hrudník chirurgicky uzavřen. Potkan byl odpojen od plicního ventilátoru, byla 

vyjmuta kanyla z karotidy. Dále byl potkan temperován na vyhřívané podložce k udržení 

tělesné teploty 37 °C, kde spontánně dýchal v hluboké anestézii během 3hodinové 

reperfúze (Marvanova et al., 2023; Neckář et al., 2017; Tibenska et al., 2020, 2021). 

5.4 Hodnocení komorových arytmií 

Komorové arytmie vyvolané ischémií a reperfúzí byly hodnoceny podle Lambethské 

konvence odděleně a rozděleny podle počtu předčasných komorových komplexů (PVC) 

na singly (1 PVC), salvy (2 nebo 3 po sobě jdoucí PVC) a komorové tachykardie (4 a více 

kontinuálních PVC). Ilustrace jednotlivých typů hodnocených PVC v příloze č. 1. 

Reperfúzní arytmie se vyskytují na potkaním modelu typicky ihned po začátku reperfúze 

a zpravidla netrvají déle než první tři minuty. Proto byla srdeční akce potkanů 

monitorována ještě prvních pět minut reperfúze pomocí EKG. Během námi prováděných 

experimentů nedošlo u žádné skupiny zvířat k fibrilaci komor, proto v této metodice 

nejsou komorové fibrilace uvažovány.  

5.5 Příprava vzorků srdeční tkáně 

Experimentální i kontrolní skupiny potkanů byly v místě ustájení uvedeny do hluboké 

anestézie (Thiopental, 80 mg/kg, i. p.), srdce byla rychle vyjmuta a krátce promyta 

v ledovém fyziologickém roztoku sloužícímu ke zpomalení metabolizmu a odkrvení. 

Srdce byla na ledu rozdělena na tři části; volná stěna pravé komory (RV) a septum byly 

odděleny od levé komory (LV); LV byla podélně rozdělena na dvě části. Všechny vzorky 

byly rychle zmraženy v tekutém dusíku, zváženy, a až do použití skladovány při teplotě 

-80 °C. Vzorky volné stěny LV byly použity pro analýzy exprese proteinů 

v experimentech spolupracovníků a septa pro analýzy mastných kyselin.  

5.6 Analýza mastných kyselin 

Zmražená srdeční septa kontrolních potkanů a potkanů vystavených všem chladovým 

protokolům (3D, 10D a CA, CAR) byla rozdrcena pod tekutým dusíkem ve třecích 

miskách a ze vzorků tkáně byly extrahovány fosfolipidy podle Folchovy metody (Folch 

et al., 1957) modifikované tak, jak bylo již dříve popsáno (Ježková et al., 2002). 

Extrahované celkové fosfolipidy byly separovány jednorozměrnou tenkovrstvou 
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chromatografií na silikagelu H ve směsi hexan-ether-kyselina octová (80:20:3). 

Pro analýzu mastných kyselin (MK) byly fosfolipidové skvrny vizualizovány v UV světle 

po obarvení 0,005% 2,7-dichlorfluoresceinem v methanolu, odděleny a uloženy 

v dusíkové atmosféře při -20 °C do následujícího dne, kdy byly připraveny metylestery 

MK. Stejně jako při přípravě metylesterů MK byl do zkumavek se silikagelem přidán 

metanolát sodný a zkumavky byly inkubovány 60 minut při pokojové teplotě ve tmě. 

Metylestery byly extrahovány hexanem. Extrakt byl odpařen pod proudem dusíku 

a uložen v -20 °C. Metylestery byly separovány pomocí plynového chromatografu 

CP438A (Chrompack, Middelburg, Nizozemsko) se střední polární kolonou CP WAX 

52CB (25 m × 0,25 mm i. d.). Teplota pece byla naprogramována od 145 °C do 230 °C 

rychlostí 2 °C/min. Nosným plynem byl vodík. MK byly identifikovány pomocí směsi 

metylesterů MK (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA) (Tvrzická et al., 2002). 

5.7 Imunofluorescenční analýza srdeční tkáně 

Imunoflurescenční analýza byla provedena na akutním (K, 3D,10D) i chronickém chladu 

(K, CA, CAR). Každá tato skupina měla vlastní kontrolu. Počet vzorků do skupiny 3. 

Dále, pro analýzu AKT 6 vzorků LV ze skupiny IHH a odpovídající normoxické kontroly. 

Všechny vzorky byly fixovány dvouminutovou perfúzí celého srdce 4% 

paraformaldehydem na Langendorffově aparatuře. Následně byla srdce sejmuta 

a oddělené levé komory byly dále fixovány ponořením do pufrovaného 4% formaldehydu 

po dobu dvou hodin. Vzorky LV byly poté inkubovány přes noc ve 20% roztoku 

sacharózy v PBS. LV byly následně zmrazeny v kapalném dusíku. Kryořezy (6 μm; 

cryostat Leica CM3050, Leica Microsystems) byly připraveny vždy ze stejné části LV 

ve smyslu bazo-apikálního a ventro-laterálního směru tak, aby kardiomyocyty 

v tkáňových kryořezech byly orientovány podélně. Kryořezy z jednotlivých 

experimentálních skupin byly použity k imunodetekci a následným analýzám podílu 

„end-to-end“ Cx43 a dále ke stanovení kolokalizace subpopulací mitochondrií s AKT1, 

2 a UCP1, 2, 3. Kryořezy byly permeabilizovány v ledovém metanolu a opláchnuty v 1% 

SDS pro odmaskování epitopů. Po třech pětiminutových promytích v PBS následovala 

90minutová inkubace řezů v blokačním roztoku (10% oslí a kozí sérum v PBS, 0,3% 

Triton X-100, 1% BSA, 0,3M glycin, oslí anti-králičí IgG a kozí anti-myší IgG; Sigma-

Aldrich). Blokační roztok zabraňuje nespecifické vazbě primárních a sekundárních 

protilátek. Následně byly kryořezy opět třikrát promyty (3 × 5 min) a inkubovány 
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přes noc při 4 °C s králičími protilátkami proti Cx43 (1:200, Sigma-Aldrich) nebo AKT1, 

2 nebo UCP1, 2, 3 (1:200, Abcam). Po dalším promytí v PBS (3 × 5 min) byly primární 

protilátky detekovány pomocí oslí anti-králičí IgG konjugované s Alexa Fluor 488 

(Thermo Fisher Scientific). Sarkolema byla vizualizována pomocí aglutininu 

z pšeničných klíčků (wheat germ agglutinin, WGA) konjugovaného s Alexa Fluor 647 

(Thermo Fisher Scientific), který se specificky váže na kyselinu sialovou v buněčných 

membránách. Mitochondrie byly vizualizovány pomocí mixu myších primárních 

protilátek proti jednotlivým komplexům OXPHOS (Total OXPHOS Blue Native WB 

Antibody Cocktail, ab110412, Abcam), detekovaných sekundární anti-myší IgG 

konjugovanou s Alexa 647 (Thermo Fisher Scientific). Nakonec bylo na řezy aplikováno 

krycí médium ProLong Gold Antifade (Invitrogen) s jaderným markerem DAPI 

(4′,6-diamidino-2-fenylindol; Invitrogen), přikryty krycím sklíčkem a uchovány při 4 °C. 

Příspěvek autofluorescence k celkovému fluorescenčnímu signálu byl otestován pomocí 

kontrolních kryořezů, kde byly vynechány jak primární, tak sekundární protilátky. 

Nespecifita vazby sekundární protilátky byla otestována na kryořezech, kde byla 

vynechána primární protilátka. Imunofluorescenční signál Cx43, UCP1, 2, 3 a AKT1, 2 

byl snímán pomocí „wide-field“ invertovaného mikroskopu NikonTi2 (Nikon) 

s nadstavbou pro imunofluorescenční snímání. 

Míra kolokalizace byla hodnocena pomocí pluginu Colocalization Threshold 

v open-source platformě FIJI (Schindelin et al., 2012). Pro každou experimentální 

skupinu bylo nasnímáno 10 mikroskopických snímků. Každý snímek byl podroben 

základní a jednotné úpravě, tj. pomocí funkce Subtract Background ve FIJI. 

Bylo odečteno pozadí a snímkům byl nastaven jednotný práh. Využitím pluginu 

Colocalization Threshold byly následně vypočteny dva parametry kolokalizace: 

Pearsonův kolokalizační koeficient (PCC), vyjadřující lineární korelaci intenzit mezi 

kanály, a Mandersův koeficient 2 (tM2), udávající podíl signálu jednoho kanálu, v ploše 

signálu druhého. Výpočty byly provedeny z nesaturovaných obrazových dat v celé ploše 

snímku. Hodnoty PCC a tM2 byly následně použity pro statistické porovnání mezi 

experimentálními skupinami. Distribuce Cx43 na sarkolemě kardiomyocytů byla 

hodnocena v open source programu FIJI. 

Surové snímky byly kalibrovány podle parametrů objektivu a režimu akvizice, 

což vedlo k výsledné velikosti pixelu 0,3225 × 0,3225 µm. Nehomogenní osvětlení bylo 

korigováno pomocí algoritmu Background Subtraction ve FIJI s poloměrem „rolling ball“ 

nastaveným na 50 pixelů (Castle & Keller, n.d.). U každého snímku byl ručně nastaven 
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práh tak, aby došlo k výběru všech komplexů Cx43. Každý komplex Cx43 byl uložen 

jako ROI pro další analýzu a u každé byl určen směr osy. Barvení WGA bylo použito 

jako marker uspořádání kardiomyocytu. Na základě úhlu sevřeného podélnou osou 

kardiomyocytu a osou komplexů Cx43 byl rozlišen typ vodivého spoje. Úhel v rozmezí 

90° ± 20° určoval formaci „end to end“. 

5.8 Statistické hodnocení 

Statistické zpracování dat bylo provedeno v programu GraphPad Prism 10.3.1 

(GraphPad). Pro analýzu rozdílů mezi průměry jednotlivých skupin u výsledků 

základních tělesných parametrů, složení mastných kyselin, distribuce Cx43, UCP1, 2, 3 

byla použita jednofaktorová ANOVA následovaná Dunnettovým vícenásobným 

porovnáním, v případě porovnání distribuce Cx43 v IHH byl použit nepárový t-test. 

Dvoufaktorová ANOVA s opakovanými měřeními byla užita u hodnocení kolokalizace 

AKT1,2 se subpopulacemi mitochondrií. Celková množství předčasných komorových 

komplexů a celková doba trvání tachyarytmií byla vyhodnocena pomocí 

neparametrického Kruskal–Wallisova testu s Dunnovým post-hoc vícenásobným 

porovnáním v případě více než dvou experimentálních skupin, v případě dvou 

experimentálních skupin byl použit Mann–Whitney U test. Incidence arytmií byla 

hodnocena Fisherovým exaktním testem. Za statisticky významné byly považovány 

hodnoty P <0,05. Data jsou uvedena jako průměr ± SD. 
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6 Výsledky 

Charakterizace modelu expozice mírnému chladu 

Byly sledovány čtyři experimentální skupiny exponované chladu, z toho dvě pro akutní 

až subchronickou expozici (3D a 10D), které vstoupily do experimentu vystavení chladu 

v hmotnosti 350 ± 19 g. Dvě experimentální skupiny vystavené chronickému chladu (CA) 

a následující teplotní regresi (CAR) vstupovaly do experimentu v hmotnosti 200 ± 23 g 

se záměrem přibližně stejné hmotnosti experimentálních zvířat napříč všemi zkoumanými 

skupinami v den navození I/R poškození nebo odběrů tkáně pro další analýzy (obr. 1A). 

Míra adaptace byla ověřena hmotností BAT, který byl odebrán z mezilopatkové oblasti 

(obr. 1B). Hmotnost BAT (BATW) se pohybovala od 272 mg u CST do 679 mg v případě 

CA. K signifikantnímu nárůstu relativní hmotnosti BAT (BATW/BW) došlo až po 10D 

expozice chladu o 51 %. Po CA došlo k dalšímu signifikantnímu nárůstu proti 10D 

o 61 %, což znamená nárůst o 108 % oproti odpovídající kontrole CLT (obr. 1C).  

Obrázek 1: Tělesná hmotnost a hmotnost hnědé tukové tkáně. Krátkodobá expozice chladu 

(9 ± 1 °C) v 3. a 10. dni (3D, 10D) a příslušná kontrolní skupina (24 ± 1 °C; CST), dlouhodobá 

expozice chladu (8 ± 1 °C; 5 týdnů; CA), následné zotavení (24 ± 1 °C; 2 týdny; CAR) a příslušná 

kontrolní skupina (24 ± 1 °C; CLT). Tělesná hmotnost (BW), hmotnost hnědé tukové tkáně 

(BATW). Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 6; *p <0,05; **p <0,01 ***p <0,001 ve 

srovnání s příslušnou kontrolní skupinou. K analýze byl použit jednofaktorový ANOVA test s 

Tukeyho vícenásobným porovnáním. 
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Kardioprotektivní režim chronické intermitentní hypoxie působí hypertrofii především 

pravého srdce (González-Candia et al., 2023), zatímco například zvýšená fyzická aktivita 

způsobuje sice fyziologickou, ale přesto hypertrofii srdce levého (Chen et al., 2022). 

Podobné výsledky jako u cvičení byly pozorovány i u LV myší adaptovaných na 4 °C, 

nicméně v obou případech se hypertrofie jevila téměř zcela reverzibilní a bez 

patologických projevů (Burns et al., 2024). Z výše uvedených důvodů byla po vybraných 

časových intervalech expozice mírnému chladu monitorována relativní hmotnost srdce 

(HW) ku tělesné hmotnosti (BW; obr. 2A), relativní hmotnost levé komory srdeční 

(LVW) dohromady s hmotností mezikomorového septa (SW) ku BW (obr. 2B) 

a hmotnost pravé komory srdeční (RVW) ku BW (obr. 2C). Naměřené hodnoty 

nevykazovaly statisticky významné rozdíly s kontrolou.  

 

 

Obrázek 2: Hmotnostní parametry srdce. Krátkodobá expozice chladu (9 ± 1 °C) v 3. a 10. dni 

(3D, 10D) a příslušná kontrolní skupina (24 ± 1 °C; CST), dlouhodobá expozice chladu (8  ± 1 °C; 

5 týdnů; CA), následné zotavení (24 ± 1 °C; 2 týdny; CAR) a příslušná kontrolní skupina 

(24 ± 1 °C; CLT). Hmotnost srdce (HW), hmotnosti těla (BW), hmotnost levé komory (LVW), 

hmotnost mezikomorového septa (SW), hmotnost pravé komory (RVW). Hodnoty jsou uvedeny 

jako průměr ± SD; n = 6; K analýze byl použit jednofaktorový ANOVA test s Tukeyho 

vícenásobným porovnáním 
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Vliv krátkodobé expozice mírnému chladu na výskyt ischemicko-reperfúzních 

arytmií. 

Akutní expozice mírnému chladu neovlivnila statisticky významně výskyt celkových 

ischemických komorových extrasystol (PVCs; obr. 3A). Doba trvání celkové ischemické 

tachyarytmie byla nicméně statisticky významně zkrácena o 74 % po 3D mírného chladu, 

zatímco ve skupině exponované chladu po dobu 10D je pozorované snížení statisticky 

nevýznamné (obr. 3B). V reperfúzi, ve které dochází obecně k menšímu počtu arytmií, 

a to zpravidla v prvních 3 minutách, nebyly naměřeny rozdíly ani v celkovém počtu 

PVCs (obr. 3C), ani v celkové době trvání tachyarytmií (obr. 3D).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 3: Ischemické a reperfúzní arytmie po krátkodobé expozici mírnému chladu. 

Krátkodobá expozice chladu (9 ± 1 °C) v 3. a 10. dni (3D, 10D) a příslušná kontrolní skupina 

(24 ± 1 °C; CST), celkové předčasné komorové komplexy (PVCs). Hodnoty jsou uvedeny jako 

průměr ± SD; n = 11 *p <0,05. K analýze byl použit Kruskal–Wallisův test s Dunnovým post-hoc 

vícenásobným porovnáním. 
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Vliv dlouhodobé expozice mírnému chladu a následné 2týdenní regrese na množství 

ischemicko-reperfúzních arytmií. 

 

Po 5týdenní chladové expozici (CA) i následné 2týdenní teplotní regresi (CAR) nebyl 

pozorován statisticky významný rozdíl v celkovém počtu PVCs, ani v celkové době 

trvání tachyarytmií po ischemii (obr. 4A, obr. 4B). Narozdíl od ischemie došlo během 

prvních 5 minut reperfúze ke statisticky významnému poklesu celkového počtu PVCs 

o 52 % ve skupině CA, a doba trvání reperfúzní arytmie byla v téže skupině zkrácena 

výrazně o 82 % oproti odpovídající kontrole. Po dvou týdnech od návratu 

do termoneutrálních podmínek antiarytmický efekt pozorovaný ve skupině CA 

vymizel (Obr. 4 C, D). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 4: Ischemické a reperfúzní arytmie po dlouhodobé expozici mírnému chladu. 

Pětitýdenní expozice chladu (9 ± 1 °C; CA), následovaná dvoutýdenním zotavením (24 ± 1 °C; 

CAR) a příslušná kontrolní skupina (24 ± 1 °C; CLT), celkové předčasné komorové komplexy 

(PVCs). Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 13; *p <0,05; ***p <0,001. K analýze byl 

použit Kruskal–Wallisův test s Dunnovým post-hoc vícenásobným porovnáním. 
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Zastoupení tříd mastných kyselin a jednotlivých mastných kyselin v membránových 

fosfolipidech myokardu po krátkodobé a dlouhodobé chladové expozici 

 

Změna ve složení lipidové složky membrán kardiomyocytu obohacené o n-3 PUFA, 

stejně jako adaptací na intermitentní hypobarickou hypoxii vedla ke snížení počtu arytmií 

(Kohutova et al., 2019). Účinky chladu na zastoupení tříd mastných kyselin 

v membránových fosfolipidech kardiomyocytů jsou prezentovány na obr 5. Podíl 

nasycených mastných kyselin (SFA) zůstal ve všech experimentálních skupinách 

nezměněný (obr. 5A, B). Podíl mononenasycených mastných kyselin (MUFA) byl 

významně snížený o 14 % po 10 dnech expozice chladu (obr. 5C), přičemž po chronické 

adaptaci (CA) došlo k dalšímu poklesu o 20 % (obr. 5D). Obsah antiarytmických 

n-3 polynenasycených mastných kyselin (PUFA) ve fosfolipidech membrán měl pouze 

tendenci k nárůstu a proarytmické n-6 PUFA měly tendenci k poklesu po 10 dnech 

(obr. 5E). Tyto změny vedly k významnému snížení poměru n-6/n-3 PUFA o 34 % již 

po 10D expozici chladu (obr. 5I). Další pokles n-6 PUFA o 10 % (obr. 5F) a nárůst  

n-3 PUFA o 48 % po CA (obr. 5H) vedly k signifikantnímu snížení poměru n-6/n-3 PUFA 

o 37 % (obr. 5J). Všechny hodnoty se po CAR vrátily na kontrolní hodnoty. 
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Obrázek 5: Změna v zastoupení tříd mastných kyselin v membránových fosfolipidech 

myokardu. Nasycené mastné kyseliny (SFA), mononenasycené mastné kyseliny (MUFA), n-6 

polynenasycené mastné kyseliny (n-6 PUFA), n-3 polynenasycené mastné kyseliny (n-3 PUFA) 

v mol%, a jejich poměr (n-6/n-3 PUFA) po krátkodobé chladové expozici v 3. a 10. dni (3D, 10D; 

9 ± 1 °C), po pětitýdenní chladové adaptaci (CA; 8 ± 1 °C) a po následné dvoutýdenní 

rekonvalescenci (CAR; 24 ± 1 °C) a příslušné kontrolní skupiny (24 ± 1 °C; CST, CLT). Hodnoty 

jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 6 u krátkodobé, n = 8 u dlouhodobé expozice mírnému 

chladu; *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001. Použita byla jednofaktorová ANOVA s Tukeyho 

vícenásobným porovnáním.   
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Jednotlivé mastné kyseliny v membránách myokardu mezikomorového septa jsou 

uvedeny v Tabulce 1. po krátkodobé expozici mírnému chladu. Již po 3D došlo 

k signifikantnímu zvýšení podílu kyseliny dokosapentaenové (22:5n-3, DPA) o 39 %. 

Po 10D jsme pozorovali snížení podílu kyseliny vakcenové (18:1n-7) o 12 % a kyseliny 

linolové (18:2n-6) o 19 %. Dále expozice mírnému chladu vyvolala významné zvýšení 

hladin adrenové kyseliny (22:4n-6) o 27 %. Zastoupení DPA se zvýšilo o dalších 14 % 

oproti 3D na 59 % oproti CST. Index nenasycenosti (UI) zůstal nezměněn. 

MK, 

množství Mol% 
CST 3D 10D 

16:0 12,41 ± 1,86 13,94 ± 2,00 13,37 ± 2,02 

18:0 23,8 ± 2,29 24,30 ± 2,93 25,74 ± 3,24 

18:1n-9 3,83 ± 0,26 3,63 ± 0,42 3,37 ± 0,20 

18:1n-7 5,35 ± 0,42 5,12 ± 0,44 4,72 ± 0,21 * 

18:2n-6 22,66 ± 2,14 19,49 ± 2,02 18,26 ± 13,29 * 

20:4n-6 19,99 ± 2,43 20,26 ± 3,19 20,06 ± 3,12 

22:4n-6 1,32 ± 0,14 1,49 ± 0,19 1,68 ± 0,26 * 

22:5n-3 1,11 ± 0,21 1,54 ± 0,23* 1,76 ± 0,30 *** 

22:6n-3 5,46 ± 1,50 6,22 ± 1,37 7,06 ± 1,50 

UI 184,4 ± 19,50 186,4 ± 22,95 190 ± 23,03 

 

Tabulka 1: Jednotlivé mastné kyseliny (MK) v membránových fosfolipidech kardiomyocytů po 

krátkodobé chladové expozici. Krátkodobá expozice chladu (9 ± 1 °C) v 3. a 10. dni (3D, 10D) a 

příslušná kontrolní skupina (24 ± 1 °C; CST); n = 6; kyselina palmitová (16:0), stearová (18:0), 

olejová (18:1n-9), vakcenová (18:1n-7), linolová (18:2n-6), arachidonová (20:4n-6), adrenová 

(22:4n-6), dokosapentaenová (22:5n-3), dokosahexaenová (22:6n-3), mastná kyselina (MK); 

index nenasycenosti (UI) byl vypočítán jako molární % jednotlivých nenasycených MK 

vynásobené počtem dvojných vazeb. Uváděny jsou pouze MK, které dosáhly alespoň 1 % z 

celkového množství MK. Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 6; *p <0,05, ***p <0,001. 

K analýze byl použit jednofaktorový ANOVA test s Tukeyho vícenásobným porovnáním. 
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Jednotlivé mastné kyseliny zastoupené v membránových fosfolipidech kardiomyocytů 

po dlouhodobé expozici mírnému chladu jsou uvedeny v Tabulce 2. Kyselina stearová 

(18:0) vykazovala zvýšení o 19 % po pětitýdenní adaptaci na mírný chlad (CA). 

Zastoupení kyseliny vakcenové (18:1n-7) po CA pokleslo o 27 %. Stěžejním zjištěním 

je, že vlivem CA byly podíly kyseliny dokosapentaenové (DPA; 22:5n-3) a kyseliny 

dokosahexaenové (DHA; 22:6n-3) zvýšeny o 44 %, respektive 46 %. Dvoutýdenní pobyt 

v termoneutrálním prostředí (CAR) obnovil všechny hodnoty MK na úroveň kontrolní 

skupiny, s výjimkou kyseliny vakcenové, kdy zůstala snížena o 9 % oproti CLT. Index 

nenasycenosti (UI) zůstal nezměněn. 

MK, 

Množství [Mol%] 
CLT CA CAR 

16:0 12,18 ± 1,23 12,12 ± 1,56 12,24 ± 1,42 

18:0 22,05 ± 1,95 26,16 ± 4,00 * 24,02 ± 2,57 

18:1n-9 3,68 ± 0,36 3,53 ± 0,24 3,85 ± 0,34 

18:1n-7 5,82 ± 0,52 4,27 ± 0,22 *** 5,30 ± 0,29 * 

18:2n-6 22,11 ± 2,82 18,29 ± 3,04 20,93 ± 3,70 

20:4n-6 21,87 ± 2,18 20,44 ± 2,93 21,36 ± 2,90 

22:4n-6 1,27 ± 0,25 1,51 ± 0,39 1,35 ± 0,14 

22:5n-3 1,12 ± 0,13 1,61 ± 0,25 *** 1,16 ± 0,17  

22:6n-3 5,74 ± 0,88 8,36 ± 2,13 ** 5,94 ± 1,53 

UI 192,3 ± 13,70 190,7 ± 26,10 190,3 ± 18,79 

 

Tabulka 2: Jednotlivé mastné kyseliny v membránách kardiomyocytů mezikomorového septa 

po dlouhodobé chladové expozici. Pětitýdenní expozice chladu (9 ± 1 °C; CA), následovaná 

dvoutýdenním zotavením (24 ± 1 °C; CAR) a příslušná kontrolní skupina (24 ± 1 °C; CLT); n = 6; 

kyselina palmitová (16:0), stearová (18:0), olejová (18:1n-9), vakcenová (18:1n-7), linolová 

(18:2n-6), arachidonová (20:4n-6), adrenová (22:4n-6), dokosapentaenová (22:5n-3) a 

dokosahexaenová (22:6n-3), mastná kyselina (MK); index nenasycenosti (UI) byl vypočítán jako 

molární % jednotlivých nenasycených MK vynásobené počtem dvojných vazeb. Uváděny jsou 

pouze MK, které dosáhly alespoň 1 % z celkového množství MK. Hodnoty jsou uvedeny jako 

průměr ± SD; n = 8; *p <0,05, **p <0,01, ***p <0,001; K analýze byl použit jednofaktorový 

ANOVA test s Tukeyho vícenásobným porovnáním.  
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Lokalizace UCP izoforem (UCP1, 2, 3) v levé komoře srdeční v průběhu expozice 

mírnému chladu 

 

Netřesová termogeneze.je založena na zvýšené expresi UCP proteinu v hnědé tukové 

tkání, zjišťovali jsme, zda dochází ke změně exprese UCP izoforem i v srdeční tkání 

v průběhu akutní expozice a dlouhodobému vystavení mírnému chladu. Regulace UCP 

proteinů je zprostředkována β3AR. V práci (Tibenska et al., 2020) jsme ukázali, že β3AR 

kolokalizuje po CA ve zvýšené míře se sarkolemou. Proto přepokládáme změnu 

v lokalizaci izoforem UCP na vnitřní mitochondriální membráně mitochondrií LV, 

která byla stanovena jako míra kolokalizace UCP izoforem s komplexy OXPHOS. 

Akutní expozice chladu ve 3D a 10D nezpůsobila signifikantní změny v asociaci UCP1 

s mitochondriemi, zatímco asociace UCP2 s vnitřní mitochondriální membránou byla 

snížena o 18 % hodnocena Menders2 koeficientem (tM2), respektive 20 % Pearsenovým 

kolokalizačním koeficientem (PCC) po 3D, a snížena o 32 % (tM2), respektive o 33 % 

(PCC) po 10D oproti kontrole. (obr. 6B, C). UCP3 kolokalizace s mitochondriemi se 

snížila o 30% (tM2), respektive 25 % (PCC) po 3D, a snížena o 27 % (tM2), respektive 

o 21 % (PCC) po 10D oproti kontrole. Reprezentativní obrázky kolokalizace UCP1, 2, 3 

s OXPHOS komplexy po krátkodobé expozici mírnému chladu jsou uvedeny v obr. 6A. 

 

 

 

 

 

 

 

 

   

 



 

43 

 

 

Obrázek 6: Kolokalizace izoforem UCP s mitochondriemi v levé komoře srdeční po krátkodobé 

expozici mírnému chladu. Krátkodobá expozice chladu (9 ± 1 °C) v 3. a 10. dni (3D, 10D) a 

příslušná kontrolní skupina (24 ± 1 °C; CST), kolokalizace vyjádřena Menders2 koeficientem 

(tM2) a Pearsenovým kolokalizačním koeficientem (PCC). Zelenou barvou značeny specifické 

UCP izoformy, červenou barvou značeny mitochondrie markerem OXPHOS, modrou barvou 

DAPI značena buněčná jádra. Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 3 *p <0,05; 

**p <0,01, ***p <0,001. K analýze byl použit jednofaktorový ANOVA test s Tukeyho 

vícenásobným porovnáním. Měřítko 20 μm. 

 

Chronická expozice mírnému chladu nezpůsobila signifikantní změny v asociaci 

UCP1 s mitochondriemi, zatímco kolokalizace UCP2 s vnitřní mitochondriální 

membránou vykazovala tendenci ke zvýšení po CA, ale snížena byla signifikantně o 13 

% (tM2) po dvoutýdenní teplotní regresi oproti CA. UCP3 kolokalizace s mitochondriemi 

se zvýšila statisticky významně po CA o 25 % (tM2), následující teplotní regrese navrátila 

hodnotu kolokalizace na úroveň CALT, kdy došlo k poklesu o 23 % na původní hodnotu. 

(obr. 7B). Žádný statisticky významný rozdíl mezi skupinami CLT, CA a CAR neukázala 

analýza obrazu za užití PCC, nicméně trend růstu a poklesu hodnot zůstává zachován 

(obr. 7C) v poměru s analýzou pomocí tM2. Reprezentativní obrázky kolokalizace 

UCP1, 2, 3 s OXPHOS komplexy po dlouhodobé expozici mírnému chladu jsou uvedeny 

v obr. 7A. 
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Obrázek 7: Kolokalizace UCP izoforem s mitochondriemi v levé komoře srdeční po dlouhodobé 

expozici mírnému chladu. Pětitýdenní expozice chladu (8 ± 1 °C; CA), následovaná 

dvoutýdenním zotavením (24 ± 1 °C; CAR) a příslušná kontrolní skupina (24 ± 1 °C; CLT), 

kolokalizace vyjádřena Menders2 koeficientem (tM2) a Pearsenovým kolokalizačním 

koeficientem (PCC). Zelenou barvou značeny specifické UCP izoformy, červenou barvou značeny 

mitochondrie markerem OXPHOS, modrou barvou DAPI značena buněčná jádra. Hodnoty jsou 

uvedeny jako průměr ± SD; n = 3 *p <0,05. K analýze byl použit jednofaktorový ANOVA test s 

Tukeyho vícenásobným porovnáním. Měřítko 20 μm. 
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Srovnání distribuce Cx43 v antiarytmickém režimu IHH a CA 

 

Intermitentní hypobarická hypoxie (IHH) snižuje velikost tkáňového I/R poškození. 

Prokázali jsme i její antiarytmický efekt (obr. 8). Výskyt komorových tachyarytmií 

během 10minutové koronární okluze byl u potkanů adaptovaných (IHH) signifikantně 

nižší než u jejich normoxických protějšků, a to o 59 % (obr. 8A) při kratší celkové délce 

tachyarytmií o 81 % (obr. 8B). IHH také statisticky významně snížila počet PVCs o 70 %, 

ať šlo o singly, salvy nebo tachykardie (obr. 8C). 

 

Obrázek 8: Tachyarytmie během prvních deseti minut ischemie po adaptaci na IHH. 

Intermitentní hypobarická hypoxie (IHH; 7000 m n. m.), normoxie (N) předčasné komorové 

komplexy (PVCs); Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 13; *p <0,05. K analýze byl 

použit Fisherův exaktní test pro incidence arytmií, Mann-Whitney U test pro celkovou délku trvání 

tachyarytmií a celkový počet PVCs. 

 

Podíl konexinu-43 (Cx43) ve formaci „end to end“ je v práci Kohutové 

a kolektivu (2019) po IHH zvýšen o 20 %, což představuje 78 % z celkového počtu 

vodivých spojů mezi kardiomyocyty (obr. 9), což vedlo ke snížení počtu komorových 

tachyarytmií v prvních deseti minutách ischemie (obr. 8). 

Obrázek 9: Změna v distribuci konexinu-43 po adaptaci na IHH. Intermitentní hypobarická 

hypoxie (IHH; 7000 m n. m.), normoxie (N), konexin-43 (Cx43); zelenou barvou značen Cx43, 

červenou barvou (WGA) značena sarkolema, modrou barvou DAPI značena buněčná jádra, šipky 

značí formace Cx43; Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 6; **p <0,01. K analýze byl 

použit nepárový t-test. Měřítko 20 μm. (Kohútová, 2019). 
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Po zjištění změn v zastoupení n-3 PUFA v membránách kardiomyocytů LV bylo logické 

analyzovat distribuci Cx43 na sarkolemě vzhledem k popsané společné interakci 

(Radosinska et al., 2015). V průběhu rané chladové expozice nedošlo ke statisticky 

významné změně v antiarytmické konformaci Cx43 „end to end“, zatímco po CA byl 

podíl Cx43 v této lokalizaci zvýšen oproti odpovídající kontrole o 15 % (obr. 10). 

Tím se zvýšilo zastoupení vodivých spojů na interkalárních discích na 83 % ku 17 % 

na podélných stranách kardiomyocytů. Námi zjištěná změna poměru „end to end“ 

a „side to side“ podporuje antiarytmický fenotyp po adaptaci na mírný chlad v souladu 

se zjištěnou změnou během IHH (obr. 9). 

 

 

 

 

 

Obrázek 10: Změna v distribuci konexinu-43 po dlouhodobé expozici mírnému chladu. 

Pětitýdenní expozice chladu (9 ± 1 °C; CA), následovaná dvoutýdenním zotavením (24 ± 1 °C; 

CAR) a příslušná kontrolní skupina (24 ± 1 °C; CLT), konexin-43 (Cx-43); zelenou barvou značen 

Cx43, červenou barvou (WGA) značena sarkolema, modrou barvou DAPI značena buněčná 

jádra. Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 3; *p <0,05. K analýze byl použit 

jednofaktorový ANOVA test s Tukeyho vícenásobným porovnáním. Měřítko 20 μm. 
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Lokalizace izoforem AKT v pravé a levé komoře srdeční po IHH (7000 m n. m.) v 

mitochondriálních subpopulacích. 

 

Adaptace IHH simulující 7000 m n. m. je drastická pro savčí organismus, nicméně 

se u potkana projevuje antiarytmickým fenotypem (Kohutová et al. 2019). 

Mitochondriální subpopulace v myokardu se dělí na tři typy dle své lokalizace. 

Bylo prokázáno, že jednotlivé populace se od sebe liší produkcí ROS, množstvím enzymů 

OXPHOS a dalšími parametry (Hollander et al., 2014). Obr. 10 ilustruje jednotlivé typy 

subpopulací – perinukleární (obr. 11A), intermyofibrilární (obr. 11B), subsarkolemální 

(obr. 11C). Ve spodní části panelu jsou snímky z fluorescenčního a odpovídající snímky 

z elektronového mikroskopu pořízené Dr. Barbarou Elsnicovou. 

 

Obrázek 11: Subpopulace mitochondrií. Jednotlivé subpopulace mitochondrií označeny bílými 

šipkami. Červenou barvou značeny mitochondrie markerem OXPHOS, modrou barvou DAPI 

značena buněčná jádra. Měřítko ve snímcích z IF = 5 μm, měřítko ve snímcích z TEM =1 μm. 

(autorka: Dr. Barbara Elsnicová) 
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Proteinkináza B/AKT je spojována s kardioprotektivními a antiarytmickými buněčnými 

kaskádami (Ravingerová et al., 2007). Naše práce na normobarické hypoxii ukázala 

změny fosforylace AKT během I/R protokolu in vitro (D. Kolar et al., 2017). 

Aktivace signální dráhy AKT vede až ke stabilizaci mPTP, tedy zvyšuje odolnost 

mitochondrií. V hypobarické hypoxii se míra kolokolazice AKT1 s jednotlivými 

subpopulacemi mitochondrií nemění ve srovnání s odpovídající subpopulací kontrol 

ať už v LV nebo v RV (obr. 12A, obr. 12B). Nicméně po IHH se v LV kolokalizace 

AKT1 s mitochondriemi subsarkolemální populace liší signifikantně o 20 procentních 

bodů od kolokalizace subpopulace intermyofibrilární. (obr. 12A) V RV k žádnému 

signifikantnímu efektu IHH nedošlo (obr. 12B).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 12: Kolokalizace AKT1 s mitochondriálními populacemi po adaptaci na IHH v levé 

(A) a pravé komoře myokardu (B). Intermitentní hypobarická hypoxie (IHH; 7000 m n. m.), 

normoxie (N), intermyofibrilární (interM), perinukleární (periN), subsarkolemální (subS) 

mitochondrie, kolokalizace vyjádřena Menders2 koeficientem (tM2) a Pearsenovým 

kolokalizačním koeficientem (PCC). Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 6 *p <0,05. 

K analýze byla použita dvoufaktorová ANOVA s opakovanými měřeními. 
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Naproti tomu AKT2 v LV je asociována s mitochondriemi subsarkolemální populace 

o 19 procentních bodů více v porovnání s intermyofibrilární subpopulací v normoxii, 

respektive o 20 procentních bodů více než s intermyofibrilární subpopulací po IHH 

(obr. 13). Tento stav je zachován i u RV o 17 procentních bodů v normoxii 

a 29 procentních bodů po IHH, tedy přibližně ve stejném poměru. Navíc bylo dosaženo 

statisticky významného rozdílu v asociaci AKT2 s mitochondriemi mezi subpopulací 

intermyofibrilární a perinukleární i mezi perinukleární a subsarkolemální, kde je vyšší 

v prvním případě o 14 procentních bodů a ve druhém o 16 procentních bodů (obr. 13B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Obrázek 12: Kolokalizace AKT 2 s mitochondriálními populacemi po adaptaci na IHH v levé 

(A) a prevé komoře myokardu (B). Intermitentní hypobarická hypoxie (IHH; 7000 m n. m.), 

normoxie (N), intermyofibrilární (interM), perinukleární (periN), subsarkolemální (subS) 

mitochondrie, kolokalizace vyjádřena Menders2 koeficientem (tM2) a Pearsenovým 

kolokalizačním koeficientem (PCC). Hodnoty jsou uvedeny jako průměr ± SD; n = 6 *p <0,05, 

**p <0,01, ***p <0,001. K analýze byla použita dvoufaktorová ANOVA s opakovanými 

měřeními. 

 

  

in
te

rM
_N

pe
riN

_N

su
bS

_N

in
te

rM
_I

H
H

pe
riN

_I
H
H

su
bS

_I
H
H

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

***

***

*

*

k
o
lo

k
a
liz

a
c
e
 s

 p
o
p
u
la

c
e
m

i 
m

it
o
.

P
C

C
 (

R
V

)

in
te

rM
_N

pe
riN

_N

su
bS

_N

in
te

rM
_I

H
H

pe
riN

_I
H
H

su
bS

_I
H
H

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

**
**

k
o
lo

k
a
liz

a
c
e
 s

 p
o
p
u
la

c
e
m

i 
m

it
o
.

P
C

C
  
(L

V
)

A B 



 

50 

 

7 Diskuze 

7.1 Expozice mírnému chladu 

Po desetiletí je známý benefiční účinek otužování na kardiovaskulární systém, který byl 

převážně chápán jako blahodárný na cévní reaktivitu (Sendowski et al., 1997) imunitní 

systém (El-Ansary et al., 2024) a později bylo vystavení chladu navrženo k prevenci 

obezity (Huo et al., 2022). Avšak vliv chladu na srdce nebyl systematicky zkoumán 

na zvířecích modelech a úloha signálních drah v adaptaci srdce na chlad nebyla popsána. 

Na PřF UK se výzkumu na otužilcích věnovali docenti Jánský, Vybíral a Lesná, 

(L. Janský et al., 2007; Janský et al., 1996; P. Janský & Janský, 2002; Vybíral et al., 

2000), kde byla prokázána desenzitizace adrenergní signalizace u otužilců po akutním 

ponoření do studené vody 12 °C a následném podání noradrenalinu (Vybíral et al., 2000). 

Na tuto tradici jsme navázali v roce 2012, kdy jsme ve spolupráci s doc. Vybíralem 

a dr. Petrou Alánovou udělali pilotní experimenty na potkanech adaptovaných na chlad, 

které naznačily kardioprotektivní potenciál mírného chladu na srdce potkana. Literatura 

hojně dokládá, že se metabolická odpověď organizmu na opakovanou imerzi do studené 

vody liší od modelu vystavení chladnému vzduchu (Blondin et al., 2014; Gordon et al., 

2019), a proto tyto výsledky nelze jednoduše srovnávat. Z podstaty je zřejmé, že ponoření 

do studené vody způsobuje rychlejší tepelnou ztrátu a na suchozemských zvířatech lze 

těžko studovat z důvodu vyvolání vedlejšího stresu. Vzhledem ke vzrůstající popularitě 

otužování a jeho protektivního potenciálu, je téma mírné chladové expozice stále 

atraktivnější.  

Předkládaná disertační práce navazuje na prioritní objev mé diplomové práce, 

kde jsme prokázali na modelu perfundovaného srdce in vitro, že vhodný režim expozice 

chladu (8-9 °C) může významně snížit velikost infarktu po globální ischemii 

bez vedlejších negativních účinků (Vebr, 2016). V té době byla většina literatury 

založena na experimentech ve významně nižších teplotách s rozmezím 2-4 °C, které 

působily u potkanů mnoho nežádoucích účinků jako je poškození ledvin, nekrotické léze 

v nadledvinkách (Fregly, 1967), hypertenzi a následnou hypertrofii srdce (Burns et al., 

2024; Fregly et al., 1989). Teplotu aklimace jsme proto dle našich zkušeností nastavili na 

(8-9 °C) a později naše volba byla potvrzena prací (Lømo et al., 2020), kde autoři ukázali, 

že samec potkana má práh třesu v 7 °C. Námi zvolená teplota tedy byla nastavena těsně 

nad teplotou tohoto prahu. Navíc jsme použili dostatečné podestlání a chov v páru, 

abychom eliminovali sociální a environmentální stres, což nebylo obvyklé v předchozích 
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metodikách u prací zkoumající vliv chladu na organizmus (Hauton et al., 2011; 

Shechtman et al., 1991; Sun et al., 2005). Další naše práce pokračovaly na modelu in vivo 

(Tibenská et al., 2019), kde jsme opakovaně prokázali protektivní účinek mírného chladu 

na infarkt a postupně odhalili možné základní mechanizmy této protekce po chronické 

pětitýdenní expozici s použitím specifických inhibitorů β-adrenergních receptorů 

(Tibenská et al. 2019; Tibenska et al., 2020). Po 10 dnech expozice jsme následně zjistili 

změny v systémové imunitní odpovědi během akutní fáze expozice (Marvanová, 2015, 

Marvanova et al., 2023). V roce 2019 jsme sdíleli své zkušenosti s týmem 

doc. Magdalény Krulové, která ve spolupráci s námi rozvinula studium imunitní 

odpovědi na tomto modelu a tomuto tématu se nadále věnuje (Vasek, 2019; Vasek et al., 

2024).  

Vliv chladu na výskyt arytmií byl dosud zkoumán a publikován pouze u akutní 

expozice chladu, která arytmie zhoršovala (Dietrichs et al., 2020). Proto cílem této 

dizertační práce bylo zjistit, jaká je citlivost srdce na výskyt tachyarytmií během I/R 

protokolu v jednotlivých fázích adaptace na mírnější chlad. Zjistili jsme, že chronická 

adaptace na chlad po dobu 5 týdnů snižuje výskyt reperfúzních arytmií o 52 % (Vebr et 

al. 2025). Toto poznání zařadilo expozici mírnému chladu mezi plnohodnotné 

kardioprotektivní intervence. Do současné doby, bylo v literatuře popsáno, že chladový 

stimulus působí jako nespecifický stresor (El Marzouki et al., 2021), a současně bylo 

dokumentováno, že v rámci rozvoje netřesové termogeneze má tvorba BAT specifické 

účinky na metabolismus, kosterní sval, podporuje uvolňování batokinů a myokinů 

do krevního oběhu (Martinez-Sanchez & Imbernon, 2024). Vystavení experimentálních 

potkanů velmi nízkým teplotám (kolem 4 °C) způsobilo dehydrataci (Fregly, 1967), 

což vedlo ke sníženému objemu krevní plazmy, ale i k patologii kardiovaskulárního 

systému (Lu & Xu, 2013). Při námi zvolené teplotě nevedla expozice zvířat k výše 

uvedeným škodlivým účinkům ani na úrovni homeostázy vody, ani na úrovni 

kardiovaskulární, tj. k hypertenzi a hypetrofii (Marvanová, 2015; Tibenská et al., 2019; 

Marvanova et al., 2023). 

Krátkodobý chladový stimulus byl mapován v před-adaptační fázi ve třech a deseti 

dnech (3D, 10D) (Marvanová et al., 2023). Pozorovali jsme zde mírné zvýšení 

koncentrace T3 v plazmě už po 3 dnech aklimace (Marvanova, 2015). Při použití drsného 

chladu 4 °C bylo u potkanů prokázáno, že během této akutní fáze dochází též 

k tyroidní aktivaci (Tsibulnikov et al., 2019). Práce na otužilcích a adrenergní signalizaci 

po imerzi otužilých dobrovolníku do vody 12 °C ukázala zvýšení noradrenalinu (Vybíral 
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et al., 2000). Adrenergní dráha je přitom důležitá pro přechod z fáze třesové termogeneze 

na netřesovou termogenezi, zajišťovanou BAT (Van Der Lans et al., 2013). Naše práce 

po 3 dnech mírného chladu neukázaly stimulaci adrenergní signalizace, ale následnou 

desenzitizaci na úrovni snížení β1AR receptorů již po 3 dnech (Marvanova et al., 2023). 

Zjistili jsme, že v membránových fosfolipidech kardiomyocytů se zvyšuje podíl 

anti-arytmických n-3 PUFA na úkor MUFA a pro-arytmických n-6 PUFA. Další důležitý 

nález potvrdil změnu distribuce konexinu-43 (Cx43) na sarkolemě ve prospěch 

antiarytmických „end to end“. Lokalizovali jsme jednotlivé izoformy UCP 

na membránách kardiomyocytů a ukázali jsme, že přítomnost UCP3 se po mírném chladu 

zvyšuje na mitochondriální membráně o 25 %. (Vebr et al., 2025) Je známo, že UCP3 

chrání srdce před pro-arytmickým působením ROS (Nabben et al., 2008; Ozcan et al., 

2013). 

Zvýšený podíl n-3 PUFA na úkor n-6 PUFA je v souladu s dříve popsaným 

antiarytmickým fenotypem po adaptaci na chronickou hypobarickou hypoxii 

(Hlaváčková et al., 2007; Kohutova et al., 2019). Hlavními n-3 PUFA, které po expozici 

mírnému chladu zvýšily svůj podíl v membránových fosfolipidech byly kyselina 

dokosapentaenová (DPA) a dokosahexaenová (DHA). Nicméně, podíl kyseliny 

eikosapentaenové (EPA) je v membránách kardiomyocytů minoritní, pohybuje stále 

okolo 1 mol% (Ježková et al., 2002; Balková et al., 2009; McLennan et al., 2012). 

Experimentální práce ukazují, že zvýšený příjem n-3 PUFA dietou s rybími oleji také 

zvyšuje jejich podíl ve fosfolipidech membrán kardiomyocytů. I tato dietní intervence 

snižuje incidenci arytmií za podmínek I/R inzultu. Dále bylo zjištěno, že při dietě 

se zvýšeným obsahem DHA+EPA se zvyšuje zastoupení MK kardiolipinu, fosfolipidu 

vnitřní mitochondriální membrány (Jiang et al., 2022). Také kardiolipin je jak po hypoxii, 

tak po dietě s rybími oleji podstatně obohacen n-3 PUFA (Ježková et al., 2002). Změny 

ve složení MK kardiolipinu převážně v subpopulaci intermyofibrilárních mitochondrií 

mohou zpomalit otevírání mPTP při vápníkovém přetížení u zdravého, a tím zvýšit jeho 

odolnost. U selhávajícího srdce byl tento efekt pozorován, nebyl však statisticky 

významný (p = 0,09) (O’Shea et al., 2009). Kardiolipin má navíc schopnost pufrovat 

protony vzniklé při oxidativní fosforylaci na vnitřní mitochondriální membráně a existuje 

teorie, že může fungovat jako přímý most pro protony od komplexů dýchacího řetězce 

k ATP syntáze. Zvyšuje tak v konečném důsledku efektivitu syntézy ATP (Haines & 

Dencher, 2002). Tato skutečnost může souviset s antiarytmickým efektem dlouhodobé 

expozice mírnému chladu tak, že efektivnější produkce ATP znamená dostatečné 
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množství substrátu pro ATPázy zajišťující iontovou rovnováhu myocytů. Navíc, vyšší 

zastoupení DHA v sarkolemě snížilo afinitu β1 a β2AR k ligandu, čímž byla snížena 

produkce cAMP (Grynberg et al., 1995). Zvýšená hladina cAMP je přitom považována 

za spouštěč komorové tachykardie (Lerman et al., 1986). Námi dříve publikované 

výsledky ukazují na zvýšenou fosforylaci β2AR, které se následně spřahují místo s Gs 

spíše s Gi proteiny, což má za následek vyšší míru přežití kardiomyocytů (Chesley et al., 

2000; DeGeorge et al., 2008). Toto naše zjištění v porovnání s Grynbergovým (1995) 

tvrzením o vlivu DHA na β1 a β2AR podporuje kardioprotektivní potenciál expozice 

mírnému chladu, včetně antiarytmického, protože bylo zjištěno, že fosforylace 

ryanodinového receptoru typu 2 pomocí PKA může působit proarytmicky vápníkovým 

přetížením (Wehrens et al., 2006; Zheng et al., 2025). Navíc, bylo klinicky potvrzeno, 

že fosfodiesteráza8B2, která je selektivní pro cAMP a neinteraguje tedy s cGMP, inhibuje 

rozkladem cAMP na AMP příslušnou signální kaskádu PKA, a tím snižuje výlev Ca2+ 

do buňky dihydropyridinovými receptory. Tento mechanizmus snižuje u lidí počet 

síňových fibrilací (Grammatika Pavlidou et al., 2023).  

Při srovnání antiarytmického režimu IHH, ve kterém jsme popsali zvýšený podíl 

n-3 PUFA na úkor n-6 PUFA, a chladové adaptace, je patrný rozdíl v antiarytmickém 

vlivu na ischemické arytmie, který po expozici mírnému chladu nenastal. V prvních 

deseti minutách ischemie byl rozdíl mezi IHH a odpovídající kontrolou v počtu 

předčasných komorových úderů 70 %. Můžeme pouze spekulovat, jak by se arytmie 

projevily ve zbylých 10 minutách ischemie a jestli IHH pouze nezdržela nástup arytmií. 

Antiarytmický režim IHH byl doprovázen ~30 % zvýšením zastoupení n-3 PUFA 

v membráně kardiomyocytů (Kohutova et al., 2019), zatímco po 5týdenní expozici 

mírnému chladu došlo k navýšení n-3 PUFA o 48 %. Podíváme-li se na konkrétní 

hodnoty, podíl n-3 PUFA v membránách po IHH byl ~13 mol%, zatímco 

po dlouhodobém chladu ~10 mol%, nutno však zmínit, že rozdíl mezi sebou vykazují již 

samotné kontroly těchto dvou experimentů. 

Další výsledek podporující antiarytmický fenotyp se týká lokalizace 3 izoforem 

„uncoupling proteinu“ (UCP1, 2, 3) v mitochondriích, která byla sledována na úrovni 

kolokalizace s vnitřní mitochondriální membránou. Byl pozorován rozdíl naměřených 

hodnot kolokalizace u kontrolních potkanů u UCP1 a UCP3, které jsou u akutní chladové 

skupiny významně nižší než u chronické. Možným vysvětlením je odběr srdcí v různé 

části roku. Ačkoliv byly všechny protokoly expozice mírnému chladu prováděny 

v pozdně podzimním, zimním a raně jarním období (listopad až duben) jako obvykle, 
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zdá se, že v rámci cirkanuálních rytmů patrně dochází ke změnám i v rámci tohoto 

období, neboť akutní chlad byl odebrán v lednu a chronický chlad v březnu. Otázka zní, 

zda dispozice k arytmiím se během zimního a jarního období liší, ale sezónní vliv 

na arytmie byl popsán (Castelletti et al., 2023; Fares, 2013). 

Dále je třeba vzít v úvahu, že podle internetové databáze lidských genů není dle 

recentních poznatků UCP1 exprimováno v lidském srdci (GeneCards, 2025). 

Proto aplikace našeho zjištění o změnách kolokalizace UCP1 s vnitřní mitochondriální 

membránou nebude pravděpodobně relevantní k lidské fyziologii. Nicméně, UCP2 

a UCP3 exprimovány v lidském srdci jsou a jejich role by měla spočívat v ochraně 

srdeční tkáně před ROS (Bo et al., 2008; Nabben et al., 2008. Vysoká hladina ROS je 

zdrojem dysbalance hladin hlavních iontů ovlivňujících membránový potenciál (K+, Na+, 

Ca2+), což narušuje vedení akčního potenciálu a zároveň ROS ovlivňují propustnost 

vodivých spojů tvořených Cx43, čímž dochází k nesprávnému vedení vzruchu mezi 

jednotlivými kardiomyocyty (Jeong et al., 2011). Tím mají ROS potenciál působit 

arytmogenně. Zároveň zvýšená hladina UCP2 vedla k mitochondriální autofagii během 

I/R protokolu, a tím působila kardioprotektivně (H. Wu et al., 2019). 

Během krátkodobé expozice mírnému chladu míra kolokalizace UCP3 s vnitřní 

mitochondriální membránou klesala proti kontrole. Dostupná literatura neuvádí 

informace o kolokalizace UCP s mitochondriemi na modelu chladu, ale byla sledována 

exprese, na hladině mRNA Ucp3 v BAT, která vzrostla po chladovém stimulu, stejně jako 

po podání hormonu trijodtyroninu. Nicméně, v kosterním svalu chladový stimulus takový 

efekt neměl, hladina mRNA byla zvýšena pouze po podání trijodtyroninu (Larkin et al., 

1997). Vzhledem ke zvýšené tyroidní signalizaci během akutní fáze chladové adaptace 

(Tsibulnikov et al., 2016; Tibenská, 2021), a jejímu orgánově odlišnému vlivu, 

jsou možné změny v expresi Ucp3 mRNA a následné definitivní zabudování proteinu 

do vnitřní mitochondriální membrány kardiomyocytů prozatím tajemstvím. 

Námi pozorované zvýšení kolokalizace UCP3 s vnitřní mitochondriální membránou 

po pěti týdnech expozice mírnému chladu o 25 % podporuje myšlenku vyšší odolnosti 

mitochondrií k produkci ROS, a tím k rozvoji anti-arytmického fenotypu. Zároveň 

se po následujících dvou týdnech teplotní regrese míra kolokalizace vrátila do původních 

hodnot a v souladu s hypotézou o ochraně UCP3 před ROS, antiarytmický efekt vymizel. 

Antiarytmický aspekt zvýšené kolokalizace UCP izoforem s mitochondriemi 

po pětitýdenní expozici mírnému chladu je v souladu s tvrzením, že zvýšené ROS 
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v reperfúzi narušují správné fungování mitochondrií, které vede až k vápníkovému 

přetížení (Becerra et al., 2016; van der Weg et al., 2019). 

Co se týká zvýšeného podílu n-3 PUFA v membránách kardiomyocytů, 

je spojovaný se zvýšeným množstvím Cx43 na sarkolemě nebo s fosforylací Cx43, která 

zajišťuje funkční otevření vodivých spojů u potkanů s diabetes mellitus II. typu 

(Radosinska et al., 2015). Vodivé spoje mezi kardiomyocyty slouží k vedení elektrického 

signálu z jedné buňky na druhou. Vodivé spoje v levé komoře srdeční, tvořené právě 

Cx43, zaujímají dvojí pozici na sarkolemě. Pozice „side to side“ mezi buňkami 

sousedícími podélně je považována za pro-arytmickou. Pozice „end to end“ je vázána 

výhradně na interkalární disky, tvoří tedy vodivé spojení kardiomyocytů, které spolu 

sousedí kratší stranou sarkolemy. V literatuře je zmiňována tato pozice jako 

antiarytmická z důvodu správného směru vedení akčního potenciálu (Araujo et al., 2025). 

Námi provedený protokol expozice mírnému chladu způsobil změnu poměru 

„end to end“: „side to side“ ve prospěch „end to end“ (Vebr et al., 2025), čímž je opět 

podpořen antiarytmický efekt adaptace na chlad. 

7.2 AKT v antiarytmickém režimu intermitentní hypobarické hypoxie 

Intermitentní hypobarická hypoxie (IHH) je kardioprotektivním režimem, který střídá 

epizody hypoxie a normoxie. Modely studia I/R poškození a výskytu arytmií byly 

studovány na modech in vitro perfundovaného srdce podle Langendorffa a in vivo 

na otevřeném hrudníku. Bylo zjištěno, že protekce na arytmie se na těchto modelech liší. 

Střídavá stimulace hypobarickou hypoxií vykazuje antiarytmický efekt na srdci in vitro 

v režimu 5000 m n. m, 5-6 hod/den, 40-45 dní, avšak antiarytmický efekt na stejném 

modelu in vitro vymizel při zvýšení nadmořské výšky (7000 m n. m. v časovém režimu 

8 hod/den, 24-30 dní). Naproti tomu protokol I/R poškození provedený na potkaním srdci 

in vivo vykazuje antiarytmický efekt při simulaci obou výšek, a to dokonce v přímé 

úměrnosti se simulovanou výškou (Asemu et al., 2000; Neckar et al., 2004).  

Jak je uvedeno výše, signální dráha PI3K/AKT hraje roli v protekci srdce proti 

arytmiím. V srdci jsou sledovány dvě izoformy AKT. AKT1, která souvisí 

s antiapoptotickým působením a AKT2, která je více spojena s metabolismem (DeBosch 

et al., 2006). Bylo popsáno, že AKT reaguje na nastalý stres migrací do mitochondrií 

a svou akumulací v mitochondriální matrix a na vnitřní i vnější membráně (Bijur & Jope, 
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2003). Náš model IHH (7000 m n. m., 8 hod/den, 24-30 dní) je pro savce velmi závažnou 

změnou, která působí jako silný stresor. 

Výsledky předkládané disertační práce týkající se kolokalizace subpopulace 

mitochondrií a AKT v IHH navazují na naši publikaci (Kolář et al., 2017), kde jsem 

prováděl protokol I/R in vitro. Práce Koláře a kolektivu (2017) řeší asociaci AKT 

izoforem s mitochondriemi u normobarické hypoxie (10 % O2 ≈ 5000 m n. m.; 5 týdnů). 

Je zajímavé, že celkové množství AKT nebylo vlivem hypoxie změněno, ale zásadně 

se zvýšila jeho fosforylovaná forma na Ser473, která způsobí fosforylaci hexokinázy II 

a její následnou asociaci s mitochondriemi. Tato asociace byla pozorována (Waskova-

Arnostova et al., 2015) na modelu IHH a je známo, že zvyšuje odolnost mitochondrií 

během I/R inzultu (Roberts et al., 2013). 

 Bylo tedy nasnadě zjistit, jestli se liší kolokalizace izoforem AKT s jednotlivými 

subpopulacemi mitochondrií po IHH. V srdečním svalu rozlišujeme tři typy 

mitochondriálních subpopulací – subsarkolemální, intermyofibrilární, perinukleární 

(Hollander et al., 2014). Zároveň v srdečním svalu nacházíme 2 izoformy AKT1 a AKT2.  

V souhrnném pohledu jsou podstatné dvě věci. První, AKT2 vykazovala významně 

vyšší kolokalizaci s mitochondriemi než AKT1. Druhá, obě izoformy nejvíce 

kolokalizovaly s subsarkolemání populací mitochondrií. Dále v detailu, AKT1 

vykazovala signifikantní rozdíl v kolokalizaci s mitochondriemi při srovnání 

intermyofibrilární a subsarkolemální mitochondriální subpopulace kardiomyocytů levé 

komory srdeční pouze po adaptaci na IHH. Rozdíly v kolokalizaci AKT1 s jednotlivými 

subpopulacemi mitochondrií v pravé komoře srdeční nebyly zjištěny.  

AKT2 vykazuje rozdíl v kolokalizaci s mitochondriemi mezi intermyofibrilární 

a subsarkolemální subpopulací mitochondrií jak u kontrolních, tak u IHH skupin, 

a to v obou srdečních komorách. V pravé komoře srdeční byl naměřen rozdíl 

v kolokalizaci mezi všemi skupinami mitochondriálních subpopulací po IHH. Nenaměřili 

jsme rozdíly mezi odpovídajícími populacemi normoxické a IHH skupiny. Kolokalizace 

vyjádřená PCC neukazuje celkové množství proteinu, ale pouze a jen asociaci enzymu 

s vybraným buněčným kompartmentem. Proteinová kaskáda PI3K/AKT fosforylace 

antiapoptotických proteinů vede až ke stabilitě mPTP a tím přežití mitochondrií 

v ischemii a reperfúzi (Ravingerová et al., 2007; Su et al., 2015). Zároveň Ravingerová 

s kolektivem diskutuje možnost, že PI3K/AKT se neúčastní antiarytmického efektu 

v ischemii (Ravingerová et al., 2007), nicméně dle jiné literatury tato kaskáda působí 

antiarytmicky v reperfúzi (Hirata et al., 2005).  
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Důvodem námi zjištěných statisticky významných rozdílů v kolokalizaci AKT1, 2 

izoforem s mitochondriemi v pravé a levé komoře srdeční by mohla být relativní blízkost 

subsarkolemálních mitochondrií ke zdroji kyslíku při uplatňování principu difuze během 

distribuce kyslíku v reperfúzi. Zajištění jejich přežití je pak výhodné tím, 

že po reoxygenaci mají substrát pro oxidativní fosforylaci jako první a mohou tak dodávat 

ATP potřebné pro aktivní transport iontů přes sarkolemu. AKT2 mimo jiné 

zprostředkovává translokaci glukózového přenašeče 4 na sarkolemu a tím zvyšuje příjem 

glukózy z plazmy (Kohler et al., 2023). Perinukleární mitochondrie pak dodávají energii 

pro syntézu RNA proteinů potřebných k reakci na I/R poškození. Dle naměřených hodnot 

se můžeme domnívat, že intermyofibrilární mitochondrie mají pro buňku nejnižší prioritu 

přežití.  

7.3 Srovnání antiarytmických kardioprotektivních režimů 

Po srovnání kardioprotektivních režimů IHH a chladové adaptace je patrný rozdíl 

v protekci před arytmiemi. IHH snižuje množství reperfúzních arytmií, stejně jako 

adaptace na mírný chlad, ale navíc i množství ischemických arytmií, jak je již uvedeno 

výše. V prvních deseti minutách ischemie byl rozdíl mezi IHH a odpovídající kontrolou 

v počtu předčasných komorových úderů 70 %. Můžeme pouze spekulovat, jak by se 

arytmie projevily ve zbylých 10 minutách ischemie a jestli IHH pouze nezdržela nástup 

arytmií, což je samo o sobě též benefičním účinkem. Antiarytmický režim IHH byl 

doprovázen ~30% zvýšením zastoupení n-3 PUFA v membráně kardiomyocytů 

(Kohutova et al., 2019). Po 5týdenní expozici mírnému chladu došlo k navýšení 

zastoupení n-3 PUFA o 48 %. Podíl n-3 PUFA v membránách po IHH byl ~13 mol% 

zatímco po dlouhodobém chladu ~10 mol%, nutno však zmínit, že rozdíl zastoupení mezi 

sebou vykazují již samotné kontroly těchto dvou experimentů. Pokud srovnáme tyto dva 

antiarytmické režimy s režimem zvýšeného příjmu n-3 PUFA, můžeme si všimnout, že 

rybí olej podávaný lidem po dobu 26-63 dní zvýšil zastoupení celkového množství  

n-3 PUFA v membránových fosfolipidech lidí na hodnotu ~14 %. U psů byl jen samotný 

podíl EPA po dietě s rybím olejem na 10 mol% v krevních destičkách (Pepe & 

McLennan, 2002), zatímco my jsme v membránách kardiomyocytů LV potkana 

nedetekovali po 5 týdnech mírného chladu množství vyšší než 1 mol% (Vebr et al., 2025). 

Nicméně druhá nejčastěji zmiňovaná n-3 PUFA s antiarytmickým účinkem – DHA 

zaujímala v krevních destičkách po suplementaci 5,8 mol% detekovaných mastných 
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kyselin, ale po pětitýdenní expozici mírnému chladu asi 8,4 mol%. Opět nutno zmínit, 

že hodnota po suplementaci rybím olejem byla přibližně stejná jako hodnota kontrol 

expozice mírnému chladu (B. R. Culp et al., 1980). 

Pojítkem mezi antiarytmickými režimy je aktivace KATP senzitivního kanálu, který 

je aktivován na mitochondriích i na sarkolemě v režimu ischemického preconditioningu 

(Driamov et al., 2004; Végh & Parratt, 2002). V ischemii se mitochondriální KATP 

senzitivní kanál podílí na antiarytmickém efektu po adaptaci na IHH (5000 m n. m.) stejně 

tak po zvýšené fyzické zátěži (Quindry et al., 2010). U savců není efekt chladu na aktivitu 

KATP senzitivního kanálu znám, avšak u ektotermní ryby (Carassius auratus) chladné 

okolní prostředí zvyšovalo aktivitu tohoto kanálu. Autoři spojují tuto aktivaci s vyšší 

odolností k nízkým teplotám okolního prostředí (Ganim et al., 1998). Zapojení KATP 

senzitivního kanálu v antiarytmickém vlivu v reperfúzi v modelu adaptace na mírný chlad 

z důvodu podchlazení není pravděpodobné, protože experimentální potkani měli 

zachovanou teplotu tělesného jádra. Úlohu KATP senzitivního kanálu je potřeba zkoumat 

u endotermních živočichů po adaptaci na chlad, aby bylo potvrzeno nebo vyvráceno, 

že hraje roli i v této antiarytmické intervenci. Pokud by se úloha KATP kanálu potvrdila, 

lze soudit, že antiarytmické intervence vyvolané chladem, hypoxií a fyzickou zátěží 

působí jako nespecifický stresor, který se liší od pasivního energetického stresu 

vyvolaného kalorickou restrikcí, jež není protektivní proti arytmiím. 

Adrenergní signalizace v srdci způsobuje vyšší kontraktilitu, ke které je potřeba 

více ATP (Bovo et al., 2015). Stejně tak, pokud dojde adrenergní signalizací ke zmnožení 

UCP, je možné, že zkratovaný protonový gradient, který je třeba k funkci ATP-syntázy 

zapříčiní takový nedostatek ATP, že se v konečném důsledku aktivují KATP senzitivní 

kanály. Na pankreatických β-buňkách byl popsán mechanismus, při kterém jsou KATP 

senzitivní kanály uzavřeny dostatkem ATP vzniklým zvýšenou oxidativní fosforylací 

glukózy. To způsobí depolarizaci a výlev Ca2+ do buňky, což má za následek výlev 

inzulinu. Při rozpřažení UCP2 nedošlo k výrobě dostatečného množství ATP a tím 

nedošlo k inzulinové reakci (Divakaruni & Brand, 2011). Proto je podle námi 

naměřených výsledků zvýšené kolokalizace UCP2 a UCP3 s mitochondriemi (Vebr et al., 

2025) možné, že po adaptaci na mírný chlad dochází v reperfúzi k aktivaci KATP 

senzitivních kanálů, jako je tomu u ischemického preconditioningu, intermitentní 

hypobarické hypoxie nebo zvýšené fyzické zátěže.  
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8 Závěr 

Nová kardioprotektivní intervence, expozice mírnému chladu má potenciál 

v implementaci do lidských životů především pro svou časovou, finanční a geografickou 

nenáročnost. Její benefiční účinky jsou nejen antiapoptotické a antinekrotické, 

ale i antiarytmické. Zjistili jsme, že antiarytmický efekt je dosažen v reperfúzi 

po 5 týdnech expozice mírnému chladu. V souladu, s již dříve popsanými příčinami 

snížení počtu tachyarytmií zavedenými kardioprotektivními režimy, jsme i my pozorovali 

zvýšený podíl n-3 PUFA v membránách kardiomyocytů levé komory srdeční, způsobený 

vyšší hladinou DHA v membránových fosfolipidech. Transmembránové kanály tvořené 

Cx43, pozitivně ovlivňované n-3 PUFA, byly zmnožené ve formaci na interkalárním 

disku, což podporuje správné vedení akčního potenciálu a tím působí antiarytmicky. 

Dále jsme po chladové adaptaci pozorovali vyšší míru kolokalizace UCP3 s vnitřní 

mitochondriální membránou, která dle dostupné literatury může působit antiarytmicky 

omezením produkce ROS a přispěním ke stabilizaci vápníkové homeostázy. V režimu 

antiarytmické intermitentní hypobarické hypoxie jsme ukázali vyšší kolokalizaci AKT2 

než AKT1 s mitochondriemi, přičemž nejvyšší kolokalizaci vykazovala subsarkolemální 

populace mitochondrií, která může ukazovat na prioritizaci jejich přežívání. Expozice 

chladu je sice ve fyziologii dobře etablovaná, nicméně její přímý účinek na I/R poškození 

myokardu stále představuje málo prozkoumanou a vědecky významnou kapitolu 

vzhledem ke svému potenciálu. 
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Příloha 1: Ilustrace jednotlivých typů předčasných komorových komplexů. Samostatný 

předčasný komorový komplex „Single“ (A), Salvy –  dvojice „Double“ (B), trojice „Triple“ (C), 

tachykardie (D). Modrá křivka představuje hodnoty arteriálního krevního tlaku, zelená křivka 

představuje filtrovaný záznam EKG. 

 

 

  

A B C 

D 



 

88 

 

13 Seznam publikací souvisejících s disertační prací 

Long-term exposure to moderate cold reduces incidence of reperfusion 

tachyarrhythmias in rats. Pavel Vebr, Frantisek Galatik, Aneta Marvanova, Barbara 

Elsnicova, Daniela Hornikova, Marek Vecka, Sarka Spinová, Olga Novakova, and Jitka 

M. Zurmanova.. Journal of Applied Physiology 2025 139:5, 1156-1168 

https://doi.org/10.1152/Japplphysiol.00509.2025. 

 

Anti-arrhythmic cardiac phenotype elicited by chronic intermittent hypoxia is 

associated with alterations in connexin-43 expression, phosphorylation, and 

distribution. Jana Kohutova, Barbara Elsnicova, Kristyna Holzerova, Jan Neckar, Ondrej 

Sebesta, Jana Jezkova, Marek Vecka, Pavel Vebr, Daniela Hornikova, Barbara Szeiffova 

Bacova, Tamara Egan Benova, Marketa Hlavackova, Narcis Tribulova, Frantisek Kolar, 

Olga Novakova, Jitka M Zurmanova. Frontiers in Endocrinology, 2019, 789. 

https://doi.org/10.3389/fendo.2018.00789 

 

Adaptation to chronic continuous hypoxia potentiates Akt/HK2 anti-apoptotic 

pathway during brief myocardial ischemia/reperfusion insult. Kolar David, 

Gresikova Milada, Waskova-Arnostova Petra, Elsnicova Barbara, Kohutova Jana, 

Hornikova Daniela, Vebr Pavel, Neckář Jan, Blahova Tereza, Kašparová Dita, Novotný 

Jiří, Kolář František, Nováková Olga, Zurmanova Jitka. Mol Cell Biochem 432, 99–108 

(2017). 

https://doi.org/10.1007/s11010-017-3001-5 

  

https://doi.org/10.1152/Japplphysiol.00509.2025
https://doi.org/10.3389/fendo.2018.00789
https://doi.org/10.1007/s11010-017-3001-5


 

89 

 

14 Seznam ostatních publikací  

Continuous short-term acclimation to moderate cold elicits cardioprotection in rats, 

and alters β-adrenergic signaling and immune status. Aneta Marvanova, Petr Kasik, 

Barbara Elsnicova, Veronika Tibenska, František Galatik, Daniela Hornikova, Veronika 

Zvolska, Pavel Vebr, Petr Vodicka, Lucie Hejnova, Petr Matous, Barbara Szeiff Bacova, 

Matus Sykora, Jiri Novotny, Jiri Neuzil, Frantisek Kolar, Olga Novakova, Jitka M 

Zurmanova. Scientific Reports 13, 18287 (2023). 

https://doi.org/10.1038/s41598-023-44205-4  

 

The cardioprotective effect persisting during recovery from cold acclimation is 

mediated by the β2-adrenoceptor pathway and Akt activation. Veronika Tibenska, 

Aneta Marvanova, Barbara Elsnicova, Lucie Hejnova, Pavel Vebr, Jiri Novotný, 

Frantisek Kolar, Olga Novakova, Jitka M. Zurmanova. Journal of Applied Physiology 

2021 130:3, 746-755 

ps://doi.org/10.1152/japplphysiol.00756.2020 

 

Gradual cold acclimation induces cardioprotection without affecting β-adrenergic 

receptor-mediated adenylyl cyclase signaling. Veronika Tibenska, Aneta Benesova, 

Pavel Vebr, Andrea Liptakova, Lucie Hejnová, Barbara Elsnicová, Zdeněk Drahota, 

Daniela Hornikova, František Galatík, David Kolar, Sstanislav Vybiral, Petra Alánová, 

Jiří Novotný, František. Kolář, Olga Novaková, Jitka. M. Zurmanova. Journal of Applied 

Physiology 2020 128:4, 1023-1032. 

https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00511.2019 

 

https://doi.org/10.1038/s41598-023-44205-4
https://doi.org/10.1152/japplphysiol.00511.2019

