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SEZNAM ZKRATEK 

ADP  adenosindifosfát 

ANT  adenin nukleotidový translokátor 

AQP8  akvaporin 8 

ATP  adenosintrifosfát 

Bak  BCL-2 homologní antagonista 

Bax  s BCL-2 asociovaný X protein 

Bcl-2  B buněčný lymfom 2 

(B-cell lymphoma) 

BPR  benzodiazepinový receptor 

Ca2+  kalciové ionty 

CK  kreatinkináza 

CL  kardiolipin 

CLOOH oxidovaný kardiolipin 

cpYFP  cirkulární permutovaný žlutý fluorescenční protein 

  (circularly permuted yellow fluorescent protein) 

CRC  mitochondriální retenční kapacita pro kalcium 

(calcium retention capacity) 

CsA  cyklosporin A 

CytC  cytochrom C 

Cyp-D  cyklofilin D 

DDR  reakce na poškození deoxyribonukleové kyseliny 

(DNA damage response) 

EGCG  epigalokatechin-3-galát 

EGTA  kyselina ethylenglykol-di-(2-aminoethylether)-tetraoctová 

ER  endoplazmatické retikulum 

GPx  glutathionperoxidáza 

H2O2  peroxid vodíku 

HK  hexokináza II 

IMM  vnitřní mitochondriální membrána 

  (inner mitochondrial membrane) 

IP3R  inositol trifosfátový receptor 

MCU  mitochondriální kalciový kanál 

  (mitochondrial calcium uniporter) 

MMP  mitochondriální membránový potenciál 

MPT  přechodná mitochondriální permeabilita (propustnost) 

  (mitochondrial permeability transition) 
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MPTP  mitochondriální pór přechodné permeability 

  (mitochondrial permeability transition pore) 

mtROS  mitochondriální reaktivní sloučeniny kyslíku 

mtUPR  mitochondriální odpověď na nesbalené proteiny 

  (mitochondrial unfolded protein response) 

NAD+  nikotinamidadenindinukleotid oxidovaná forma 

NADH  nikotinamidadenindinukleotid redukovaná forma 

NAFLD nealkoholová tuková choroba jater 

(non-alcoholic fatty liver disease) 

nDNA  jaderná deoxyribonukleová kyselina 

Nrf2  antioxidační odpověď zprostředkovaná Nrf2 

  (Nrf2 antioxidant response) 

OMM  vnější mitochondriální membrána 

  (outer mitochondrial membrane) 

p53  protein p53 

p66Shc  protein p66Shc 

PARP1  poly-(ADP-ribosyl) polymeráza 1  

Pi  anorganický fosfát 

PiC  fosfátový přenašeč 

  (phosphate carrier protein) 

RNS  reaktivní sloučeniny dusíku 

ROS  reaktivní sloučeniny kyslíku 

SfA  sangliferin A 

sirt1  jaderné sirtuiny 

sirt3  mitochondriální sirtuiny 

SOD2  mitochondriální superoxiddismutáza 

SR  sarkoplazmatické retikulum 

T3  trijodtyronin 

t-BHP  terciární butylhydroperoxid 

TRAP1  protein 1 asociovaný s TNF receptorem 

  (TNF receptor associated protein 1) 

TSPO  translokátorový protein 

VDAC  napěťově řízený aniontový kanál 

(voltage dependent anion channel)  
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1. ÚVOD 

  

 Játra jsou životně důležitým orgánem s velkým množstvím nepostradatelných 

funkcí. Jednou z nich je udržení homeostázy vnitřního prostředí. Játra mají 

biotransformační úlohu pro celý organismus, zároveň jsou vzhledem ke svému 

anatomickému postavení v krevní cirkulaci častým cílem toxického působení. Poškození 

jaterních mitochondrií tak může mít vliv nejenom na samotné hepatocyty, ale i na funkci 

celého organismu s následným rozvojem řady onemocnění. Mechanismy, které vedou 

k poškození hepatocytů, jsou různé. Jedním z častých účinků hepatotoxických látek je 

zvýšená tvorba volných reaktivních radikálů a jimi indukovaný oxidační stres.  

 Mitochondrie se významně podílejí na zachování homeostázy intracelulárního 

prostředí, ale zároveň produkují značné množství reaktivních sloučenin kyslíku (ROS) 

a jsou vystaveny účinkům jejich působení. Mitochondrie jsou buněčné organely 

lokalizované v cytosolu většiny živočišných buněk a mají celou řadou biologických 

funkcí. Jsou vybaveny enzymovými systémy, které transformují chemickou energii živin 

do energie chemické vazby v molekule adenosintrifosfátu (ATP). Ta je univerzálním 

zdrojem energie pro realizaci fyziologických funkcí. Energie uvolněná při štěpení 

ATP je nezbytná například pro kontrakci svalových buněk, pro syntetickou aktivitu 

hepatocytů, pro funkci nervových buněk a v neposlední řadě pro realizaci transportních 

procesů přes biologické membrány. 

 Mitochondrie, kromě dalších významných funkcí, jsou zapojené do procesu 

stárnutí organismu a v neposlední řadě spouštějí procesy vedoucí k apoptóze či nekróze 

buněk. Tvorba ATP je zajišťována celou řadou chemických reakcí a transportních procesů 

a zásah, byť jen do jednoho z těchto dějů, může mít pro buňky fatální následky. Produkce 

ATP může být narušena působením kyslíkových radikálů, a to jak endogenního, tak 

exogenního původu, ale i řadou dalších látek. Zvýšená tvorba ROS a nedostatečná 

antioxidační ochrana mitochondrií vede k jejich poškození, případně až k buněčné smrti. 

Za posledních dvacet let se nahromadilo velké množství publikací o úloze mitochondrií 

v procesu stárnutí a jejich vzestup měl exponenciální průběh. Dosud se však nepodařilo 

objasnit přesné mechanismy tohoto procesu. 
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 V posledních letech se pozornost zaměřila na transport iontů přes biologické 

membrány a především na funkci mitochondriálního póru přechodné permeability 

„mitochondrial permeability transition pore“ (MPTP). Mitochondrie mají důležitou roli 

v regulaci cytosolové koncentrace kalciových iontů (Ca2+) a hrají nezanedbatelnou úlohu 

v buněčné signalizaci. Mitochondrie sice nejsou primární organelou, ve které je kalcium 

uskladňováno, ale bylo prokázáno, že se velmi výrazně podílejí na modulaci Ca2+ signálu 

v buňkách, a to díky schopnosti opakovaně přijímat a uvolňovat Ca2+ ionty dle potřeby 

buněk. Při transportu Ca2+ iontů zpět do cytosolu hraje významnou roli právě MPTP. 

Podařilo se zjistit za jakých podmínek se aktivuje otevření MPTP a faktory, které 

ho inhibují, nicméně molekulární struktura tohoto membránového póru zůstává stále 

nejasná. MPTP při krátkodobém (reverzibilním) otevření chrání buňky před oxidačním 

poškozením a podílí se na buněčné signalizaci. Při dlouhodobém (ireverzibilním) otevření 

však dochází k indukci procesů vedoucích k apoptóze či nekróze buněk. Velmi významný 

podíl v procesu regulace otevírání MPTP mají Ca2+ ionty a ROS. Citlivost MPTP 

ke kalciovým iontům se mění v průběhu stárnutí organismu a aktivace otevření MPTP 

hraje klíčovou roli v patogenezi velkého počtu onemocnění. 

 Předkládaná habilitační práce je komentovaným souborem publikovaných prací 

autora, jejichž obsahem jsou výsledky výzkumu laboratoře experimentální hepatologie 

v oblasti hodnocení funkčního stavu MPTP. V habilitační práci jsou shrnuty současné 

znalosti o funkci a regulaci MPTP, neúspěšné snahy o objasnění jeho molekulární 

struktury a výčet nemocí, na jejichž patogenezi má MPTP značný podíl. Experimentální 

část práce se zabývá optimalizací metod pro hodnocení funkčního stavu póru. Sleduje 

vliv jednotlivých faktorů, ale hlavně jejich vzájemných kombinací na regulaci MPTP. 

Další část práce popisuje tkáňové, pohlavní a věkem indukované změny v citlivosti 

MPTP k jeho jednotlivým regulačním faktorům. Poslední část práce se zabývá využitím 

optimalizovaných metod pro hodnocení funkčního stavu mitochondrií po působení 

vybraných léčivých přípravků a potravinových doplňků. 
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2. MITOCHONDRIÁLNÍ PÓR PŘECHODNÉ PERMEABILITY 

  

 Mitochondriální pór přechodné permeability je definován jako neselektivní kanál 

propojující intracelulární a intramitochondriální prostor. Za určitých podmínek se mezi 

mitochondriální matrix a cytosolem v místě, kde se vnitřní (IMM) a vnější (OMM) 

mitochondriální membrány dostávají do těsné blízkosti, formuje velký komplex proteinů 

obou membrán, který zde následně vytváří pór (obr. 1) (Crompton, 1999, Ohlendieck et 

al., 1986, Vyssokikh et al., 1999). Tento pór je Ca2+ dependentní (Bernardi et al., 1992, 

Szabo et al., 1992) a cyklosporin A (CsA) senzitivní (Broekemeier et al., 1989, Crompton 

et al., 1988, Fournier et al., 1987, Halestrap and Davidson, 1990). Otevřením póru se 

významně mění propustnost IMM, která se tak stává vysoce propustnou pro soluty 

a nízkomolekulární látky. Stav indukovaný otevřením MPTP se nazývá „mitochondrial 

permeability transition“ (MPT) – stav přechodné mitochondriální permeability 

(propustnosti) (Hunter et al., 1976). 

 

Obr. 1: Jeden z původních modelů MPTP, tzv. proteinový model MPTP. Upraveno podle 

(Desagher and Martinou, 2000). ANT – adenin nukleotidový translokátor; BPR – benzodiazepinový 

receptor; CK – kreatinkináza; Cyp-D – cyklofilin D; HK – hexokináza II; IMM – vnitřní mitochondriální 

membrána; OMM – vnější mitochondriální membrána; PiC – fosfátový přenašeč; VDAC – napěťově řízený 

aniontový kanál. Barevné uspořádání jednotlivých komponent MPTP je shodné v celé práci. Další zkratky 

uvedené v následujících obrázcích jsou již vysvětlené v seznamu zkratek.   
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2. 1. Funkce MPTP 

 MPTP se podílí na regulaci fyziologických a patologických buněčných procesů 

(Bonora et al., 2020). V podmínkách in vitro vede otevření MPTP primárně ke kolapsu 

mitochondriálního membránového potenciálu (MMP) a inhibici tvorby ATP. Sekundárně 

pak může vést k bobtnání „swelling“ mitochondrií a následné ruptuře OMM (obr. 2). 

V podmínkách in vivo se tento mitochondriální pór podílí na regulaci koncentrace 

Ca2+ iontů, transmembránového potenciálu a rozložení solutů a dalších látek mezi 

mitochondriální matrix a cytosolem. Přechodné otevření póru má fyziologický význam 

pro uvolnění kalcia z mitochondrií do cytosolu (Altschuld et al., 1992, Ichas et al., 1997, 

Szabo and Zoratti, 2014). Otevření MPTP je rovněž jedním z důležitých mechanismů, 

které významným způsobem ovlivňují energetickou homeostázu buňky. A to jak 

pozitivně (při reverzibilním otevírání) snižováním produkce ROS (Elrod and Molkentin, 

2013, Hausenloy et al., 2004), tak i negativně (po ireverzibilním otevření) inhibicí tvorby 

ATP a indukcí proapoptotických a nekrotických procesů (Bernardi, 1996, Crompton, 

1999, Kroemer and Reed, 2000). 

 Úplné otevření MPTP vede k uvolnění protonů z mezimembránového prostoru, 

ke kolapsu MMP s následným rozpřažením oxidativní fosforylace (Beutner et al., 2017, 

Hunter and Ford, 1955) a může vést až k buněčné smrti (Lemasters et al., 2002). 

V důsledku otevření MPTP se významně mění propustnost IMM. Ta se stává vysoce 

propustnou pro soluty a nízkomolekulární látky a umožňuje volnou difuzi látek 

do velikosti 1,5 kD mezi mitochondriální matrix a cytosolem (Haworth and Hunter, 1979, 

Hunter and Haworth, 1979a, Hunter and Haworth, 1979b, Kowaltowski, 2000). 

Celý tento proces indukuje osmotické změny uvnitř mitochondrií. Otevřením póru 

dochází k vyrovnání koncentrací jednotlivých solutů, které procházejí přes IMM. 

Vysoká koncentrace proteinů v matrix mitochondrií, které nemohou procházet tímto 

pórem, způsobuje zvýšení koloidně osmotického tlaku, který vede k nasávání vody 

z cytosolu do mitochondriální matrix. Dochází k masivnímu bobtnání mitochondrií, 

přestavbě mitochondriálních krist a posléze až k ruptuře OMM (Desagher and 

Martinou, 2000, Lehninger, 1962) (obr. 2). Porušení OMM je příčinou vyplavování 

bílkovin, iontů a nukleotidů lokalizovaných mezi vnější a vnitřní mitochondriální 

membránou do cytosolu. Rovněž dochází k uvolnění proapoptotických proteinů 

z mezimembránového prostoru do cytosolu (např. cytochrom c, aktivátor apoptotických 

proteáz 1 a další), což vede v konečném důsledku k zániku buňky (Crompton, 1999, 

Lemasters et al., 1998, Rasola and Bernardi, 2007). 
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Obr. 2: Změny v uspořádání mitochondriálních membrán indukované otevřením 

Ca2+ dependentního MPTP s následnými osmotickými procesy. Bobtnání (swelling) 

mitochondrií je závislé nejenom na koncentraci Ca2+ iontů, ale také na čase, po který 

kalciové ionty působí na mitochondrie. Upraveno podle (Desagher and Martinou, 2000) 

a (Mammucari et al., 2018). 

 

2. 2. Historický pohled na MPTP 

 Propustnost mitochondriální membrány byla považována nejdříve za artefakt 

vznikající v laboratorních podmínkách v průběhu izolace mitochondrií (Massari and 

Azzone, 1972). Další výzkum ale prokázal, že tento jev vzniká v důsledku otevření 

MPTP. O existenci tohoto póru se začalo uvažovat již v roce 1953, kdy bylo pozorováno, 
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že vlivem různých podmínek během izolace mitochondrií dochází k procesu bobtnání 

mitochondrií (Raaflaub, 1953), doprovázenému zvýšením permeability IMM a poruchou 

fosforylace adenosindifosfátu (ADP) (Hunter and Ford, 1955). V dalších letech byl tento 

fenomén bobtnání mitochondrií opakovaně potvrzen a podrobněji studován v řadě 

laboratoří (Azzone and Azzi, 1965a, Bernardi, 1999, Crofts and Chappell, 1965, 

Lehninger, 1962). Bylo prokázáno, že mitochondriální swelling lze indukovat Ca2+ ionty 

(Hackenbrock and Caplan, 1969, Tedeschi and Hegarty, 1965), Fe2+ ionty (Rauen et al., 

2003, Rauen et al., 2004), hormony štítné žlázy (Lehninger, 1960b, Tapley, 1956), dále 

anorganickým fosfátem (Pi) (Azzone and Azzi, 1965b, Crompton and Costi, 1988, 

Tedeschi et al., 1965) a mastnými kyselinami (Hunter et al., 1976, Lehninger and 

Remmert, 1959, Skulachev, 1991, Zborowski and Wojtczak, 1963). Naopak MPTP lze 

inhibovat přítomností ADP (Hunter and Haworth, 1979a), Mg2+ ionty (Bernardi et al., 

1992, Hunter et al., 1976), kyselým pH (Halestrap, 1991, Haworth and Hunter, 1979, 

Nicolli et al., 1993) a melatoninem (Petrosillo et al., 2009). Při optimalizaci média 

pro izolaci mitochondrií bylo zjištěno, že substráty respiračního řetězce, jež produkují 

redukovaný nikotinamidadenindinukleotid (NADH), podporují akumulaci kalciových 

iontů v mitochondriích. Ca2+ ionty sice primárně aktivují respiraci, ale jejich nadměrná 

akumulace naopak způsobuje inhibici respiračního řetězce. Tyto substráty zvyšují 

permeabilitu membrány s následným únikem Ca2+ iontů z mitochondriální matrix, proto 

se v laboratorních podmínkách jako substrát respiračního řetězce začal používat sukcinát 

(Vinogradov et al., 1972). 

Pevné základy popisu MPTP však položili Haworth a Hunter (Haworth and 

Hunter, 1979, Hunter and Haworth, 1979a, Hunter and Haworth, 1979b, Hunter et al., 

1976) ve své rozsáhlé práci. Výsledkem jejich studií jsou dodnes platné závěry: 1. proces 

kalciem indukované permeability IMM se nazývá stav přechodné mitochondriální 

propustnosti a vede k bobtnání mitochondrií, 2. propustnost membrány je dána 

zkratováním – otevřením proteinového, hydrofilního póru, jenž byl pojmenován 

mitochondriální pór přechodné permeability, 3. pór je propustný pro molekuly 

do velikosti 1,5 kDa, 4. k aktivaci MPT jsou potřeba Ca2+ ionty, které se váží na IMM 

z matrixové strany, 5. Ca2+ ionty soutěží o stejné vazebné místo s Mg2+ ionty, 

6. Ca2+ ionty inhibují oxidaci NADH, 7. otevírání MPTP je do určité míry reverzibilní 

a lze ho inhibovat přidáním chelatačních činidel. V objasňování struktury MPTP pak 

pokračovala celá řada vědců. Nejdůležitější poznatky charakterizující MPTP a faktory, 

které ovlivňují jeho funkční stav, jsou shrnuty v tabulce 1. 
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Charakteristika MPTP Hodnota/Stav Reference 

velikost 

permeabilita 

maximální vodivost 

 

subvodivostní stav 

 

další vodivostní stavy 

iontová selektivita 

 

 

 

reverzibilita 

1,4 nm 

≤ 1,5 kDa 

1,0 - 1,3 nS 

 

< 500 pS 

 

přehledně uvedené v tabulce 

iontově nespecifický kanál 

s mírnou anion-selektivitou 

může se přepnout na kation-

selektivní kanál 

ano 

(Massari and Azzone, 1972) 

(Haworth and Hunter, 1979) 

(Kinnally et al., 1989) 

(Petronilli et al., 1989) 

(Kinnally et al., 1989) 

(Szabo et al., 1992) 

(Beutner et al., 2017) 

(Hunter et al., 1976) 

 

(Szabo and Zoratti, 2014) 

 

(Hunter et al., 1976) 

 

Aktivátory MPTP Známá hodnota Reference 

Ca2+ v matrix 

 

 

 

 

Pi 

 

 

 

Cyp-D 

 

ROS/RNS 

 

 

 

pH 

atraktylosidy 

 

mastné kyseliny 

 

 

morfologie mitochondrií 

100 - 200 nmol/mg/ml 

mitochondrií 

 

 

 

10 nM extramitochondriální 

 

 

 

vazba na MPTP 

 

např. 1 mM t-BHP 

 

 

 

optimum 7,2 - 7,4 

25 µM/0,5 mg/ml 

mitochondriálního proteinu 

 

 

 

fragmentace mitochondrií 

(Lehninger, 1962) 

(Tedeschi and Hegarty, 1965) 

(Hackenbrock and Caplan, 1969) 

(Hunter et al., 1976) 

(Chalmers and Nicholls, 2003) 

(Azzone and Azzi, 1965b) 

(Tedeschi et al., 1965) 

(Hunter et al., 1976) 

(Crompton and Costi, 1988) 

(Connern and Halestrap, 1994) 

(Tanveer et al., 1996) 

(Hunter and Haworth, 1979a) 

(Scarlett et al., 1996) 

(Halestrap et al., 1997) 

(Brookes et al., 2004) 

(Halestrap, 1991) 

(Hunter and Haworth, 1979a) 

(Rottenberg and Marbach, 1990) 

(Zborowski and Wojtczak, 1963) 

(Hunter et al., 1976) 

(Skulachev, 1991) 

(Ong et al., 2010) 

 

Inhibitory MPTP Známá hodnota Reference 

cyklosporin A 

 

Mg2+ ionty 

 

 

Mn2+; Ba2+; Sr2+ 

 

ADP 

kyselé pH 

 

 

kyselinou bongkreková 

 

NADH > NAD+  

vysoký MMP 

1 µM 

 

2 mM v matrix 

(fyziologické rozmezí 

v matrix je 0,8 - 1,5 mM) 

2 mM v matrix 

 

6 µM 

< 7,0 

 

 

20 µM/0,5 mg/ml 

mitochondriálního proteinu 

 

 

(Fournier et al., 1987) 

(Crompton et al., 1988) 

(Hunter et al., 1976) 

(Hunter and Haworth, 1979b) 

(Bernardi et al., 1992) 

(Hunter et al., 1976) 

(Bernardi et al., 1992) 

(Hunter and Haworth, 1979a) 

(Haworth and Hunter, 1979) 

(Halestrap, 1991) 

(Nicolli et al., 1993) 

(Hunter and Haworth, 1979a) 

(Rottenberg and Marbach, 1990) 

(Hunter and Haworth, 1979a) 

(Hunter and Haworth, 1979a) 

 

 

Tab. 1: Stručný přehled vlastností, jenž charakterizují MPTP, a faktorů, které otevření 

póru aktivují nebo inhibují. Upraveno podle (Beutner et al., 2017) a (Hurst et al., 2017).  
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2. 3. Molekulární struktura MPTP 

 MPTP je dnes definovaný jako multiproteinový komplex vnitřní a vnější 

mitochondriální membrány, který může za určitých podmínek vytvořit membránový 

napěťově řízený neselektivní pór (kanál). Názory na molekulární složení póru se 

v průběhu dosavadního výzkumu několikrát měnily. Genetické experimenty však 

vyloučily většinu proteinů, o kterých se uvažovalo, že by mohly tvořit molekulární 

podstatu MPTP a tyto proteiny jsou nyní považovány za regulační složky. Mezi četnými 

komponenty, které byly navrženy, je pouze cyklofilin D (Cyp-D) prokázán jako skutečný 

regulátor MPTP, nicméně to rovněž není strukturální složka. 

 

2. 3. 1. První (proteinový) model MPTP 

 Původní představy o molekulární struktuře MPTP byly velmi jednoznačné. 

Předpokládalo se, že pór tvoří tři základní komponenty: adenin nukleotidový translokátor 

(ANT) (Hunter and Haworth, 1979a), napěťově řízený aniontový kanál – voltage 

dependent anion channel (VDAC) (Szabo et al., 1993, Szabo and Zoratti, 1993) a Cyp-D 

(Crompton et al., 1998, Woodfield et al., 1998). VDAC je významný porin lokalizovaný 

na OMM, ANT je transportér IMM a Cyp-D je enzym v matrix mitochondrií. Společnou 

interakcí jsou tyto složky schopny vytvořit Ca2+ dependentní a cyklosporin A senzitivní 

pór, propojující vnější a vnitřní mitochondriální membránu (obr. 1) (Beutner et al., 1998, 

Crompton et al., 1998, Zamzami and Kroemer, 2001). Mezi struktury tvořící původní 

model MPTP byl zahrnut rovněž fosfátový přenašeč (PiC) (Crompton and Costi, 1988, 

Herick et al., 1997, Leung et al., 2008), dále translokátorový protein (TSPO) dříve 

nazývaný mitochondriální benzodiazepinový receptor (BPR) (McEnery et al., 1992), 

hexokináza II (HK), kreatinkináza (CK) a proteiny Bcl-2 rodiny (Beutner et al., 1998, 

Marzo et al., 1998) (obr. 1). V průběhu několika desítek let usilovného hledání 

molekulární podstaty póru přibyla celá řada dalších proteinů a byly prezentovány modely 

póru ve fázi otevřené a zavřené (obr. 3) (Baines, 2009, Doul and Charvátová, 2017, 

Zamzami and Kroemer, 2001, Zorov et al., 2009). Pomocí genetických studií se však 

prokázalo, že všechny tyto navržené proteiny, nejsou nezbytné pro funkci MPTP, ale 

podílejí se spíše na jeho regulaci (Baines et al., 2007, Gutierrez-Aguilar et al., 2014, 

Kokoszka et al., 2004, Sileikyte et al., 2014). Nicméně jedna z posledních prací navrací 

do hry opět ANT. Autoři, na základě genetických pokusů, navrhují, že MPTP se skládá 

ze dvou odlišných molekulárních struktur: ANT a neznámé molekuly závislé na Cyp-D 

(Karch et al., 2019). 
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Obr. 3: Jeden z původních modelů MPTP v uzavřeném a otevřeném stavu. Upraveno 

podle (Javadov and Karmazyn, 2007, Panel et al., 2018). 

 

2. 3. 2. ATP – syntázový model MPTP 

 Model MPTP prošel v posledních dvaceti letech radikální změnou. Původní 

strukturální komponenty (VDAC, PiC a TSPO) již nelze považovat za esenciální, ale spíš 

za regulační součást póru. Jednou z posledních molekul, která je spojována se strukturou 

MPTP je ATP syntáza. ATP syntáza se skládá z několika podjednotek a funkčně se dělí 

na dvě základní části (označované jako domény F1 a F0). Katalytická F1 doména 

je lokalizovaná v matrix mitochondrií. Centrální a periferní stopkou je připojená 

k F0 doméně, která je zanořena do IMM (obr. 4). V průběhu zkoumání strukturální 

podstaty MPTP tvořené ATP syntázou vznikaly prakticky současně dva modely MPTP. 

První předpokládá, že MPTP vzniká na rozhraní dvou ATP syntázových jednotek 

(dimeru ATP syntázy) (Bernardi et al., 2015a, Giorgio et al., 2013). Druhý model uvádí 

jako hlavní strukturální jednotku MPTP c kruh ATP syntázy (Alavian et al., 2014, Bonora 

et al., 2013). Poprvé, tak byla formulována možnost, že pór by nemusel mít vlastní 

strukturální komponenty a mohl by vznikat na rozhraní dvou ATP syntázových 

proteinových komplexů nebo jen jejich některých částí (obr. 4) (Bonora et al., 2022, 

Bonora et al., 2017, Gerle, 2016). 



 
 

14 
 
 

 

Obr. 4: Model MPTP na rozhraní dvou ATP syntázových jednotek (dimeru) a model 

MPTP po oddělení c kruhu z ATP syntázové jednotky. Upraveno podle (Bonora et al., 

2022, Panel, 2018). 

 

2. 3. 2. 1. Dimery ATP syntázy jako molekulární podklad MPTP 

ATP syntáza je sice plně funkční jako monomer, nicméně bylo prokázáno, že 

vytváří dimery a oligomery, které zvyšují její enzymatickou aktivitu (Bornhovd et al., 

2006). Tvorba dimerů a oligomerů umožňuje ohýbání IMM a přispívá ke správné 

modelaci mitochondriálních krist (Davies et al., 2012, Wittig and Schagger, 2008). 

Vlastní kanál (MPTP) by se pak měl formulovat mezi dvěma F0 podjednotkami 

ATP syntáz (Bonora et al., 2022, Giorgio et al., 2013). Nicméně tvorbě dimerů 

ATP syntáz, jež by utvářely strukturální podstatu MPTP, neodpovídá následující fakt. 

Mitochondrie mladých jedinců mají větší počet dimerů ATP syntáz a sníženou citlivost 

k aktivaci MPTP než mitochondrie starších jedinců. V průběhu stárnutí organismu 

totiž dochází k rozpojení dimerů ATP syntázy, což vede ke změně uspořádání 

mitochondriálních krist až k jejich zániku, poklesu produkce ATP (Daum et al., 2013) 

a zvýšené frekvenci aktivace MPTP (Panel et al., 2018). Úloha dimeru ATP syntázy 

jako strukturální složky MPTP není tak jednoznačná a byla v posledních letech 

předmětem řady studií s protichůdnými výsledky (Carraro et al., 2014, He et al., 2017a, 

Mnatsakanyan et al., 2019, Urbani et al., 2019). 
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2. 3. 2. 2. C podjednotka ATP syntázy jako hlavní komponenta MPTP 

Nejnověji byl MPTP spojován s c podjednotkou ATP syntázy (Alavian et al., 

2014, Bonora et al., 2013). Jeden z navrhovaných modelů předpokládal, že v důsledku 

konformačních změn v F1 části ATP syntázy dojde k oddělení c podjednotky a vytvoření 

póru přímo v této membránové složce ATP syntázy (Bonora et al., 2017). Další model 

navrhoval, že c podjednotka ATP syntázy interaguje s ANT a/nebo PiC a/nebo Cyp-D 

a společně s VDAC vytváří supramolekulární komplex tzv. ATP syntasom. Tento 

komplex umožňuje efektivní průběh oxidativní fosforylace, nicméně za určitých 

podmínek by mohl vytvářet MPTP (Beutner et al., 2017, Halestrap, 2014, Chen et al., 

2004, Chinopoulos and Adam-Vizi, 2012, Ko et al., 2003, Paradies et al., 2019). 

Genetické pokusy však potvrdily, že c podjednotka ATP syntázy nevytváří strukturu 

MPTP. V buňkách, ve kterých byla down-regulována syntéza proteinů pro všechny 

tři izoformy c podjednotky ATP syntázy, nebyl prokázán rozdíl v MPT oproti kontrolním 

buňkám (He et al., 2017b). Naproti tomu jiná studie předpokládá, že c podjednotka 

ATP syntázy je důležitou strukturální komponentou MPTP (Neginskaya et al., 2019). 

Nicméně rozuzlení přišlo ve stejném roce (2019), kdy byla publikována práce, jež 

z molekulární struktury MPTP definitivně vylučují ATP syntázu. Byl totiž prokázán 

kalciem indukovaný MPT i v mitochondriích s absencí ATP syntázy (Carroll et al., 2019), 

což vede k závěru, že ATP syntáza nevytváří molekulární podklad MPTP. 

 

2. 3. 3. Další modely MPTP 

Jak je patrné z výše popsaných výsledků, téměř 70 let usilovného bádání nevedlo 

k objasnění molekulární podstaty MPTP. První zmínky o MPTP jsou z roku 1953 

(Raaflaub, 1953) a dnes, 70 let poté, máme k dispozici pouze kandidáty na jeho složení 

(Karch and Molkentin, 2018). Možná se budeme muset spokojit s výše uvedenými 

návrhy, že MPTP nemusí mít svůj vlastní molekulární podklad. Může existovat několik 

různých pórů a tvořit je mohou různé komponenty (Bonora et al., 2022). Z předešlého 

období výzkumu tak zůstává představa, o které uvažovali již i Szabová a Zoratti (2014), 

že MPTP by mohl vznikat na rozhraní dvou proteinů mitochondriální membrány. 

To znamená, že kalciem indukovaný, CsA inhibovaný vznik póru by mohl znamenat 

vznik odlišných kanálů na rozhraní dvou stejných nebo různých molekul, či komplexů 

(Gerle, 2016, Szabo and Zoratti, 2014). Tyto hypotézy se začaly objevovat již dříve 

ve starší literatuře. Například když se prokázalo, že existují dva póry, citlivý/necitlivý 

na CsA (Davidson and Halestrap, 1990) nebo vysoko- a nízkonapěťový (Ichas and Mazat, 
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1998, Zorov et al., 1992), a také kalciem indukované bobtnání s malou a velkou 

amplitudou (Azzi and Azzone, 1965a, Azzi and Azzone, 1965b), ale přitom nebylo jasné, 

zda se jedná o modifikaci jednoho póru nebo o dva různé póry. Stejně tak, když byly 

doloženy rozdíly v bobtnání pro heterogenní populace mitochondrií v jedné tkáni, např., 

že subsarkolemální a interfibrilární frakce kardiomyocytů se liší hodnotami koncentrace 

kalcia nezbytnými pro otevírání póru (Hofer et al., 2009).  

 V tuto chvíli je možno uvažovat o existenci několika typů pórů. Této variantě je, 

jak již bylo zmíněno, nejvíce pozornosti věnováno v obsáhlém článku Szabové 

a Zorattiho (2014) o mitochondriálních iontových kanálech, který má 90 stran 

a 1457 citací. Na řadě míst této publikace je vyjádřena přetrvávající nejistota ohledně 

struktury MPTP, např. těmito slovy: „MPTP je mnohotvárný a multifaktoriální 

jev bez jednoznačné závislosti na kterémkoliv jednotlivém parametru.“ „Vzhledem 

k chybění konečných genetických důkazů o jeho složení musí být MPTP definován 

operativně (funkčně) na základě svých farmaceutických a biofyzikálních vlastností.“ 

„Permeabilizace (nárůst propustnosti) vnitřní mitochondriální membrány docela dobře 

může být výsledkem aktivace nebo vzniku více než jednoho druhu kanálu, tedy je nutné 

mít na paměti i možnou existenci více než jednoho MPTP.“ Tato konstatování potvrzují, 

že několik desítek let trvající úsilí řady světových laboratoří popsat molekulární strukturu 

jednoho z významných buněčných mechanismů, bylo zaměřeno špatným směrem 

(Biasutto et al., 2016, Izzo et al., 2016). To znamená, že nebralo v úvahu fakt, že pórem 

může být také jen a pouze „díra“ (otvor v mitochondriálních membránách). 

 

2. 4. Faktory regulující otevření MPTP 

 Funkční stav MPTP ovlivňuje celá řada faktorů, přehledně popsaných např. 

v práci Hursta a spolupracovníků (2017), (rovněž tabulka 1). Byly prokázány endogenní 

i exogenní faktory (obr. 5), které modulují otevření MPTP, mezi něž patří porucha 

kalciové (Gunter and Pfeiffer, 1990, Gunter et al., 2004, Hunter et al., 1976, Tedeschi and 

Hegarty, 1965) nebo fosfátové (Azzone and Azzi, 1965b, Kowaltowski et al., 1996a, 

Tedeschi et al., 1965) homeostázy či zvýšená tvorba ROS (Tajeddine, 2016), případně 

jejich vzájemné kombinace (Byrne et al., 1999, Crompton and Costi, 1988, Drahota et al., 

2012a, Endlicher et al., 2019). Oxidanty mimo jiné svými účinky zvyšují schopnost 

Cyp-D vázat se k ANT a tím zvyšují citlivost MPTP k Ca2+ iontům (Brustovetsky et al., 

2002, Connern and Halestrap, 1994). 
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Obr. 5: Jeden z dalších modelů MPTP – ATP syntasom a významné faktory regulující 

jeho funkční stav. Zelené šipky jsou u faktorů aktivujících otevírání MPTP. Červené 

značky jsou u činitelů inhibujících otevírání MPTP. Upraveno podle (Javadov et al., 2011, 

Paul et al., 2008). 

 

 Ca2+ ionty, ROS a Cyp-D patří mezi nejvýznamnější regulátory MPTP. Cyp-D se 

nachází jako rozpustný protein v matrix mitochondrií a má významnou roli v indukci 

otevření MPTP (Nicolli et al., 1996). Ukázalo se, že pro aktivaci otevírání póru Ca2+ ionty 

je třeba, aby se Cyp-D navázal na IMM, konkrétně na ANT (Crompton et al., 2002, 

Woodfield et al., 1998) a/nebo na fosfátový přenašeč (Leung and Halestrap, 2008, Leung 

et al., 2008) a/nebo na ATP syntázu (Giorgio et al., 2009). 
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Jak je uvedeno, Cyp-D se může vázat na různé molekuly, které by mohly tvořit 

strukturu MPTP, ale dodnes nebylo zjištěno, která vazba je klíčová pro otevření póru 

a aktivaci MPT. Nicméně po vazbě Cyp-D na strukturální složky MPTP mohou 

Ca2+ ionty vyvolat bobtnání mitochondrií, resp. otevření póru (Gutierrez-Aguilar and 

Baines, 2015). Rovněž tato vazba výrazně snižuje prahovou hodnotu intracelulární 

koncentrace kalcia nutnou k aktivaci otevření MPTP. Pomocí genetických studií se 

podařilo prokázat, že role Cyp-D je zásadní, a pro otevření MPTP bez této interakce, je 

zapotřebí několikanásobně vyšší koncentrace Ca2+ iontů (Baines et al., 2005). Zvýšená 

exprese Cyp-D zvyšuje citlivost póru k Ca2+ iontům (Lam et al., 2015) a knock-out genu 

pro Cyp-D naopak snižuje citlivost MPTP k Ca2+ iontům, Pi a ROS (Basso et al., 2005, 

Shum et al., 2016). Aktivitu Cyp-D lze inhibovat CsA (Halestrap and Davidson, 1990, 

Nicolli et al., 1996), nicméně se nejedná o absolutní inhibici póru, a otevření MPTP lze 

aktivovat vysokou koncentrací Ca2+ iontů, jak bude diskutováno v experimentální části 

habilitační práce. Dosavadní down-regulace jednotlivých předpokládaných strukturálních 

částí MPTP nebo inhibice póru pomocí CsA vždy pouze snížila citlivost MPTP 

k Ca2+ iontům. Velmi důležitým milníkem proto bylo kompletní zablokování MPTP. 

Potlačení exprese genů všech tří izoforem ANT a zároveň genu pro Cyp-D vedlo 

k naprosté deaktivaci MPTP (Karch et al., 2019). Cyp-D je tak zatím jediná prokázaná 

nepostradatelná regulační komponenta MPTP. Nadále ale zůstává otázka, na jakou 

strukturu póru se Cyp-D při aktivaci MPT váže a za jakých podmínek. 

Při vstupu Ca2+ iontů do mitochondrií dochází ke stimulaci buněčné respirace 

a zvýšené produkci ROS, kvůli čemuž je MPTP v této fázi výrazně citlivější ke kalciovým 

iontům (Starkov, 2008, Tajeddine, 2016). Stimulovaná aktivita komplexu I respiračního 

řetězce má rovněž značný vliv na citlivost MPTP ke kalciovým iontům. Tok elektronů 

přes komplex I podporuje aktivaci kalciem indukované propustnosti mitochondriálních 

membrán. Citlivost MPTP ke kalciovým iontům se zvyšuje (Fontaine et al., 1998a) 

a použití rotenonu (inhibitor komplexu I) vede naopak k poklesu citlivosti póru 

k Ca2+ iontům (Li et al., 2012). Dokonce bylo navrženo že komplex I respiračního řetězce 

by mohl být součástí MPTP (Fontaine et al., 1998a). 

Citlivost póru naopak inhibují Mg2+ ionty, jež s Ca2+ ionty soutěží o vazebná místa 

a jsou schopny inhibovat Ca2+ kanály v plazmatické membráně, a regulovat koncentrace 

Ca2+ iontů v mitochondriích (Bernardi et al., 1992, Hunter et al., 1976). Fe2+ ionty 

indukují MPT (Gáll et al., 2012, Gogvadze et al., 2003, Rauen et al., 2004) a další 

bivalentní ionty (Mn2+; Ba2+; Sr2+) rovněž působí na MPTP (Bernardi et al., 1992, Hunter 
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et al., 1976). Velmi silným hráčem v regulaci MPTP je anorganický fosfát (Pi) (Azzone 

and Azzi, 1965b, Crompton and Costi, 1988, Tedeschi et al., 1965). Pi indukuje MPT, 

tím že zvyšuje citlivost MPTP k Ca2+ iontům. Jeho účinky, hlavně v kombinaci s dalšími 

regulátory MPTP, jsou detailně popsány v experimentální části habilitační práce autora. 

Pór dále ovlivňují adeninové nukleotidy (Lehninger, 1959). Fyziologické 

koncentrace adeninových nukleotidů snižují citlivost MPTP k jeho otevření. ADP patří 

mezi silné endogenní inhibitory MPTP a jeho přidání k bobtnajícím mitochondriím, vede 

k uzavření MPTP. Inhibice póru je výsledkem vazby ADP na ANT, která stabilizuje ANT 

v m-konformaci (Hunter and Haworth, 1979a). Hodnota pH v matrix mitochondrií 

je dalším významným endogenním faktorem, jež ovlivňuje MPTP. K otevření póru 

dochází při hodnotách pH kolem 7,4. Protonace histidinových zbytků Cyp-D, v důsledku 

nízkého pH, vede k uvolnění Cyp-D z vazby na struktury tvořící MPTP a k uzavření póru 

(Halestrap, 1991, Haworth and Hunter, 1979, Nicolli et al., 1993). 

Další regulační molekulou jsou mastné kyseliny (Zborowski and Wojtczak, 1963). 

Neesterifikované mastné kyseliny s dlouhým řetězcem aktivují otevření MPTP 

(Lehninger and Remmert, 1959). Jejich mechanismus účinku je dán vysokou afinitou 

k ANT. Mastné kyseliny stabilizují ANT naopak v otevřené c-konformaci (Skulachev, 

1991). Mezi další faktory, jež regulují MPTP, patří hormony štítné žlázy (Endlicher et al., 

2016, Lehninger, 1960b, Tapley, 1956), melatonin (Martinis et al., 2012, Petrosillo et al., 

2009) a další látky. Pór je kontrolován celou řadou přidružených proteinů (Szabo and 

Zoratti, 2014). Některé z nich proces otevírání póru aktivují, jiné inhibují (obr. 5 

a tabulka 1). Nezanedbatelné jsou také posttranslační modifikace a vazba iontů na tyto 

přidružené proteiny či na samotný pór (Alves-Figueiredo et al., 2021). 

 

2. 5. Vlastnosti MPTP a jeho role v buněčné signalizaci 

 MPTP je rovněž regulován napětím a otevření póru je jedním z důležitých 

mechanismů, které významným způsobem ovlivňují iontovou a energetickou homeostázu 

buňky (Hunter et al., 1976). Pór vykazuje několik vodivých stavů a v závislosti na napětí 

se MPTP může otevírat na krátkou (milisekundy) nebo dlouhou (sekundy) dobu 

s různou permeabilitou (Biasutto et al., 2016). Vodivost tohoto kanálu se pohybuje 

od 0,3 do 1,5 nS, a vykazuje mírnou anion-selektivitu, nicméně se může přepnout 

na kation-selektivní kanál (Bonora et al., 2022, Ichas and Mazat, 1998, Szabo and Zoratti, 

2014, Zorov et al., 1992). V přehledové práci Beutnera a spolupracovníků (2017) 

jsou shrnuty podrobné informace o vodivosti póru za různých experimentálních 
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podmínek a pro jednotlivá strukturální uspořádání MPTP. Otevření MPTP je do určité 

míry reverzibilní (Hunter et al., 1976) a MPTP může být otevřen ve dvou různých 

módech, a to přechodně či trvale (Boyman et al., 2019, Jacobson and Duchen, 2002, 

Petronilli et al., 1999). 

 Otevření MPTP rozhoduje o životě a smrti buňky. Krátkodobé, reverzibilní 

otevření MPTP s nízkou vodivostí je spojeno s uvolňováním signálních molekul, dále 

chrání mitochondrie před oxidačním poškozením a podílí se na redistribuci Ca2+ iontů 

a regulaci transmembránového potenciálu (Ichas et al., 1997). Jeho otevření umožňuje 

transport protonů, Ca2+ iontů a mitochondriálních ROS (mtROS) z mitochondrií 

do cytosolu (Boyman et al., 2019, Giorgio et al., 2018). Změna MMP vede k aktivaci 

respiračního řetězce a zrychlení toku elektronů s následným poklesem produkce mtROS 

(Hausenloy et al., 2004, Zorov et al., 2000). Dlouhodobé, ireverzibilní otevření MPTP je 

spojeno s vysokou vodivostí a vede k dramatickým změnám. Dochází ke kolapsu MMP 

s následnou inhibicí tvorby ATP. Mitochondrie dokonce samy spotřebovávají 

ATP. Ve snaze udržet MMP totiž dochází ke štěpení ATP a toku protonů 

do mezimembránového prostoru (Zorov et al., 2009). Dále dochází k poškození 

suprakomplexů respiračního řetězce (Jang et al., 2017), což vede ke zpomalení toku 

elektronů přes jednotlivé komplexy respiračního řetězce a zvýšené tvorbě mtROS 

(Batandier et al., 2004). Uvolňování mtROS, Ca2+ iontů, NAD+, glutathionu a dalších 

metabolitů do cytosolu narušuje buněčnou homeostázu a zvyšuje oxidační poškození 

proteinů, jaderné DNA, membránových fosfolipidů, iontových kanálů a transportérů 

(Zorov et al., 2014). Vzhledem k nedostatku ATP dochází k inhibici mitochondriálního 

metabolismu a až k indukci procesů vedoucích ke smrti buňky (Bernardi and Rasola, 

2007, Orrenius et al., 2015, Rasola and Bernardi, 2011).  

 

2. 5. 1. Mitochondrie a MPTP jako významný amplifikátor kalciového signálu 

 Ca2+ ionty fungují jako druzí poslové buněčné signalizace. Mitochondrie 

významně ovlivňují koncentraci Ca2+ iontů v cytosolu během signalizace a přechodné 

otevření MPTP má klíčovou roli v tomto procesu (Feng et al., 2017, Giorgi et al., 2008, 

Miller, 1998). Při přenosu signálu, kdy se kalciové ionty uvolňují z ER do cytosolu, totiž 

mitochondrie přijímají určité kvantum Ca2+ iontů, které jsou později schopné 

opět uvolnit. Přechodným zadržením části kalciových iontů jsou tak mitochondrie 

schopné modulovat (zeslabit/zesílit nebo zkrátit/prodloužit) intenzitu kalciového signálu 

v cytosolu (Rasola and Bernardi, 2011). Mitochondrie tak generují nové kalciové signální 
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vlny napříč cytosolem. Tento proces se nazývá Ca2+ dependentní uvolnění kalciových 

iontů „mitochondrial calcium induced calcium release“. Otevřeným MPTP dochází 

rovněž k úniku protonů, a tedy i k poklesu protonového gradientu. V cytosolu tím dochází 

ke vzniku depolarizačních vln a amplifikaci kalciového signálu vyvolaného uvolněním 

Ca2+ iontů z ER (Endo, 2009, Ichas et al., 1997). Za fyziologických podmínek je 

koncentrace Ca2+ iontů v mitochondriích nízká, nicméně při porušení kalciové 

homeostázy a v průběhu rozvoje onemocnění jsou mitochondrie schopné pojmout velké 

množství těchto iontů. V důsledku značné akumulace Ca2+ iontů v mitochondriích 

dochází k otevření MPTP, bobtnání mitochondrií a prasknutí OMM, což má za následek 

iniciaci signalizační kaskády vedoucí až k buněčné smrti (Garbincius and Elrod, 2022, 

Orrenius et al., 2015). 

 

2. 5. 2. MPTP a buněčná smrt 

 Mitochondrie hrají centrální roli ve spouštění programované buněčné smrti (Tait 

and Green, 2013). Poškození malého množství mitochondrií v buňce vede k jejich 

odstranění autofagickou cestou (Green et al., 2011), v případě poškození velkého počtu 

mitochondrií však dochází, v závislosti na dostupnosti ATP, k navození apoptózy nebo 

nekrózy buňky (Kroemer et al., 2007). Cesta k indukci buněčné smrti vnitřní 

(mitochondriální) cestou pak vede přes permeabilizaci OMM a tento proces může být 

aktivován dvěma mechanismy. První cesta, jež vede k permeabilizaci OMM, je aktivace 

proapoptotických proteinů rodiny Bcl-2, Bax a Bak (Tait and Green, 2010, Wei et al., 

2001). Tyto proteiny se nacházejí na OMM a po aktivaci jsou schopné tvořit v membráně 

póry, kterými prochází do cytosolu již zmiňované mezimembránové induktory apoptózy 

(např. cytochrom c) (Kale et al., 2018). Druhý způsob je indukce permeabilizace IMM, 

a to otevřením MPTP, s následným porušením celistvosti OMM (Kroemer et al., 2007). 

V obou případech dochází ke kolapsu MMP (Waterhouse et al., 2001), zastavení 

syntézy ATP a dalších procesů závislých na MMP, jako je např. transport proteinů 

(Ricci et al., 2004). Permeabilizace OMM v konečném důsledku vede opět k uvolnění 

proapoptotických látek, které jsou lokalizovány v mezimembránovém prostoru nebo 

vázány na mitochondriální membrány, do cytosolu (Munoz-Pinedo et al., 2006). Pokud 

buňka disponuje dostatečným množstvím ATP, tak tyto látky následně aktivují kaspázy, 

jež indukují apoptózu. V případě nedostatku ATP dochází k rozvoji nekrózy (Kroemer et 

al., 2007, Leist et al., 1997). 
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2. 6. MPTP a jeho role v procesu stárnutí 

 V posledních letech se v souvislosti s teorií stárnutí stále častěji hovoří o změně 

propustnosti mitochondriálních membrán (Angeli et al., 2021, Godoy et al., 2021, 

Gonzalez-Freire et al., 2015, Sartori et al., 2022, Sautchuk et al., 2023, Zhou et al., 2019). 

Zvýšená indukce MPT stárnoucích mitochondrií byla zpočátku považována za důsledek 

nespecifického poškození IMM vlivem aktivace Ca2+ dependentních fosfolipáz, které 

svou aktivitou permeabilizují IMM (Pfeiffer et al., 1979, Scarpa and Lindsay, 1972). 

Nicméně další studie prokázaly, že jde o již zmiňovaný MPTP, který je zodpovědný 

za tento proces (Crompton, 2004). Jak již bylo uvedeno, MPT vzniká hlavně v důsledku 

zvýšené koncentrace Ca2+ iontů v matrix mitochondrií a/nebo v důsledku působení 

oxidačního stresu (Tajeddine, 2016). Oba tyto faktory mají s věkem zvyšující se tendenci 

kumulovat se v organismu. Vedou ke stále častějšímu otevírání MPTP a indukci buněčné 

smrti stárnoucích buněk (Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017). 

 První důkazy o existenci různé citlivosti MPTP k Ca2+ iontům, a zvyšující se 

frekvenci otevírání MPTP v průběhu ontogeneze přišly už před více než 20 lety. 

Rottenberg a Wu prezentovali, že aktivace MPTP je zvýšena v lymfocytech starých myší. 

U těchto starších lymfocytů byly MMP a respirace nižší než u lymfocytů izolovaných 

z krve mladých myší a měřené parametry bylo možno obnovit na normální hodnoty 

za použití inhibitoru MPTP CsA (Mather and Rottenberg, 2002, Rottenberg and Wu, 

1997). V další publikované práci mitochondrie izolované z jater a mozku starších myší 

vykazovaly rovněž vyšší citlivost k Ca2+ iontům. Rychlost bobtnání mitochondrií 

(otevření MPTP) po aktivaci kalciovými ionty byla vyšší u starších jedinců (Goodell and 

Cortopassi, 1998). U těchto mitochondrií byla prokázána také nižší mitochondriální 

retenční kapacita pro kalciové ionty (nižší množství Ca2+ iontů nutné k otevření MPTP) 

(Mather and Rottenberg, 2000). 

 Další studie už jen potvrdily věkem indukovanou zvýšenou citlivost MPTP 

k jeho regulačním faktorům. Byly nalezeny rozdíly ve vlastnostech (citlivosti) MPTP 

a účincích stárnutí na tento pór mezi mitochondriemi izolovanými z různých organismů 

a různých tkání (Rottenberg and Hoek, 2017). Navíc byly prokázány i rozdíly v citlivosti 

MPTP mezi různými typy buněk ze stejné tkáně. Citlivost MPTP k Ca2+ iontům 

u mitochondrií izolovaných z mozku, vykazovala rozdíly nejenom na věku závislé 

(Krestinina et al., 2015, Lores-Arnaiz et al., 2016, Marques-Aleixo et al., 2012), ale byla 

ovlivněna i oblastí mozku, ze které byly mitochondrie izolovány (Bambrick et al., 2006, 

Brown et al., 2004, LaFrance et al., 2005). Dokonce i mezi mitochondriemi izolovanými 
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z různých míst v buňce byly nalezeny odlišnosti v citlivosti MPTP k Ca2+ iontům závislé 

na věku (Brown et al., 2006, Hofer et al., 2009). V kombinaci s narušenou kalciovou 

homeostázou a zvýšeným oxidačním stresem navozeným v průběhu stárnutí hraje tento 

fakt výraznou roli v patogenezi některých neurodegenerativních chorob spojených se 

stárnutím organismu. 

 Přehled prací zabývajících se věkově a tkáňově dependentními změnami citlivosti 

MPTP je uveden v tabulce 2. Variabilita v citlivosti MPTP k jeho regulačním faktorům 

pravděpodobně vyplývá z velkých rozdílů v expresi a aktivitě proteinů, které regulují 

aktivaci (otevření) MPTP. Farmakologické inhibitory, např. CsA, jsou v průběhu stárnutí 

organismu rovněž méně účinné v inhibici MPTP a prodloužení doby nezbytné k jeho 

otevření (Garcia et al., 2009, Liu et al., 2011). Narůstající citlivost MPTP k faktorům 

indukujícím jeho otevření v průběhu stárnutí organismu tak podporuje hypotézu postupné 

aktivace MPTP a zvýšené proapoptotické vnímavosti pozorované v různých orgánech 

(Chabi et al., 2008, Kwak et al., 2006). 

 

Druh: Tkáň: Reference: 

myš 

myš 

myš 

potkan 

myš 

potkan 

myš 

potkan 

 

potkan 

 

potkan 

člověk 

 

myš 

lymfocyty 

T lymfocyty 

jaterní mitochondrie 

jaterní mitochondrie 

mozkové mitochondrie 

mozkové mitochondrie 

srdeční mitochondrie 

srdeční mitochondrie 

 

mitochondrie příčně 

pruhovaného svalu 

myocyty 

permeabilizované 

myofibrily 

osteocyty 

(Mather and Rottenberg, 2000, Rottenberg and Wu, 1997) 

(Mather and Rottenberg, 2002) 

(Goodell and Cortopassi, 1998, Mather and Rottenberg, 2000) 

(Endlicher et al., 2021) 

(Lores-Arnaiz et al., 2016, Mather and Rottenberg, 2000) 

(Brown et al., 2004, Krestinina et al., 2015, LaFrance et al., 2005) 

(Fernandez-Sanz et al., 2015, Fernandez-Sanz et al., 2014) 

(Escobales et al., 2014, Jahangir et al., 2001, Ljubicic et al., 2010, 

Petrosillo et al., 2010) 

(Marzetti et al., 2008, Picard et al., 2011, Picard et al., 2010) 

 

(Liu et al., 2011) 

(Gouspillou et al., 2014) 

 

(Shum et al., 2016) 

 

Tab. 2: Přehled prací podporujících zvýšenou citlivost MPTP k jeho regulačním 

faktorům indukovanou stárnutím organismu v různých organismech, tkáních a buňkách. 

Upraveno podle (Rottenberg and Hoek, 2017).  
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2. 6. 1. Změny citlivosti MPTP k jeho regulačním faktorům indukované stárnutím 

 MPTP hraje klíčovou roli v procesu stárnutí organismu a existuje celá řada věkem 

indukovaných stimulů, jenž aktivují otevření MPTP. Nejčastěji nárůst koncentrace 

mitochondriálního kalcia a/nebo ROS zvyšují frekvenci otevírání MPTP během stárnutí 

(Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017). Oxidační stres a relativně vysoké 

koncentrace Ca2+ iontů mění permeabilitu IMM. Změna propustnosti vede ke kolapsu 

MMP, depleci ATP a významně ovlivňuje buněčnou (kalciovou) signalizaci. Bylo 

prokázáno, že v průběhu stárnutí dochází nejenom k zásahu do homeostázy kalcia 

(Buchholz et al., 2007), ale i ke změnám citlivosti MPTP vůči Ca2+ iontům (Endlicher 

et al., 2021) a dalším faktorům regulujícím jeho otevření. Dobře fungující regulace 

koncentrace kalcia v matrix mitochondrií, účinná eliminace vzniklých mtROS a vysoký 

MMP tak významně brání otevření MPTP v mladém věku (Rottenberg and Hoek, 2017) 

(obr. 6). 

 

 

Obr. 6: Vliv Ca2+ iontů, ROS a MMP v procesu aktivace MPTP během stárnutí. Obrázek 

poukazuje na uspořádání mitochondriálních krist a probíhající procesy v mitochondriích 

mladých jedinců. Upraveno podle (Panel et al., 2018, Paradies et al., 2013). 
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 Během stárnutí se v mitochondriích zvyšuje koncentrace Ca2+ iontů a produkce 

ROS. Dochází k poklesu MMP a účinnosti antioxidačního systému (superoxiddismutáza 

(SOD) a glutathionperoxidáza (GPx)). U starších jedinců dochází také k rozpojení dimerů 

ATP syntázy, což vede k přestavbě mitochondriálních krist až k jejich zániku a poklesu 

produkce ATP (Daum et al., 2013, Panel et al., 2018). Oxidační poškození transportérů 

Ca2+ iontů rovněž ovlivňuje kalciovou homeostázu v mitochondriích (Dong et al., 2017). 

Tyto změny se projeví zvýšením koncentrace Ca2+ iontů v matrix mitochondrií 

a Ca2+ ionty se tak stávají primárním spouštěčem otevření MPTP. Mitochondriální 

respirační řetězec je hlavním zdrojem, ale i cílem mtROS. Peroxidace komplexů 

respiračního řetězce následně vede k další produkci mtROS a poklesu MMP 

v začarovaném kruhu. Zvýšená produkce mtROS rovněž podporuje oxidaci kardiolipinu, 

jenž je pevně vázán na ANT a jehož peroxidace má za následek zvýšenou citlivost MPTP 

k Ca2+ iontům (Hoffmann et al., 1994, Panel et al., 2018, Paradies et al., 2014, Petrosillo 

et al., 2006) (obr. 7). 

Obr. 7: Vliv Ca2+ iontů, ROS a MMP v procesu aktivace MPTP během stárnutí. Obrázek 

poukazuje na uspořádání mitochondriálních krist a probíhající procesy ve stárnoucích 

mitochondriích. Upraveno podle (Panel et al., 2018, Paradies et al., 2013). 
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 Nicméně mtROS rovněž indukují mechanismy, které mají protektivní vliv 

na mitochondrie. Mitochondriální poškození vyvolané mtROS nebo přímo samotné 

mtROS iniciují signály, které aktivují několik drah chránících mitochondrie 

před oxidačním stresem (obr. 8). Dále spouštějí kaskády zpomalující stárnutí, inhibující 

buněčnou smrt a zvyšující životnost buněk (Desjardins et al., 2017, Sun et al., 2016). 

Metabolismus spojený s nárůstem produkce mtROS indukuje signalizaci do jádra, 

kde mtROS aktivuji reakci poškození jaderné deoxyribonukleové kyseliny (nDNA) 

„DNA damage response“ (DDR), která v něm spouští kaskádu ochranných mechanismů 

(Fang et al., 2016, Golia et al., 2015, Sun et al., 2016).  

V buňkách mladých zvířat není otevírání MPTP tak časté. Mírnější produkce 

mtROS spouští různé protektivní mechanismy, které upravují buněčné procesy a chrání 

mitochondrie a buňku před oxidačním poškozením (Patterson et al., 2015, Reczek and 

Chandel, 2015, Wei and Kenyon, 2016). Vzniklé mtROS jsou následně eliminovány 

účinnými antioxidačním systémy. Avšak při překročení jejich kapacity zvýšený oxidační 

stres aktivuje otevírání MPTP. Krátké a občasné otevírání MPTP stimuluje ochranné 

cesty (pokles produkce mtROS) (Feng et al., 2017, Hou et al., 2014), nicméně opakované 

a dlouhodobé otevírání MPTP vede k dalšímu oxidačnímu poškození, které může urychlit 

proces stárnutí a vést až k buněčné smrti (Rottenberg and Hoek, 2017). 

 Oxidační stres, jenž se kumuluje v průběhu stárnutí, poškozuje mitochondriální 

suprakomplexy respiračního řetězce a transportéry Ca2+ iontů v endoplazmatickém 

retikulu (ER), v mitochondrii a v plazmatické membráně (obr. 8), což vede ke zvýšené 

produkci mtROS a přetížení mitochondrií Ca2+ ionty, které dále zvyšují frekvenci 

otevírání MPTP (Batandier et al., 2004, Fernandez-Sanz et al., 2015, Fernandez-Sanz et 

al., 2014, Jang et al., 2017). Zvýšená koncentrace mtROS, uvolněných přes MPTP 

do cytosolu může přemoci antioxidační systémy buňky, což vede k rozsáhlému poškození 

nDNA a zvýšené proapoptotické signalizaci (Fang et al., 2016, Gomes et al., 2013, Imai 

and Guarente, 2014, Nicolai et al., 2015). Výsledkem těchto procesů je snížení ochrany 

před účinky ROS spolu s převahou proapoptotické dráhy. Všechny tyto změny oslabují 

mitochondriální ochranné systémy před působením a tvorbou dalších mtROS, a dále 

zvyšují citlivost MPTP k jeho regulačním faktorům. Tento cyklus vede k častějším 

a delším aktivacím otevírání MPTP. Postupně dochází ke slabší a slabší signalizaci 

ochrany před účinky mtROS a silnější a silnější proapoptotické signalizaci. Celý tento 

proces nakonec směřuje k ireverzibilnímu otevření MPTP, k poškození mitochondrií, 

případně až k buněčné smrti (Rottenberg and Hoek, 2017, Rottenberg and Hoek, 2021). 
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Obr. 8: Aktivace protektivních (zeleně) a proapoptotických (červeně) drah v buňce 

indukované změnou homeostázy kalciových iontů a mtROS. Upraveno podle (Rottenberg 

and Hoek, 2021).  
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2. 6. 2. Vliv kalciové homeostázy na aktivaci MPTP v průběhu stárnutí 

 Zvýšená koncentrace Ca2+ iontů v matrix mitochondrií byla prvním popsaným 

faktorem nezbytným pro aktivaci otevření MPTP (Haworth and Hunter, 1979, 

Hunter et al., 1976). Dokonce už v roce 1969 popisovali Hackenbrock a Caplan kalciem 

indukované změny ve struktuře izolovaných mitochondrií. Jak již bylo řečeno, 

Ca2+ ionty, ROS, Cyp-D a ANT jsou zatím jediné prokázané klíčové komponenty 

důležité pro otevření/regulaci MPTP (Karch et al., 2019, Tajeddine, 2016). Přetížení 

mitochondrií Ca2+ ionty je základním spouštěčem otevření MPTP a změny v homeostáze 

intracelulárního, potažmo mitochondriálního kalcia tak výrazně ovlivňují jeho funkční 

stav. Citlivost MPTP k Ca2+ iontům, které mají svá vazebná místa na matrixové straně 

IMM, ale významně ovlivňují i další faktory, jako je již zmiňovaný oxidační stres, vysoká 

koncentrace Pi a další. 

 Je nesporné, že stárnutí má vliv na kalciovou homeostázu a že v průběhu stárnutí 

dochází ke změnám ve vazbě a distribuci kalcia v buňce (Mattson, 2007). Tyto změny 

v kalciové homeostáze zvyšují množství kalcia v cytosolu a následně indukují přetížení 

mitochondrií Ca2+ ionty. Schopnost vázat (pufrovat) cytosolové kalcium je u starších 

buněk obecně snížena (Pandya et al., 2015, Tsai et al., 1997). Oxidační poškození 

transportérů a kanálů Ca2+ iontů, včetně samotného mitochondriálního kalciového kanálu 

(MCU), jsou dalšími věkem indukovanými ději, které ovlivňují kalciovou homeostázu 

buňky a přispívají k indukci buněčné smrti vyvolané kalciovým přetížením (Andersson 

et al., 2011, Cooper et al., 2013, Dong et al., 2017). 

 Jak bylo uvedeno, tak stárnutí výrazně mění kapacitu transportu kalcia 

přes membrány a jeho skladování v sarkoplazmatickém retikulu (SR) a ER. V průběhu 

stárnutí klesá také schopnost mitochondrií vázat Ca2+ ionty a dochází ke změnám 

v kalciové komunikaci mezi SR/ER a mitochondriemi (Fernandez-Sanz et al., 2014, 

Pandya et al., 2015). Zvýšený přímý transport kalcia z ER do mitochondrií vyústí 

k nadbytku Ca2+ iontů v matrix mitochondrií (Calvo-Rodriguez et al., 2016). Zvýšená 

bazální hladina Ca2+ iontů pak vede k aktivaci kalcium dependentních enzymů, jako jsou 

fosfolipázy, proteázy a nukleázy a ke změnám oxidativní fosforylace (Jahangir 

et al., 2001). Ca2+ ionty významně ovlivňují produkci ATP dvěma mechanismy. 

Ca2+ ionty zvyšují aktivitu Krebsova cyklu tím, že stimulují pyruvátdehydrogenázu, 

izocitrátdehydrogenázu a α-ketoglutarátdehydrogenázu. Při zvýšené aktivitě těchto 

enzymů roste produkce mitochondriálního NADH, substrátu pro komplex I respiračního 

řetězce. Zvýšená dostupnost volného substrátu zvyšuje gradient protonů, což stimuluje 



 
 

29 
 
 

produkci ATP (McCormack and Denton, 1989, McCormack et al., 1990). Druhý způsob, 

jehož mechanismus není zatím zcela objasněn, spočívá v přímé Ca2+ indukované 

stimulaci komplexu V, jež vede ke zvýšení produkce ATP (Das and Harris, 1990, Territo 

et al., 2001). Zvýšená aktivita respiračního řetězce je ale spojena se vzestupem produkce 

mtROS, jenž ve výsledku poškozuje enzymy respiračního řetězce s následným poklesem 

produkce ATP (Gunter et al., 2004, Nicholls and Ferguson, 2013, Tajeddine, 2016). 

 Závěrem lze shrnout, že stářím indukované změny kalciové homeostázy ovlivňují 

komunikaci mezi SR/ER a mitochondriemi, vedou ke změnám v transportu kalcia, 

poklesu produkce ATP a k zesílení oxidačního stresu (Fernandez-Sanz et al., 2014, Szalai 

et al., 2000). Toto přetížení mitochondrií Ca2+ ionty, zvýšenou tvorbou mtROS 

a poklesem produkce ATP pak vede k otevření MPTP. Ve stárnoucích buňkách je 

koncentrace cytosolového volného kalcia často vyšší, než je hodnota nutná pro otevření 

MCU a pro příjem Ca2+ iontů do mitochondrií. Rovněž koncentrace Ca2+ iontů nutná 

k aktivaci a otevření MPTP se v průběhu stárnutí snižuje, což v konečném důsledku vede 

k častějšímu otevření MPTP a kalciem indukované buněčné smrti u starších buněk 

(Mather and Rottenberg, 2000, Rottenberg and Hoek, 2021). 

 

2. 6. 3. Vliv zvýšené produkce ROS na aktivaci MPTP v průběhu stárnutí 

 Mitochondriální ROS jsou významným, možná i nejvýznamnějším, regulačním 

faktorem, jež indukuje otevření MPTP (Hunter and Haworth, 1979a, Tajeddine, 2016). 

mtROS svými účinky významně snižují koncentraci Ca2+ iontů potřebnou k otevření póru 

(Drahota et al., 2012a, Endlicher et al., 2019, Halestrap et al., 1997). Rovněž není pochyb 

o tom, že stárnutí a zpomalení transportu elektronů přes komplexy respiračního řetězce 

vede ke zvýšené produkci mtROS (Barja, 2014, Forkink et al., 2015). Věkem indukovaná 

zvýšená produkce mtROS je připisována oxidačnímu poškození jednotlivých komplexů 

respiračního řetězce a mitochondriální DNA, která kóduje proteiny těchto komplexů. 

To vede k syntéze defektních komplexů respiračního řetězce a tvorbě dalších mtROS. 

Tím vzniká bludný kruh, který má za následek s rostoucím věkem stále více defektní 

komplexy respiračního řetězce a zpomalení toku elektronů přes tyto komplexy (Dai et al., 

2014, Zorov et al., 2014). 

 V průběhu stárnutí nedochází pouze k oxidaci jednotlivých komplexů 

respiračního řetězce, ale i další důležité struktury jsou vystaveny účinkům ROS. 

Jednotlivé složky MPTP a membránové mitochondriální fosfolipidy, např. kardiolipin, 

podléhají rovněž oxidačním změnám. Většina proteinů, o nichž je známo, že by se mohly 
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podílet na molekulární podstatě MPTP, případně na jeho regulaci, nese -SH skupinu, 

která může podléhat oxidacím, jež následně vedou ke konformačním a funkčním změnám 

(Tajeddine, 2016). Bylo prokázáno, že oxidovaný kardiolipin zvyšuje citlivost MPTP 

k Ca2+ iontům (Petrosillo et al., 2006). Kardiolipin je specifický mitochondriální 

fosfolipid, který se váže na různé proteiny a hraje významnou roli v molekulárním 

uspořádání a funkci IMM včetně mitochondriálních krist (Klingenberg, 2009, Schlame 

and Greenberg, 2017). Vzhledem k tomu, že se kardiolipin nachází v blízkosti 

zdroje mtROS a obsahuje vysoký podíl nenasycených mastných kyselin, je náchylný 

k lipoperoxidaci. Podíl nepoškozeného kardiolipinu se tak v důsledku působení ROS 

s věkem snižuje a zastoupení oxidovaného kardiolipinu se zvyšuje, čímž dochází 

ke změnám vlastností mitochondriálních membrán a zvýšené citlivosti MPTP 

k Ca2+ iontům (Paradies et al., 2019, Petrosillo et al., 2010). 

Zvýšená tvorba ROS a oxidace mitochondriálních membránových lipidů 

a proteinů spojených s MPTP tak podporují hypotézu snadnější aktivace MPTP během 

stárnutí. Stručně řečeno, oxidační stres, který vzrůstá ve stárnoucích buňkách (Dai et al., 

2014), zvyšuje frekvenci otevírání MPTP a to různými mechanismy, jež zase dále 

potencují produkci ROS a otevírání MPTP (Zorov et al., 2014). Je vhodné zmínit, že 

citlivost MPTP k Ca2+ iontům a ROS se mění nejenom v závislosti na věku (Drahota et 

al., 2012b, Mather and Rottenberg, 2000), ale je také tkáňově specifická (Endlicher et al., 

2009a) a závislá na pohlaví (Milerova et al., 2016). Tyto rozdíly v citlivost MPTP 

k regulačním faktorům budou více diskutovány v experimentální části habilitační práce. 

 

2. 6. 4. Věkem navozené peroxidační změny ANT ovlivňující MPTP 

 ANT byl hned od samého počátku výzkumu MPT považován za molekulu 

nezbytnou pro spoluvytváření MPTP (Brustovetsky, 2020, Hunter and Haworth, 1979a). 

ANT interaguje s Cyp-D, čímž snižuje práh pro aktivaci MPTP Ca2+ ionty (Crompton et 

al., 1998, Woodfield et al., 1998). Přestože první genetické experimenty prokázaly, že 

ANT není nezbytnou součástí MPTP (Kokoszka et al., 2004), další údaje svědčí 

pro důležitou roli ANT při otevírání MPTP (Halestrap and Richardson, 2015) a dokonce 

poslední genetické experimenty opět vrací ANT do hry jako jeho nezbytnou 

strukturální část (Karch et al., 2019). Kardiolipin, jak již bylo zmíněno, se pevně váže 

na ANT a ovlivňuje transport adeninových nukleotidů (Hoffmann et al., 1994). Oxidace 

kardiolipinu mění konformaci ANT a pravděpodobně i vlastnosti MPTP. 
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Oxidace klíčových postranních řetězců bílkovin může rovněž ovlivnit funkční 

stav MPTP (Chernyak and Bernardi, 1996). Vzhledem k tomu, že do dnešní doby není 

jednoznačně definována molekulární struktura MPTP, nemůžeme tak přesně určit, které 

struktury podléhají oxidačním změnám vedoucím k ovlivnění citlivosti MPTP. Známá je 

ale oxidace thiolových skupin v aminokyselině cysteinu (Go and Jones, 2017). Oxidací 

cysteinu se mění konformace proteinů, o nichž se uvažuje, že se podílejí na tvorbě póru 

nebo na regulaci jeho otevření, jako je ANT (Costantini et al., 2000, Halestrap et al., 

1997), Cyp-D (Nguyen et al., 2011), ATP syntáza (Wang et al., 2013), případně 

i navrhovaný komplex I respiračního řetězce (Chouchani et al., 2013) a další. 

ANT obsahuje tři redukované cysteiny, které jsou obzvláště citlivé k oxidaci 

během stárnutí (Yan and Sohal, 1998). Oxidace thiolových skupin ANT v důsledku 

zvýšeného oxidačního stresu vede mimo jiné ke změně v uspořádání ANT a jeho specifity 

vůči ADP (McStay et al., 2002). Vlivem zvýšeného oxidačního stresu dochází nejprve 

k oxidaci zmiňovaných thiolových skupin a posléze k ireverzibilním změnám. Významné 

jsou pak změny na rozhraní ANT a kardiolipinu. V důsledku těchto dějů dochází 

ke konformačním změnám v uspořádání ANT a pravděpodobně ke vzniku MPTP 

(Brustovetsky and Klingenberg, 1996, Hoffmann et al., 1994). V neposlední řadě dochází 

v průběhu stárnutí k oxidaci glutathionu, což je důležitý antioxidant, a tím k narušení 

rovnováhy produkce a eliminace ROS. Jakmile se cysteinové molekuly během stárnutí 

oxidují, může to přispívat ke zvýšené citlivosti póru k jeho regulačním faktorům a vyšší 

frekvenci otevírání MPTP. Pokud je navíc oslabena nebo vyčerpána antioxidační 

kapacita, stávají se mitochondrie náchylnějšími k MPT (Kowaltowski et al., 2009). 

 

2. 6. 5. Věkem indukované změny MMP a syntézy ATP ovlivňující MPTP 

 V podmínkách in vitro a v přítomnosti Ca2+ iontů depolarizace mitochondriální 

membrány indukuje otevření MPTP a swelling izolovaných mitochondrií (Bernardi, 

1992, Scorrano et al., 1997). V intaktních mitochondriích je MPTP napěťově řízený kanál 

a pokles MMP ovlivňuje aktivitu póru (Bernardi, 1992). Několik studií potvrdilo, že 

MMP je ve starších buňkách nižší, a produkce mtROS vyšší (Sastre et al., 1996, Sugrue 

and Tatton, 2001). Zvýšený oxidační stres a změny v homeostáze intracelulárního kalcia 

se všemi následky tak podporují otevření MPTP ve stárnoucích mitochondriích. Je rovněž 

pravděpodobné, že stárnutí snižuje práh potenciálu potřebný k otevření MPTP a následně 

ke smrti stárnoucích buněk. 
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Sice se podařilo prokázat, že v průběhu stárnutí MMP klesá, ale dodnes není zcela 

jasné to, zda pokles MMP je příčinou nebo důsledkem aktivace a zvyšující se frekvence 

otevírání MPTP ve stárnoucím organismu. Důvod poklesu MMP během stárnutí není 

zcela objasněn. Pravděpodobně se jedná o důsledky věkem zvýšené tvorby ROS, které 

oxidují jednotlivé komponenty mitochondriálních membrán. Je známo, že oxidační 

poškození membránových fosfolipidů zvyšuje propustnost membrány pro ionty 

(Runas and Malmstadt, 2015), a že s rostoucí věkem se toto oxidační poškození zvyšuje 

(Pamplona, 2008). Oxidační stres tak mění fluiditu a permeabilitu membrán 

a podporuje rozpřažení mitochondrií (Knobloch et al., 2015, Runas and Malmstadt, 

2015). Rovněž bylo popsáno, že ANT je ve starých buňkách oxidován (Le Bras et al., 

2005) a oxidace -SH skupin snižuje hodnotu MMP nutnou k otevření MPTP (Petronilli 

et al., 1994). Na závěr je třeba zdůraznit, že krátkodobé otevření MPTP a mírná 

depolarizace MMP má pozitivní účinky na buňku. Mírný pokles MMP vede k rozpřažení 

mitochondrií a ke snížení produkce mtROS (Skulachev, 1998). Nejnověji se mírné, 

opakované depolarizaci přikládá významný podíl na zpomalení procesu stárnutí 

(Vyssokikh et al., 2020). 

 ATP syntáza byla nejnověji považována za jednu z molekul, která se podílí 

na tvorbě MPTP. I když genetické studie tuto hypotézu vyvrátily (He et al., 2017b), stále 

zde je její významná funkce při regulaci otevírání MPTP. V průběhu stárnutí se mění 

některé vlastnosti ATP syntázy (Frenzel et al., 2010, Guerrieri et al., 1996). Molekula 

ATP syntázy podléhá oxidačním změnám svých cysteinových zbytků a nitraci 

tyrosinových zbytků (Fernandez-Sanz et al., 2015, Haynes et al., 2010). V průběhu 

stárnutí dochází také k reorganizaci IMM, zániku mitochondriálních krist, včetně dimerů 

ATP syntázy a vzniku nových kontaktních míst mezi vnější a vnitřní mitochondriální 

membránou, což by mohlo podporovat vznik nových MPTP (Daum et al., 2013, Panel et 

al., 2018). Stárnutí by tak mohlo snížit maximální aktivitu ATP syntázy a ovlivnit 

dostupnou koncentraci ATP in vivo, a zároveň může také přispět k aktivaci MPTP. 

 

2. 6. 6. Posttranslanční modifikace Cyp-D ovlivňující MPTP v průběhu stárnutí 

 Cyp-D je vedle Ca2+ iontů a mtROS hlavním endogenním regulátorem otevření 

MPTP. Svou vazbou na ANT, nebo podle novějších názorů na ATP syntázu, usnadňuje 

Ca2+ iontům a ROS otevírání MPTP (Crompton et al., 2002, Giorgio et al., 2017, 

Woodfield et al., 1998). Jeho vazba senzibilizuje otevření MPTP tím, že způsobuje 

konformační změny v komplexu MPTP, čímž zvyšuje jeho afinitu k Ca2+ iontům 
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a upřednostňuje jejich vazbu před ostatními bivalentními prvky (Bernardi et al., 2015a, 

Bernardi et al., 2015b). Velmi důležitou roli v procesu stárnutí hrají posttranslační 

modifikace Cyp-D a jejich změny indukované věkem. U mladých zvířat je Cyp-D 

v důsledku těchto reakcí do značné míry inhibován (Elrod and Molkentin, 2013). Cyp-D 

reaguje s inhibičními proteiny např. TRAP1 proteinem (protein 1 asociovaný s TNF 

receptorem). Tato vazba brání interakci Cyp-D s aktivačními proteiny (např. p53), jež by 

vedla k otevření MPTP (Lebedev et al., 2016). Stárnutí ale ovlivňuje některé tyto 

posttranslační modifikace, což má za následek vyšší afinitu Cyp-D ke strukturám tvořícím 

MPTP. Bylo prokázáno, že v průběhu stárnutí se zvyšuje poměr Cyp-D navázaného 

na ANT vůči navázanému na TRAP1 (obr. 7), což přispívá ke zvýšení citlivosti MPTP 

k jeho otevření (Marzetti et al., 2008, Rottenberg and Hoek, 2017). 

 V mitochondriích mladých zvířat je Cyp-D inhibován vazbou na matrixový 

protein TRAP1 a pomocí enzymatické reakce katalyzované sirtuiny udržován v neaktivní 

formě. Sirtuiny deacetylují Cyp-D a udržují ho tak v konformaci, která není schopná se 

navázat na komplex MPTP (obr. 6). Sirtuiny tím inhibují otevření MPTP a zpomalují 

proces stárnutí. Věkem indukovaný pokles exprese a aktivity NAD+ dependentních 

sirtuinů vede ke změně konformace Cyp-D a jeho uvolnění z vazby na TRAP1 protein 

(obr. 7). Takto modifikovaný Cyp-D upřednostňuje vazbu na MPTP, konkrétně na ANT, 

a stimuluje jeho otevření (Hafner et al., 2010, Kwon et al., 2015). Sirtuiny rovněž zasahují 

do regulace eliminace ROS (obr. 8) (Ansari et al., 2017, Brown et al., 2013, Kincaid and 

Bossy-Wetzel, 2013), a jejich snížená aktivita může nepřímo zesílit oxidační stres 

a aktivitu Cyp-D během stárnutí (van de Ven et al., 2017). Dále bylo prokázáno, 

že oxidační stres navozený v průběhu stárnutí rovněž oxiduje -SH skupiny Cyp-D 

(Folda et al., 2016) a usnadňuje tak jeho vazbu na ANT a indukci otevírání MPTP 

(Nguyen et al., 2011). 

 Další látkou, která se v průběhu stárnutí kvůli oxidačním změnám hromadí 

v matrix mitochondrií je protein p53. Protein p53 je aktivován poškozenou DNA 

a slouží jako signální posel k iniciaci apoptózy (Priami et al., 2015, Vaseva et al., 2012). 

Protein p53 vytváří komplex s Cyp-D, čímž ho vytěsní z vazby na protein TRAP1 

(obr. 7). Uvolněný Cyp-D po vazbě na ANT pak opět indukuje otevření MPTP (Lebedev 

et al., 2016). Tomuto stavu nahrává i fakt, že ve stárnoucích buňkách jsou syntéza 

proteinu TRAP1 a jeho přenos do matrix sníženy (Altieri, 2013, Rottenberg and Hoek, 

2017), zatímco transport p53 do matrix mitochondrií je zvýšen (Priami et al., 2015, 

Vaseva et al., 2012). 
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2. 7. Role MPTP v patogenezi vybraných onemocnění 

 Kromě fyziologických funkcí, kde se uplatňuje přechodné otevření MPTP, se pór 

při dlouhodobém ireverzibilním otevření podílí na rozvoji řady patologických procesů. 

Otevření MPTP hraje klíčovou roli při vzniku mnoha civilizačních chorob. 

Mezi nejčastější z nich patří kardiovaskulární a neurodegenerativní choroby. MPTP byl 

předmětem řady klinických studií. Z jejich závěrů vyplývá, že MPTP má ústřední roli 

v patogenezi ischemicko/reperfuzního poškození srdce (Halestrap, 2010), mozku 

(Friberg and Wieloch, 2002), ledvin (Lemoine et al., 2015), jater (Kim et al., 2003) 

a dalších tkání (Bonora et al., 2020). Významná úloha MPTP je patrná rovněž v rozvoji 

neurodegenerativních onemocnění (Rao et al., 2014), v patogenezi diabetu (Yan et al., 

2016) a v poškození jater vyvolaného léky (Jaeschke et al., 2012). MPTP se dále podílí 

na vzniku akutní pankreatitidy, rozvoji diabetes mellitus, svalové dystrofie, syndromu 

suchého oka a Reyeova syndromu. Nealkoholová tuková choroba jater (NAFLD) 

s následnou zvýšenou produkcí ROS je rovněž spojená s ireverzibilním otevřením MPTP 

(Bonora et al., 2020, Nesci et al., 2017).  

 V neposlední řadě bychom měli zmínit roli MPTP v rozvoji dysfunkce většiny 

orgánů, jež vzniká v průběhu stárnutí organismu (Hepple, 2016, Rocha-Rodrigues et al., 

2013, Toman and Fiskum, 2011). Stárnutí je také jedním z rizikových faktorů 

karcinogeneze a zdá se, že v tomto procesu hraje významnou roli zvýšená tvorba ROS 

(Bonora and Pinton, 2014, Park et al., 2011). Nicméně, jakmile se mutovaná buňka 

přemění na neoplastickou, její antiapoptotická signalizační kapacita se významně aktivuje 

a MPTP se stává rezistentním vůči aktivaci Ca2+ ionty a ROS (Bonora and Pinton, 2014, 

Rasola and Bernardi, 2014). Úloha MPTP u vybraných chorob a degenerativních 

onemocnění spojených se stárnutím je shrnuta v tabulce 3. 

Kalorická restrikce (Amigo et al., 2017, Hofer et al., 2009, Kristal and Yu, 1998, 

Menezes-Filho et al., 2017) a cvičení/fyzická aktivita (Ferrara et al., 2008, Goncalves et 

al., 2016, Marcil et al., 2006), které se jeví jako prokázané strategie zpomalující stárnutí 

a oddálení nemocí souvisejících s věkem, jsou spojeny rovněž s inhibicí otevírání MPTP. 

Na základě těchto informací se spekuluje, že by tak cílená regulace (inhibice) MPTP 

mohla pomoci při léčbě těchto onemocnění a třeba i zpomalit proces stárnutí organismu 

(Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017). 

 Role MPTP v patogenezi jednotlivých onemocnění byla diskutována v našem 

přehledovém článku (Endlicher et al., 2018). V následujícím textu bych se proto chtěl 

zmínit pouze o důležitých aspektech, jež vedou k otevření MPTP u vybraných chorob.  
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Kardiovaskulární nemocnění    

 (Gordan et al., 2016) (Hafner et al., 2010) 

 (Weiss et al., 2003) (Zulian et al., 2016) 

 

Neurologická onemocnění 

Alzheimerova choroba 

 (Du and Yan, 2010) (Chen et al., 2016) 

 (Norenberg and Rao, 2007) (Valasani et al., 2016) 

Parkinsonova choroba 

 (Martin et al., 2014b) (Rasheed et al., 2017) 

 (Thomas et al., 2012) (Watanabe et al., 2005) 

Huntingtonova chorea 

 (Brustovetsky et al., 2005) 

 (Quintanilla et al., 2013) (Quintanilla et al., 2017) 

Amyotrofická laterální skleróza 

 (Kawamata and Manfredi, 2010) (Martin et al., 2014a) 

 (Norenberg and Rao, 2007) 

Roztroušená skleróza 

 (Savino et al., 2013) (Warne et al., 2016) 

 

Nealkoholová tuková choroba jater (NAFLD) 

 (Chen and Wang, 2007) (Kang et al., 2013) 

 

Onemocnění pankreatu 

 (Mukherjee et al., 2016) (Shalbueva et al., 2013) 

 

Diabetes mellitus 

 (Riojas-Hernandez et al., 2015) (Taddeo et al., 2014) 

 (Yan et al., 2016) 

 

Akutní poškození ledvin 

 (Eirin et al., 2012) (Lemoine et al., 2015)  

 

Svalová dystrofie 

 (Dubinin et al., 2020) (Gouspillou et al., 2014) 

 

Osteoporóza 

 (Shum et al., 2016) (Zhen et al., 2014) 

 

Syndrom suchého oka 

 (Červenka, 2003) (Gao et al., 2013)  

 

Tab. 3: Přehled onemocnění, na jejichž patogenezi se podílí MPTP. 

Upraveno podle (Nesci et al., 2017, Rottenberg and Hoek, 2017). 
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2. 7. 1. Kardiovaskulární onemocnění 

Mitochondrie mají významnou roli v osudu kardiomyocytů během akutního 

ischemicko/reperfuzního poškození. Ischemické poškození srdce, stejně tak i dalších 

tkání, je do značné míry výsledkem opětovné reperfuze, která následuje po ischemii 

(Bonora et al., 2020, Ong et al., 2015). Pro minimalizaci ischemického poškození je 

nezbytné, co nejdříve provést obnovení krevního průtoku ischemickou tkání. Nicméně 

výzkumy potvrzují, že i přes jednoznačně pozitivní účinky, je reperfuze zároveň 

zodpovědná za další poškození myokardu a otevření MPTP je dlouhodobě uznávaným 

faktorem zodpovědným za ischemicko/reperfuzní poškození srdeční tkáně (Crompton et 

al., 1987, Crompton et al., 1988). Přestože již v průběhu ischemie vzniká v buňce vhodné 

indukční prostředí pro otevření MPTP (zvýšená koncentrace Ca2+, Pi a ROS, a pokles 

MMP a produkce ATP), dochází v této fázi rovněž k silnému poklesu pH a nárůstu 

koncentrace ADP, faktorů, které dostatečně inhibují MPTP a k otevření póru dochází až 

v průběhu reperfuze. Ve fázi reperfuze, která následuje po ischemii, se buňky zaplavují 

dalšími kalciovými ionty a dochází k obnově MMP a produkci ATP, které je ale 

doprovázeno zvýšenou tvorbou mtROS, poklesem koncentrace ADP a nárustem pH. Tyto 

faktory, ale značně aktivují otevření MPTP, což v konečném důsledku vede k rozsáhlé 

indukci buněčné smrti kardiomyocytů (Bonora et al., 2020, Doul and Charvátová, 2017, 

Morciano et al., 2017, Ryba, 2015). 

Na otevření MPTP u myokardu postiženého ischemií má tak vliv celá řada 

faktorů a k poškození buněk dochází hlavně ve fázi reoxidace (reperfuze), kdy dojde 

k částečnému obnovení mitochondriálních funkcí. Klíčovou roli hraje již uvedený 

oxidační stres (Granger and Kvietys, 2015) a změny v pH. Během samotné ischemie, 

nejen v důsledku anaerobní glykolýzy, dochází k významnému poklesu intracelulárního 

pH, jenž silně inhibuje MPT (Halestrap, 1991). Během prvních minut reperfuze však 

dochází k návratu pH k fyziologické hodnotě, což naopak přispívá k otevření MPTP 

a ireverzibilnímu poškození tkáně (Bonora et al., 2020, Ong et al., 2015). Za hlavní zdroj 

mtROS v období reperfuze se pak považuje intenzivní oxidace sukcinátu, jenž se 

nahromadil v průběhu ischemie. Nadměrná oxidace sukcinátu vede ke zpětnému toku 

elektronů na komplex I a ke zvýšené produkci mtROS (Chouchani et al., 2014). 

Na mnoha zvířecích modelech, včetně humánních (Piot et al., 2008), a v různých 

tkáních (srdeční a kosterní svalstvo, mozek, ledviny, játra, plíce a varlata) bylo 

prokázáno, že aplikace CsA snižuje rozsah ischemicko/reperfuzního poškození (Bonora 

et al., 2020). Důležitým faktorem jeho účinku je ale dávkování a čas podání CsA. 



 
 

37 
 
 

V ischemické fázi, jak bylo uvedeno, zůstává MPTP uzavřený a k jeho otevření dochází 

až během prvních 2 až 3 minut v období opětovné reperfuze. Aplikace CsA v průběhu 

časné reperfuze vedla k inhibici otevření MPTP a snížení rozsahu poškození srdeční tkáně 

(Griffiths and Halestrap, 1993, Griffiths and Halestrap, 1995). Pokud byl ale CsA 

aplikován až po 15 minutách od počátku reperfuze, k protektivnímu efektu na poškození 

srdeční tkáně nedošlo (Hausenloy et al., 2003, Ong et al., 2015). Tato pozorování jen 

potvrzují otevření MPTP na počátku obnovení krevního průtoku ischemickou tkání 

a inhibice otevření MPTP pomocí farmak na začátku reperfuze může zmírnit rozvoj 

buněčné smrti kardiomyocytů a snížit tak rozsah infarktu myokardu. 

Kromě již zmiňovaných faktorů, indukujících otevření MPTP kardiomyocytů 

postižených ischemií, má vliv na aktivaci póru také pohlaví a stáří jedince (Ostadal et al., 

2019, Ostadal et al., 2009a). Mužské a starší srdce je mnohem náchylnější k poškození 

způsobenému infarktem myokardu a otevření MPTP je považováno za významný faktor 

v tomto procesu. Zvýšená citlivost póru k jeho aktivačním faktorům a indukci buněčné 

smrti u reperfundovaných starších kardiomyocytů je pravděpodobně způsobena nejen 

samotným oxidačním stresem, ale je podpořena snížením úrovně antioxidační obrany 

ve stárnoucím organismu (Judge et al., 2005, Meng et al., 2007). Více bude diskutováno 

v experimentální části habilitační práce. 

 

2. 7. 2. Neurodegenerativní choroby  

 Navzdory rozdílům v projevech a příznacích jsou všechny neurodegenerativní 

choroby založeny na chronické ztrátě neuronů. Ztrátu neuronů způsobuje mnoho různých 

faktorů. Mezi ně patří například geneticky podmíněné změny, metabolické poruchy, 

oxidační stres, zánětlivé procesy, patologické akumulace a následné agregace 

nefunkčních a/nebo zmutovaných proteinů a dysregulace funkcí mitochondrií. Většina 

neurodegenerativních chorob se vyznačuje podobnými znaky, jako jsou mitochondriální 

dysfunkce, porušená homeostáza kalcia, nadprodukce ROS a excitotoxicita, jež mimo 

jiné vedou k otevření MPTP (Bonora et al., 2020). Oxidační stres je pak považován 

za hlavní mechanismus, který se podílí na rozvoji neurodegenerativních chorob 

v průběhu stárnutí (Dai et al., 2014, Lin and Beal, 2006). Otevření MPTP hraje klíčovou 

roli v patogenezi Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy chorey, dále 

amyotrofické laterální sklerózy, roztroušené sklerózy a dalších neurodegenerativních 

chorob (Angelova and Abramov, 2017, Du and Yan, 2010, Gandhi et al., 2009, Martin, 

2012, Norenberg and Rao, 2007, Quintanilla et al., 2017, Rao et al., 2014). 
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2. 7. 3. Lipotoxické poškození jater 

 Nealkoholová tuková choroba jater spočívá v ektopickém ukládání tuku v játrech 

z metabolických příčin. Nejčastějšími příčinami jsou obezita, inzulinová rezistence 

a diabetes mellitus. Prevalence NAFLD v posledních letech rapidně stoupá, a to až 

na 25 % u běžné populace a až 76 % u populace s diagnózou diabetes mellitus 2. typu 

(Younossi et al., 2016). Spektrum poškození jater je široké, od jaterní steatózy až 

po jaterní cirhózu. Závažnější formou NAFLD je jaterní steatohepatitida, při které 

dochází k poškození a odumírání hepatocytů a k infiltraci zánětlivými buňkami (Prasun 

et al., 2021). Steatohepatitida se často rozvíjí v jaterní fibrózu. K rozvoji těchto chorob 

přispívá oxidační stres (Garnol et al., 2014, Kučera et al., 2008), následovaný apoptózou 

hepatocytů a přestavbou jaterní tkáně. Klíčovou roli v apoptóze hepatocytů hraje 

mitochondriální dysfunkce (Singh et al., 2021, Teodoro et al., 2008). Mitochondrie 

utilizují přebytečný intrahepatální tuk procesem β-oxidace. Tímto procesem vzniká 

nejenom ATP, ale zároveň také velké množství ROS, které jak je známo zvyšují citlivost 

MPTP k Ca2+ iontům, což vede k vyšší frekvenci otevírání póru a spuštění apoptózy. 

Určitou roli můžou hrát také ROS indukované změny v homeostáze železa, které mohou 

rovněž přispívat k rozvoji MPT hepatocytů (Uchiyama et al., 2008). 

 

2. 7. 4. Role MPTP v karcinogenezi 

 Nádorové buňky podstupují celou řadu metabolických změn, jejichž výsledkem 

je zvýšená rezistence k programované buněčné smrti. Nádorové buňky získávají energii 

hlavně anaerobní glykolýzou, která způsobuje silnou acidifikaci intracelulárního 

prostředí. Dále v nich dochází ke změnám kalciové homeostázy a ke zvýšené tvorbě ROS 

(Bonora et al., 2020). Nicméně samotné buňky se této produkci ROS dokážou úspěšně 

bránit. Jedním z jejich adaptačních mechanismů je navyšující se rezistence k oxidačnímu 

stresu a pravděpodobně i snížená citlivost MPTP k Ca2+ iontům, ROS, a k indukci 

apoptózy. Nádorové buňky se vyznačují vyšším množstvím antioxidantů a inhibicí 

exprese proapoptotických drah (Grek and Tew, 2010). Příkladem je hexokináza II, jež 

vykazuje antioxidační účinky a nádorové buňky ji exprimují ve vyšším množství, neboť 

mají vysoký metabolický obrat glukózy (Mathupala et al., 2010, Pantic et al., 2013, 

Pedersen et al., 2002). Vyšší schopnost odolávat buněčné smrti tak hraje významnou roli 

v růstu nádorových buněk. Nicméně cílená stimulace produkce ROS a překonání 

antioxidačních mechanismů nádorově změněných buněk by mohly vést k indukci 

otevření MPTP a možné léčbě nádorů (Biasutto et al., 2010, Trachootham et al., 2009). 
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2. 8. Farmakologická inhibice MPTP 

 Inhibitory MPTP, zejména inhibitory Cyp-D, se považují za potenciální léčiva 

jmenovaných chorob. Používané, zatím hlavně experimentálně, látky inhibující MPTP 

jsou CsA, sangliferin A (SfA) a propofol. CsA byl prvním prokázaným inhibitorem MPT. 

Farmakologická intervence CsA byla experimentálně vyzkoušena např. u pacientů 

ležících v kómatu s hepatitidou B a napomohla s uzdravením 8 pacientů ze 13 (Yoshiba 

et al., 1995). Dalším klinicky významným testem bylo podání CsA pacientům 

před provedením reperfuze ischemické srdeční tkáně. Tito pacienti vykazovali až 40% 

pokles poškození srdeční tkáně v období 72 hodin po podání CsA v porovnání s kontrolní 

skupinou (Piot et al., 2008). Terapeutické využití inhibice MPTP v klinické praxi by tak 

bylo významné zejména pro zmírnění ischemicko/reperfuzního poškození myokardu. 

Důležité je ale podání CsA ve fázi před navozením vlastní reperfuze myokardu (Ong et 

al., 2015). Farmakologická aplikace CsA u kardiovaskulárních onemocnění je nicméně 

komplikovaná vzhledem k tomu, že nelze předem předpovídat rozvoj akutního 

infarktu myokardu. Preventivní podání CsA je ale dobře využitelné u plánovaných 

kardiochirurgických výkonů. 

Další látkou inhibující MPTP je SfA. Stejně jako CsA je primárně používaný jako 

imunosupresivní léčivo. SfA se rovněž váže na Cyp-D a inhibuje jeho isomerázovou 

aktivitu. Podobně jako u CsA jeho inhibiční účinek na MPTP není stoprocentní (Clarke 

et al., 2002). Propofol je krátkodobě působící hypnotikum, jež je schopno inhibovat 

otevření MPTP. Propofol vykazuje antioxidační účinky, snižuje produkci ROS, a chrání 

kardiolipin před peroxidací (Javadov et al., 2000, Shao et al., 2008). Propofol dále 

ovlivňuje kalciové transportéry a akumulaci Ca2+ iontů v mitochondriích a je rovněž 

schopen inhibovat pór přímo svou vazbou na komponenty MPTP (Sztark et al., 1995a, 

Sztark et al., 1995b). Jeho účinky jsou předmětem řady studií, nicméně jeho rozšíření 

brání nežádoucí kardiovaskulární účinky (Grundmanová et al., 2016, Krajcova et al., 

2015). I když byla objevena celá řada dalších přírodních/syntetických inhibitorů Cyp-D 

(MPTP), přehledně popsaných v práci (Biasutto et al., 2016, Briston et al., 2019, Izzo et 

al., 2016), tak nebyly zavedeny do běžné klinické praxe. Tyto inhibitory, pro svou 

toxicitu, selektivitu a nevhodnou farmakokinetiku, nedosahovaly očekávaných 

terapeutických výsledků v preklinických a klinických studiích. Těžiště výzkumu 

vhodného inhibitoru MPTP se proto přesunulo k vývoji nových syntetických molekul. 

Struktuře, aktivitě a selektivitě těchto nových inhibitorů Cyp-D se podrobně věnuje nově 

publikovaná rozsáhlá práce autorů Halečková a kolektiv (2022).  
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2. 9. MPTP a vize do budoucnosti 

 Řada důkazů naznačuje, že mitochondrie díky svým mnoha nezastupitelným 

buněčným funkcím, hrají rozhodující roli v životě a smrti buňky, při stárnutí organismu 

a patogenezi chorob souvisejících s věkem. Mitochondriální bioenergetická dysfunkce, 

zvýšená produkce ROS, změny kalciové homeostázy, zvýšený oxidační stres a oxidační 

modifikace proteinů jsou faktory přispívající k otevření MPTP. V poslední době velké 

množství studií prokázalo, že MPTP, který stále není na molekulární úrovni definitivně 

charakterizován, je citlivější k otevíraní u starších zvířat a u nemocí spojených se 

stárnutím, a že inhibice MPTP může prodloužit život buněk. Ačkoli aktivace MPTP je 

klíčová během progrese stárnutí, důležitou otázkou stále zůstává, zda jsou předpokládané 

strukturální složky MPTP souběžně také měněny s věkem. I přes všechny známé důkazy 

však stále existují pochybnosti o zapojení MPTP do rozvoje stárnutí. Musí být proto 

předloženy definitivní experimentální důkazy o zapojení MPTP, jež by prokázaly, zda 

zvýšená aktivita MPTP je příčinou nebo důsledkem stárnutí. Jedinou možností, jak tyto 

informace ověřit, je získat přesné znalosti o struktuře a regulaci MPTP, jež by 

pravděpodobně pomohly objasnit roli MPTP v dlouhověkosti a zdraví organismu. 

 Literární recenze ukazují více než 50 let neúspěšné práce na vyřešení problému 

molekulární struktury MPTP. Určitě jsou zapotřebí nové strategie a nové metody, jež by 

vedly k objasnění jeho struktury. Než však budou k dispozici, stále existuje šance 

na řešení zbývajících problémů týkajících se funkce MPTP, regulace a specifičnosti, 

jakož i jeho zapojení do mnoha patologických stavů, dvěma dostupnými dobře 

fungujícími metodami. Tyto údaje budou důležité jak pro diagnostiku, tak pro léčbu 

uvedených onemocnění.  
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3. CÍLE PRÁCE 

 

Cílem výzkumu, který je předkládán v rámci této habilitační práce, bylo shrnout 

parametry charakterizující aktivaci a inhibici otevření MPTP. Optimalizovat metody 

hodnocení MPT, s důrazem navýšit jejich výpovědní hodnoty. Dále vyhodnotit kinetiku 

otevírání MPTP a využít těchto poznatků při hodnocení funkčního stavu mitochondrií. 

 

Specifické cíle: 

1. Optimalizace turbidimetrické metody pro měření bobtnání (swellingu) izolovaných 

mitochondrií jako ukazatele průběhu MPT. 

 

2. Zavedení a optimalizace fluorescenční metody pro měření retenční kapacity 

mitochondrií pro kalcium (CRC) u izolovaných mitochondrií jako indikátoru 

otevření MPTP. 

 

3. Využití optimalizovaných metod pro lepší interpretaci přímého účinku 

Ca2+ iontů, anorganického fosfátu (Pi), terciárního butylhydroperoxidu (t-BHP), 

trijodtyroninu (T3) a jejich vzájemných kombinací na Ca2+ dependentní MPTP 

v podmínkách in vitro. 

 

4. Posouzení účinků ROS na propustnost mitochondriálních membrán po podání 

trijodtyroninu potkanům. 

 

5. Porovnání citlivosti Ca2+ dependentního MPTP v různých tkáních pomocí obou 

výše uvedených metod. 

 

6. Zhodnocení změn v citlivosti MPTP indukovaných v průběhu vývoje a stárnutí 

organismu. 

 

7. Využití optimalizovaných metod pro hodnocení funkčního stavu mitochondrií 

po působení vybraných léčivých přípravků a potravinových doplňků (fenformin, 

epigalokatechin-3-galát).  
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4. PŘEHLED DOSAŽENÝCH VÝSLEDKŮ S KOMENTÁŘEM 

 

4. 1. Metody hodnocení MPTP 

Důsledkem otevření póru je bobtnání mitochondrií způsobené přesunem vody 

z cytosolu do mitochondriální matrix, která má zpočátku vyšší osmolaritu a uvolnění 

naakumulovaných Ca2+ iontů z matrix mitochondrií do cytosolu. Pro hodnocení 

funkčního stavu MPTP a citlivosti k jeho regulačním faktorům existují dva hlavní 

metodologické přístupy. První metodou je měření mitochondriálního swellingu, 

který nám poskytuje informace o rychlosti otevření MPTP po přidání Ca2+ iontů 

a o maximálním rozsahu mitochondriálního bobtnání (Drahota et al., 2012a, Endlicher et 

al., 2016). Druhou metodou je stanovení mitochondriální retenční kapacity pro kalcium 

(CRC), která nás informuje o množství Ca2+ iontů potřebných pro otevření MPTP 

(Drahota et al., 2020, Endlicher et al., 2019). 

 Vhodné doplňkové metody jsou hodnocení změn MMP pomocí fluorescenčních 

sond např. safraninu O (Akerman and Wikstrom, 1976) nebo trifenylmethylfosfoniové 

elektrody (Azzone et al., 1977) a měření respirace mitochondrií po přídavku různých 

substrátů respiračního řetězce pomocí vysokoúčinné respirometrie (Oxygraph 2k 

OROBOROS) (Gnaiger et al., 1995). Otevření MPTP vede ke změnám MMP a následně 

k rozpřažení oxidativní fosforylace a poklesu tvorby ATP (Waterhouse et al., 2001). 

Obě doplňkové metody dávají více parametrů, ze kterých lze odvodit i změny v citlivosti 

MPTP. Nevýhodou těchto metod je fakt, že pokles MMP a rozpřažení oxidativní 

fosforylace nemusí vždy znamenat, že došlo k otevření MPTP. U těchto metod je proto 

nezbytné doplnit měření o záznamy, kdy je použit CsA jako specifický inhibitor MPTP 

(Broekemeier et al., 1989, Broekemeier and Pfeiffer, 1989, Fournier et al., 1987). 

 Mezi méně používané přístupy patří tzv. patch-clamp metoda (metoda 

terčíkového zámku). Tato metoda umožňuje studovat jednotlivé specifické kanály 

nebo i skupinu iontových kanálů na buněčných, ale i mitochondriálních membránách. 

K měření se používá skleněná mikroelektroda s otvorem o velikosti 1 μm. 

Mikroelektroda, přiložená na membránu buňky nebo mitochondrie, umožňuje ohraničit 

prostor takového rozměru, ve kterém se nachází právě jeden pór. Po vložení napětí se 

měří proud, který tímto kanálem prochází. Metoda byla opakovaně použita při hledání 

molekulární podstaty MPTP (Sorgato et al., 1987, Zorov et al., 1992). Významným 

objevem pomocí této patch-clamp techniky byla identifikace mitochondriálního 

megakanálu s naměřenou vodivostí až 1,3 nS (Kinnally et al., 1989, Petronilli et al., 
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1989). Tento megakanál podléhal inhibici CsA a jeho odpověď na podané modulátory 

byla totožná se známými regulačními faktory MPTP (Szabo and Zoratti, 1991, Szabo and 

Zoratti, 1992). Podařilo se rovněž prokázat, že kanál zaujímá různé mezistavy o menší 

vodivosti, blížící se hodnotám 10 - 30 pS (Kinnally et al., 1989, Petronilli et al., 1989). 

Patch-clamp metoda byla rovněž využita při zkoumání možného zapojení ATP syntázy 

jako strukturální molekuly MPTP (Alavian et al., 2014, Antoniel et al., 2018). 

 Existuje několik dalších technik, které se nově objevují a které dovolují měření 

aktivace MPTP přímo v živých buňkách pomocí fluorescenčního barvení (Bonora et al., 

2016, Galluzzi et al., 2007). Tyto metody umožňují přesnější pohled na funkční stav 

MPTP a měly by být do budoucna preferovány. Frekvenci a dobu trvání otevření MPTP 

lze pozorovat pomocí fluorescenční sondy cpYFP (circularly permuted yellow 

fluorescent protein) mikroskopicky v buňkách pomocí detekce mitochondriálního 

záblesku (mitoflashes). Intenzita záblesků je spojená s produkcí superoxidových radikálů 

a koresponduje s přechodným otevřením CsA senzitivního MPTP (Wang et al., 2008, 

Wang et al., 2016, Wu et al., 2016). Nicméně tato metoda byla zpochybněna, neboť je 

mnohem citlivější na změny pH, něž na detekci superoxidových radikálů (Schwarzländer 

et al., 2011). Naopak princip zhášení fluorescenčního světla se využívá v další metodě. 

Kalcein je fluorescenční sonda, jež se distribuuje do všech buněčných organel, včetně 

mitochondrií. Fluorescenční signál kalceinu se dá zhášet ionty kobaltu. Tyto ionty 

neprocházejí přes mitochondriální membrány a jsou pouze v cytosolu. Otevření MPTP 

lze detekovat jako prudký pokles fluorescence mitochondrií v důsledku porušení 

mitochondriálních membrán a úniku kalceinu do cytosolu (Bonora et al., 2013, Petronilli 

et al., 1999, Petronilli et al., 1998). 

 Metoda stanovení rozpadu 3H 2-deoxyglukózy byla vyvinuta pro sledování 

otevření MPTP v intaktních buňkách během ischemicko/reperfuzního poškození srdce. 

Radioaktivně značená 3H 2-deoxyglukóza vstupuje do buňky přes glukózový transportér 

a je fosforylována na 3H 2-deoxyglukóza-6-fosfát. Tento produkt však nemůže být dále 

metabolizován, neprochází přes IMM a zůstává v cytosolu. Jakmile se ale MPTP otevře, 

vstupuje 3H 2-deoxyglukóza-6-fosfát do matrix mitochondrií. Následné měření rozpadů 

radioaktivního produktu v izolovaných mitochondriálních frakcích umožňuje detekovat 

dobu otevření MPTP. Pomocí této metody se podařilo prokázat otevření MPTP 

v období 2. – 3. minuty od začátku reperfuze (Griffiths and Halestrap, 1995). 

 

  



 
 

44 
 
 

4. 1. 1. Optimalizace metody swellingu mitochondrií 

Od samého počátku v roce 1953 byly vlastnosti póru přechodné permeability 

hodnoceny metodou bobtnání izolovaných mitochondrií, tj. jako pokles absorbance 

suspenze mitochondrií po přidání chloridu vápenatého. Při bobtnání mitochondrií dochází 

ke změně indexu lomu a tím následně klesá množství rozptýleného světla. Tento pokles 

lze měřit turbidimetricky jako pokles absorbance pomocí spektrofotometru při vlnové 

délce 520 nm (Crofts and Chappell, 1965, Chappell and Crofts, 1965, Tedeschi and 

Harris, 1958). Výstupem byla grafická křivka a proces bobtnání byl posuzován na základě 

změn ve tvaru této křivky. Výsledná zjištění byla spíše kvalitativní a nemohla poskytnout 

přesná kvantitativní numerická data o rychlosti procesu bobtnání. 

Tato metoda byla velmi užitečná, když bylo třeba definovat optimální podmínky 

pro zkoumání procesu otevírání póru a pro identifikaci různých látek, které tento proces 

mohou aktivovat či inhibovat. To vše je možné snadno stanovit z grafických záznamů 

změn absorbance suspenze izolovaných mitochondrií. V další fázi studia fenoménu MPT, 

kdy bylo potřeba hodnotit vzájemné interakce několika faktorů, které pór ovlivňují, 

přestala tato metoda stačit. Měření bobtnání poskytuje pouze grafické údaje, které jsou 

nevhodné pro vyhodnocení velkého množství dat. Z grafických křivek bobtnání 

mitochondrií můžeme velmi dobře odečítat hodnoty rozsahu bobtnání, to znamená, 

o kolik mohou mitochondrie zvětšit svůj objem, když je MPTP otevřen, ale ze záznamu 

nejsme schopni odečíst rychlost bobtnání. 

 

Klasické křivky hodnocení bobtnání mitochondrií 

 Do roku 2012 byl v laboratořích používán pouze jeden způsob vyhodnocování 

křivek popisujících bobtnání mitochondrií, který spočívá v pouhém vynesení naměřených 

hodnot změn absorbance mitochondriální suspenze v čase. Z těchto grafických záznamů 

se ale obtížně hodnotí kinetické parametry procesu bobtnání (otevírání MPTP). 

Z vynesených křivek lze vizuálně posoudit tendence procesu bobtnání, jeho rozsah 

i rozdíly v čase nástupu bobtnání. Tyto údaje umožňují získat obecné představy o procesu 

bobtnání, nedovolují ale získat pro jednotlivé hodnocené parametry přesné číselné údaje. 

Primární data po vynesení do grafu dávají soustavu pozvolna klesajících křivek, 

které udávají pouze obecnou informaci o permeabilizaci mitochondriálních membrán 

(Endlicher, 2010). 
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Derivované křivky hodnocení bobtnání mitochondrií 

V naší publikované práci představujeme metodu, kde po derivaci originálních dat 

jsme schopni snadno hodnotit funkční stav MPTP z hlediska tří parametrů, tj. 1. rozsah 

bobtnání jako maximální pokles absorbance mitochondriální suspenze po přidání 

kalciových iontů, 2. maximální rychlost bobtnání po přidání kalciových iontů, 

3. přesný čas, kdy je dosaženo maximální rychlosti bobtnání (Drahota et al., 2012a). 

Z klasického grafického záznamu bobtnání mitochondrií je vidět, že se mění 

strmost klesání v různých časových intervalech. Pro zpřesnění odečítání konkrétních 

výsledků jsme ale potřebovali mnohem sofistikovanější způsob hodnocení naměřených 

dat tak, aby bylo možné jim přiřadit konkrétní číselné hodnoty. Toho jsme dosáhli 

derivací primárních dat. Derivace je běžně využívaný matematický úkon pro zpracování 

dat. Používá se například pro hodnocení rychlosti respirace mitochondrií (Gnaiger et al., 

1995). Tento způsob hodnocení bobtnání mitochondrií prvně prezentoval ve své 

diplomové práci Tichý (2006). Hodnotu derivačního intervalu jsme zvolili 10 sekund. 

Ta s dostatečnou přesností detekuje změnu strmosti poklesu křivek i dobu, kdy rychlost 

bobtnání dosahuje maxima. Z grafu, který znázorňuje negativní hodnoty primární 

derivace, vyjádřené jako změna absorbance v desetisekundových intervalech, lze získat 

hodnoty rychlosti bobtnání vyjádřené jako dA520/10 s. Grafy v publikované práci 

demonstrují, jakým způsobem se změní finální výstup a jaké to přináší výrazné zlepšení 

možnosti interpretace získaných dat. Tento postup hodnocení naměřených dat byl poprvé 

publikován v naší předkládané práci (Drahota et al., 2012a) a později (Endlicher et al., 

2016). Jeho výhody jsou jednoznačné. Z derivovaných dat lze jednoduše odečíst několik 

důležitých informací. Jedná se zejména o počátek nástupu bobtnání po přidání kalciových 

iontů a o přesný údaj o maximální rychlosti bobtnání. Z derivované křivky lze odečíst 

i dobu, kdy rychlost bobtnání dosahuje maximální hodnoty. Lze tedy shrnout, že způsob 

zpracování primárních dat založený na jejich derivování s sebou přináší hned několik 

podstatných zlepšení oproti dřívějšímu. Pro posouzení funkčního stavu MPTP je nicméně 

vhodné kombinovat oba způsoby hodnocení dat. Z primárních dat lze získat orientační 

údaje o průběhu a rozsahu bobtnání, a z derivovaných dat číselné hodnoty pro jednotlivé 

sledované parametry (Endlicher, 2010). 

 

Podrobněji viz příloha č. 1 a 2 
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4. 1. 2. Stanovení retenční kapacity mitochondrií pro kalcium 

 V posledních 25 letech byla pro studium funkce MPTP zavedena další metoda, 

tzv. měření mitochondriální retenční kapacity pro kalcium, tj. stanovení množství 

kalciových iontů, které musí mitochondrie akumulovat, aby došlo k indukci otevření 

MPTP. Tato metoda využívá fluorofor Calcium green, jenž neproniká mitochondriální 

membránou a jehož intenzita fluorescence je závislá na koncentraci kalcia v inkubačním 

médiu (Fontaine et al., 1998a, Ichas et al., 1997). Jestliže přidáváme postupně k suspenzi 

mitochondrií za přítomnosti fluoroforu malá kvanta kalciových iontů, dojde (pokaždé) 

k přechodnému vzestupu fluorescence, který rychle mizí, protože přidané kalcium 

je akumulováno mitochondriemi. Po opakovaném přidávání dosáhne množství 

akumulovaného kalcia kritické hodnoty, pór se otevře, akumulované kalcium se vyplaví 

do média a dojde ke skokovému zvýšení fluorescence. 

 

Posouzení vybraných faktorů ovlivňujících stanovení hodnot CRC 

 Metoda měření hodnot CRC však dosud nebyla jednoznačně standardizována 

a údaje získané různými laboratořemi nelze snadno porovnávat. Někteří autoři preferují 

vysoké píky způsobené přidáním většího množství kalciových iontů, které MPTP otevírá 

rychleji (Fontaine et al., 1998b). Jiní preferují nízké píky způsobené nižším množstvím 

kalcia, kterému trvá déle, než dosáhne úplného otevření MPTP (Gizatullina et al., 2005, 

Pardo et al., 2015). 

 V našich dvou předkládaných původních pracích popisujeme, že hodnoty CRC 

mitochondrií jater potkana jsou značně závislé na použitém experimentálním protokolu 

(Drahota et al., 2020, Endlicher et al., 2019). Podařilo se nám prokázat, že hodnoty CRC 

významně ovlivňují tři faktory: 1. složení inkubačního média, 2. množství přidávaného 

kalcia a 3. intervaly mezi jednotlivými přídavky kalcia. Rovněž jsme ověřili, že 

množství mitochondrií v hodnocené suspenzi neovlivňuje hodnotu CRC, a po přepočtu 

na mitochondriální proteiny, vychází hodnoty CRC stejné. V předkládané práci rovněž 

poukazujeme na to, že detailnější vyhodnocení fluorescenčních křivek může poskytnout 

nové informace o procesu otevírání MPTP po přidání Ca2+ iontů. 

 V našem uspořádání jsme použili čtyři různá množství (kvanta) přidávaného 

kalcia (opakované přidání 1,25; 2,5; 5 a 10 nmol do 1 ml media) a dva intervaly 

(75 s a 150 s) mezi jednotlivými přídavky kalcia. Složení média bylo ovlivněno 

různou koncentrací Pi (finální koncentrace 0,1 a 1,0 mM) a t-BHP (finální koncentrace 

0,01; 0,1 a 0,25 mM). t-BHP je modelová látka navozující oxidační stres. Pro ověření, že 
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studované parametry ovlivňují právě MPTP, byl použit CsA jako inhibitor MPTP. 

Naše výsledky prokázaly, že vyšší množství přidávaného chloridu vápenatého navýšilo 

hodnoty CRC až trojnásobně ve srovnání s nejnižším množstvím (1,25 nmol), a to v obou 

námi použitých intervalech. Dále jsme pozorovali, že pokud byl CaCl2 přidáván 

v intervalech 75 s, hodnoty CRC se zvýšily o 30 % ve srovnání s přidáváním v intervalu 

150 s, a to pro všechna použitá množství (kvanta) přidávaného chloridu vápenatého. 

Vliv Pi a t-BHP na hodnoty CRC bude probrán v následující kapitole. 

 

Posouzení kinetiky otevírání MPTP po opakované aplikaci Ca2+ iontů  

 Při detailnějším pohledu je z našich dat patrné, že po jednotlivých přídavcích 

malého množství kalciových iontů dojde k akumulaci kalcia do mitochondrií a MPTP 

zůstává v první fázi (po prvních přídavcích) uzavřený. V druhé fázi dochází 

k postupnému otevírání póru a přídavkem kalcia, jímž se překoná retenční kapacita 

mitochondrií, dojde k náhlému otevření MPTP a k uvolnění kalciových iontů do cytosolu. 

Z našich záznamů je tak vidět, že existují různé mezistavy otevření póru. Proces 

uvolňování Ca2+ iontů z mitochondrií není konstantní a MPTP se tedy musí otevírat 

s různou intenzitou. V našich grafických záznamech jsou patrné dvě různé rychlosti 

otevírání póru (pomalý a rychlý průchod Ca2+ iontů pórem). Naše data tak poskytují nové 

informace o procesech pohybu Ca2+ iontů mezi cytosolem a matrix mitochondrií. 

Po každém přídavku Ca2+ iontů do média můžeme pozorovat, že se kalcium hromadí 

v mitochondriích a zároveň se MPTP pomalu otevírá, neboť byl zaznamenán pomalý únik 

Ca2+ iontů z mitochondrií. Dosažením koncentrace kalcia potřebné pro úplné otevření 

póru se MPTP zcela otevře a nahromaděné Ca2+ ionty se uvolní z matrix mitochondrií, 

jak bylo popsáno výše. 

V přítomnosti CsA, po jednotlivých přídavcích malého množství kalciových 

iontů, nebyl pozorován pomalý únik Ca2+ iontů z mitochondrií. Docházelo k akumulaci 

kalcia do mitochondrií a MPTP zůstával zcela uzavřený. Teprve přídavkem kalcia, 

jímž byla překonána retenční kapacita mitochondrií, došlo k náhlému otevření MPTP 

a k uvolnění kalciových iontů. Dospěli jsme tak k závěru, že v nepřítomnosti CsA se 

MPTP pomalu otevírá po každém přidání Ca2+ iontů, a že tuto rychlost otevírání lze 

upravit různými faktory, jako je složení média a použitý experimentální protokol. 
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Posouzení kinetiky otevírání MPTP po jednorázové aplikaci Ca2+ iontů 

  V předkládané práci se nám podařilo prokázat, že nejenom množství přidávaného 

kalcia má vliv na kinetiku otevírání MPTP, ale i čas, po který Ca2+ ionty na pór působí 

(Drahota et al., 2020). Izolované jaterní mitochondrie jsme vystavili na dobu 30 minut 

působení jedné dávky kalcia v množství 5 až 200 nmol CaCl2 (do 1 ml media) a hodnotili 

rychlost akumulace Ca2+ iontů do mitochondrií a jejich následné uvolnění zpět do média. 

Naše data ukazují, že i velmi nízké koncentrace akumulovaného kalcia, považované 

za neúčinné během počátečního otevírání MPTP, mohou být účinné, pokud působí 

na pór dostatečně dlouho. Doba potřebná k otevření MPTP po akumulaci kalcia 

v mitochondriích se zkracovala s rostoucím množstvím kalcia v jednorázovém přídavku. 

 Z grafických záznamů je rovněž patrné, že existují dvě různé rychlosti otevírání 

póru (pomalý a rychlý průchod Ca2+ iontů pórem), a to pro všechny naše použité přídavky 

CaCl2. Navíc je zřejmé, že i když je přidáno vyšší množství Ca2+ iontů, tak trvá nějakou 

dobu, než akumulované kalcium aktivuje plné otevření póru. Můžeme tedy dojít k závěru, 

že je zapotřebí časové období závislé na dávce, než akumulace Ca2+ iontů v matrix 

aktivuje úplné otevření MPTP. Naše data tak svědčí pro to, že otevření póru probíhá 

v několika fázích, které jsou závislé na množství Ca2+ iontů v matrix mitochondrií 

a na době jejich působení. 

 Na závěr můžeme shrnout, že mechanismy funkce a regulace MPTP lze snadněji 

studovat metodou bobtnání mitochondrií. Kinetiku otevírání MPTP a transport Ca2+ iontů 

je pak lépe hodnotit pomocí metody měření retenční kapacity pro kalcium. Metoda CRC 

je založena na jiných principech než metoda měření bobtnání mitochondrií. Potvrdila 

však většinu poznatků již dříve získaných pomocí bobtnání, např. aktivaci MPTP 

fosfátovými ionty nebo t-BHP (viz dále) a poskytla i další nové informace o regulaci 

a kinetice otevírání MPTP, které nelze získat pomocí hodnocení procesu bobtnání, 

např. stanovovat množství intramitochondriálního kalcia nezbytného k otevření MPTP.  

Všechna výše popisovaná data ale ukazují, že metoda stanovení hodnoty CRC 

musí být standardizována pro získání reprodukovatelných a obecně srovnatelných údajů 

z různých laboratoří. Tato standardizace je nutná, protože hodnoty CRC se nemění jen 

složením inkubačního média, ale také použitým experimentálním protokolem. 

 

Podrobněji viz příloha č. 2, 3 a 4 
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4. 2. Vliv různých faktorů a jejich kombinací na MPTP 

 Vzhledem k tomu, že bobtnání mitochondrií může být vyvoláno celou řadou látek, 

které mění propustnost mitochondriální membrány, bylo stanoveno základní kritérium, 

že bobtnání mitochondrií způsobené otevíráním MPTP lze aktivovat kalciem a inhibovat 

cyklosporinem A, a bylo definováno, že MPTP je Ca2+ dependentní a cyklosporin A 

senzitivní pór. 

 

4. 2. 1. Vliv Ca2+ iontů a cyklosporinu A na funkci MPTP 

 Zvláště významnou úlohu v indukci procesu otevírání póru mají kalciové ionty. 

MCU je hlavní transportní kanál, který zprostředkovává vstup Ca2+ iontů do matrix 

mitochondrií a je závislý na elektrochemickém gradientu (Drahota and Lehninger, 1965, 

Reynafarje and Lehninger, 1977). Aktivita tohoto transportního kanálu je regulována 

přímo koncentrací Ca2+ iontů v cytosolu (Kasparinsky and Vinogradov, 1996, Kroner, 

1986, Saris and Kroner, 1990). Vysoká koncentrace Ca2+ iontů v buňkách a jejich 

akumulace v mitochondriích je primárním aktivátorem otevření MPTP, který je naopak 

zodpovědný za uvolnění Ca2+ iontů z mitochondrií. Citlivost MPTP vůči samotnému 

kalciu dále potencuje zvýšený oxidační stres a vysoké koncentrace fosfátů (Drahota et al., 

2012a, Endlicher et al., 2019). Koncentrace kalcia nutná pro otevření MPTP je nicméně 

značně závislá i na dalších faktorech (Bernardi, 1999, Gunter and Pfeiffer, 1990). 

Pokud dojde ke změně v některém z regulačních faktorů MPTP, může být 

otevírání póru stimulováno i fyziologickými koncentracemi Ca2+ iontů. Kalciové ionty 

byly jedním z prvních regulačních faktorů MPT, nicméně mechanismus aktivace otevření 

MPTP je dodnes nejasný. Jedním z předpokladů je, že se Ca2+ ionty vážou na kardiolipin, 

jenž blízce souvisí se strukturou póru (hlavně s ANT) a má pravděpodobně regulační 

funkci v modulaci citlivosti MPTP vůči Ca2+ iontům (Pestana et al., 2009). Nověji se 

předpokládá, že Ca2+ ionty se vážou na c podjednotku ATP syntázy, o níž se rovněž 

uvažuje jako o možné strukturální složce MPTP (Azarashvili et al., 2014). Účinky 

kalciových iontů, které by mohly vést k otevření MPTP jsou diskutovány v přehledové 

práci Hursta a spolupracovníků (2017), a v práci Tajeddine (2016). Z jejich závěrů 

vyplývá, že kalciem indukovaný MPT je spíš výsledkem stimulace Krebsova cyklu 

a respiračního řetězce, jenž vede ke zvýšené produkci mtROS. 

 Důležitým pokrokem bylo zjištění, že indukci otevírání póru Ca2+ ionty lze 

částečně inhibovat aplikací CsA (Crompton et al., 1988, Fournier et al., 1987). Použitím 

CsA lze zamezit vazbě Cyp-D na komponenty IMM, čímž lze podstatně snížit schopnost 
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Ca2+ iontů aktivovat otevření póru (Halestrap and Davidson, 1990, Nicolli et al., 1996). 

CsA blokuje otevírání MPTP, ale neinhibuje proces akumulace kalcia v mitochondriích 

(Broekemeier et al., 1989, Endlicher et al., 2019, Fournier et al., 1987). Inhibiční efekt 

CsA spočívá ve snížení citlivosti MPTP k Ca2+ iontům. CsA je pouze částečným 

inhibitorem MPTP a jeho inhibiční schopnost lze překonat zvýšenou koncentrací 

Ca2+ iontů (Broekemeier and Pfeiffer, 1989, Davidson and Halestrap, 1990, Novgorodov 

et al., 1992). Rovněž účinky CsA na inhibici MPTP nejsou vždy stejné. Existují tkáňové 

(Bambrick et al., 2006) a věkové (Liu et al., 2011, Mather and Rottenberg, 2000) rozdíly 

v inhibičním účinku CsA na MPTP. Farmakologická inhibice MPTP pomocí CsA 

se rovněž využívá při terapii různých patologických stavů, jež souvisí s aktivací MPTP, 

jako je např. infarkt myokardu (Halestrap and Richardson, 2015, Ong et al., 2015) 

a neurodegenerativní choroby (Keep et al., 2001, Kumar and Kumar, 2009), případně je 

testován jako potenciální budoucí léčebný postup. Regulace otevření MPTP by tak mohla 

pomoci při léčbě těchto onemocnění. 

Citlivost MPTP vůči jednotlivým faktorům byla opakovaně testována, proto jsme 

se v našich původních pracích zaměřili hlavně na hodnocení vzájemného ovlivnění 

vybraných modulujících látek. Cílem naší práce bylo posoudit interakce mezi Ca2+ ionty, 

Pi, t-BHP a T3 v účinku na aktivaci MPTP v podmínkách in vitro. Pro pokusy jsme 

používali izolované potkaní jaterní mitochondrie a pro hodnocení citlivosti MPTP vůči 

těmto kombinacím jsme použili obě optimalizované metody. V prvních experimentech 

jsme pomocí metody swellingu mitochondrií potvrdili dřívější nálezy dokazující, že 

Ca2+ ionty jsou silným induktorem otevírání membránového póru a anorganický fosfát 

působení Ca2+ iontů dále zesiluje. V našich pokusech jsme nejprve vystavili mitochondrie 

vlivu samotných Ca2+ iontů (v koncentracích 5-200 μM) (bez přítomnosti Pi). Z našich 

výsledků je patrné, že samotné Ca2+ ionty (o koncentracích 5-12,5 μM) mají na bobtnání 

mitochondrií jen minimální vliv. Teprve až vyšší koncentrace Ca2+ iontů (100-200 μM) 

indukují bobtnání mitochondrií, jež je závislé na dávce CaCl2. Tato měření jsme doplnili 

srovnáním aktivace bobtnání přídavkem Pi o výsledné koncentraci 0,1 mM nebo 1,0 mM. 

Swelling mitochondrií byl opět aktivován 5-200 μM Ca2+ ionty. Naše data ukazují, 

že za přítomnosti 0,1 mM Pi se zvyšuje jak rychlost bobtnání, tak se zkracuje i doba, 

kdy po přidání kalciových iontů dosahuje rychlost bobtnání maximálních hodnot. 

Vyšší koncentrace Pi (1,0 mM) účinky Ca2+ iontů ještě více zesílila. Z našich měření je 

zřejmé, že Pi značně potencuje bobtnání mitochondrií indukované Ca2+ ionty. Derivace 

naměřených hodnot bobtnání nám pak umožnily aktivační efekt Pi kvantifikovat. 
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4. 2. 2. Vliv anorganického fosfátu na funkci MPTP 

V literatuře je opakovaně diskutován vliv anorganického fosfátu na modulaci 

MPT. Role Pi v indukci MPT je pravděpodobně spojená se zvýšením citlivosti MPTP 

k Ca2+ iontům. Je prokázáno, že vysoké koncentrace Pi za přítomnosti Ca2+ iontů 

otevírání póru aktivují, nicméně mechanismus účinků Pi na tuto senzibilizaci zatím nebyl 

zcela objasněn. Dále se předpokládá, že v důsledku zvýšené koncentrace Pi v matrix 

mitochondrií dochází k nárůstu produkce ROS, lipoperoxidaci mitochondriálních 

membrán a otevření MPTP (Kowaltowski et al., 1996a, Kowaltowski et al., 1996b). 

Nověji bylo navrženo, že PiC je součásti MPTP a Pi působí právě na tuto strukturální 

složku póru a ovlivňuje její interakci s Cyp-D. Je pravděpodobné, že vysoké koncentrace 

Pi zvyšuje schopnost vazby Cyp-D na komponenty tvořící MPTP (ANT, PiC) a tím mění 

jejich konformaci (Leung et al., 2008). Pi v nízkých koncentracích byl některými autory 

považován za nezbytný pro inhibici MPTP cyklosporinem A nebo při genetické ablaci 

Cyp-D (Basso et al., 2008). Nepostradatelná role Pi v mechanismu inhibičního účinku 

CsA na MPTP však byla později vyvrácena (Varanyuwatana and Halestrap, 2012). 

Z našich výsledků je patrné, že rychlost bobtnání mitochondrií je přímo úměrná 

koncentraci Pi v inkubačním médiu. S rostoucí koncentrací Pi (v našem uspořádání 

to byly koncentrace 0,05 až 1 mM) se rychlost a rozsah bobtnání zvyšuje. Toto bobtnání 

ale souvisí s přítomností stopového množství Ca2+ iontů v médiu. Pro další pokusy jsme 

proto vybrali dvě koncentrace Pi (0,1 a 1,0 mM) a otevření MPTP indukovali CaCl2 

o koncentraci 5-200 μM. Z derivovaných dat vyplývá, že jak v přítomnosti 0,1 mM, 

tak i 1,0 mM Pi, dosahuje kalcium maximálního aktivačního efektu (dA520/10 s) 

při hodnotách 100 μM CaCl2. Další zvyšování koncentrace Ca2+ iontů již rychlost 

bobtnání neovlivnilo. Při použití 1,0 mM Pi vykazují Ca2+ ionty podstatně vyšší aktivační 

efekt (maximální rychlost bobtnání), než při použití 0,1 mM Pi. Dalším poznatkem bylo, 

že obě použité koncentrace Pi v přítomnosti Ca2+ iontů indukují přibližně shodný rozsah 

bobtnání izolovaných mitochondrií. Můžeme tedy naše poznatky uzavřít tím, že 

koncentrace Pi ovlivňují především rychlost bobtnání mitochondrií v přítomnosti 

Ca2+ iontů. Aktivační účinek při použití rozdílné koncentrace Pi (0,1 nebo 1 mM) je 

odlišný. Ovlivní parametry rychlosti a času maximálního bobtnání, ale není významný 

pro rozsah bobtnání. Dále jsme prokázali, že samotný vliv 1 mM Pi (bez stopového 

množství Ca2+ iontů) na bobtnání mitochondrií je prakticky nulový a samotný Pi 

bez Ca2+ iontů není schopen navodit MPT. Většina dat zmíněných v kapitolách 4. 2. 1. 

a 4. 2. 2. byla rovněž prezentována v disertační práci autora (Endlicher, 2010). 
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Druhá metoda naše poznatky jen potvrdila. Ze získaných dat je zřejmé, že hodnoty 

CRC se snižovaly s rostoucí koncentrací Pi v inkubačním médiu. Z měření retenční 

kapacity pro kalcium za našich experimentálních podmínek byla získána další data 

o otevření MPTP. Vypočítali jsme množství kalcia, které se musí akumulovat 

v mitochondriích pro indukci otevření MPTP. Hodnoty CRC bez přidání fosfátu byly 

24,1 nmol Ca2+ / mg proteinu. CsA zvýšil tuto hodnotu CRC na 40,6 nmol Ca2+ / mg 

proteinu. 0,1 mM fosfát bez CsA snížil tuto hodnotu na 19,4 nmol Ca2+ / mg proteinu 

a 1,0 mM fosfát bez CsA dokonce na hodnotu 8,9 nmol Ca2+ / mg proteinu. 

 

4. 2. 3. Vnímavost MPTP vůči akutnímu působení terciárního butylhydroperoxidu, 

anorganického fosfátu a jejich vzájemných kombinací 

ROS, stejně jako Ca2+ ionty, byly jedny z prvních prokázaných regulační faktorů 

MPTP. Zatímco přesný mechanismus působení Ca2+ iontů vedoucí k otevření MPTP není 

znám, tak kalciem stimulovaná produkce ROS a jejich účinky na MPT jsou dobře 

zdokumentovány. Oxidační stres významně aktivuje kalciem indukované bobtnání 

mitochondrií (Kowaltowski et al., 2001, Kowaltowski and Vercesi, 1999), zvláště 

pak ještě v kombinaci s Pi (Kowaltowski et al., 1996a, Kowaltowski et al., 1996b). 

Někteří autoři dokonce prosazují, že oxidační stres je hlavním induktorem zvýšené 

permeabilizace mitochondriálních membrán (Gorlach et al., 2015, Tajeddine, 2016). 

Samotné kalciové ionty indukují otevření MPTP, ale zároveň nadměrná 

akumulace Ca2+ iontů v matrix mitochondrií může vést ke zvýšené produkci mtROS, 

které zvyšují citlivost póru k Ca2+ iontů. Existuje několik cest, kterými Ca2+ ionty, 

prostřednictvím mtROS stimulují otevření MPTP. Většina z nich souvisí s aktivací nebo 

inhibicí respiračního řetězce, což vede ke zvýšenému nebo sníženému toku elektronů 

a jejich úniku z komplexů elektron transportního řetězce. Únik elektronů, zejména 

z komplexu I a komplexu III má za následek produkci superoxidu a dalších mtROS 

(Gunter et al., 2004, Hurst et al., 2017, Nicholls and Ferguson, 2013, Tajeddine, 2016).  

Vysoké koncentrace mtROS v matrix mitochondrií způsobují vyčerpání 

mitochondriálního antioxidačního systému, následně oxidaci thiolových skupin proteinů 

respiračního řetězce a dalších membránových proteinů. Oxidace je doprovázena tvorbou 

disulfidických můstků a agregací proteinů (Le Quoc et al., 1976, Le Quoc et al., 1977). 

Pro indukci otevření MPTP je pravděpodobně nejdůležitější již dříve diskutovaná oxidace 

thiolových skupin ANT a zároveň zvýšení vazby CyP-D na ANT, která vede ke změně 
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jeho konformace a specifity k ADP/ATP (McStay et al., 2002, Ryba, 2015). Vazbu 

CyP-D na ANT lze rovněž inhibovat přídavkem CsA (Connern and Halestrap, 1994). 

t-BHP je modelová látka sloužící k navození oxidačního stresu v buňkách 

a v mitochondriích. Její účinek je dán mimo jiné peroxidačním poškozením proteinů 

mitochondriální membrány. V naší práci jsme aktivovali MPTP přídavkem kalcia o různé 

koncentraci po předchozí preinkubaci izolovaných mitochondrií s t-BHP. Zjistili jsme, že 

aktivační účinek t-BHP lze detekovat pouze při nízkých koncentracích kalcia. Po přidání 

5 µM CaCl2 za přítomnosti 0,75 mM t-BHP se rychlost bobtnání zvýšila 5krát. Když se 

však bobtnání vyvolané Ca2+ ionty blížilo své maximální hodnotě (150 µM CaCl2), 

nebylo možné detekovat žádný další aktivační účinek t-BHP. Tato data ukazují, že 

peroxidační aktivace bobtnání má důležitou roli, zejména při zrychlení nízkých rychlostí 

bobtnání tím, že zvyšuje citlivost MPTP vůči Ca2+ iontům. 

Stanovením hodnot CRC izolovaných jaterních mitochondrií po předchozí 

preinkubaci s Pi a/nebo t-BHP jsme potvrdili a rozšířili dřívější pozorování popisující 

aktivaci bobtnání indukovaného kalciem. Pomocí měření CRC jsme prokázali, že jak 

Pi, tak t-BHP snižují množství akumulovaného kalcia, které je nezbytné pro úplné 

otevření MPTP na 35 % kontrolních hodnot a pouze na 15 %, v případě společné 

interakce Pi a t-BHP. 

Při vyšším rozlišení je z našich záznamů zřejmé, že za přítomnosti CsA 

zůstává MPTP po každém přidání CaCl2 uzavřený (hodnoty fluorescence se vrací 

na základní úroveň). V nepřítomnosti CsA se bazální fluorescence po každém přidání 

Ca2+ kontinuálně zvyšovala (MPTP se pomalu otevíral). Toto zvýšení bylo potencováno 

jak účinkem Pi, tak t-BHP až do okamžiku, kdy byla dosažena koncentrace 

intramitochondriálního kalcia potřebná pro úplné otevření MPTP. Tyto údaje naznačují, 

jak již bylo diskutováno, že otevření MPTP probíhá ve dvou fázích. V první fázi 

za nepřítomnosti CsA se hromadí malé množství Ca2+ iontů v matrix mitochondrií 

a MPTP se pomalu otevírá. Úplné otevření MPTP však vyžaduje akumulaci kritického 

množství intramitochondriálního kalcia a toto kritické množství je značně závislé 

na koncentracích Pi a t-BHP v inkubačním médiu. 

 

Podrobněji viz příloha č. 1, 2, 3, 4 a 5 

  



 
 

54 
 
 

4. 3. Vnímavost MPTP vůči působení trijodtyroninu v podmínkách in vitro a in vivo 

Hormony štítné žlázy svými účinky zasahují jak do biogeneze buňky, 

tak i do energetického metabolismu mitochondrií. Vzhledem k širokému spektru 

a složitému mechanismu jejich účinků, je časový rozsah jejich působení v řádu 

minut až dnů. Hormony štítné žlázy zvyšují syntézu komponent respiračního řetězce 

kódovaných jak v jádře, tak i v mitochondriích. Indukují děje, které vedou ke změnám 

ve složení lipidů mitochondriálních membrán, zvyšují aktivitu adenin nukleotidových 

translokáz, stimulují buněčnou respiraci, produkci ATP a uvolňování Ca2+ iontů 

z mitochondrií (Castilho et al., 1998, Goglia et al., 1999, Mracek et al., 2005, Schwartz 

and Oppenheimer, 1978, Weitzel et al., 2003). Rovněž bylo prokázáno, že hormony štítné 

žlázy indukují děje vedoucí ke zvýšené regeneraci jater po parciální hepatektomii 

(Cervinkova et al., 1998, Drahota et al., 1999). 

Již velmi staré práce poukazují na to, že hormony štítné žlázy indukují bobtnání 

mitochondrií (Lehninger, 1960a, Lehninger, 1960b, Tapley, 1956). V té době však nebyla 

ještě prokázána existence MPTP v mitochondriální membráně a efekt hormonů byl 

přisuzován změnám v uspořádání mitochondriální membrány. Teprve v nedávné době byl 

vliv hormonů štítné žlázy studován v souvislosti s funkcí MPTP jako kalciem indukované 

a cyklosporinem A inhibované bobtnání mitochondrií. Nicméně mechanismus jejich 

účinků je stále nejasný. Asi nejvíce prostudovaný je vliv hormonů štítné žlázy na indukci 

MPTP v důsledku zvýšené stimulace tvorby ROS (Castilho et al., 1998, Venditti et al., 

2003a, Venditti et al., 2003b, Venditti and Di Meo, 2006). 

Zrychlený bazální metabolismu indukovaný hormony štítné žlázy je často spojen 

s nárůstem produkce ROS a oxidačním poškozením tkání (Videla, 2000). Oxidační stres, 

jak již bylo diskutováno, mimo jiné indukuje oxidaci thiolových skupin membránových 

proteinů, u kterých se předpokládá že jsou součástí póru (např. ANT), a vede k aktivaci 

MPT. Vzhledem k tomu, že strukturální podstata póru je stále neznámá, lze jen velmi 

obtížné lokalizovat cíl působení hormonů štítné žlázy. Rovněž původní metoda bobtnání 

mitochondrií neumožňovala dostatečně přesně analyzovat interakce mezi faktory 

podílejícími se na regulaci otevírání póru. Proto jsme se rozhodli v našich experimentech 

využít optimalizovanou metodu a posoudit vzájemné interakce T3 a Pi v účinku 

na kalciem indukované bobtnání mitochondrií. Vliv T3 na rychlost bobtnání izolovaných 

jaterních mitochondrií jsme hodnotili jak v podmínkách in vitro, tak po aplikaci T3 

potkanům in vivo. Kapitola 4. 3. byla rovněž diskutována v disertační práci autora 

(Endlicher, 2010).  
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4. 3. 1. Účinek in vitro aplikace trijodtyroninu na kalciem indukované bobtnání 

jaterních mitochondrií 

Vliv ROS na permeabilizaci mitochondriálních membrán, po aplikaci T3 

v podmínkách in vivo, byl předmětem celé řady studií. Nicméně účinek T3 na indukci 

MPT v podmínkách in vitro není detailně prozkoumán. Proto jsme se v naši původní práci 

zaměřili hlavně na hodnocení přímého vlivu T3 na MPTP v podmínkách in vitro. 

Pomocí naší optimalizované metody hodnocení mitochondriálního bobtnání (Drahota 

et al., 2012a) jsme nejprve sledovali účinek T3 v kombinaci s Ca2+ ionty a/nebo Pi 

na otevření MPTP. Prokázali jsme jednoznačnou závislost mitochondriálního bobtnání 

indukovaného 50 µM Ca2+, v nepřítomnosti Pi na koncentraci T3 v inkubačním médiu. 

Již 1,25 µM T3 vedl ke dvojnásobnému zvýšení rychlosti mitochondriálního bobtnání 

oproti kontrolám (aktivace pouze pomocí 50 µM Ca2+, bez Pi a T3). Nejvyšší efekt T3 

na aktivaci MPT jsme zaznamenali při koncentračním rozmezí 15-25 µM T3. Jak je 

patrné, již z klasických záznamů, rostoucí koncentrace T3 v reakční směsi zvyšuje míru 

bobtnání izolovaných mitochondrií. Koncentrace T3 v rozmezí 1,25-25 μM ovlivňuje jak 

dobu nástupu bobtnání, tak i maximální rychlost. V průběhu bobtnání však celkový 

rozsah (extent) tohoto jevu dosáhne za 10 minut přibližně stejných hodnot. Podrobněji 

a daleko přesněji se nám podařilo tyto parametry analyzovat použitím derivací klasických 

křivek bobtnání mitochondrií (viz přiložená práce a (Endlicher, 2010)). 

Jak jsme již zmiňovali, bobtnání mitochondrií je závislé nejen na koncentraci 

Ca2+ iontů a T3, ale závisí též na přítomnosti Pi v reakční směsi. Prokázali jsme, že 

Pi výrazně potencuje účinky T3 a Ca2+ iontů. Z našich měření je zřejmé, že samotné 

Ca2+ ionty (50 µM Ca2+) zvyšují rychlost bobtnání jaterních mitochondrií přibližně 

čtyřikrát, samotný trijodthyronin (25 µM T3) sedmkrát a samotný 0,1 mM Pi nemá 

prakticky žádný účinek na MPT. Jako kontrola bylo použito spontánní bobtnání 

bez jakýchkoliv přídavků. Bobtnání mitochondrií vyvolané 50 µM CaCl2 je dále 

potencováno přítomností Pi přibližně pětkrát, zatímco T3 vedl pouze ke dvojnásobné 

aktivaci. Avšak stimulační účinek T3 na bobtnání mitochondrií, jež byly indukované 

kombinací Ca2+ iontů a Pi, byl navýšen o dvojnásobné množství oproti mitochondriím, 

kde byl MPTP aktivován pouze Ca2+ ionty a Pi. Měření jsme doplnili o přídavek CsA, 

jenž plně inhiboval aktivační efekt 25 µM T3. Naše výsledky tak poukazují, že T3 je 

zapojen do regulace otevírání MPTP a potvrzují přímý účinek T3 na indukci MPT. 

Jako další důkaz bezprostředního působení T3 na aktivaci MPT jsme sledovali 

jeho účinek na MMP po působení Ca2+ iontů. Změny MMP izolovaných jaterních 
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mitochondrií jsme hodnotili pomocí fluorescenční sondy safraninu O. Z našich dat 

vyplývá, že T3 vykazuje rovněž přímý vliv na MMP. Pokles MMP vyvolaný 

50 µM CaCl2 byl dále potencován aplikací 25 µM T3 podobným způsobem jako v našich 

experimentech s indukovaným bobtnáním. Z našich záznamů je dále patrné, že 25 µM T3 

rovněž způsobil pokles MMP i v nepřítomnosti kalciových iontů. Tento pokles MMP byl 

přibližně shodný s poklesem indukovaným 50 µM CaCl2. 

V našich experimentech jsme se pokusili získat další data, která by mohla pomoci 

lépe charakterizovat roli T3 při aktivaci otevření MPTP. Dřívější údaje v literatuře 

podporují tvrzení, že aktivační účinek T3 je nepřímý kvůli zvýšení citlivosti MPTP 

k Ca2+ iontům prostřednictvím mechanismu generování ROS (Castilho et al., 1998). 

Z našich poznatků můžeme shrnout, že samotný T3 je schopen indukovat mitochondriální 

bobtnání a rychlost tohoto procesu je dále zvýšena přítomností Ca2+ iontů a/nebo Pi. 

T3 zvyšuje maximální rychlost bobtnání, ale maximální rozsah bobtnání dosahuje během 

námi použité inkubační doby přibližně stejných hodnot. To naznačuje, že schopnost 

membrány bobtnat se přítomností T3 nemění. Naše data tedy ukazují, že T3 hraje 

důležitou roli při otevírání MPTP a potencuje účinky dvou klíčových induktorů bobtnání, 

kalciových iontů a anorganického fosfátu. 

 

4. 3. 2. Vliv anorganického fosfátu a Ca2+ iontů na průběh MPT po aplikaci 

trijodtyroninu potkanům in vivo 

Aktivační účinek T3 na MPTP byl opakovaně pozorován po jeho in vivo aplikaci 

(Venditti et al., 2003b). Pomocí naší optimalizované metody jsme potvrdili předchozí 

poznatky (Kalderon et al., 1995, Yehuda-Shnaidman et al., 2010), že aktivaci kalciem 

indukovaného bobtnání trijodtyroninem lze detekovat v izolovaných mitochondriích 

po předešlé aplikaci T3 potkanům in vivo. Potkanům byl aplikován 1x nebo 3x T3 v dávce 

200 µg/kg tělesné hmotnosti. Izolace jaterních mitochondrií byla provedena 24 hodin 

po poslední dávce. Po jedné dávce T3 dosáhla maximální rychlost bobtnání 169 % 

kontrolních hodnot a po třech aplikacích 198 %. Čas, při kterém došlo k maximálnímu 

bobtnání, se rovněž zkrátil, a to o 30 %, respektive o 75 %. Maximální rozsah bobtnání 

se zvýšil po jedné dávce T3 (143 %); po třech dávkách T3 jsme nezaznamenali žádné další 

významné navýšení rozsahu bobtnání. 

 

Podrobněji viz příloha č. 5  
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4. 4. Pohlavní a tkáňová specifita citlivosti MPTP vůči Ca2+ iontům 

Citlivost póru ke kalciovým iontům je ovlivněna celou řadou faktorů, z nichž 

jedním z nejdůležitějších jsou již zmiňované kyslíkové radikály (Kim et al., 2006, Panov 

et al., 2007, Tajeddine, 2016). Výsledkem mitochondriálního oxidačního stresu jsou 

změny v mitochondriálních funkcích. Bylo prokázáno, že v různých tkáních existuje 

fyziologická rozmanitost mitochondriálních procesů a odlišná schopnost odolávat 

oxidačnímu stresu (Benard et al., 2006). Vlastnosti mitochondriální membrány a citlivost 

MPTP ke kalciovým iontům se liší v závislosti nejen na typu orgánu (Drahota et al., 

2012b, Endlicher et al., 2009a, Panov et al., 2007), ale i druhu organismu (Ricchelli et al., 

2005), pohlaví (Milerova et al., 2016) a věku (Drahota et al., 2012b, Endlicher et al., 

2021). Navíc existují rozdíly v citlivosti MPTP specifické pro vývoj a stárnutí organismu 

(viz. kapitola 4. 5.) a také pro různá stádia onemocnění (např. ischemicko/reperfuzní 

poškození srdce) (Milerova et al., 2010, Ong et al., 2015). Existují také náznaky, že proces 

bobtnání se může lišit mezi heterogenními mitochondriálními populacemi (Hofer et al., 

2009). Saunders a spolupracovníci (2013) prokázali, že mitochondriální subpopulace 

s různým obsahem kardiolipinu reagovaly rozdílně na indukované změny MMP 

a na kalciem indukované bobtnání. Pozornost je také věnována charakterizaci mnoha 

faktorů, které modulují funkci MPTP v různých orgánech, včetně výše zmiňovaných 

hormonů štítné žlázy (Castilho et al., 1998, Kalderon et al., 1995, Venditti et al., 2003b, 

Yehuda-Shnaidman et al., 2010). 

 

4. 4. 1. Specifita MPTP vázaná na pohlaví 

Většina experimentálních studií odhalila, že samičí srdce je tolerantnější 

k ischemicko/reperfuznímu poškození ve srovnání se samčím (Johnson et al., 2006, 

Murphy and Steenbergen, 2007, Ostadal et al., 2019, Ostadal et al., 2009a). 

Mitochondriální dysfunkce a zejména otevření MPTP hraje významnou roli v tomto 

procesu a ovlivňuje rozsah poškození srdce (Halestrap and Richardson, 2015, Ong et al., 

2015, Ryba, 2015). Práce Milerové a spolupracovníků (2016) analyzuje, zda i kalciem 

indukované bobtnání srdečních mitochondrií je závislé na pohlaví. V této práci autoři 

testovali dvě koncentrace přidaného CaCl2 (50 a 200 µM) k izolovaným srdečním 

mitochondriím potkanů obou pohlaví. Ze získaných dat je patrné, že srdeční mitochondrie 

izolované z pohlavně odlišných jedinců mají různou citlivost na kalciovou zátěž. 

Mitochondrie (MPTP) izolované ze srdce samic potkanů vykazují vyšší odolnost 

k Ca2+ iontům něž mitochondrie izolované ze srdce samců. Při použití vysoké 
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koncentrace kalcia (200 µM) byl jak rozsah, tak rychlost bobtnání srdečních mitochondrií 

samců přibližně o 60 % vyšší než u samic. Při použití nízké koncentrace kalcia (50 µM) 

však nebyly pozorovány žádné rozdíly v citlivosti MPTP k Ca2+ iontům závislé 

na pohlaví. Jednou z možností, jež by vysvětlovala tento rozdíl v citlivosti MPTP 

k Ca2+ iontům, by mohla být změna v transportu kalcia do mitochondrií samičího srdce 

v období vysoké cytosolové zátěže těchto iontů (Arieli et al., 2004). Tato změna 

v transportu kalcia vede následně k nižší intramitochondriální hladině Ca2+ iontů 

a umožňuje tak mitochondriím se úspěšněji vyrovnávat s vysokými koncentracemi 

Ca2+ iontů. Podrobněji viz publikace (Milerova et al., 2016). 

Práce Ošťádala a spolupracovníku (2019) přehledně shrnuje nejenom pohlavní, 

ale i ontogenetické rozdíly v toleranci srdeční tkáně vůči ischemicko/reperfuznímu 

poškození. Autoři ve svých původních pracích pozorovali odlišnou citlivost MPTP 

ke kalciovým iontům jak u mitochondrií izolovaných z novorozeneckého a dospělého 

myokardu, tak i z mitochondrií izolovaných ze srdce mužů a žen. Novorozenecké 

a ženské mitochondrie vykazují vyšší odolnost jak v rozsahu, tak v rychlosti kalciem 

indukovaného bobtnání mitochondrií, než bylo pozorováno u mitochondrií izolovaných 

ze srdce mužů a dospělých jedinců (Ostadal et al., 2019). Jejich závěry přidávají další 

důkazy o rozdílné citlivosti MPTP k Ca2+ iontům vázané na pohlaví a ontogenetický 

vývoj jedince. Další výsledky podporující nejen ontogenetické změny v citlivosti MPTP 

k Ca2+ iontům a účinkům ROS budou probrány v kapitole 4. 5. 

 

4. 4. 2. Tkáňová specifita MPTP 

Panov a spolupracovníci ve své práci poukazují na specifické rozdíly v toleranci 

kalciem indukovaného bobtnání mezi mitochondriemi izolovanými z jater a mozku. 

Prokázali, že mitochondrie izolované z mozku vykazují menší citlivost MPTP vůči 

Ca2+ iontům než mitochondrie jaterní. Autoři spekulují o tom, že existuje druhová 

a tkáňová specifita tohoto jevu, a že různé orgány v důsledku dlouhodobého vývoje se 

přizpůsobily v jaké míře reagovat na Ca2+ ionty. Různá citlivost zřejmě souvisí s tím, jak 

dalece je kalciový inzult nebezpečný pro funkční aktivitu daného orgánu a jak intenzivně 

probíhá v daném orgánu buněčná regenerace. Navrhují, že jaterní tkáň s vysokou 

regenerační schopností je zřejmě méně chráněna proti otevření MPTP a zahájení 

apoptotických a nekrotických procesů než mozek (Panov et al., 2007). 
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Snažili jsme se tyto nálezy rozšířit a doplnit srovnáním citlivosti MPTP 

mitochondrií jater a srdečního svalu vůči Ca2+ iontům. Naše prezentovaná data ukazují, 

že jaterní mitochondrie reagují na stejnou koncentraci CaCl2 mnohem intenzivnějším 

bobtnáním než mitochondrie srdeční. Pokles optické denzity (extent - dA520/4 min) 

po aplikaci CaCl2 byl u jaterních mitochondrií při použití nízké přidávané koncentrace 

(25 μM CaCl2) sedminásobný a při aplikaci vyšší koncentrace (100 μM CaCl2) 

trojnásobný oproti srdečním mitochondriím. Jak je dále patrné z našich dat, rozsah 

bobtnání je závislý na koncentraci přidávaného CaCl2. Signifikantní vzestup bobtnání lze 

u jaterních mitochondrií pozorovat již při 2,5 μM koncentraci CaCl2 a maximální hodnoty 

rozsahu bobtnání jsou dosahovány v rozmezí 10-30 μM koncentrací CaCl2. Další 

zvyšování koncentrace CaCl2 již nemělo na rozsah bobtnání vliv. U srdečních 

mitochondrií stoupá rozsah bobtnání velmi pomalu až do nejvyšší námi studované 

100 μM koncentrace CaCl2. Můžeme tedy dojít k závěru, že zejména při nízké přidávané 

koncentraci CaCl2 jsou srdeční mitochondrie odolnější vůči (postupně) rostoucí 

koncentraci Ca2+ iontů než jaterní mitochondrie. Vyšší schopnost srdečních mitochondrií 

odolávat kalciové zátěži má zcela logické opodstatnění, neboť srdeční mitochondrie jsou 

opakovaně celý život exponovány Ca2+ iontům. 

Naše výsledky jsou v souladu s nálezy Panova a spolupracovníků (2007) 

a ukazují, že nejen mozkové, ale i srdeční mitochondrie, mají ve srovnání s jaterními 

mitochondriemi menší citlivost vůči Ca2+ iontům a tím i lepší protekci vůči kalciem 

indukovanému otevření MPTP a následné iniciaci apoptotických procesů. Tyto nálezy 

umocňují představu, že různé buněčné populace mají specifické strategie, jak čelit 

následkům peroxidačního poškození, mezi něž patří i otevření MPTP. Hepatocyty, jenž 

mají mnohem vyšší regenerační schopnost než buňky mozku či srdečného svalu a jsou 

tak více schopné kompenzovat poškození vzniklé oxidačním stresem. Tuto představu 

však bude třeba ještě doplnit dalšími údaji o aktivitě antioxidačních enzymů případně 

i o rezistenci lipoproteinových struktur buňky vůči působení kyslíkových radikálů. 

Kapitola 4. 4. 2. byla rovněž částečně diskutována v disertační práci autora 

(Endlicher, 2010). Další naše výsledky podporující tkáňově specifické, ontogenetické 

a věkem indukované změny v citlivosti MPTP k Ca2+ iontům a účinkům ROS budou 

probrány detailně v kapitole 4. 5. 

 

Podrobněji viz příloha č. 6 a 7 
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4. 5. Věkem indukované změny citlivosti mitochondrií ke kalciovým iontům 

 Mitochondrie hrají důležitou roli v procesu stárnutí buněk a ROS jsou považovány 

za hlavní faktor, který se podílí na jejich poškození v průběhu stárnutí (Barja, 2014, 

Cedikova et al., 2016, Dai et al., 2014, Zorov et al., 2014). Změny homeostázy kalcia 

a zvýšená produkce ROS jsou spojené se stárnutím a vedou ke zvýšené frekvenci 

otevírání MPTP (Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017). Otevření póru vede 

mimo jiné k indukci apoptotických a nekrotických procesů (Desagher and Martinou, 

2000, Rasola and Bernardi, 2011) a hraje tak podstatnou roli v patogenezi různých 

onemocnění (Endlicher et al., 2018), vývoji organismu, ale i v procesu jeho stárnutí 

(Drahota et al., 2012b, Endlicher et al., 2021). 

 

4. 5. 1. Ontogenetické změny v citlivosti MPTP ke kalciovým iontům a účinkům ROS 

po ischemicko/reperfuzním poškození srdeční tkáně 

Odolnost mladého srdce vůči nedostatku kyslíku je významně vyšší ve srovnání 

s dospělým myokardem, tolerance po narození ale rychle klesá (Ostadal et al., 1999, 

Ostadal et al., 2009b, Ostadalova et al., 1998). Mechanismy vyšší rezistence však dosud 

nebyly uspokojivě objasněny. Otevření MPTP a jeho následky se ale významně podílejí 

na molekulárních mechanismech spojených s ischemicko/reperfuzním poškozením srdce 

dospělého jedince (Bernardi et al., 2006, Di Lisa and Bernardi, 1998, Halestrap et al., 

2004, Rasola and Bernardi, 2011). Podmínky spojené s postischemickou reperfuzí, jako 

je akumulace ROS, normalizace pH a zvýšení koncentrace intracelulárního kalcia, 

vytvářejí ideální situaci pro otevření MPTP (Griffiths and Halestrap, 1995, Halestrap, 

1991, Ong et al., 2015). Bylo prokázáno, že kardiomyocyty starších jedinců vykazují nižší 

prahovou hodnotu MPTP k účinkům Ca2+ iontů a ROS. Rozsah MPT a produkce mtROS 

během první minuty reperfuze byly vyšší u starších jedinců, ve srovnání s mladými 

zvířaty. Rovněž hodnoty CRC mitochondrií izolovaných z mladších jedinců byly vyšší 

(Fernandez-Sanz et al., 2015).  

 Rozdíly v citlivosti MPTP k jeho regulačním faktorům jsou většinou sledovány 

u dospělých jedinců. Práce Milerové a spolupracovníků (2010) doplňuje tyto 

poznatky a popisuje významné ontogenetické rozdíly v roli MPTP při indukovaném 

ischemicko/reperfuzním poškození srdce. Data poukazují na různou citlivost 

ke kalciovým iontům srdečních mitochondrií izolovaných z novorozených (7denních) 

a dospělých (90denních) potkanů. Z výsledků práce je patrné, že mitochondrie 

neonatálních potkanů vykazují vyšší odolnost vůči kalciovým iontům než mitochondrie 
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izolované z dospělých jedinců. Nejen rozsah, ale také maximální rychlost kalciem 

indukovaného bobtnání mitochondrií je signifikantně vyšší u dospělých potkanů 

než u novorozených. Publikovaná data tak podporují myšlenku, že novorozenecké 

srdeční mitochondrie jsou lépe chráněny před kalciem indukovaným otevřením 

MPTP, což může být součástí mechanismu vyšší tolerance novorozeneckého srdce 

k ischemicko/reperfuznímu poškození srdeční tkáně (Milerova et al., 2010, Ostadal et al., 

2009b). Rovněž bylo prokázáno, že nejenom novorozenecké, ale i samičí mitochondrie 

jsou výrazně odolnější k ischemicko/reperfuzním poškození srdeční tkáně a vykazují 

vyšší odolnost ke kalciovému inzultu, a to jak v rozsahu, ale i rychlosti bobtnání 

mitochondrií (Milerova et al., 2016, Ostadal et al., 2019, Ostadal et al., 2009a). 

 

4. 5. 2. Tkáňově specifické ontogenetické změny v citlivosti MPTP ke kalciovým iontům 

a účinkům ROS 

Vzhledem k tomu, že tolerance myokardu k nedostatku kyslíku významně klesá 

během postnatální ontogeneze (Ostadal et al., 1999, Ostadalova et al., 1998), bylo 

zajímavé sledovat, jak se mění citlivost srdečních mitochondrií ke kalciovým iontům 

během této fáze vývoje a zároveň porovnat tyto změny s tkáňově odlišnými 

mitochondriemi. Na základě předešlých poznatků, jenž prokázaly, že mitochondrie 

izolované z různých tkání dospělých zvířat vykazují odlišnou citlivost MPTP 

ke kalciovým iontům (Endlicher et al., 2009a, Panov et al., 2007), jsme se rozhodli 

posoudit, do jaké míry jsou vývojové změny v citlivosti MPTP k Ca2+ iontům tkáňově 

specifické.  

V následující studii jsme analyzovali tento parametr v průběhu ontogeneze 

jak v srdečních, tak v jaterních mitochondriích. Pro naše pokusy jsme použili 

5, 14, 30 a 60denní potkany. Bobtnání mitochondrií jsme indukovali 200 μM CaCl2. 

Naše měření potvrdila výsledky předchozích pokusů. Rozsah i maximální rychlost 

kalciem indukovaného bobtnání byly u srdečních mitochondrií nižší než u jaterních, 

a to po celé námi studované období života potkanů. Z našich dat je dále patrné, že 

nízká citlivost srdečních mitochondrií na kalciovou zátěž se nemění až do 14. dne 

postnatálního věku. V období mezi 14. a 60. dnem se citlivost MPTP k Ca2+ iontům ale 

postupně zvyšovala. Ontogenetický vývoj citlivosti MPTP jaterních mitochondrií 

k Ca2+ iontům byl výrazně odlišný. V našem experimentálním uspořádání jsme 

nezaznamenali změny v citlivosti jaterních mitochondrií ke kalciovým iontům, a to 

zejména ve sledovaném raném období. Hodnoty maximální rychlosti bobtnání (rate) 
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se do 30. dne neměnily a nárůst mezi 30. a 60. dnem po porodu byl nízký. Pokud data 

převedeme na procenta, tak srdeční mitochondrie izolované z 5denních potkanů 

vykazovaly pouze 15% rate oproti srdečním mitochondriím izolovaným z 60denních 

potkanů. Naproti tomu jaterní mitochondrie izolované z 5denních potkanů vykazovaly 

80% rate oproti jaterním mitochondriím izolovaným z 60denních potkanů. 

Otevření MPTP je výrazně ovlivněno oxidačním stresem. ROS jsou považovány 

za nejúčinnější látky, které zvyšují citlivost MPTP ke kalciovým iontům (Drahota et al., 

2012a, Endlicher et al., 2019, Halestrap et al., 1997, Kim et al., 2006). Zvýšená tvorba 

ROS a oxidační poškození lipidů a proteinů mitochondriální membrány spojených 

s funkcí a regulací MPTP tedy pravděpodobně podporují otevírání MPTP během stárnutí 

a indukují buněčnou smrt (Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017). Oxidační stres 

se v průběhu stárnutí organismu kumuluje a jeho účinky jsou dobře popsané u dospělých 

jedinců. V návaznosti na naše předešlé pokusy, kdy jsme pozorovali vyšší rezistenci 

neonatálních srdečních mitochondrií ke kalciovému zatížení, jsme se rozhodli porovnat 

aktivační účinek ROS na kalciem indukované bobtnání mitochondrií izolovaných 

ze srdce a jater novorozených potkanů (5denní). Pro tento účel jsme použili nízké 

koncentrace CaCl2 (5 µM), které dávají velmi nízkou rychlost bobtnání a ponechávají 

prostor pro indukci dalšími látkami (0,75 µM t-BHP). Z našich dat je patrné, že srdeční 

mitochondrie ve srovnání s jaterními mitochondriemi jsou odolnější také vůči účinkům 

oxidačního poškození indukovaného t-BHP. Jaterní mitochondrie 5denních potkanů 

po předchozí preinkubaci s t-BHP vykazovaly 4násobný nárůst kalciem indukované 

rychlosti bobtnání. Na druhou stranu u srdečních mitochondrií 5denních potkanů jsme 

tento nárůst maximální rychlosti bobtnání nezaznamenali. 

Hlavním výsledkem našich experimentů je zjištění, že srdeční mitochondrie 

novorozených potkanů jsou odolnější vůči kalciové zátěži a také vůči aktivačnímu účinku 

oxidačního stresu ve srovnání s mitochondriemi jater novorozenců a tato rezistence 

během postnatální ontogeneze významně klesá. Získaná data tedy naznačují, že MPTP 

srdečních mitochondrií je lépe chráněn před účinky zvýšené zátěže Ca2+ ionty a ROS. 

Můžeme ale jen spekulovat, že nižší citlivost srdečních mitochondrií vůči Ca2+ iontům 

a ROS může souviset s vyšší ischemickou tolerancí novorozeneckého srdce (Ostadal et 

al., 2019). Pokusy s t-BHP ukázaly, že také oxidační stres má důležitou roli v aktivaci 

MPT, zejména při koncentracích kalcia blízkých hodnotám přítomným v cytosolu 

za fyziologických podmínek. Tyto změny jsou rovněž tkáňově specifické. 
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V této souvislosti je nutné zdůraznit, že během ontogenetického vývoje se 

významně mění oba hlavní aktéři popsané interakce, tj. srdeční mitochondrie a kalcium. 

Kromě změn v uspořádání srdečních mitochondrií lze rovněž pozorovat významné 

ontogenetické změny v transportu Ca2+ iontů v myokardu. Původní chaotické uspořádání 

mitochondrií a svalových vláken se mění v pravidelné uspořádání (Milerova et al., 2010). 

Stárnutí savčích organismů je rozsáhle studováno mnoha laboratořemi, nicméně jeho 

podrobný mechanismus nebyl dosud zcela objasněn. Existuje ale shoda v tom, že stárnutí 

je složitý proces vyvolaný mnoha endogenními a exogenními faktory a že v něm hrají 

zásadní roli mitochondrie (Barja, 2014, Cedikova et al., 2016, Kalous and Drahota, 1996, 

Rottenberg and Hoek, 2021, Son and Lee, 2019). 

Jak vývojové, tak tkáňově specifické rozdíly v aktivačních účincích kalcia 

a oxidačního stresu závisí také na dalších činitelích. Pro indukční účinek Ca2+ iontů hraje 

důležitou roli Cyp-D, který je zodpovědný za otevření MPTP (Basso et al., 2005, Elrod 

and Molkentin, 2013, Gutierrez-Aguilar and Baines, 2015). Posttranslační modifikace 

v různých tkáních jsou rovněž závislé na věku, jak již bylo diskutováno. Nejnověji se 

začínají objevovat náznaky, že existuje zvýšená exprese Cyp-D ve stárnoucím organismu 

(Gauba et al., 2017, Lee et al., 2010). Rovněž se předpokládá, že -SH skupiny 

mitochondriálních proteinů mohou být během procesu bobtnání modifikovány (Cardoso 

et al., 2004, Castilho et al., 1998, Halestrap et al., 1997). Kromě toho mají různé 

mitochondriální proteiny odlišnou citlivost k t-BHP (Cervinkova et al., 2009, Endlicher 

et al., 2009b, Krivakova et al., 2007) a tato vlastnost může být také vývojově a tkáňově 

specifická. Proto by měla být přesná analýza mechanismů zapojených do vývojové 

a tkáňové specifity MPTP tématem dalších experimentů. 

 

4. 5. 3. Věkem indukované změny citlivosti MPTP ke kalciovým iontům a změny 

mitochondriální retenční kapacity Ca2+ iontů 

V literatuře je zvýšená rychlost bobtnání vyvolaná Ca2+ ionty popsána 

u mitochondrií izolovaných ze srdeční tkáně 5- a 24měsíčních potkanů (Petrosillo et al., 

2010) a u mitochondrií izolovaných z mozku a jater 3- a 20měsíčních myší (Mather and 

Rottenberg, 2000), proto jsme se v naší práci soustředili na vývojově mladší období 

potkanů. Studie byla zaměřena na monitorování věkem indukovaných změn citlivosti 

MPTP ke kalciovým iontům a na schopnost izolovaných jaterních mitochondrií 

akumulovat Ca2+ ionty. Pro tyto pokusy jsme použili mitochondrie izolované z jater 

potkanů ve věku 3 až 17 týdnů. Ze získaných dat je patrné, že mitochondriální retenční 
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kapacita pro kalcium (CRC) je významně ovlivněna věkem potkanů. Měření hodnot 

CRC jaterních mitochondrií navíc odhalilo dvě odlišná období. V období dospívání 

(od 3. do 7. týdne) docházelo ke statisticky významnému nárůstu hodnot CRC. 

Nejvyšší hodnoty CRC vykazovali 7týdenní potkani (období počátku pohlavní zralosti) 

a od 7. do 17. týdne jsme opět zaznamenali signifikantní pokles hodnot CRC. 

Hodnoty CRC byly u potkanů ve věku 7 týdnů v průměru 28,8 ± 6,7 nmol Ca2+/mg 

mitochondriálního proteinu a použili jsme je jako 100 % hodnoty CRC pro srovnání 

s ostatními skupinami. Hodnoty CRC 3týdenních potkanů byly 42,1 %, 5týdenních 

70,6 %, 10týdenních 70,6 %, 13týdenních 63,6 % a 17týdenních zvířat 57,7 % 

ve srovnání se 7týdenní skupinou. 

Věkem indukované změny citlivosti MPTP k Ca2+ iontům jsme hodnotili pomocí 

naší optimalizované metody kalciem indukovaného bobtnání mitochondrií. Námi 

naměřená data ukazovala na podobné věkem indukované změny citlivosti MPTP 

k Ca2+ iontům a potvrdila tak předešlé výsledky měření hodnot CRC. Nejvyšší hodnoty 

maximální rychlosti bobtnání jaterních mitochondrií (rate) jsme zaznamenali 

u mitochondrií izolovaných ze 3- a 17týdenních potkanů. Naopak nejnižší rate byl 

zaznamenán u mitochondrií izolovaných z jater 7týdenních potkanů. Rate u potkanů 

ve věku 7 týdnů jsme použili opět jako 100% hodnotu pro srovnání s ostatními 

sledovanými skupinami. Rate 3týdenních potkanů byl 213 %, 5týdenních 132 %, 

10týdenních 181 %, 13týdenních 158 % a 17týdenních 310 % ve srovnání se 7týdenní 

skupinou.  

Naše data ukázala, že během postnatálního období se zvyšuje odolnost 

mitochondrií vůči účinkům Ca2+ iontů a v průběhu stárnutí se tato schopnost opět snižuje. 

Je z nich patrné, že jaterní mitochondrie izolované ze 7týdenních potkanů (období začátku 

pohlavní zralosti a dospělosti jedince) jsou schopné akumulovat nejvyšší množství kalcia 

a vykazují nejnižší citlivost MPTP k Ca2+ iontům. Mitochondrie jsou tak maximálně 

schopné odolávat nefyziologickému zatížení kalciovými ionty a indukci apoptotických 

či nekrotických procesů. Použití obou těchto metod by mohlo pomoci při hledání látek 

schopných chránit MPTP před nežádoucími účinky ROS a pomoci prodloužit život 

organismu, či nalézt účinná farmaka, jež by inhibicí MPTP byla schopná zpomalit rozvoj 

patologických procesů. 

 

Podrobněji viz příloha č. 7 a 8 
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4. 6. Využití zavedených metod pro hodnocení funkčního stavu mitochondrií 

 Jak optimalizovanou metodu bobtnání mitochondrií, tak metodu stanovení 

retenční kapacity mitochondrií pro kalciové ionty využíváme v naší laboratoři jako 

prostředky hodnocení funkčního stavu mitochondrií po působení hepatotoxických 

či hepatoprotektivních látek. Obě metody jsou vhodné ke sledování změn citlivosti MPTP 

indukovaných např. oxidačním stresem, působením léčivých přípravků a potravinových 

doplňků. Jejich uplatnění jsme našli při charakterizaci změn mitochondriálních funkcí 

v důsledku nealkoholové tukové choroby jater (NAFLD – non-alcoholic fatty liver 

disease). Práce se připravuje k publikaci. t-BHP indukovaný oxidační stres mitochondrií 

(aktivace MPTP) byl diskutován v kapitole 4. 2. 3. Z dosud publikovaných výsledků bych 

chtěl uvést využití metod při detailním studiu účinků derivátů biguanidů (metforminu 

a fenforminu) a epigalokatechin-3-galátu na jaterní mitochondrie. 

 

4. 6. 1. Zhodnocení účinků biguanidů na jaterní mitochondrie 

 Metformin se používá k léčbě cukrovky 2. typu už od konce 50. let 20. století 

ve většině evropských zemí a ve Spojených státech amerických a je v současné době 

považovaný jako lék první volby (Caparrotta et al., 2020). Metformin patří 

mezi tzv. biguanidy – inzulinové senzitizátory, což jsou látky zvyšující citlivost buněk 

k inzulinu a je vysoce účinný při snižování hladiny glukózy v krvi (Bailey and Turner, 

1996, Campbell et al., 1996, Drahota et al., 2014, Hernández-Velázquez et al., 2023). 

Zpočátku bylo navrženo, že jedním z klíčových účinků metforminu je indukce transportu 

glukózy do svalů (Klip and Leiter, 1990, Valensi et al., 2002). V poslední době rostou 

důkazy, které potvrzují dřívější výsledky, že primární funkcí metforminu je tlumit 

produkci glukózy v játrech, zejména inhibicí glukoneogeneze (Hundal et al., 2000, 

Weijers and Bekedam, 2020). Nicméně se objevují důkazy, že chronické užívání 

metforminu má rovněž negativní účinky, např. že léčba metforminem vede k inhibici 

komplexu I, ke snížení syntézy ATP a ovlivňuje její rezervy v játrech (Owen et al., 2000, 

Argaud et al., 1993) a významně mění vlastnosti a funkce buněčných a mitochondriálních 

membrán (Weijers and Bekedam, 2020). I když je metformin dlouhodobě používán 

v klinické praxi, není jeho přesný mechanismus účinku stále znám. Je pravděpodobné, 

že účinek biguanidů je výsledkem kombinace řady modulací metabolických reakcí 

spojených s membránami v závislosti na konkrétních podmínkách. 
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Biguanidy se díky svému pozitivnímu náboji snadno vážou na biologické 

membrány. Interakce biguanidů s fosfolipidy buněčných a mitochondriálních membrán 

mění jejich fyziologické vlastnosti, což následně může vyvolat řadu poruch. Mezi funkční 

změny buněčných membrán patří: změny aktivity iontových kanálů a kinetiky 

membránových enzymů, dále změny konformace proteinů, ovlivnění vlastností receptorů 

a dochází ke změnám fluidního uspořádání fosfolipidů membrán. Přesný charakter těchto 

interakcí však zůstává nejasný (Weijers and Bekedam, 2020). 

 Fenformin je další z biguanidů, který má kvalitativně podobné účinky jako 

metformin (Owen et al., 2000), nicméně má závažnější vedlejší nežádoucí účinky. 

Je silnějším inhibitorem mitochondriální oxidace a způsobuje laktátovou acidózu, a proto 

byl z klinické praxe vyloučen (Bando et al., 2010, Dyatlova et al., 2023). Fenformin je 

však vhodný pro experimentální studie zaměřené na mechanismy působení biguanidů 

díky svému výraznějšímu inhibičnímu účinku při nižších koncentracích. Existují 

poznatky, jež naznačují, že biguanidy mohou modifikovat funkci MPTP. Tato data 

ukazují, že metformin v izolovaných buňkách zvyšuje hodnoty CRC a ovlivňuje otevření 

MPTP (Guigas et al., 2004, Detaille et al., 2005). V naší práci jsme mimo další sledované 

parametry hodnotili vliv fenforminu na funkční stav MPTP mitochondrií izolovaných 

z jater potkana. Testovali jsme účinky fenforminu na kalciem indukované bobtnání 

izolovaných jaterních mitochondrií. Pomocí naší optimalizované metody jsme hodnotili 

všechny tři parametry charakterizující kinetiku funkce MPTP, tj. extent – rozsah bobtnání, 

rate – maximální rychlost bobtnání a časový interval, kdy dosáhlo bobtnání maximální 

rychlosti (Drahota et al., 2012a). 

 Z našich závěrů je patrné, že fenformin zvyšuje rezistenci MPTP ke kalciovým 

iontům. Rozsah bobtnání mitochondrií po přidání 0,1 mM CaCl2 se snížil v důsledku 

působení fenforminem o 20 %, maximální rychlost bobtnání poklesla o 44 % a časový 

interval maximální rychlosti bobtnání po přidání CaCl2 byl dvojnásobně prodloužen. 

Všechny tyto výsledky potvrzují, že fenformin snižuje citlivost MPTP ke kalciovým 

iontům. Další data uvedená v naší studii naznačují, že biguanidy působí na různé procesy 

probíhající v mitochondriích. Všechny tyto procesy jsou spojeny s IMM. Naše data jsou 

v souladu s hypotézou Schäfera (1976), že vazba biguanidů na membránové fosfolipidy 

nespecifickým způsobem mění vlastnosti membrán a další výsledky tyto závěry jen 

potvrzují (Schafer, 1976, Weijers and Bekedam, 2020). 

 

Podrobněji viz příloha č. 9 
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4. 6. 2. Zhodnocení účinků epigalokatechin-3-galátu na jaterní mitochondrie 

 Epigalokatechin-3-galát (EGCG) je hlavní katechin obsažený v zeleném čaji 

s dobře popsanými antioxidačními, protizánětlivými a protinádorovými účinky (Kim et 

al., 2014, Xing et al., 2019, Yoshino et al., 1994). Jeho cytoprotektivní účinky byly 

popsány v játrech (Kuzu et al., 2008, Moravcova et al., 2014, Tipoe et al., 2010), 

ledvinách (Sahin et al., 2010), srdci (Akhlaghi and Bandy, 2012), plicích (Sriram et 

al., 2009) a dalších orgánech. Tato protekce je zprostředkována částečně přímým 

antioxidačním účinkem (Raza and John, 2007) a jeho rozpřahujícími účinky (Kucera et 

al., 2015). Mírné rozpřažení oxidativní fosforylace vede ke snížené produkci mtROS 

(Brand et al., 2004, Mookerjee et al., 2010). Antioxidační a prooxidační účinky EGCG 

nejsou ale tak jednoznačné a jsou široce diskutovány v přehledové práci Lamberta 

a Eliáše (2010). Rovněž bylo prokázáno, že EGCG se přímo váže na Cyp-D, důležitý 

regulační faktor MPT, a zlepšuje mitochondriální funkce inhibicí otevírání MPTP 

(Wu et al., 2022). 

 V poslední době se začalo hovořit o EGCG v souvislosti s hepatocyty a NAFLD. 

EGCG vykazuje pozitivní účinky při léčbě steatohepatitidy vyvolané stravou s vysokým 

obsahem tuků (Fiorini et al., 2005, Chung et al., 2012, Kuzu et al., 2008, Zhou et al., 

2014) a ochranné účinky proti hepatotoxicitě vyvolané ethanolem (Arteel et al., 2002, 

Kaviarasan et al., 2008, Skrzydlewska et al., 2002). Na druhou stranu byly zveřejněny 

poznatky, že předávkování EGCG a/nebo výtažky ze zeleného čaje způsobuje poškození 

jater a jaterních mitochondrií (Galati et al., 2006, Jimenez-Saenz and Martinez-Sanchez 

Mdel, 2006, Schmidt et al., 2005). Nežádoucí účinky na jaterní tkáň jsou spojeny 

s prooxidačním působením vysokých dávek EGCG (Kucera et al., 2015), zvýšenou 

tvorbou ROS, ztrátou MMP a poklesem produkce ATP (Galati et al., 2006). 

Vysoké dávky EGCG byly v našich prvních studiích zaměřených na EGCG 

rovněž shledány hepatotoxickými. Toxicita EGCG byla nalezena u regenerujících jater 

po částečné hepatektomii (Mezera et al., 2014). Podobně EGCG ve vysokých dávkách 

vykazoval toxické účinky na mitochondrie v permeabilizovaných hepatocytech (Kucera 

et al., 2015) a jsou pozorovány i v buněčných liniích hepatocytů (Li et al., 2009). Jak je 

patrné, existují protichůdné důkazy o vlivu EGCG na funkční stav mitochondrií. Někteří 

autoři uváděli ochranný účinek EGCG a snížení tvorby mtROS (Kaviarasan et al., 2007, 

Meng et al., 2008, Raza and John, 2007). Jiné skupiny potvrdily nežádoucí (inhibiční) 

účinky EGCG na respiraci mitochondrií a aktivitu oxidačních fosforylačních enzymů 

(Valenti et al., 2013, Weng et al., 2014, Zheng and Ramirez, 2000). 
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V naší, již zmíněné práci, jsme hodnotili účinky různých dávek EGCG 

na primární kultury hepatocytů potkana a na jaterní mitochondrie v permeabilizovaných 

hepatocytech. Účinek EGCG na tvorbu ROS byl dvoufázový. Zatímco nízké dávky 

EGCG snižovaly produkci ROS, nejvyšší testovaná dávka (200 µM) vyvolala významné 

zvýšení tvorby ROS. V permeabilizovaných hepatocytech způsoboval EGCG poškození 

OMM a rozpřažení oxidativní fosforylace (Kucera et al., 2015). 

V další naší práci jsme proto hodnotili, zda vhodné (nízké) dávky EGCG jsou 

schopné ochránit hepatocyty a jaterní mitochondrie před oxidačním poškozením 

vyvolaným t-BHP (Mezera et al., 2016). Měřili jsme respiraci mitochondrií, MMP 

a CRC. Jak je patrné z našich výsledků, mírné, netoxické dávky EGCG neovlivnily námi 

sledované mitochondriální parametry. EGCG v těchto koncentracích nebyl schopen 

ochránit jaterní mitochondrie před dysfunkcí vyvolanou t-BHP. Navíc se nám podařilo 

prokázat, že vysoké koncentrace EGCG dokonce zvyšují toxicitu t-BHP. Pokud se 

vrátíme k využití optimalizované metody hodnocení CRC, tak z našich dat je zřejmé, že 

samotný EGCG v koncentracích 50 µM a nižších neměl žádný účinek na CRC. Expozice 

100 a 200 µM EGCG snížila retenční schopnosti mitochondrií na 70 % oproti kontrolám. 

Oxidační stres navozený již minimální testovanou koncentrací t-BHP (0,01 mM) 

způsobil statisticky významný pokles CRC (50 %) oproti kontrolním mitochondriím. 

Míra dalšího poklesu CRC byla závislá na koncentraci použitého t-BHP. EGCG svými 

antioxidačními účinky nedokázal zabránit poklesu CRC, jenž byl vyvolán působením 

t-BHP. Mitochondrie preinkubované s 10 µM EGCG a ovlivněné 0,01 mM t-BHP 

vykazovaly stejný pokles CRC jako mitochondrie inkubované pouze s t-BHP. Závěrem 

lze říct, že mírné netoxické dávky EGCG nejsou schopné chránit mitochondrie izolované 

z jater potkanů před oxidačními účinky t-BHP, naopak byl pozorován aditivní škodlivý 

účinek EGCG v koncentracích vyšších než 50 µM. 

 

Podrobněji viz příloha č. 10 a 11 
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5. ZÁVĚRY 

  

 Mitochondrie jsou nejen častým cílem oxidačního poškození, ale jsou také 

považovány za hlavní buněčný zdroj ROS. V mitochondriích nicméně existují různé 

mechanismy, které zajišťují rovnováhu mezi tvorbou a eliminací kyslíkových radikálů. 

Významnou roli v ochraně, ale i v poškození mitochondrií hraje zvýšená propustnost 

mitochondriálních membrán, za kterou je zodpovědný MPTP. Krátké, přechodné otevření 

MPTP má pozitivní účinek na snížení tvorby mtROS respiračním řetězcem. Pokud však 

MPTP zůstává otevřený po delší dobu, např. kvůli zvýšené koncentraci kalciových iontů 

v matrix mitochondrií nebo zvýšené produkci mtROS, dochází ke změně MMP, k poklesu 

tvorby ATP a indukují se procesy vedoucí k buněčné smrti. 

 V průběhu dosavadního, 70 let trvajícího, intenzivního výzkumu se podařilo 

identifikovat řadu látek, které ovlivňují funkční stav MPTP (aktivují/inhibují jeho 

otevření), avšak molekulární struktura tohoto membránového póru zůstává stále nejasná. 

Vzhledem k tomu, že přesná identita složek póru dosud nebyla objasněna, nelze vyloučit, 

že kromě základních známých struktur a regulačních faktorů, které jsou nezbytné 

pro otevření MPTP, existuje za některých podmínek nebo v některých typech buněk 

několik alternativních struktur, které zahrnují i další komponenty. Permeabilizace IMM 

tak může vyplývat z aktivace nebo tvorby více než jednoho druhu kanálu, to znamená, 

že je třeba mít na paměti možnou existenci více než jednoho typu MPTP. 

 Studium molekulárního uspořádání a funkce MPTP je přínosné pro výzkum 

mechanismů vzniku a rozvoje onemocnění, což může přispět k vývoji vhodných farmak 

a snížení mortality a morbidity pacientů. Podařilo se nám optimalizovat dvě metody 

pro lepší hodnocení funkčního stavu MPTP a různých faktorů, které se na jeho regulaci 

podílejí. Tyto metody umožňují hodnotit orgánové i druhové specifity póru za různých 

fyziologických i patologických stavů. Naproti tomu z literární rešerše vyplývá, že znalosti 

molekulární struktury póru jsou stále nejasné, a dokonce stále nejasnější. Diskuse o tom, 

zda je MPTP pórem nebo jen nespecifickým otvorem v mitochondriální membráně, 

tak dále pokračují. Jedním z posledních závěrů je představa, že MPTP není klasický pór, 

ale mnohostranný multifaktoriální jev bez absolutní závislosti na jediném parametru. 

Měli bychom si proto uvědomit, že mnohem důležitější než hledat strukturu póru, je 

hledat mechanismy, které by MPTP vhodně inhibovaly a pomohly při léčbě nemocí 

spojených s jeho otevřením. K tomu je však potřeba mít kvalitní a standardizované 

metody, které poskytují reprodukovatelné výsledky napříč laboratořemi.  
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