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SEZNAM ZKRATEK

ADP adenosindifosfat

AMP adenosinmonofosfat

ANT adenin nukleotid translokaza

Apaf-1 anti-apoptotic factor, faktor aktivujici apoptotické proteazy
ATP adenosintrifosfat

BSA hovezi sérovy albumin

CoQ koenzym Q

COX cytochrom ¢ oxidaza

CPT karnitin-palmitoy! transferdza

DF developed force, sila kontrakce

EDTA ethylenediamine-tetraacetic acid

EGTA ethylene glycol-bis[2- aminoethyl]-N,N,N’,N -tetraacetic acid
FAD" flavin adenin dinukleotid

FADH, redukovany flavin adenin dinukleotid

FAF-BSA fatty acid free bovine serum albumin, hovézi sérovy albumin bez volnych

mastnych kyselin

FCCP carbonyl cyanide p-trifluoromethoxyphenylhydrazon

GTP guanosintrifosfat

IFM interfibrilarni mitochondrie

ICHS ischemickd choroba srde¢ni

Katp na ATP zavisl¢ draslikovych kandly

LDH laktat dehydrogenaza

MAPKSs mitogen aktivované protein kinazy

mitoKatp mitochondrialni na ATP zavislé draslikové kanaly

MK mastné kyseliny

MMP mitochondridlni membranovy potencial

MPT mitochondrial permeability transition, zména mitochondrialni permeability
mtDNA mitochondrialni DNA

MTT 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid
NAD" nikotin amid adenin dinukleotid (oxidovana forma)

NADH nikotin amid adenin dinukleotid (redukovana forma)



NO
NOS
NP
PKC

ROS
RT-PCR

SR
SSM
TES
L
TRIS
ucp
VDAC
VP

nitric oxide, oxid dusnaty

nitric oxide synthase, syntaza oxidu dusnatého

populace s nizkym membranovym potencialem

protein kindza C

ribonukleova kyselina

reactive oxygen species, kyslikové radikaly

real-time quantitative two-step polymerase chain reaction, kvantitativni
polymerazova retézova reakce v realném Case

sarkoplazmatické retikulum

subsarkolemalni mitochondrie
N-trishydroxymethyl]-methyl-2-aminoethan

time to ischemic contracture, doba nutna ke vzniku ischemické kontraktury
trisfhydroxymethyl|-aminomethan

uncoupling protein, rozpfahovaci protein

voltage-dependent anion channel, napétove fizeny aniontovy kanal

populace s vysokym membranovym potencialem



UvVOoD

Jednim z neZadoucich projevi soucasného Zivota v ekonomicky rozvinutych zemi je
vysokéd frekvence onemocnéni kardiovaskularniho systému a stim souvisejici nejcastéjsi
pti¢ina umrti. V roce 2000 zemielo v zemich byvalého ,socialistického bloku“ na tyto
choroby 2 846 429 lidi, coz je 60 % vsech umrti {WHO, 2004}. Zhruba polovina ptipadu jde
na vrub jedinému onemocnéni, ICHS. Je proto pochopitelné, ze usili klinickych a
experimentalnich kardiologti je vedeno snahou tuto nepfiznivou situaci pozitivné ovlivnit. Jde
vSak o ukol nadmiru obtizny a lze predpokladat, Ze jeho splnéni si vyzada dlouholety
intenzivni vyzkum, zahrnujici oblasti ,,od molekuly az k [iZku pacienta®.

Podstatou ICHS je nepomér mezi dodavkou a potiebou kysliku a substrati v srde¢ni
bunce. Pfi ischemii v§ak neni naruSena pouze dodavka Zivin, ale i odvod produktt a zplodin
bunécného metabolismu. Pfevahu ziskava anaerobni zpracovani zivin, metabolity se hromadi
v tkani, dochdzi k poruse iontové a neurohumoralni homeostazy a v kone¢ném dusledku je
narusena kontraktilni funkce srde¢niho svalu. Rozhodujici roli v celém procesu hraje Cas,
vymezujici hranici mezi reverzibilnim a ireverzibilnim poskozenim: zatimco ndasledky
kratkodobé ischemie jsou prakticky plné reverzibilni, déletrvajici omezeni perfuze vede
k trvalému ovlivnéni zakladnich funkci srdeénich bunék. Aktivaci anaerobni glykolyzy
dochazi k hromadéni laktatu a ostatnich metabolitt, pH uvnitf bunék klesa a zasoby ATP se
postupné vycerpavaji. Kone¢nou fazi omezeni perfuze je smrt a rozpad bunky, at’ jiz cestou
nekrotickou ¢i apoptotickou; vyviji se infarkt myokardu. Jedinou moZnosti, jak tomuto
procesu piedejit, 1 ho alespoil omezit, je v€asné obnoveni priitoku krve koronarnim fecistém
a tim i obnoveni dodavky kysliku srdecni burce.

Rozsah ischemicko-reperfuzniho poskozeni srde¢niho svalu nezavisi pouze na
intenzité a délce trvani ischemického inzultu, ale také na odolnosti srdce k nedostatku kysliku.
Je znamo, Ze odolnost se v prib&hu ontogenetického vyvoje méni: nejvyssi je té€sn€ po
narozeni a poté az do dospélosti postupné klesa. Existuje mnoho faktort, které jsou schopny
odolnost srdce k nedostatku kysliku ovlivnit, jednoznacné vysvétleni mechanizmu odolnosti
v8ak dosud chybi. V poslednich letech se do popfedi zdjmu dostala analyza ulohy
mitochondrii pfi ischemicko-reperfuznim poskozeni a jejich potencidlni ucast v
kardioprotektivnich mechanizmech v pribéhu ontogenetického vyvoje.

V dospélé srdecni burnice je cca 30 % objemu tvofeno mitochondriemi, které

zpracovavaji substrat cestou aerobni fosforylace. Jsou to pravé€ mitochondrie, jeZ jsou schopny



kryt vysoky energeticky obrat, vyZzadovany pracovnimi naroky srde¢niho svalu. Tato
skute€nost méa vsak své vyhody i nevyhody: za pfitomnosti kysliku je efektivita premény
energie v srdci diky mitochondriim vysokd, za hypoxie se z vyhody stava nedostatek. Burika
je nucena spolehnout se na produkci ATP cestou omezeného a neefektivniho anaerobniho
zpracovani glukozy, které jen s obtiZzemi pokryva pozadavky myokardu.

Kdyz Peter Mitchell obdrzel Nobelovu cenu za formulaci ,,Chemiosmotické teorie
oxidativni fosforylace®, povazovala védecka spolenost otazku mitochondrii za vyfeSenou
{Mitchell a Moyle, 1967} — predpokladalo se, Ze jejich jedinou ulohou je tvorba ATP pro
potieby bunék. V poslednich letech se vSak ukazuje, zZe mitochondrie zasahuji také do
procest, které s energetickym metabolismem pfimo nesouviseji. Kromé své tradiéni ulohy,
produkce ATP, zastavaji mitochondrie v srde¢ni bunce jesté fadu dalSich funkci, a to jak za
fyziologickych, tak patologickych podminek - zasahuji predevsim do regulace vapnikové
homeostazy, produkce kyslikovych radikdli a procesu bunééné smrti. Tésny vztah
mitochondrii a buné¢ného metabolismu pak nutné vede k otazce, zda jejich funkce néjakym
zpusobem nesouvisi s mechanizmem odolnosti srdce k nedostatku kysliku.

Ukolem této dizertaéni prace je prispét k objasnéni ulohy mitochondrii v mechanizmu

odolnosti srdce k nedostatku kysliku v pribéhu ontogenetického vyvoje.



LITERARNI PREHLED

FYLOGENETICKY VYVOJ MITOCHONDRII

Mitochondrie jsou semiautonomni bunécné organely, které od doby svého objevu
Kollikerem v roce 1857 pritahuji stale vice pozornosti védecké verejnosti. Na zakladé mnoha
experimentl se postupné odkryva jejich obrovsky vyznam v bunééném cyklu zivota a smrti.

Proces zkoumani mitochondrialniho genomu vedl od nékolika vyvojovych
predchiidctt mitochondrii k uzké skupiné a-proteobaktérii, ricketsiim, jejichZz hlavnimi
predstaviteli jsou obligatni intracelularni parazité roda Rickettsia, Anaplasma a Ehrlichia. Ty
Jsou dnes povazovany za nejblizsi eubakterialni pribuzné mitochondrii {Gray a spol., 1999}.
Tito prapivodci mitochondrii pronikli zhruba pred pildruhou miliardou let do nitra
eukaryotickych hostitel a poskytli jim své oxidaéni schopnosti. Umoznili tak puvodné
anaerobnim organizmim efektivngj$i preziti za ptitomnosti kysliku, ktery byl pro vétSinu
organizmi, Zijicich v t¢ dob¢, toxicky. V priibéhu vyvoje endosymbiotické prokaryotické
bunky velkou ¢ast svého genomu redukovaly: nékteré €asti byly inkorporovany piimo do
genomu hostitelské bunky a mnoho funkei jiz byla schopna zajistit hostitelska burika. Piivodni
intracelularni parazité¢ tak zacali Zit s hostitelskym organizmem v symbidze a postupné se
specializovali do podoby sou¢asné mitochondrie.

Schopnost oxidovat organické substraty skytda mnohem efektivn&j$i vyuziti energie
nez jejich zpracovani bez vyuziti kysliku. Tato vlastnost mitochondrii je pro bunéény

vvvvvv

vznika v mitochondriich v procesu oxidativni fosforylace {Skulachev, 1999}.
STRUKTURA MITOCHONDRIE

Mitochondrie jsou organely ovalného tvaru s variabilni velikosti v fadu jednotek
mikrometrii. V buiikach jsou Casto organizovany do slozit¢ se vétvicich retikulérnich siti,
vykazujicich zna¢nou fluiditu, zvlast¢ u délicich se bun¢k {Bereiter-Hahn, 1990; Bereiter-
Hahn a Voth, 1994}. UloZeni mitochondrie v dospélych buiikach rozhodné neni chaotické, u
diferencovanych bunék byla pozorovana distribuce do specifickych regionl cytoplazmy
{Porter a Bonneville, 1973}. Tvar a organizace mitochondrii se mohou v prabéhu urcitych

onemocnéni ménit {Nishino a spol., 1998; Arbustini a spol., 1998}.



Struktura mitochondrie je maximalné uzptsobena hlavni funkci — produkei ATP. Od
cytoplazmatického okoli je oddélena dvojitou membranou: vnéjsi, kterd je propustnd pro
proteiny do velikosti 5000 Da, a vnitini, kterd vymezuje prostor pro mitochondrialni matrix a
je propustnd pouze prostfednictvim specifickych transportnich proteini (obr. 1). Vnitini
membrana, na které se nachdzeji predevSim enzymy oxidativni fosforylace, je tvofena
kristami, které zvétsuji efektivni povrch pro energetickou pfeménu. Tvar a pocet krist je rizny
a odpovida intenzit¢ oxidativniho metabolismu v dané burice — napfiklad mitochondrie
srde¢niho svalu maji kristaci mnohem hust§i neZ mitochondrie pochdzejici z jinych tkani
{Nicholls a Ferguson, 1992}. Mitochondrialni matrix je charakterizovana piedev§im obsahem
mtDNA, RNA, enzymy Krebsova cyklu a B-oxidace mastnych kyselin. MtDNA obsahuje
celkem 13 gend, které koduji nékteré proteiny oxidativni fosforylace, geny ostatnich soucasti
respiraéniho fetézce jsou soucasti genomu buriky. Vné€j$i a vnitini membrana vymezuji
intermembranovy prostor, ktery obsahuje pfedev§im proteiny ucastnici se apoptotické

kaskady (prokaspazy a cytochrom c) {Weiss a spol., 2003}.

matrix
kristy

intermembranovy
prostor

denzni granula

vnitini membrana

vnéjsi membrana

Obrazek 1: Struktura mitochondrie
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ONTOGENETICKY VYVOJ MITOCHONDRII V SRDECNI BUNCE

V raném postnatalnim obdobi je usporddani organel v srde¢ni burce dosti chaotické;
to se vSak v pribéhu vyvoje méni. Mitochondrie se postupné organizuji do dvou hlavnich
populaci: subsarkolemalni a interfibrilarni {Palmer a spol., 1977}, interfibrilarni populace
(IFM) se nachdzi mezi myofibrilami, subsarkolemélni (SSM) pak pod plazmatickou
membranou a v okoli buné¢ného jadra. Obé populace se od sebe lisi i z biochemického
hlediska (IFM ma vy33i obsah 1 aktivitu oxidativnich enzymu) a odli§né se chovaji za riiznych
patologickych situaci (vapnikové pretiZeni, ischemie, starnuti, kardiomyopatie) {Palmer a
spol., 1986; Piper a spol., 1985}. Jasny strukturalni ukazatel, ktery by umoznil ob& populace
v srde&ni burice odlisit, viak zatim nalezen nebyl {Skarka a O3tadal, 2002} .

V prabéhu ontogenetického vyvoje se vyznamné meéni charakter metabolismu
srdecniho svalu. Vraném postnatdlnim obdobi v srdci pievaZuje anaerobné-glykolytické
zpracovani Zivin, postupné se vSak za¢ina uplatriovat oxidativni typ metabolismu a dospé€lé
srdce je témé&r ze 100 % zavislé na vysoce efektivni produkci ATP cestou acrobni fosforylace,
pfiCemz hlavnim substratem se stavaji mastné kyseliny (MK) (tvofi 60-70 % substratua
oxidativniho metabolismu {Van der Vusse a de Groot, 1992}, zbytek pokryji glukdza, laktat a
ketolatky {Jeffrey a spol., 1995}). Zavislost nezralého srdce na glykolyze lze vysvétlit nizsi
kapacitou pro zpracovani MK, ktera je ddna nezralosti transportnich systémi MK (zejména
karnitin-palmitoyl transferaza) a pravdépodobné i nedostatkem karnitinu {Warshaw, 1970 a
1972}. Podobn¢ i nékteré enzymy respiracniho fetézce a Krebsova cyklu, nékteré cytochromy
a karnitin maji v nezralém myokardu nizsi aktivitu {Bass a spol., 2001; Dowel a Fu, 1998;
Veerkamp a spol., 1985}. Uvedené informace vSak nelze zobecnovat, protoZze postnatalni
maturace enzymu je druhové specificka {Bass a spol., 2001}. S orientaci nezralé srde¢ni
buiiky na glykolyticky metabolismus jsou spojeny i vyssi zasoby glykogenu a aminokyselin;
to miZe v prabéhu hypoxie predstavovat vyhodu {Ostadal a spol., 1999}. V dospélém
myokardu je sice energetickd pfeména diky véEtSi schopnosti zpracovavat substraty
v pritomnosti kysliku efektivngjsi, avSak pii jeho nedostatku se vyhoda ztraci: srdce mladéte,
které je naproti tomu méné zavislé na dodavce kysliku, je k jeho nedostatku vyrazné odolngjsi

{Ostadal a spol., 1999; Ost'adalova a spol., 1998; Riva a Hearse, 1991b}(obr. 2).
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Obrazek 2: Ontogeneticky vyvoj citlivosti srdce k ischemii u potkana {Ostadalova a spol.,
1998, Riva a Hearse, 1991b}

MITOCHONDRIALNI FUNKCE

Membranovy potenciil mitochondrie a produkce ATP

V prub&hu zpracovani potravy organizmus vyuziva dva hlavni substraty — glukézu a
MK. V cytoplazmé je glukéza v procesu anaerobni glykolyzy §tépena za vzniku pyruvatu a
dvou molekul ATP. Po transportu pyruvatu do mitochondrie dojde za ucasti enzymatického
komplexu pyruvat dehydrogenazy k jeho pfemén¢ na acetyl koenzym A (acetyl-CoA), vstupni
substrat Krebsova cyklu. V mitochondriich je pak z pyruvatu za pomoci kysliku ziskano
dalsich 30 molekul ATP, coz je 15 x vice nez v glykolytickém procesu bez ucasti kysliku.

V Krebsové cyklu je acetyl-CoA pomoci elektronovych prenaseét FAD™ a NAD" postupné
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oxidovan na oxid uhli¢ity. Produkty Krebsova cyklu jsou tedy redukované formy FAD"
(FADH,) a NAD" (NADH), 1 molekula GTP a jako odpadni produkt 2 molekuly CO,.

Proces oxidace MK zaina jejich transportem do mitochondrie. Enzym acyl-CoA
syntaza (thiokinaza), nachazejici se na vn&jsi mitochondrialni membrang, esterifikuje MK na
acyl-CoA, ¢imZ je aktivuje a pfipravi pro nékolikastupfiovy transport do mitochondridlni
matrix. Aktivované MK nejprve volné€ vstupuji do mezimembranového prostoru, kde jsou pak
za Ucasti karnitinu a dvou karnitin-palmitoyl transferaz (CPT 1 a CPT II) transportovany do
matrix. V cyklickém procesu beta-oxidace jsou MK postupné §tépeny, vznika acetyl-CoA a
redukované formy FAD" (FADH,) a NAD" (NADH). Elektronové pienasete FAD" a NAD"
prenaseji vysokoenergetické elektrony, pochéazejici jak z beta-oxidace MK, tak z Krebsova
cyklu, na komplex respira¢nich enzymi neboli elektronovy transportni systém, kli¢ovy prvek
aerobniho zpracovani substratu. Energie ziskand oxidaci Zivin se pfevadi do makroergnich
vazeb ATP téméf se 40 % ucinnosti; efektivita energetické pfemény v mitochondriich je tedy
pomé&rn¢ vysoka.

Respiraéni fetézec tvori Ctyfi proteinové komplexy (néktefi autofi zahrnuji mezi
respiracni komplexy 1 ATP syntdzu a ta je potom oznaCovana jako V. komplex), jejichz
ukolem je prenos elektroni z FADH,; a NADH na kone¢ny akceptor - kyslik; to by nebylo
mozné bez pritomnosti tzv. prostetickych skupin respira¢nich komplext (hem, flavin, Fe-S
centra, ionty kovi). Transport elektronli zacina na komplexu I (NADH-CoQ reduktaze)
oxidaci NADH, kde dochazi k ptenosu elektroni na koenzym Q. Ten, jako jediny
neproteinovy pienase¢ elektronu v respiraénim fetézci, akceptuje elektrony jak z komplexu I,
tak z komplexu II (sukcinat-CoQ reduktazy) a pfedava je na komplex III (QH,-cytochrom ¢
(oxido) reduktazu). Horizontalni transport elektronli (v roviné membrany) dale pokracuje na
cytochrom ¢, kde jsou elektrony v procesu oxidace cytochromu ¢ enzymatickym komplexem
[V (COX) pfeneseny na molekularni kyslik. Sloucenim elektronu s kyslikem a vodikovymi
ionty vznika jako kone¢ny produkt oxidace voda (a v Krebsové cyklu CO,).

V pribéhu horizontalniho transportu elektronti na kyslik pumpuji respiratni komplexy
I, Il a IV protony z matrix pfes vnitini membranu do mezimembranového prostoru a na
membrané tak vznikd negativni protonovy gradient (-150 aZ -180 mV). Ten je spolu s pH
gradientem hlavni soucasti MMP, jehoz velikost charakterizuje energeticky stav mitochondrie
(obr. 3). Protonovy gradient je hybnou silou ATP syntdzy pii fosforylaci ADP na ATP.
Nezbytnym prvkem v procesu tvorby ATP je ANT, ktera podle momentélnich metabolickych
potieb zajist'uje transport ATP a ADP do cytoplazmy a zpét. Produkce ATP v mitochondrii
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probiha na principu elektrochemického sptazeni; tento fenomén popsal Mitchell {1961}, za

coz v roce 1978 obdrzel Nobelovu cenu.

MPT pér
PBR
z 5’,'{‘»7&5.,(
i Sl
VDAC VDAC
ETS UCP  mitoK,, ATP-asa ANT
CykD
soluty

Obrazek 3: Struktura vnitini mitochondrialni membrany. H* - vodik, K* - draslik, P — fosfat,
ATP - adenosintrifosfat, ADP — adenosindifosfat, ETS — elektronovy transportni systém, UCP —
Luncoupling® protein, mitoKxrp — mitochondridini na ATP zavislé draslikové kandly, MPT por —
~mitochondrial permeability transition" pér, VDAC — napétové fizeny aniontovy kanal, ANT — adenin

nukleotid translokaza, CykD — cyklofilin D, PBR - periferni benzodiazepinovy receptor

Rozprahovaci proteiny (UCP)

Rozptahovaci proteiny tvofi homologni podskupinu mitochondridlnich transportnich
proteint a jsou pravdépodobné odvozeny z protonovych/aniontovych kanali. Nachazime je
v riznych tkanich, kde ovlivituji produkci ATP, pomé&r NAD/NADH a zasahuji do regulace
riznych metabolickych procest. V neposledni fad€ se uplatiiuji v mechanizmu tvorby ROS a
bunééné antioxida¢ni obrany.

Hlavni funkci UCP je pfeména energie, ziskané oxidaci substrat(i, na teplo. UCP se
nachazeji na vnitini mitochondridlni membrané, kde umoziuji protoniim volny prostup ve

sméru elektrochemického gradientu zpét do mitochondrialni matrix. Tim snizuji MMP, ktery
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vyuziva ATP syntaza pii fosforylaci ADP na ATP. Lze tedy fici, Ze ptitomnost UCP zvySuje
protonovou vodivost vnitini mitochondridlni membrany a snizuje efektivitu tvorby ATP; tento
efekt se nazyva rozprazeni oxidativni fosforylace a zminéné proteiny jsou proto oznacovany
jako ,,rozptahovaci®.

V sou€asné dobé je znamo 5 podtypi UCP — UCPI-UCPS5 {Erlanson-Albertsson,
2003}, ptiCemz jejich distribuce a Uloha v tkanich se li§i. Jako prvni byl pred 30 lety objeven
UCPI, a to vhnédém tuku malych savcl, kde je jeho hlavni ulohou tzv. netfesova
termogeneze — proces, pii kterém si organizmus zajiSt'uje teplo jinou cestou nez svalovym
ttesem {Nicholls a Locke, 1984}. UCPI hraje hlavni roli v adaptaci savct na nizkou okolni
teplotu {Enerback a spol., 1997} a v mechanizmu obrany proti obezité, vyvolané dietou
s vysokym obsahem tuku {Portillo a spol., 1998; Rippe a spol., 2000}. U ostatnich UCP neni
efekt rozptazeni oxidativni fosforylace tak vyrazny, proto fada autor o jejich funkci
pochybuje. UCP3 je exprimovan pouze v srdci, kosternich svalech a hnédém tuku; UCP2 a
UCPS5 lze nalézt ve vétSine ostatnich tkani, pficemz jejich obsah ve svalech je relativné nizky
{Ricquier a Bouillaud, 2000; Yu a spol., 2000; Pecqueur a spol., 2001}. Zatimco UCP2
pravdépodobné hraje roli v obrané bunky proti radikdlovému poskozeni {Arsenijevic a spol.,
2000}, UCP3 se ucastni regulace lipidového metabolismu jako cyklicky transportér mastnych
kyselin; jeho zvySena exprese byla prokdzana u hladovéjicich organizmii {Cadenas a spol.,
1999; Hildebrandt a Neufer, 2000}. U obou uvedenych rozptfahovacich proteini byl

pozorovan i urity vliv na bazalni metabolismus {Bouchard a spol., 1997}.
Mitochondrie a vapnikova homeostaza

KliCovymi regulatory hladiny véapniku vsrdecni buice jsou predevSim
sarkoplazmatické retikulum, sarkolema a regula¢ni proteiny; na regulaci bunétné hladiny
vapniku se vSak podileji také mitochondrie {Duchen, 1999; Gunter a spol., 2004}.
Mitochondrie prijimaji vapnik diky existenci MMP; za normalni situace je vapnik
transportovan do matrix; pfi poklesu MMP, napi. v priibéhu ischemie, se sekvestrace kalcia
mitochondrii snizuje.

Prenos vapniku pfes vnitini mitochondridlni membranu zajiStuji ¢tyfi transportni
mechanizmy: dva pro prenos do mitochondrif a dva pro pfenos ven {Gunter a spol., 2004}. Za
prestup kalcia do mitochondrie je odpovédny jednak Ca** prenase¢ (uniporter), ktery pracuje
na principu elektrogenniho transportu, jednak mechanizmus ozna¢ovany jako RaM (,rapid

mode®). Ten je charakteristicky pfedevSim vysokou rychlosti transportu, avSak principielné
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jej od uniporteru nelze odlisit. O transport vapniku pfes vnitini membranu smérem
z mitochondrie se staraji dva elektroneutralni vyméniky: na sodiku zavisly 2Na‘/Ca*" a na
sodiku nezavisly Ca*'/2H" vyménik. I kdyZ na transportu kalcia z mitochondrie se podileji
oba, v srde€ni mitochondrii ma dominantni postaveni typ vyméniku zavisly na sodiku.

Akumulaci vapniku ovliviiuji mitochondrie aktivitu oxidativni fosforylace a MPT poru
(a tim 1 proces apoptdzy). Jiz mirné zvySeni cytosolického vapniku ma vyrazny vliv na
aktivitu tfi dehydrogenazovych komplexi Krebsova cyklu v mitochondrialni matrix: pyruvat
dehydrogenazy, NAD -izocitrat dehydrogenazy a 2-oxoglutarat dehydrogenazy {Denton a
McCormack, 1980}. To vede k signifikantnimu zvy$eni poméru NADH/NAD" {Pralong a
spol., 1992; Duchen a Biscoe, 1992} a v kone€ném dusledku ke zvyseni vykonu oxidativni
fosforylace v bunice. Odpovéd’ mitochondrie na zvyseni cytoplazmatické hladiny vapniku je
velmi rychld, stejné jako zpétné vyplaveni vépniku z matrix ven. Tim se mitochondrie
pravdépodobné brani vlastnimu poSkozeni a pfipadné aktivaci MPT péru (jednim z faktorti
regulujicich aktivitu péru je koncentrace véapniku), zaroven vSak poskytuje velmi rychlou
odpovéd’ na buné€nou vapnikovou signalizaci. Tento fenomén se v srdci uplatriuje v procesu
sprazeni excitace-kontrakce, a to jak za fyziologickych podminek {Trollinger a spol., 1997;
Bowser a spol., 1998}, tak za patologickych stavii, charakterizovanych pietizenim bunky
véapnikem {Ishide a spol., 1990; Lopez a spol., 1995}.

Utast mitochondrii na regulaci vapniku je nesporna; zatim se viak nepodatilo
uspokojivé vysvétlit jejich dvoji ulohu: sniZeni nasledk vapnikového pretizeni a obnoveni
fyziologické ¢innosti bunky akumulaci kalcia kontrastuje s faktem, Ze takto vznikla vysoka
hladina intramitochondrialniho vapniku je jednim z faktorii aktivace mitochondrialniho MPT
poru, ktery se klicovym zptisobem podili na spusténi apoptotického procesu (a tim na buné¢né

smrti).

»sMitochondrial permeability transition pore“ (MPT pér)

Za uréitych okolnosti se mezi mitochondridlni matrix a cytoplazmou muizZe vytvofit
velky komplex proteini vnitini a vnéj$i membrany, ktery otevird cestu pro vyménu solut
mezi ob&ma systémy. Protoze hlavnim znakem tohoto jevu je vysokd permeabilita
mitochondridlni membrany, oznaduje se tento proteinovy komplex jako ,,permeability
transition pore* (MPT pore) {Crompton, 1999}.

Struktura MPT péru neni zatim zcela jasna, ale predpoklada se, Ze sestava

z mitochondridlnich membranovych proteinli, a to predevS§im z porinu (VDAC) a ANT
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{Zamzami a Kroemer, 2001}. VDAC se za normalnich okolnosti nachdzi na vng&jsi
mitochondrialni membrané a je propustny pro molekuly o velikosti do 5000 Da. Zajituje tak
volnou vymeénu respiracnich substrath, jako napi. NADH, FADH,, ATP a ADP mezi
cytoplazmou a intermembranovym prostorem. Vnitfni mitochondridlni membrana je naproti
tomu prakticky nepropustnd. Dojde-li k aktivaci kandlu, v oblasti kontaktnich mist obou
membran (mista, kde je vnitini membrana nejblize vnéjsi) se vytvoii spojenim VDAC a ANT
velky por a propoji matrix scytoplazmou. Bylo zjiSténo, Ze faktory, zvysuyjici
pravdépodobnost otevieni MPT péru, jsou predev§im nizkd hladina ATP, wvysoka
intramitochondrialni koncentrace vapniku a zména pH {Halestrap a spol., 2004}. V srde¢nim
svalu se MPT otevira pfedev§im v priibéhu ischemicko-reperfuzniho poSkozeni. Otevieny por
umoznuje volnou vyménu vody a soluti do velikosti 1500 Da mezi mitochondrialni matrix a
cytoplazmou buriky; pro mitochondrii to znamena vazné naruSeni vnitiniho prostedi, dochazi
k rozvratu metabolické rovnovahy. V dasledku rychlého poklesu potencidlu na vnitini
membrané dochézi zahy k rozptazeni oxidativni fosforylace (tj. k pferuSeni pfemény energie,
ziskané oxidaci, na ATP), produkce ATP ustava; n¢kdy dokonce ATP-syntaza v reverznim
chodu St¢pi ATP ve snaze zachovat membranovy potencidl. ATP je v bunce rychle
spotfebovan, pficemz syntéza nového nefunguje, vétSina metabolickych procesii bunky je
naruSena. Dal$im disledkem otevieného MPT poru je zvySend produkce ROS; poskozeni se
tim potencuje a oteviraji se dalsi MPT péry. Diky volnému proudéni vody a solutl mezi
mitochondrialni matrix a cytoplazmou dochazi k naruseni iontové rovnovahy, mitochondrie
bobtna, kristy postupné mizeji a vné€j$i membrana se rozpada. Z mezimembranového prostoru
se do cytoplazmy uvoliluje cytochrom ¢, ktery v souhie s Apaf-1 a prokaspazou 9 (prekurzor
enzymu ze skupiny cysteinovych proteaz, které po aktivaci vedou k rozpadu burky) vytvari
tzv. apoptosom, ktery miZe nastartovat proces bunécné smrti.

Kli¢ovou soucasti aktivace MPT poru se zda byt cyklofilin D, maly mitochondrialni
protein, ktery byl pojmenovan diky své schopnosti vazat se na imunostatikum cyklosporin A.
Cyklosporin A inhibuje jeho navazani na ANT, ¢imZ vyrazné omezuje aktivitu MPT péru. U
my$i, postradajicich gen pro cyklofilin D, byla pozorovana vysoké odolnost k nekrotickému
poskozeni bun€k nasledkem oxidativniho stresu a vapnikového pretizeni {Baines a spol,,
2005; Nakagawa a spol., 2005}. Podobny efekt byl rovnéZ pozorovan v pokusech, kdy se
k blokadé MPT poéru pouzivaji inhibitory cyklofilinu D {Di Lisa a spol., 2001; Clarke a spol.,
2002}.

O tom, zda se burika vyda cestou apoptotické ¢i nekrotické smrti, rozhoduje nékolik

faktorti. Apoptoticky proces je charakteristicky predevSim zdvislosti na dodavce ATP,
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zatimco nekroticky proces je spiSe vyvrcholenim kompletniho metabolického a energetického
kolapsu. V nejnove€jSich pracich se ukazuje, Ze MPT pér se uplatiiuje predevsim
v nekrotickém typu bunééné smrti, kde je aktivovan oxidativnim stresem a vysokou hladinou
vapniku {Baines a spol., 2005; Nakagawa a spol., 2005}. Naopak tloze pdru v apoptotickém
procesu se jiZ nepfisuzuje takovy vyznam, jako piivodné. U mysi postradajicich gen pro
cyklofilin D nebylo pozorovano naruseni apoptotické kaskady vyvolané cestou Bel-2 proteinti
ani radou dalSich proapoptotickych stimultt {Nakagawa a spol., 2005}. Podobné€ Li a spol.
{2004} pozorovali u neuronalnich bunék, které tvofily velké mnoZstvi cyklofilinu D,
zvySenou odolnost vici apoptoze. Presto nelze moznost ucasti MPT péru v apoptdze zcela
zavrhnout; je mozné, ze se zde uplatiiuje pravé jeho pifechodné otevieni {Halestrap a spol.,

2004}

Produkce kyslikovych radikala

Mitochondrie jsou hlavnimi konzumenty kysliku v burnce; neni proto prekvapivé, zZe
hlavni zdroj produkce kyslikovych radikala je tfeba hledat pravé zde. V pribéhu respirace
probihaji v mitochondriich, vedle normdlnich enzymatickych reakci, v nichZ cytochrom ¢
oxidaza redukuje O, na H,O za ucasti Ctyt elektront, 1 neenzymatické jednoelektronové
redukce O, na superoxid (O;"); za normalni respirace jsou takto pfevedena cca 2-4 %
elektront (34, 35). Existence téchto ,,parazitickych® reakci je pravdépodobné nutna z davodu
negativniho redox potencialu vysoce reaktivnich elektronovych pienaSect ve specifickych
mistech oxidativniho fetézce (flavin a ubichinon). Tyto elektronové pienaseCe maji
v podminkach aktivni respirace kratkou Zivotnost, av§ak v klidovém stavu mitochondrie, kdy
je turoven respirace limitovana dostupnosti ADP, jejich Zivotnost roste; stupeil produkce
kyslikovych radikalt tedy stoupa zejména pri nedostatku ADP {Skulachev, 1999}. Vétsina
autort se shoduje vtom, Ze produkce kyslikovych radikalt je odpovédnd za poSkozeni
myokardu v pribéhu ischemie/reperfuze; omezovani jejich produkce by proto mélo byt
poskozeni.

Mitochondrie jsou hlavnim zdrojem produkce ROS, ale obsahuji také mechanizmy,
které ROS likviduji ¢i jejich tvorbu omezuji. Obrana proti radikélovému poskozeni buitky ma
pak nekolik stupni: prvni linii zajiSt'uji mitochondrialni antioxidaéni enzymatické systémy —
mitochondrialni superoxid dismutdza, glutathion peroxiddza a mitochondrialni kataldza {Radi

a spol, 1991}. Jejich tkolem je enzymaticka likvidace kyslikovych radikald a jejich
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meziproduktd na neSkodné latky. Alternativiim mechanizmem, ktery na rozdil od
antioxidantl tvorbu kyslikovych radikalt omezuje, je tzv. ,,mild uncoupling®. Pfi nedostatku
ADP pracuje respiracni fetézec taktikajic ,naprazdno®, energie ve formé protonového
gradientu neni ATP syntdzou transformovana do makroergnich vazeb ATP, MMP dosahuje
svych maximalnich hodnot a produkce ROS stoupa. Skulachev {1999} predpoklada, Ze v této
fazi vstupuji do hry rozprahovaci proteiny, a to tak, Ze mimé& zvySuji vodivost vnitini
membrany pro protony a tim snizuji MMP (mild uncoupling). Experimentalné bylo
prokazano, ze mirné snizeni MMP (cca o 15 %) v srdecni burice, kdy jesté neni ovlivnéna
tvorba ATP, desetinasobné redukuje produkci H,O, {Korshunov a spol., 1998}. V pribéhu
déletrvajiciho oxidacniho stresu, napf. v prib&hu ischemicko-reperfuzniho poskozeni
srde¢niho svalu, dochazi k aktivaci dal§iho stupné antioxidacni ochrany buiiky — otevieni
MPT poru. To vede predevSim k vyraznému poklesu membranového potencidlu a
k rozprazeni oxidativni fosforylace. Syntéza ATP je vtakové mitochondrii kompletné
zastavena. Nasledkem otevieni péru dojde k naruSeni mitochondridlni funkce, bobtnani a
rozpadu mitochondrie, ktera je za velké mnozstvi kyslikovych radikala odpovédna. V piipadé,
Ze je zasaZeno vice mitochondrii, zvySuje se 1 moZnost aktivace apoptotického procesu; smrt
bunky produkujici radikdly pak predstavuje nejvySsi stupenn obrany proti oxidanimu
poskozeni (obr. 4).

Role mitochondrii v procesu bunécéné smrti

Obecné se soudi, ze mitochondrie se na buné¢né smrti mohou podilet tfemi hlavnimi
mechanizmy (které se navzajem Castecné prekryvaji): (i) rozvratem elektronového transportu,
oxidativni fosforylace a produkce ATP, (ii) produkei proteint, aktivujicich kaspazovy systém

protedz a (iii) zdsahem do buné¢ného redox potencialu {Green a Reed, 1998} .

i) Rozvrat elektronového transportu

NaruSeni elektronového transportu znamend naruSeni podstaty energetického
metabolismu: energie, ziskana oxidaci Zivin, nemtze tak byt v mitochondrii pfevedena do
makroergnich fosfatovych vazeb ATP a vétSina kliC¢ovych enzymatickych reakci bunééného
metabolismu se zastavi. Pro mitochondrii je proto z hlediska zachovéani zékladni funkce —
oxidativni fosforylace — dulezité udrzovat MMP. Proto jakékoliv porucha elektronového
transportniho systému (nedostatek kysliku, nedostatek substratli, blokatory jednotlivych

oxidativnich komplexti, vady genl oxidativnich komplexd) vede okamzite¢ k poklesu
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naruseni elektronového transportu lze proto oéekavat ve tkanich s vysokym energetickym

obratem a tedy nizkou odolnosti k nedostatku kysliku, napf. v mozku a srdci.

ii) Kaspdzovy systém a apoptoza

Obecné se soudi, Ze rozhodujici ulohu pfi samotném poskozeni bunky v apoptotickém
procesu hraji cysteinové protedzy, které se fadi mezi tzv. kaspazy. Jde o systém enzymd, jenz
se fetézové aktivuje na slozitou apoptotickou signalizaci, charakterizovanou poruSenim
mitochondrialni membrany s naslednym uvolnénim cytochromu ¢, prokaspazy 9 a Apaf-1.
Aktivace kaspazového systému vede vkoneéném disledku k naruSeni fady bunécnych
procesti a rozpadu buriky apoptotickou cestou.

Apoptdza predstavuje komplikovany proces, do jehoz fizeni je zapojena cela fada
mechanizm; v kone¢ném disledku jde o altruisticky zplisob bunééné smrti — dochazi
k odstranéni vybrané bunky bez negativniho vlivu na okolni tkan. Aktivace tohoto procesu
muize mit celou fadu pricin, ale zda se, Ze klicovou roli zde hraje mitochondrie a v ni
piedev§im MPT pér; ukazalo se, Ze blokatory MPT péru (cyklosporin A, sanglifehrin A,
kyselina bongkrekova) lze apoptézu experimentalné kompletné zablokovat {Zamzami a spol.,
1996; Di Lisa a spol., 2001; Halestrap a spol., 2004}. I kdyz prace Nakagawy {a spol., 2005}
a Bainse {a spol., 2005} jsou s pfedchozim tvrzenim v rozporu a nepfisuzuji MPT poéru
v apoptéze kliCovou roli, jeho role v mechanizmu ischemicko-reperfuzniho poskozeni je

velmi pravdépodobna {Di Lisa a Bernardi, 2006}.

iii) Zasah do bunécného redox potencidlu
Jak jiz bylo uvedeno, mitochondrie jsou hlavnim zdrojem kyslikovych radikala
v burice a pfi jejich nadmémé produkci dochazi k vaznému poSkozeni vSech bunéfnych

systému s moznosti bunééné smrti {Von Harsdorf a spol., 1999}.
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Obrazek 4: Mitochondrialni obrana proti oxidacnimu stresu. A: za normalnich respiracnich
podminek respiracni retézec (RR) produkuje cca 2-4 % kyslikovych radikald (ROS). B: Vyssi
koncentrace kysliku v burice a vysoky MMP zvysuji produkci kyslikovych radikald. Prvnim stupném
mitochondrialni obrany proti radikallim jsou antioxidacni enzymy. C: DalSi stupen obrany spociva
v mirném zvySeni vodivosti vnitfni mitochondrialni membrany pomoci protonoforickych proteind (UCP).
Zatimco produkce radikald se vyrazné snizi, tvorba ATP zlistava prakticky beze zmén. D: Pokud dojde
ke kritickému snizeni MMP, miize dojit k pfechodné aktivaci MPT péru. E: Protrahovany oxidativni
stres vede k trvalému otevieni MPT poru, poklesu MMP a rozpfaZeni oxidativni fosforylace. Ve snaze
zachovat MMP miiZze dochazet i ke Stépeni ATP Cinnosti ATP syntazy v reverznim chodu. V konecné
fazi dojde ke smrti buriky bud’ nekrotickou ¢i apoptotickou cestou (v pripadé dostatecného mnozstvi
ATP). Odstranéni bunky produkujici oxidativni radikdly pak predstavuje posledni stupen obrany proti

radikalovému poskozeni tkané.
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CITLIVOST NEZRALEHO SRDCE K NEDOSTATKU KYSLIKU

Jak jiz bylo uvedeno, odolnost srdce k nedostatku kysliku se v pribéhu vyvoje
charakteristickym zplisobem méni. Zavisi na schopnosti organizmu zajistit dostate¢né
mnoZstvi kysliku pracujicimu myokardu, coz je dano souhrou mnoha faktord, napf. pritokem
krve myokardem a kapacitou krve pro prenos kysliku na strané jedné a funkénim stavem
srdec¢niho svalu (kontraktilni funkci, tepovou frekvenci, systolickym napétim stény myokardu,
externi zatézi, bazadlnim metabolismem) na strané druhé. ProtoZe vétSina z téchto faktoru se
béhem vyvoje vyrazné meéni, neni piekvapivé, Ze dochazi i ke zménadm odolnosti srdce

k nedostatku kysliku {ptehled viz Ost’adal a spol., 1999; Chvojkové a spol., 2006}.

Odolnost srdce k hypoxii

Je tfeba konstatovat, ze z patofyziologického hlediska se vyznamné 1isi efekt
hypoxické hypoxie a ischemie. V prvnim pfipadé je sice sniZen ptfivod kysliku, ale
odstrafiovani (clearance) metaboliti je zachovano, takze zmény pH jsou minimalni. U
ischemie, vznikajici sniZzenim ¢i zastavou prutoku koronarnimi cévami, je dodavka kysliku
rovnéZ snizena, avSak navic je omezena i clearance metabolitli; pH v postizené tkéani se tak
vyrazné snizuje.

Prvni informace o vyvojovych zménach odolnosti srde¢niho svalu k nedostatku
kysliku pfinesly prace studujici doby preziti potkana, kocky, psa, morcete a kralika
v anoxickych podminkach {Fazekas a spol., 1941}. Bylo prokazano, ze u kazdého druhu je
doba preziti nepfimo umeérna zralosti novorozence. Schopnost novorozenct odoldvat hypoxii
byla v té dobé& ptisuzovana vysokému obsahu glykogenu v srdci a jatrech. Tyto studie vSak
byly provadény na intaktnich zvifatech a vysledek mohl byt nepfimo ovlivnén ucinkem
hypoxie na centralni nervovy systém {Trojan, 1978} a acido-bazickou rovnovahu. Koncepce
vyssi tolerance neonatalniho srdce byla podpofena studiemi, které pozdé€ji provedli Su a
Friedman {1973} a Jarmakani a spol {1978a,b, 1982}. Na modelu perfundovaného
myokardu ukazali, ze 30ti minutova anoxie (perfuzat ekvilibrovan se smési 95 % Ny a 5 %
CO,) méla u novorozeného kralika (stafi 0-2 dny) a psa (0-9 dni) minimalni efekt na
kontraktilni funkci; u obou druhii byl negativni vliv hypoxie imérmy véku. U novorozenct
byla proti dospélym znaéné zvySena produkce laktitu, coZ naznauje, Ze novorozenci jsou

schopni udrzovat v myokardu dospélé hladiny ATP. Dalsi studie na novorozeneckém srdci
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ukazaly, Ze nékteré protektivni parametry, jako zmény v transportu vapenatych iontd
{Jarmakani a spol., 1979; Nakanishi a spol., 1982} a mitochondridlnich funkci {Young a
spol., 1983} po hypoxii ve srovnani s dospeélymi pretrvavaji déle. Podobna vékova zavislost
odolnosti k hypoxii byla pozorovana i u potkant {Ostadal a spol., 1982} ; tolerance izolované
pravé komory, vyjadiena jako obnoveni kontraktility po 20ti minutové dusikové anoxii, byla
signifikantné vys$8i u novorozenych samcu neZ u dospélych jedinci. Ontogeneticky vyvoj
vykazoval bifazicky profil: relativné vysoka odolnost srdce pfi narozeni stoupala az do véku
30 dni (to znamené do konce doby odstavu) jak u samci, tak u samic. AvSak u samct od 30.
do 60. dne odolnost klesala, zatimco u samic se nezménila; dospély samié¢i myokard tak byl k
hypoxii vyznamné odolngjsi. Lze tedy shrnout, Ze citlivost srdce k nedostatku kysliku se
béhem ontogenetického vyvoje signifikantn€ méni a ze ¢asovy prub&h zmén je u samcl a

samic odliSny.

Odolnost srdce k ischemii

Stejné jako k hypoxii je nezraly myokard relativné odolny i k ischemii, a to u kralika
{Baker a spol., 1988}, prasete {Baker a spol, 1990}, psa {Julia a spol., 1990, I a II} a
potkana {Riva a Hearse, 1991a a 1993; Yano a spol, 1987}. Riva a Hearse {1993}
pozorovali, Ze Casové zavislé zmény odolnosti ke globalni ischemii u izolovaného srdce
samce potkana (vyjadiené jako obnoveni systolického napéti po ischemii) vykazuji bifazicky
profil, se vzristem odolnosti od konce prvniho postnatdlniho tydne do doby odstavu a
naslednym poklesem do doby dopélosti. Tento Casovy pribéh je podobny tomu, ktery lze
pozorovat u odolnosti srdce k hypoxii (viz vyse). Detailni analyza tolerance izolovaného srdce
potkana ke globalni ischemii béhem prvniho tydne Zivota ukézala vyznamny pokles od
prvniho do sedmého dne, naznadujici mozny trifazicky profil ontogenetického vyvoje
citlivosti srdce k ischemii, alespori u potkana {Ostadalova a spol., 1998} (obr. 2). Citlivost
neonatalniho myokardu k ischemii maze byt druhové specificka: srdce neonatalniho prasete je
k ischemii citlivéjsi nez srdce neonatalniho kralika {Baker a spol., 1995}.

V tomto kontextu je v8ak nutné zminit i prace, které ukazuji, ze nezralé srdce muze
byt k ischemickému poskozeni citlivéjsi nez srdce dospélé {Chiu a spol., 1987; Wittnich a
spol., 1987}. Dle Quantze a spol. {1992} se shora uvedené vysledky liSi diky rozdilnym
parametrim, pouZzitym ke stanoveni tolerance. Tito autofi totiZ sledovali ,,dobu nutnou ke
vzniku ischemické kontraktury* (TIC), jeZ byla u neonatalnich srdci potkana kratsi; uzavieli

proto, Ze nezrala srdce jsou k ischemickému poskozeni citliveéjsi. Naproti tomu v ostatnich
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studiich autofi hodnotili obnoveni funkce komor v reperfuzi: u nezralych srdci do$lo po
ischemii k lepSimu obnoveni funkce, coZ ukazuje, 7e jsou k ischemickym zasahim odolng;jsi.
Vznik ischemické kontraktury je pokladan za pocate¢ni znamku ireverzibilniho poskozeni a
odpovida vycerpani zasob vysokoenergetickych fosfatd. Nevypovida vSak nic o situaci
v reperfuzi a nesvéd¢i o nezvratném poskozeni ventrikularni funkce; TIC tedy neni dobrym
ukazatelem ischemického poskozeni. Navic hodnoceni stupné funkéniho obnoveni
kontraktility po ischemickém inzultu je mnohem bliZe klinickym situacim, ke kterym dochazi

napf. v kardiologii a kardiochirurgii.
Mozné mechanizmy vys$i odolnosti nezralého srdce

Mechanizmy odpovédné za vyssi odolnost nezralého srdce k nedostatku kysliku dosud
nebyly uspokojivé objasnény {Ostadal a spol., 1999} (tab. 1). Lze spekulovat, zda vysvétleni
tohoto fenoménu lze nalézt v nizsich energetickych pozadavcich, vys$§i anaerobni glykolytické
kapacité a vétsich zasobach glykogenu v nezralém srdci {Hoerter, 1976}. Odolnost nezralého
srdce k ischemii miiZze rovnéZ souviset slep$i schopnosti vyuZivat aminokyseliny
transaminaci {Julia a spol., 1990}. Béhem vyvoje se méni téZ mira utilizace ATP {Hohl,
1997} ve zralém srdci dojde rychleji k vy€erpani jeho zasob. Naproti tomu v nezralém srdci
se béhem ischemie akumuluje AMP, coZz umoziuje rychlé doplnéni ATP v reperfuzi; v
dospélém srdci je potfebna syntéza de novo. Tato pozorovani naznacuji, Ze nezraly myokard
je lépe pripraven pro syntézu ATP, coZ je vyhodné v podminkéach nizké dostupnosti substratu.

Dalsim faktorem, ktery se miZe podilet na zvySené odolnosti nezralého srdce, jsou
vyvojoveé zmény Vv transportu Ca’" {Nijjar a Dhalla, 1997}. Homeostéza kalcia je v izkém
vztahu k metabolismu buriky a je obecné pfijatou determinantou tkanového poskozeni jak pfi
nedostatku, tak pfi obnoveni dodavky kysliku. Transport Ca’* se u novorozencti a dospélych
lisi (obr. 5): je znamo, Ze kontrakce myokardu u savcll je zavisla jak na prestupu Ca*™* pres
sarkolemu, tak na uvolnéni Ca®" ze sarkoplazmatického retikula {Fabiato, 1983}. B&hem
vyvoje se viak vyrazné méni vzajemny pomér téchto mechanizmi. Kontrakce neonatalniho
myokardu, ve kterém neni sarkoplazmatické retikulum plné vyvinuto, je ve velké mife zavisla
na toku vapniku pies sarkolemu, pfedevs§im Na*/Ca®" vyménikem. B&hem dal3iho vyvoje se
zvy$uje schopnost sarkoplazmatického retikula akumulovat véapenaté ionty, méni se rovnéz
distribuce vapnikovych kanali a postupné dozrava schopnost uvolfiovat Ca®" ze

sarkoplazmatického retikula {Tanaka a Shigenobu, 1989}. Podobné se zvySuje citlivost
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srde¢nich myofilament k Ca’"; u potkana doséhne dospélych hodnot po dvou tydnech

postnatalniho Zivota {Vornanen, 1997}.

Tabulka 1: MoZné prFiciny vysSi odolnosti nezralého myokardu k ischemicko/reperfuznimu
poskozeni {prevzato z Ost'adal a Kolar, 1999}

| Energetické naroky

1 Glykolyticka kapacita

1 Zasoby glykogenu

| Vychytavani volnych mastnych kyselin
Modifikace katabolickych drah pro ATP
| Produkce volnych kyslikovych radikald
| Citlivost k aciddze

| Citlivost k vapnikovému pretizeni

Nezralé srdce je diky méné€ rozvinutému sarkoplazmatickému retikulu relativné vice
zavislé na transsarkolemalnim vstupu Ca®* a je citlivgjsi k negativné inotropnimu G&inku
antagonistl vapnikovych kanall, jako je verapamil, nifedipin a diltiazem. Davky, které u
dospélych zvitat vyvolaly jen maly negativné inotropni efekt, u novorozenych srdci kontrakci
zastavily {Boucek a spol., 1984; Skovranek a spol., 1986; Kolaf a spol., 1990}. Tato
pozorovani lze oznadit za piekvapiva, protoZe vstup vapniku pfes membranu zajistuje
v nezralém srdci predeviim Na/Ca™ vyménik, ktery neni antagonisty vapniku ptimo ovlivnén.
Zdanlivy rozpor lze vysvétlit zkracenim akéniho potencialu, ke kterému vlivem inhibice
vapnikovych kanali dochazi {Artman a spol., 2002}. Vyvojové rozdily v u¢inku vapnikovych
antagonistd tedy nejsou ziejmé vysledkem zmén v hustoté¢ a afinit¢ L-typu vapnikovych
kanalt {Ostadal a Kolaf, 1999}, nebot’ tyto parametry v srdci potkana dosahuji dospélych
hodnot jiz béhem prvniho tydne Zivota. Podobné se v srdci novorozenych a dospélych kralikl
zasadné neli§i vazebné vlastnosti vapnikovych kanald. Byly vSak popsany vyznamné
vyvojové rozdily v subcelularni lokalizaci téchto kanalti;, béhem zrani jsou soustiedény
v junkénich oblastech wvznikajicich T-tubuld, které jsou spjaty se sarkoplazmatickym

retikulem {Wibo a spol., 1991}. Tento pribéh, spolu se vzrustajici funkéni lohou uvolnovani
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Ca®* ze sarkoplazmatického retikula, miZe vysvétlovat klesajici citlivost k negativné
inotropnimu pusobeni vapnikovych antagonistii béhem vyvoje. Navzdory vyznamnym
mezidruhovym rozdilim je vSak ziejmé, Ze ontogenetické zmény v citlivosti k vapnikovym
antagonistim existuji u vSech savct, vcetné Cloveka, a zaviseji na asovém prib&hu zrani
systému, jeZ ovliviiuji transport Ca>* v srdci a cévach. Klinické pouziti antagonistl kalcia je
proto u détskych pacientll zna¢né limitovano {Artman, 1992; Artman a spol., 2002; Ost'’adal a
spol., 1989,1999}.

ZRALY KARDIOMYOCYT NEZRALY KARDIOMYOCYT
sarkolema L-typ Ca?* kanalu

L-typ Ca?* kanalu l
e N @0

T - tubulus

RyR’——*i H .

SR Na*/Ca?+
vymenik

4
o\.

Na*/K* pumpa l

()
& / \ myofilamenta SR
&

RyR

myofilamenta

Obrazek 5: Transport vapniku ve zralém a nezralém kardiomyocytu. Ve zralém
kardiomyocytu otvird depolarizace membrany napétové zavislé Ca®* kandly (L-typ). Prestup
extracelularniho Ca?* do buriky vyvola uvolnéni Ca** ze sarkoplazmatického retikula (SR) specifickymi
(RyR) Ca®* kandly (calcium-induced calcium release). V nezralém kardiomyocytu chybi T-tubuly, SR
neni dostatené vyvinuté; buriky jsou vice zavislé na prestupu Ca?* sarkolemou cestou Na*/Ca®*

vyméniku (upraveno z Artman a spol., 2002).
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DalSim faktorem, ktery se podili na tkanovém poskozeni, jsou volné kyslikové
radikaly. Dle Southwortha a spol. {1997} produkuje nezralé srdce v reperfuzi méné volnych
radikalt; nejveétSi rozdil pozorovali po 20 minutach ischemie, kdy zralé srdce vytvofilo
Ctyfikrat vice volnych radikali nez srdce nezralé. Jelikoz hlavnim zdrojem kyslikovych
radikald je u tohoto modelu xantin-oxidazovy systém, lze vyvojové zmény schopnosti tvofit
volné radikdly v reperfuzi vysvétlit stimulaci zminéného systému béhem ischemie. Neni viak
jasné, zda se za vyvoje objevuji podobné zmény i v dalSich systémech tvofici volné radikaly.
Déle zstava nejasny presny vztah mezi produkci volnych radikalt a obnovou kontraktilnich
funkei v reperfuzi. Zda se vsak, ze rozhodujici roli hraje pfedchozi ischemické poskozeni
(délka ischemického insultu) {Ost'adal a Kolar, 1999}; termin reperfuzni poskozeni by mél
byt proto nahrazen terminem ischemicko-reperfuzni poskozeni {Bolli a Marban, 1999}.

Dilezitou roli mize také hrat acidéza: negativné inotropni efekt nizkého pH byl
prekvapivé niz8i u neonatalnich kralikl, coz mize byt dle Solara a spol. {1988} vysvétleno
niz§i citlivosti myofibril k Ca** pfi nizkém pH vtéto vékové skupind. Zadna z téchto
pozorovani vSak nemohou zcela vysvétlit rychle se ménici odolnost srdce k ischemii béhem

prvniho tydne Zivota potkana {Ost’adalova a spol., 1998} .

MITOCHONDRIE PRI ISCHEMII SRDECNIHO SVALU

Jak jiz bylo uvedeno, pficinou ICHS je zizeni koronarnich tepen a nasledna porucha
rovnovahy mezi potfebou a dodavkou kysliku do srdec¢ni buiiky. V pribéhu déletrvajici
ischemie se energeticky metabolismus musi spolehnout na anaerobni glykolyzu, ktera vSak
neni schopna kryt pozadavky pracujiciho myokardu. Diky tomu se v srde¢ni burice hromadi
$kodlivé produkty, zejména laktat a H' ionty. Hladina ATP rychle klesa, a to ze dvou divodi:
jednak proto, Ze jeho tvorba je zastavena pro nefunkéni oxidativni fosforylaci, jednak proto,
ze ATP syntaza ve snaze udrZzet MMP zacind ATP S$té€pit {Jennings a spol., 1991}. Tento
obranny mechanizmus funguje jako prevence proti selhani mitochondridlniho metabolismu,
avSak v pfipadé déletrvajiciho nedostatku kysliku urychluje energeticky kolaps buriky.
V priibéhu ischemie se v respiraénim fet€zci na vnitini mitochondrialni membrané hromadi
Castetné redukované meziprodukty ubisemichinonu; ty po obnoveni pritoku krve reaguji
s kyslikem a produkuji obrovské mnozstvi superoxidu {Vanden Hoek a spol., 1997}. Za
normalnich okolnosti je superoxid pfeménén na relativné malo $kodlivy peroxid vodiku

enzymatickym komplexem superoxid dizmutazy, nachdzejici se v matrix mitochondrie. AvSak
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za ischemie nejsou enzymatické antioxidacni systémy jiz schopny zabranit vzniku velkého
mnozstvi H>O,, které je v pfitomnosti redukovanych atom Zeleza (Fe-S skupiny respiracniho
fetézce, akonitasa, ferritin) zdrojem vysoce nebezpecénych hydroxylovych radikalt {Biemond
a spol., 1984}. Po vy€erpani veskerych obrannych antioxida¢nich mechanizmu bunky dochazi
k radikdlovému poSkozeni enzymi oxidativniho fetézce (mista nejvétsiho poskozeni jsou
totoZzna s misty nejveétsi produkce radikal) a mitochondrie pak neni schopna obnovit
membranovy potencial a zahdjit produkci ATP; obnova dodavky kysliku pak nemusi vést
k reparaci srde¢nich funkci. V pfipadé déletrvajici ischemie dochazi k ireverzibilnimu
poskozeni: mitochondrie se rozpadaji, veSkera energie je vycCerpana, dojde k naruseni iontové
a metabolické rovnovahy v cytoplazmé a srde¢ni burika podléha nekroze ¢i apoptoze {Fliss a

Gattinger, 1996; Akiyama a spol., 1997}.

ULOHA MITOCHONDRII V MECHANIZMU KARDIOPROTEKCE

Jak jsme jiz uvedli, stupeni ischemického poskozeni zavisi nejen na intenzité a trvani
ischemického stimulu, ale také na stupni odolnosti srde¢niho svalu k nedostatku kysliku.
Toleranci myokardu k ischemii lze zvySit napt. adaptaci na chronickou hypoxii {Ostadal a
spol.,, 1999} a ,jischemickym preconditioningem®™ {Murry a spol., 1986}. Molekularni
mechanizmy protektivniho pusobeni téchto fenoménii zahrnuji (i) signalni drahy aktivace na
ATP zévislych draslikovych kanali sarkolemy (sarkolemalni Karp) a mitochondrii
(mitochondrialni Katp), (ii) ROS jako soudast této signalizaéni kaskady, (iii)) NO, NOS a
peroxynitritu, (iv) protein kinazy (PKC, MAPKSs) a dals$i {Neckar a spol., 2002; Kolaf a spol.,
2002; Asemu a spol., 1999; Fitzpatrick a spol., 2005; Ostadalova a spol., 2002}. I pres velké
mnozstvi publikovanych praci, tykajici se této problematiky, nebyly molekularni mechanizmy
protektivniho pusobeni téchto fenomént doposud uspokojivé vyreSeny {Kolar a Ostadal,
2004}.

Mechanizmus uéinku mitoKatp kanall, jejichz aktivita je ovliviiovana predevsSim
koncentraci ATP, spociva v regulaci hladiny drasliku v mitochondrii. Jejich otevieni umozni
vstup drasliku do mitochondrie ve sméru elektrochemického gradientu, coz v kone¢ném
diisledku vede cestou K'/H" vyméniku k ¢aste¢nému rozpiazeni MMP (o 5-10 mV) a ke
snizeni produkce ATP. Nasledkem osmotické aktivity drasliku dochazi za spolutcasti vody
k mirnému bobtnani mitochondrii. Snizeni MMP nepovazuje Garlid {2000} za vyznamné;

protektivni plisobeni mitoKarp vysvétluje zachovanim funkéniho sprazeni mezi
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mitochondrialni kreatin kindzou, ANT a interakci porinu vnéj$i membrany — coz je misto,
kterym je za normadlnich okolnosti ADP transportovdno do mitochondrie. Toto funkéni
spojeni je zavislé predevSim na objemu intermembranového prostoru; v pripadé vysokych
metabolickych naroktl, zpuasobujicich pokles MMP, a pii zavienych mitoKarp kanalech,
matrix se smr§tuje (pokles MMP snizuje elektrogennd vstup K* do mitochondrialni matrix,
prostup K™ a vody je tak omezen), coZ vede k rozpojeni funk&niho celku pravé ve chvili
velkého energetického obratu. Otevieni mitoKatp vede k bobtnani mitochondrialni matrix,
coz zachova kritickou vzdalenost obou membran pro efektivni transport ADP.
Holmuhamedov a spol. {1999} poukazuji na dal$i mozny efekt otevienych mitoKarp kanaldg,
kterym je vétsi odolnost srdecni bunky k vapnikovému pretiZeni.

Agonistou mitoKarp kanalii, diazoxidem, resp. specifickym blokatorem mitoKarp
kanalt, 5-hydroxydekanoatem, se podatilo vyvolat, resp. eliminovat kardioprotektivni efekt
praveé pfimym otevienim, resp. zavienim mitoKatp kanalu {Oldenburg a spol., 2002}. Nadale
zustava oteviena otazka, zda mitoKarp kanaly hraji v kardioprotekci roli zprostiedkovatele
nebo kone¢ného vykonavatele. Slozity vztah mitoKarp kanali ke kardioprotekei ukazuji
prace, které se zabyvaji ulohou ROS v signalizaéni kaskadé protektivniho mechanizmu.
V préci Forbese a spol. {2001} byl protektivni efekt diazoxidu zablokovan scavengerem ROS
N-acetylcysteinen {Oldenburg a spol., 2002}; ukazuje se tedy, Ze ROS v nizkych
koncentracich hraji zfejmé dulezitou signalizacni roli v mechanizmu kardioprotekce.

Z uvedeného vyplyva, jak malo bylo zatim vénovano mozné uloze mitochondrif

v ontogenetickém vyvoji odolnosti srde¢niho svalu k nedostatku kysliku.
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CILE PRACE

Na zédkladé¢ detailni analyzy dostupnych literdrnich dat byly stanoveny dva hlavni cile

dizerta¢ni prace:
. zmapovat ontogeneticky vyvoj vybranych mitochondrialnich funkci v srdeénim svalu
2. analyzovat Ulohu mitochondrii v odolnosti srde¢niho svalu k nedostatku kysliku

v prubéhu vyvoje

Tato studie by tak mohla pfispét k ovéreni hypotézy, zda vyvojové zmény mitochondrialnich

funkci souviseji s vyvojem odolnosti srde¢niho svalu k nedostatku kysliku.
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METODIKA

Vsechny pokusy byly provadény po schvaleni etickou komisi Fyziologického tstavu
AV CR a v souladu s pravidly Guide for the Care and Use of Laboratory Animals
publikované US National Institute of Health (NIH ¢&islo 85-23, 1996).

EXPERIMENTALNI MODEL

K experimentim jsme pouzili samce potkana kmene Wistar v nasledujicich
vyvojovych stadiich: 20. prenatalni den (dva dny pted porodem) a 1., 2., 5., 10. (obdobi
1998, 2002}, 20., 28. (obdobi odstavu), 60. a 90. postnatalni den (pohlavni zralost); prenatalni
stadium bylo stanoveno metodou vaginalnich vytérd. Vybér jednotlivych period respektuje
poznatky o ontogenetickém vyvoji morfologickych, biochemickych a funkénich parametra
srdec¢niho svalu. Zvirata byla chovana za standardnich podminek v plastikovych akvariich a
méla volny pfistup k vode¢ a standardni laboratorni dieté; mlad’ata byla odstavena 28. den. V
mistnosti byla udrzovana stald teplota 22 + 2 °C a osvétleni s 12ti hodinovym rezimem
stfidani svétla a tmy.

Zvirata byla usmrcena dekapitaci, srdce byla vyjmuta, zbavena sini a velkych cév a u
postnatalnich stadii rozdélena na pravou a levou komoru a septum. K vlastnim pokustim pak
byla pouzita pouze volna ¢ast levé komory; u prenatalnich srdci byly k pokusim pouZity ob¢

komory véetné septa.

IZOLACE MITOCHONDRI{

Mitochondrie byly izolovany modifikovanou metodou dle Bustamante a spol. {1977}
vzdy spojenim levych komor nékolika srdci stejného véku do jednoho vzorku: v ptipadé
prenatalnich zvirat celkem 10 celych srdci, pro v€k od 1-10 dni 5-6 levych komor a pro v&€k
20-90 dni 3 levé komory. Srde¢ni tkan byla homogenizovana pii0°C ve sklenéném
homogenizatoru s teflonovym valcem po dobu 60 s v izolaénim médium I, obsahujicim 250
mM sacharézy, 5 mM N-trislhydroxymethyl]-methyl-2-aminoethane (TES), 2 mM
ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA), pH 7,3 vpoméru 100 mg tkané¢/ml média.
Suspenze byla poté centrifugovana pii 800 gav po dobu 10 min a supernatant pak pfi 5200
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gav po dobu 15 min. Sediment byl resuspendovéan v poloving pivodniho objemu izola¢niho
média a byl znovu 2x centrifugovan pti 5200 gayv po dobu 10 min. Vysledny mitochondrialni
sediment byl resuspendovan na koneénou koncentraci 20-30 mg/ml izola¢niho média. Izolace
mitochondrii byla provadéna na ledu az do doby vlastniho méfeni.

Pro odliSeni subsarkolemdlnich a interfibrilirnich mitochondrii v dospélé srde¢ni
burice byla provedena alternativni izolace za pouziti protedzy nagarsy {Palmer a spol., 1977,
lIossa a spol., 2001}. Srde¢ni tkan levé komory z 60ti dennich zvifat byla homogenizovana ve
sklenéném homogenizatoru s teflonovym valcem po dobu 60 spii0 °C v médiu II
obsahujicim 100 mM KCI, 50 mM tris[hydroxymethyl]-aminomethane (TRIS), 5 mM MgCl,,
1 mM EDTA, 5 mM ethylene glycol-bis[2- aminoethyl]-N,N,N’,N -tetraacetic acid (EGTA),
pH 7,4 v poméru 100 mg tkdné/ml média. Suspenze byla poté centrifugovana pii 800 gav po
dobu 10 min a vysledny sediment byl pouzit pro izolaci IFM. Supernatant byl centrifugovan
pfi 5200 gay po dobu 15 min a sediment obsahujici subsarkolemalni mitochondrie byl znovu
2x centrifugovan pii 5200 gav po dobu 10 min a resuspendovan do kone¢né koncentrace 20-
30 mg/ml izola¢niho média I. Sediment obsahujici IFM byl resuspendovan v malém mnozZstvi
izolaéniho média Il a byl inkubovan s nagarsou (E.C. 3.4.231.62; Sigma) v koncetraci 9 U/mg
tkané pti 0 °C po dobu 5 minut. Suspenze byla homogenizovana a centrifugovana pii 5200
gav po dobu 10 min. Sediment byl resuspendovan a znovu centrifugovan pii 800 gay po dobu
15 min. Supernatant, obsahujici IFM, byl centrifugovan pii 5200 gay po dobu 10 min a
sediment byl jeSt¢ jednou stejnym zpisobem centrifugovan. Vysledny sediment byl

resuspendovan v izola¢nim médiu I v poméru 20-30 mg /ml.

MERENI MEMBRANOVEHO POTENCIALU MITOCHONDRII

Méfeni velikosti MMP (Aysy,) jsme provadéli pomoci fluorescenéni sondy Rhodamin
123 a intenzitu fluorescence izolovanych mitochondrii jsme zjistovali pritokovym
cytometrem FACSort (Becton Dickinson, San Jose, USA) pro méfeni fluorescence
jednotlivych mitochondrii {Petit a spol., 1990} resp. spektrofluorimetrem Perkin Elmer LS-
50B (Norwalk, Connecticut, USA) pro sledovani ¢asovych zmén intenzity fluorescence.

Na pritokovém cytometru jsme rhodamin 123 excitovali pfi vlnové délce 488 nm
(vpasmu 42 nm) a detekovali intenzitu fluorescence 585 nm filtrem v kanale FL2
s fotonasobi¢em nastavenym na hodnotu 999 V. Inkuba¢ni médium obsahovalo 100 mM KClI,
10 mM TRIS 2 mM MgCl,, 4 mM K,;HPO4, 1 mM EDTA a pH bylo upraveno na 7.4. Tri
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minuty pted vlastnim métfenim byl do inkubaéniho média s malym mnoZstvim mitochondrii
(upraveno na snimaci rychlost 800-1200 jednotek/s) ptidan rhodamin 123 (o finalni
koncentraci 30 nM) a respiracni substrat sukcindt (o finalni koncentraci 10 mM). V nékterych
ptipadech byl do inkubaéniho média pfidan rozpfahova¢ FCCP (carbonyl cyanide
p-trifluoromethoxyphenylhydrazone) ve finalni koncetraci 2 uM a poté jsme méfili charakter
fluorescence u kompletné rozpfaZzenych mitochondrii pro ziskani referen¢nich hodnot. Pro
omezeni vlivu nékterych rozprahovact jsme ve specifickych pripadech pfidali do média
hovézi sérovy albumin bez volnych mastnych kyselin (FAF-BSA) v koncentraci 0,5 mg/ml.
Cytometrie probihala rychlosti 800-1200 jednotek/s vzdy po dobu 1-1,5 min, coz
predstavovalo 40.000 mitochondrii; kazdé méreni bylo provedeno nejméné 3x. Data byla
zaznamenavana PC typu Mac vybavenym softwarem CellQuest. Kone¢na analyza byla
provedena na PC softwarem WinMDI verze 2.8.

Na spektrofluorimetru byly mitochondrie méfeny v 2 ml kyveté za stdlého michani
magnetickym michadlem ve stejném inkubaénim médiu jako v pfipadé¢ pritokového
cytometru. Do média byly navic pfidany sukcinat do celkové koncentrace 4 mM a rhodamin
123 do celkové koncentrace 0,2 pM. V pripadé potieby byly mitochondrie rozpfazeny
pfidanim FCCP do celkové koncentrace 2 uM v médiu. Rhodamin 123 byl excitovan pii

vinové délce 480 nm a fluorescence byla monitorovana pifi 520 nm.

STANOVENI MITOCHONDRIALNIHO PROTEINU A CYTOCHROM C
OXIDAZY (COX)

Koncentraci proteinu jsme stanovili metodou s pouZitim bicinchoninatu {Smith a
spol., 1985} s hovézim sérovym albuminem (BSA) jako standardem.

Mitochondrialni frakce byla rozpusténa za ptitomnosti 2 % n-dodecyl f-D-maltosidu
(Sigma, St Louis, MO) a pouZita pro stanoveni mitochondrialnich cytochromii pomoci
,pseudodual-wavelength spektrofotometric {Baumruk a spol., 1999}. Koncentraci
mitochondridlni COX jsme zjis§tovali pomoci méfeni hladiny cytochromt a+asz pseudo-dual-
wavelength spektrofotometrii. Cytochromy a+a; jsou integralni soucasti enzymového
komplexu COX a jejich méfeni umozituje kvantifikovat koncentraci COX s vysokou

presnosti.
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STANOVENI UCP3

Obsah UCP3 byl stanoven pomoci imunoblott dle dfive popsané metody {Baumruk a
spol., 1999} za pouziti nitrocelulézové membrany (HybondTM-C extra, cat. RPN 303E,
Amersham, Uppsala, Sweden). Roztok pro vysyceni nespecifickych vazebnych mist membran
obsahoval 5 % odstfedéné mléko a 0,05 % Tween® 20 (Serva Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Germany) ve fosfatovém pufru PBS, pH 7,4. Jako primarni protilatka bylo
pouZzito polyklonalni krali¢i anti-mouse/rat UCP3 antisérum v fedéni 1:1 000 (cat. PA1-055;
Affinity BioReagents, Inc., Golden, CO, USA) a inkubace probihala v PBS s 0,05 % Tween®
20 pti pH 7,4 po dobu nejméne 12 h pfti teploté 4 °C. Jako sekundarni protilatka bylo pouzito
kozi anti-rabbit IgG, navazané na ktenovou peroxidazu v fedéni 1:100 000 (cat. 170-6525;
Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Antigen byl vizualizovan luminiscenéni
technikou (ECL Plus Western Blotting Detection System, cat. RPN 2132; Amersham) a
nasledna kvantifikace probihala na pfistroji LAS-1000 (Luminiscence Analyzing System,
Fuji, Tokyo, Japan). Pro porovnani obsahu UCP3 mezi riznymi imunobloty byly jako
standard pouZzity mitochondrie izolované zhnédého tuku chladové adaptovanych mysi

{Nedergaard a Cannon, 1979}.
STANOVENI mRNA UCP2, UCP3, ANT1 A ANT2

Transkript UCP2 mRNA v celkové RNA izolované ze srdci jsme stanovili pomoci
Northern bloti; pro porovnani a korekci vzorkl jsme RNA na blotech obarvili methylénovou
modii {Hodny a spol., 1998}. Pro stanoveni hladiny transkriptd UCP2, UCP3, ANT1 a ANT2
jsme pouzili Real-time quantitative two-step RT-PCR a pro porovnani jsme vzorky korigovali
na zakladé obsahu mRNA B-actinu {Rossmeisl a spol., 2002}. Primery pouzité pro RT-PCR

analyzu jsou popsané v tabulce 2.

Tabulka 2. Sekvence PCR primeri

Gene Sense primer (5°-3”) Antisense primer (5°-3”) GeneBank
Accessio No.
for cDNA

UCP2  GCCCGGGCTGGTGGTGGTC CCCCGAAGGCAGAAGTGAAGTGG U94593

UCP3 GCGTGCTCGGTACCATCCTGACTA TTCTTCCCTGGCGATGGTTCTGTA  AB006614

ANTI TTCCCCACCCAAGCTCTCAACT CGGCTGTCACACTCTGGGCAATCA D12770

ANT2 ACTTCCCCACCCAGGCTCTCAACT GGCGAACCGTGTCAAAAGGATAAG D12771

B-actin  GAACCCTAAGGCCAACCGTGAAAAGAT ACCGCTCGTTGCCAATAGTGATG  X03765
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PERFUZE DOSPELEHO SRDCE

Zvitata byla anestezovana intraperitonedlnim podanim thiopentalu (50 mg/kg). Po
fixaci na operaéni podloZce byl otevien hrudnik, srdce rychle vyjmuto a upevnéno na aortalni
kanylu v perfuznim aparatu.

Srdce bylo perfundovano za konstantniho tlaku (100 cm H,0) na perfuznim aparatu
podle Langendorffa Krebs-Henseleitovym roztokem ve slozeni (mmol/l): NaCl 118, KC1 4,7,
CaCl, 2, MgSO4 1,2, NaHCO;5 25, KH,PO4 1,2 a gluk6za 7. Roztok byl saturovan
karbogenem (95 % O, a 5 % CO,), pH bylo upraveno na 7,4 (HCl) a roztok byl udrzovan
pii konstantni teploté (37 °C). Cerstvy perfuzni roztok byl piipravovan kazdy den pred
zacatkem pokusu. Srdce bylo elektricky stimulovano pravouhlymi pulsy s frekvenci 300 za
minutu koaxialni elektrodou, ptiloZenou na bazi pravé komory. Délka pulzi byla nastavena na
2 ms a napéti pfevySovalo prahovou hodnotu o 50 %.

Po 10ti minutové stabilizaci byla srdce perfundovana perfuznim roztokem s obsahem
1 pM sanglifehrinu A (blokator MPT péru, Novartis Pharma AG, Basel) nebo 3,38 mM
roztokem alkoholu (kontrolni méfeni s rozpoustédlem) po dobu 10 min (obr. 6). Sanglifehrin
A se vaze na jednu z komponent MPT poéru, ¢imz ho blokuje {Clarke a spol., 2002} a mize
tak ovlivnit rozsah ischemicko-reperfuzniho poSkozeni. Sanglifehrin A byl do perfuzatu
pfidavan ve formé zasobniho alkoholového roztoku o koncentraci 5 mmol/l tésné pred
vlastnim pokusem. Kontrolni skupina byla pfed ischemickou fazi perfundovana po dobu 20
minut nemodifikovanym perfuznim roztokem. Poté byla srdce vystavena 20ti minutové
globalni ischémii a 40ti minutové reperfuzi. Globalni ischemie byla vyvoldna uzavienim
ptitoku perfuzniho roztoku do srdce. V prubéhu ischemie byla srdce ponofena do Krebs-
Henseleitova roztoku (37 °C, pH 7,4). V pribéhu ischemické faze nebylo srdce elektricky
stimulovéno.

V prabéhu reperfuzni faze jsme odebirali vzorky korondrniho efluentu pro stanoveni
LDH (obr. 6); po 40 minutach jsme srdce rychle zmrazili Wollenbergerovymi kleStémi,
zchlazenymi v tekutém dusiku. Srdce bylo poté ponoteno do tekutého dusiku a uschovano pti

teploté -70 °C az do doby stanoveni NAD™.
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PERFUZE NEONATALNIHO SRDCE

Mlad’ata ve stati 10 dnt byla zvazena a usmrcena dekapitaci. Hrudnik byl rychle
otevfen a aorta byla kanylovéana nerezovou kanylou s vnéj$im prumérem 0,8 mm. Srdce bylo
izolovano, atria odstranéna a komory byly perfundovany dle Langendorffa za konstantniho
tlaku, ktery odpovidal stfednimu arteridlnimu tlaku pro dané vyvojové stadium {Litchfield,
1958; Zicha a spol., 1986}. Srdce byla perfundovana Krebs-Henseleitovym roztokem, ktery
obsahoval (v mmol/l): NaCl 118,0; KCI 4,7; CaCl, 2,5; MgSO4 1,2; NaHCO3 25,0; KH,PO,
1,2 a glukézu 7,0. Roztok byl saturovan smeési 95 % O, a 5 % CO, (pH 7,4); teplota byla
udrZovéna na 37 °C. Srdce byla elektricky stimulovana frekvenci 200 tepii za minutu pomoci
stiibrnych elektrod, priloZenych na srdeéni bazi. Stimula¢ni pulsy mély stiidavou polaritu,
trvaly 1 ms a jejich voltaz byla proti prahové hodnoté zvysena o 50 %. Klidové predpéti bylo
pomoci mikroSroubu postupné zvySovano aZz na takovou hodnotu, kdy sila kontrakce
(developed force, DF) dosahuje 80 % maximalni sily, jeZ by bylo dosazeno pfi odpovidajicim
preloadu. DF izolovaného srdce byla méfena pomoci snimace sily kontrakce. Ten byl se
srde¢nim hrotem propojen pomoci silonového uvazu, dvouramenné titanové paky a
sklenéného vlakna (obr. 7). DF byla (po zesileni signalu zesilovaem) automaticky
vyhodnocena on-line pripojenym pocitatem {Ost'adalova a spol., 2002}.

Po stabilizaci (primémé 10 minut) byla zaznamenana hodnota DF a srdce bylo
nasledné¢ 10 minut perfundovano roztokem obsahujicim sanglifehrin A (1 pM) nebo jeho
rozpoustédlo ethanol (3,38 mM) (obr. 6). Poté bylo srdce vystaveno 40ti minutové globdlni
ischemii, po které nasledovala 20ti minutova reperfuze. Mira obnoveni DF po ischemii byla
vyjadiena jako procento startovni hodnoty. Béhem reperfuze byly odebirdany vzorky
koronarniho efluentu pro stanoveni koncentrace LDH (obr. 6). Zbyvajici efluent byl vyuzit
pro stanoveni{ koncentrace celkového LDH, vzniklého b&hem reperfuze. Po odebrani
posledniho vzorku byla opét zaznamenana hodnota DF a srdce bylo (bez zastaveni perfuze)
rychle zmrazeno pomoci Wollenbergerovych klesti a tekutého dusiku a az do doby stanoveni

NAD" uloZeno pfi teploté —70 °C.
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NEONATALNI SRDCE

10° 40" 20°
K-H + SfA nebo ethanol ISCHEMIE 3 REPERFUZE |
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DOSPELE SRDCE
10° 207 40°
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odbér LDH pred ischemii 02°5" 10° 207 307 40’

Obrazek 6: Experimentalni protokol pro dospélé a neonatalni srdce. Po 10ti minutové
stabilizaci byla srdce perfundovana roztokem sanglifehrinu A (SfA) nebo ethanolu po dobu 10 min.
Poté byla vystavena globalni ischemii (20 min v pfipadé dospélych a 40 min v pripadé mladat), ktera
byla nasledovana reperfuzni fazi (40 min v pripadé dospélych a 20 min v pripadé mladat). Na konci
stabilizace, pred ischémii a v prlibéhu reperfuze byly odebirany vzorky pro stanoveni laktat
dehydrogenazy (LDH), a to dle nasledujiciho schématu: v pfipadé dospélych 20 s v ¢ase 0 a pak 10
s v ¢ase 1 min, 2 min, 3 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min a 40 min; v pripadé mlad'at po dobu 30
s v Case 0 (na zacatku reperfuze) a pak v ¢ase 0,5 min, 1 min, 1,5 min, 2 min, 2,5 min, 5 min, 10 min,
15 min a 20 min.

STANOVENI LDH

K hodnoceni rozsahu poskozeni srdce jsme pouzili metodu meéfeni obsahu LDH
v koronarnim efluentu analyzatorem Roche/Hitachi 902 (Roche Diagnostic GmbH,

Mannheim, Germany), za pouziti kitu LDH Roche/Hitachi.

Princip stanoveni:

LDH
pyruvat + NADH + (H") <———> laktat + (NAD")

{viz Deutsche Gesellschaft fiir Klinische Chemie, 1972}.
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Vzorky efluentu jsme odebirali vzdy po dobu 10s a jejich hmotnost zjistovali
zvazenim zkumavky pfed a po odb&ru. Odbér jsme provadéli na konci stabilizace a v pfipadé
protokolu s pouzitim blokatoru MPT poéru i tésné pted ischemickou fazi. Po obnoveni priitoku
jsme vzorky efluentu odebirali podle schématu na obr. 6. Vzorky, urené k méfeni obsahu
LDH, jsme po dobu experimentu udrZovali na ledu a po ukonceni pokusu pfi teploté 4 °C az
do doby méteni LDH (do 15 hod po ukonceni experimentu).

Data jsou vyjadfena jako mnoZstvi LDH na hmotnost srdeéni tkané [nkat/g].
Vzhledem k nutnosti analyzovat v srdeéni tkéni krom& LDH také NAD" jsme nemohli data
vyjadiit na hmotnost suSiny. ProtoZe hydratace myokardu se u jednotlivych pokusnych skupin
vyznamné liSila, bylo nutné vytvofit postup, ktery by tuto skutecnost respektoval. Stanovili
jsme proto tzv. koeficient hydratace a zjistili, jak se li§i obsah vody v jednotlivych
experimentalnich skupinéch (tab. 3). Jako referenéni skupinu jsme zvolili ta srdce, ktera byla
po vyjmuti ztéla pouze dvacet minut perfundovdna Krebs-Henseleitovym roztokem a
zmrazena Wollenbergerovymi klestémi. Poté jsme zjistili primérnou relativni hmotnost srdce
kazdé skupiny (pomér hmotnosti srdce a téla x 100) a stanovili tzv. koeficient hydratace,
ktery je dan pomérem primérné relativni hmotnosti srdce dané skupiny k hodnoté skupiny
referencni (tab. 3).

pocitac

zesilovac

st _ /J 000 —~———
roztok

izometricky
snimac

J sklenéné

srdce

silonova smycka

dvouramenna
paka

Obrazek 7: Schéma méreni kontraktility izolovaného neonatalniho srdce dle Langendorffa
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Tabulka 3: Relativni hmotnost srdce a koeficient hydratace 10ti dennich a dospélych
potkanii

a) schéma odbéru srdci:

STABILIZACE ISCHEMIE REPERFUZE

kontroly+alkohol

b) experimentalni data:

ischemie

stabilizace ischemie kontroly + sanglifehrin A
(ref. skupina) alkohol
10ti denni mlad'ata
- relativni hm. srdce 8,88 + 0,22 5,28+ 0,11 7,84+0,16 ** 7,84+021*
- koeficient hydratace - 0,59 + 0,02 0,88 + 0,03 0,88 + 0,03
dospéli
- relativni hm. srdce 3,38+ 0,08 3,29 £ 0,08 3,71+0,10* 4,08+0,15*
- koeficient hydratace - 0,97 £ 0,03 1,10 £ 0,04 1,21 £ 0,05

a) schéma odbéru srdci: srdce byla odebirana na konci stabilizace (referencni skupina), na konci
ischemie a na konci reperfuze (do perfuzatu bylo pfidano rozpoustédlo alkohol (kontroly+alkohol)
nebo sanglifehrin A)

b) experimentalni data: * P<0,05, ** P<0,01, vs. referencni skupina. Data jsou vyjadrena jako
primér + S.E.M.

STANOVENI NAD*

Pro sledovani aktivity MPT poru jsme pouZili metodu méfeni NAD" v srdedni tkani
{Di Lisa a spol., 2001}. Otevieni MPT péru ovliviiuje fadu metabolickych dé&ji spojenych
s energetickym metabolismem; k nim lze poéitat i degradaci NAD' enzymem NAD'-

glykolhydrolazou, lokalizovanou vné mitochondrialni matrix. V priibéhu ischemie a reperfuze
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se otevira MPT pér, NAD" se diky tomu vyplavi z mitochondrie a dochézi k jeho degradaci
vySe uvedenym enzymem. V disledku ischemicko-reperfuzniho poSkozeni dochazi tedy ke
zna¢nému ubytku NAD" v srde¢ni tkani a tento efekt Ize sniZit pouZitim blokatorit MPT péru

{Di Lisa a spol., 2001; Clarke a spol., 2002}.

Extrakce NAD"®

Extrakci NAD" jsme provadéli na srdcich zmrazenych Wollebergerovymi klestémi a
uschovanych prfi teplot¢ -70 °C. Poté byl apex levé komory rozdrcen v tekutém dusiku a
homogenizovan pfistrojem SilentCrusher M (Heidolph, Schwabach, Germany) v 0,5 M
roztoku HCIO4. Mnozstvi HCIO4 bylo ptidano v poméru 10 ml na 1 g tkané a homogenizace
byla provedena 3x v délce 10 ss20 s pauzami, vSe jsme provadéli na ledu. Suspenze byla
centrifugovana 2% 10 min pti 1500 gav (4 °C). Supernatant byl sbiran do zkumavek a
sediment resuspendovan ve stejném mnozstvim HCIO4 jako na pocCatku. Vzorky byly
nasledné neutralizovany dvojnasobnym mnozstvim 0,25 M roztoku KOH v 1 M fosfatovém
pufru pfi pH 7,5, a to po dobu 15 min na ledu. V reakci vznika silny oxidant KClO,, ktery
sedimentuje na dné zkumavek a supernatant lze tak odebrat bez nutnosti centrifugace. V této
fazi jsme zjistovali velikost pH extrakt( a odstranili jsme vzorky, jejichz pH se pohybovalo
mimo oblast 7,3-7,4. Z kazdého vzorku byly uskladnény 2 ml extraktu pfi teploté¢ =30 °C az
do doby vlastniho stanoveni NAD".

Detekce NAD"

K vlastnimu stanoveni NAD" jsme pouzili modifikovanou metodu s pouzitim alkohol
dehydrogenazy {Jacobson a Jacobson, 1976; Bernofsky a Swan, 1973}. V principu jde o
enzymatickou cyklickou reakci oxidace alkoholu alkohol dehydrogendzou za soucasné
redukce NAD" — NADH + H'. Koneinou redukci MTT tetrazolia dojde za u&asti
elektronového prenasece phenazin ethosulfatu ke zméné barvy ze Zluté na hnédou az cernou.
Reakci inhibuje iodacetat.

Vzorky byly po rozmraZeni znovu centrifugovany 10 min pfi 1500 gay pro odstranéni
precipitovaného KClO4 a na zakladé predchoziho testovaciho méfeni byly dle potfeby
nafedény. V detek¢nich zkumavkach bylo pfed zahajenim reakce 0,5 ml vzorku a reagencie o
celkovém objemu 0,6 ml v nasledujicich koncentracich: Na-Bicin, 100 mM, pH=7,8, ethanol,
0,5 M, 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-tetrazolium bromid (MTT), 0,42 mM,
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phenazin ethosulfat, 1,66 mM, EDTA, 4,16 mM, hovézi sérovy albumin 0,83 mg/ml a 0,1 ml
roztoku alkohol dehydrogenazy (0,3 mg/ml v 100 mM roztoku Na-Bicinu, pH=7.8). Jako
standard jsme pouzili vzorky rizné koncentrace pfipravené z NAD" (Sigma) v redestilované
vodé. Reakce byla zahdjena smichanim vSech reagencii za sniZeného osvétleni a pfidanim 0,1
ml roztoku alkohol dehydrogenazy. Inkubace probihala ve tmé pii 30 °C po dobu 25 min,
reakce byla zastavena pridanim 0,5 ml iodacetatu (12 mM roztok v redestilované vod¢) do
kazdé detekéni zkumavky. Absorbanci jsme stanovili spektrofotometrem pfi 570 nm. Data
jsou vyjadiena jako umol NAD" na g srdeéni tkané. Kazdy extrakt byl zméfen 2x a vysledna
koncentrace je aritmetickym primérem obou meéfeni. Ziskané vysledky byly nasobeny

koeficientem hydratace (viz vyse).
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STATISTICKE HODNOCENI

Naméfené vysledky jsou uvadény jako prumémé hodnoty + stfedni chyby priméru
(S.E.M.), v souborech s nenormalnim rozdélenim dat jako median a rozmezi. ANOVA a
nasledny Student-Newman-Keulstiv test byly pouZity pro analyzu variance uvniti skupin.
Linearni regresni primky byly hodnoceny analyzou kovariance (ANCOVA) Statistické
rozdily byly povazovéany za vyznamné pii P<0,5. Ke statistickému a grafickému zpracovani

vysledki byl pouzit program GraphPad Prism 4.00.
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VYSLEDKY

MITOCHONDRIALNI MEMBRANOVY POTENCIAL

Distribuce MMP

Meéteni MMP ukazalo, Ze z hlediska velikosti jsou srde¢ni mitochondrie izolované ze
srdce dospélého potkana homogenni (unimodalni distribuce, obr. 8A, 8B). Velikost MMP
v8ak vykazuje distribuci bimodalni - lze zfetelné odlisit dvé€ populace: populaci s vysokym

(VP) a nizkym membranovym potencidlem (NP) (obr. 8C).
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Obrazek 8: Analyza membranového potencialu a velikosti mitochondrii pritokovym
cytometrem. Mitochondrie byly izolovany z 60ti denniho potkana a inkubovany za pfitomnosti 10mM
sukcinatu a 30 nM rhodaminu 123. Pfi méreni mitochondrii na priitokovém cytometru odpovida
hodnota dopredného rozptylu (FSC) velikosti mitochondrii a intenzita fluorescence velikosti
membranového potencidlu dané mitochondrie. A: tfirozmérna distribuce velikosti membranového
potencialu (intenzita fluorescence) a velikosti (FSC) mitochondrii. B: dvojrozmérna distribuce velikosti
mitochondrii. C: dvojrozmérna distribuce membranového potencidiu; populace mitochondrii s nizkym

(NP) a vysokym (VP) membranovym potencialem.
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K analyze subsarkolemélni a interfibrilarni frakce mitochondrii jsme pouzili
alternativni zplisob izolace s pomoci protedzy nagarsy. SSM izolované ze srdce dospélého
zvifete vykazuji ptitomnost jak populace s nizkym MMP, tak populace s vysokym MMP;

IFM jsou charakterizovany pfitomnosti pouze jediné populace a to s vysokym MMP (obr. 9).
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Obrazek 9: Analyza membranového potencialu SSM a IFM pritokovym cytometrem.
Mitochondrie byly izolovany z 60ti denniho potkana s pouzitim protedzy nagarsy. Inkubace probihala
za pritomnosti 10mM sukcinatu a 30 nM rhodaminu 123. Pfi méfeni mitochondrii na prdtokovém
cytometru odpovida intenzita fluorescence velikosti MMP. SSM - subsarkolemalni mitochondrie, IFM -
interfibrilarni mitochondrie, VP — populace s vysokym MMP, NP - populace s nizkym MMP.

Distribuci jednotlivych populaci lze ovlivnit pfidanim FAF BSA do suspenze
izolovanych mitochondrii: intenzita fluorescence populace snizkym potencidlem se tak
vyznamnym zpusobem zvyS$ila (obr. 10), zatimco fluorescence populace s vysokym
potencidlem zistala nezménéna. Pfidanim protonoforu FCCP ziskala kfivka unimodalni
charakter (doslo k Gplnému rozpfazeni vSech populaci) (obr. 10A). Geometricky primér
membranového potencialu populace mitochondrii s nizkym potencidlem je v nepfitomnosti
BSA prakticky stejny jako u zcela rozptazené populace. Odstranénim mastnych kyselin (MK)
pomoci BSA pak dojde ke zvySeni potencidlu, ovSem pouze u populace s nizkym

potencialem.
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Obrazek 10: Vliv inkubacnich podminek na velikost MMP (intenzita fluorescence).
Mitochondrie byly izolovany z 60ti denniho potkana; méreni probihalo na pritokovém cytometru. A:
mitochondrie byly inkubovany za pfitomnosti 10mM sukcinatu a 30 nM rhodaminu 123 (—), po
nasledném pridani FAF BSA () v koncentraci 0,5 mg/ml a FCCP () v koncentraci 200nM; NP —
populace mitochondrii s nizkym MMP; VP - populace mitochondrii s vysokym MMP. B: Vliv FAF BSA na
intenzitu fluorescence populace s nizkym potencialem (NP). Hodnoty jsou vyjadreny jako geometrické
priméry + S.E.M. (n=10; P<0,0001).
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Ontogeneticky vyvoj MMP

Membranovy potencial mitochondrii se v pribéhu vyvoje vyraznym zptisobem méni:
zatimco u prenatdlnich a rané postnatalnich zvifat ma MMP srde€nich mitochondrii
unimodalni distribuci, charakterizovanou jedinym maximem fluorescence (obr. 11, dva dny
pted porodem (-2) a dale 1., 2., 5. a 10. den postnatalniho Zivota), koncem odstavu se objevuje
druhé maximum v oblasti nizké fluorescence (obr. 11, 28. den). Na konci puberty a
v dospélosti lze prokazat dvé zieteln€ odd€lend maxima (obr. 11, 60. a 90. den). Zatimco
nezral¢ srdce tedy obsahuje jedinou populaci s vysokym potencidlem, dospélé srdce obsahuje

populace dv¢, a to jednak s nizkym, jednak s vysokym MMP.

= vek
256 2 256 1 2 5 (dny)

N
w1
(e}
N
W
(e}

=

T

c

o 0 -~ - ~ - 0 o o~ - - e [ S —
5 10° 10 102 10° 10* 10° 10! 102 10 10 10° 10! 102 10° 10* 10° 10 102 10° 10*
o

S x
o 256 256 2561 256 (dny)
>0

Q

Q.

0 o ~ ~ 0 - - n. -~ 0 - - v - 0 - - . «
100 10! 102 103 10* 109 10' 102 103 10* 100 10' 102 103 10* 10° 10! 102 10° 10¢
intenzita fluorescence

Obrazek 11: Zmény MMP srdecnich mitochondrii potkana v priibéhu ontogenetického
vyvoje. Mitochondrie byly izolovany z plodli dva dny pred porodem (-2) a déle ze zvirat ve véku 1, 2,
5, 10, 28, 60 a 90 dni postnatalniho Zivota; méreni probihalo na priitokovém cytometru. Mitochondrie
byly inkubovany v pfitomnosti 10mM sukcinatu a 30 nM rhodaminu 123 (- ) a po pridani FCCP (. ) do

celkové koncentrace 2 pM.
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VYVOJ VYBRANYCH MITOCHONDRIALNICH PROTEINU

Cytochrom c oxidaza

Pro sledovani ontogenetickych zmén oxidativni fosforylace v srde¢nich
mitochondriich jsme zji§t'ovali obsah terminalniho enzymu respiraéniho fetézce COX.

Zmény ve specifickém obsahu COX (v poméru k mnoZstvi mitochondrialniho
proteinu) jsou charakterizovany pfiblizn€ dvojnasobnym zvyS$enim v prvnim mésici Zivota a
poklesem v dospélosti (obr. 12A). Nejvyssi hladiny dosahuje okolo 30. dne Zivota, coz

odpovida konci obdobi odstavu.

Rozprahovaci proteiny

Rozptahovaci proteiny mohou rozprahovat aerobni fosforylaci a tim ovlivnit efektivitu
energetické pfemény v mitochondrii; v dalsi fazi jsme proto stanovili hladinu transkripti pro
UCP2 a UCP3 a hladinu samotného UCP3.

V prib¢hu vyvoje dosahuji transkripty obou gent svého maxima okolo 20. dne Zivota
(obr. 12B,C), do 28. dne vyznamné klesaji a pak se az do dospélosti prakticky neméni. Rozdil
v expresi obou gend je patrny jednak u prenatdlnich zvifat, kdy v pfipadé UCP3 nebyl
transkript zjistén vibec, jednak v raném postnatalnim obdobi, kdy vyvoj hladiny transkriptu
UCP2 je charakterizovan dvéma maximy. Pribéh zmén specifické koncentrace UCP3
v srde¢nich mitochondriich je paralelni se zménami transkriptu genu pro UCP3. Podobné¢ jako

v ptipadé¢ COX spadd maximum zmén ve vyvoji UCP do obdobi odstavu.

Adenin nukleotid translokaza

ANT je enzym odpovédny za vyménu ATP a ADP mezi mitochondrii a cytoplazmou.
Protoze ANT ovliviiuje koncentraci ATP v mitochondrii, mQze t¢Z ovlivnit i velikost MMP a
tim efektivitu aerobni fosforylace.

Meéfenim urovné exprese genu pro ANT1 a ANT?2 izoformy jsme ukazali, Ze hladina
transkripti ANT1 genu od narozeni postupné stoupa, dosahuje maxima okolo 28. dne, tedy na
konci odstavu, a s rostoucim vékem zvifat jiz pouze klesd. ANT2 dosahuje svého maxima

naopak ihned po narozeni, klesa v prvnim mésici Zivota a dale zlistdva beze zmén (obr. 13).
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Obrazek 12: Vyvojové zmény obsahu mitochondrialni COX a UCP3 a mRNA UCP2 a UCP3
v srdci potkana. Mitochondrie a celkova mRNA byly izolovany z prenatdinich srdci dva dny pred
porodem a dale ve véku 1, 5, 10, 20, 28, 60 a 90 dni postnatalniho Zivota. A: hladina COX byla
stanovena na zakladé kvantifikace mitochondriélnich cytochromll @ + a;a je vyjadrena v poméru k
mnozstvi mitochondrialniho proteinu. B: mRNA UCP2 byla stanovena pomoci Northern blotli (modre)
a ,real-time" RT-PCR (Cervené). C: mRNA UCP3 byla stanovena pouze pomoci ,real-time" RT-PCR. D:
hladina UCP3 byla stanovena imunoblotingem jeho antigenu a je vyjadfena v poméru k mnozstvi
cytochrom@l @ + a3 (viz A). VloZeny blot: porovnani obsahu UCP3 antigenu mezi mitochondriemi
z hnédého tuku (prouzky 1-3, obsahujici 1, 2 a 5 pg proteinu) a srdecnimi mitochondriemi (prouzky 4-
8 odpovidaji véku 5, 10, 20, 60 a 90 dni Zivota; kazdy vzorek obsahuje 15 pg proteinu; zobrazeny
pouze ty vzorky, které byly stanoveny imunohistochemicky). Hodnoty jsou vyjadreny jako primér +
S.E.M. (n=3-5).
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Obrazek 13: Vyvojové zmény mRNA ANT1 a ANT2 vsrdci potkana. Celkovd mRNA byla
izolovana ze srdci zvifat ve véku 1, 5, 10, 20, 28 a 60 dni. Uroven exprese transkriptd ANT1 a ANT2
byla stanovena technikou dvoustupriové ,real-time" RT-PCR. Hodnoty jsou vyjadreny jako priimér +
S.E.M.
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VYVOJ CITLIVOSTI MITOCHONDRII K NEDOSTATKU KYSLIKU

V dalSich experimentech jsme sledovali chovani izolovanych mitochondrii u dvou
vékovych skupin v podminkach hypoxie. V prib&hu aktivni respirace mitochondrii dochazi
k postupnému snizovani koncentrace kysliku v médiu, na coz mitochondrie reaguji poklesem
MMP. U mitochondrii z 5ti dennich zvifat je pokles MMP postupny a ma sigmoidni
charakter; mitochondrie z 60ti dennich zvifat vykazuji pokles bifazicky s pomérné& rychlym
poklesem v prvni fazi (obr. 14). Druha faze je naopak pomalej$i a ma viceméné linearni
charakter. Na rozdil od 5ti dennich mitochondrii 1ze pozorovat nehomogennost ve stabilité
MMP. Pfidanim kysliku do média doSlo v pfipadé dospélych k plné rekonstituci MMP, u
mladat pouze k pfechodnému nevyraznému zvySeni. MMP mitochondrii izolovanych

z dospélého srdce je v porovnani s mlad’aty vice zavisly na koncentraci kysliku v médiu.

5ti denni o
2
800 ~ 600 H
700 ﬁ 500 v oz
600 FCCP ~—«——ﬂ
400!
Q 500 \ -
QC) 400 300
O 3004 - . : . . . ~ 2004 : ;
O 0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 0 1000 2000 3000 4000
| -
(o]
=
- r
- 60ti denni
£ oo
~ 500y 0,
- r~ M
T 0 | a0 | |
[ A i /VN [\ f
= 400 itk /A U 3004 |V AW
1\ ey FCCP A a
300 \\ ’ /_J 2004 ) N—
N e |
200+ . . - . r 1004 ; '
0 1000 2000 3000 4000 5000 0 1000 2000
v
cas (s)

Obrazek 14: Vliv hypoxie na velikost MMP; porovnani dospélych a mlad’at. Mitochondrie byly
izolovany z 5ti a 60ti dennich potkanli; méreni probihalo na spektrofluorimetru, kde intenzita
fluorescence je nepfimo Umérna velikosti MMP. Mitochondrie byly inkubovany za pfitomnosti 10 mM
sukcinatu a 300 nM rhodaminu v médiu s postupné klesajici koncentraci kysliku (Cervené). Pro zjisténi
Urovné intenzity fluorescence rozprazenych mitochondrii bylo pouzito FCCP o koncentraci 200 nM. O, —
pridani 100 % kysliku do média sklenénou pipetou po dobu 10 s (modre).
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ULOHA MPT PORU V MECHANIZMU ISCHEMICKO-
REPERFUZNIHO POSKOZENI U MLADAT A DOSPELYCH

Ovlivnéni tvorby LDH

Na izolovaném perfundovaném srdci jsme sledovali vliv blokddy MPT poru
sanglifehrinem A na rozsah ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Rozsah poSkozeni je
vyjadfen jako mnozstvi celkové LDH vyplavené béhem postischemické reperfuze. Zatimco u
10ti dennich mlad’at nedoSlo blokddou MPT poru ke statisticky vyznamnému ovlivnéni ztrat
LDH v prib&hu reperfuze, u dospélych doSlo k vyznamnému snizeni rozsahu poskozeni
(obr. 15).

Blokadou MPT péru doslo také k vyraznému ovlivnéni ¢asového pribéhu produkce
LDH u dospélych zvirat. Po pridani sanglifehrinu A do perfuzatu v preischemické fazi doslo
v porovnani s kontrolami ke snizeni uvolfiovani LDH. U mldd’at k vyznamnému ovlivnéni
LDH nedoslo (obr. 16).

Casovy priibéh vyplavovani LDH se u mladat a dospélych vyznamné lisil. U mlad’at
bylo maxima dosazeno po 2. min, u dospélych o 8 min pozd¢ji; navrat k pocateCnim
hodnotam jsme u mlad’at pozorovali po 15-20 min, u dospélych zvifat zistaly hodnoty 1 po 40

min zvySeny nad uroven hodnot ze zacatku reperfuze (obr. 16).
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Obrazek 15: Viiv blokady MPT poru na ischemicko-reperfuzni poskozeni. Izolovana
perfundovana srdce z 10ti dennich mladat a dospélych potkanfi. Rozsah poskozeni byl stanoven
méfenim celkové LDH uvolnéné béhem reperfuze. Kontroly — do perfuzatu pridano rozpoustédlo
(alkohol), sanglifehrin A — do perfuzatu pfidan sanglifehrin A. Data jsou korigovana koeficientem
hydratace a jsou vyjadfena na 1 g srdecni tkané. Hodnoty jsou vyjadreny jako prliméry + S.E.M.
(mladata: n=17, NS; dospéli: n=14,* P<0,05).
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Obrazek 16: Vliv blokady MPT péru na ischemicko reperfuzni poskozeni; casovy priibéh.
Izolovana perfundovana srdce z 10ti dennich mladat a dospélych potkandl. Casovy priibéh rozsahu
poskozeni byl stanoven méfenim LDH vyplavené béhem reperfuze ve sledovanych casovych
intervalech (délka odbéru byla vzdy 10 s). Kontroly — do perfuzatu pfidano rozpoustédio (alkohol),
sanglifehrin A — do perfuzatu pfidan sanglifehrin A. Data jsou korigovana koeficientem hydratace a
jsou vyjadrena na 1 g srdecni tkané. Hodnoty jsou vyjadreny jako prliméry + S.E.M. (mladata: n=17,
NS; dospéli: n=14,* P<0,05).
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Ovlivnéni NAD"

Pro ovéfeni vlivu blokddy MPT poéru sanglifehrinem A na rozsah ischemicko-
reperfuzniho poskozeni jsme stanovili mnozstvi NAD" v srde¢ni tkani na konci reperfuze.
U mlad’at jsme nezaznamenali statisticky vyznamné zmény, naproti tomu u dospélych se

vlivem blokady péru zachovalo v srdeéni tkani vyznamné vétsi mnozstvi NAD" (obr. 17).
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Obrazek 17: Vliv blokady MPT péru na obsah NAD* v srdecni tkani v priibéhu ischemie a
reperfuze. Izolovana perfundovana srdce z 10ti dennich mlad‘at a dospélych potkantl. Kontroly — do
perfuzatu pridano rozpoustédio (alkohol), sanglifehrin A — do perfuzatu pridan sanglifehrin A. Data
jsou korigovana koeficientem hydratace a jsou vyjadrena na 1g srdecni tkané. Hodnoty jsou
vyjadreny jako prliméry + S.E.M. (mladata: n=17, NS; dospéli: n=14,** pP<0,002).
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Vztah mezi LDH a rozsahem ischemicko-reperfuzniho poskozeni

Ke stanoveni miry ischemicko-reperfuzniho poSkozeni na izolovaném srdci jsme
pouZili metodu méteni aktivity LDH v koronarnim efluentu. Ta se sice rutinn€ pouziva u
dospélych, u mlad’at vSak jeji spolehlivost zatim nebyla ovéfena. NaSe méfeni ukazuji, Ze
mezi mirou ischemicko-reperfuzniho poskozeni, vyjadiené jako reparace kontraktility
izolovaného srdce po ischemii, a mnoZstvim produkovaného LDH existuje negativni korelace

s vysokou signifikanci (obr. 18).
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Obrazek 18: Vztah mezi reparaci kontraktility a mnoZstvim vyplavené LDH u 10ti dennich
mlad‘at
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Vztah mezi LDH a NAD"

Pro sledovani aktivity MPT péru jsme pouZili metodu méfeni NAD" v srdeéni tkani: u
které byl prokdzan vztah mezi mirou otevieni péru a tbytkem NAD" v srdeéni tkani u
dospélych. Tento vztah potvrzuji i naSe vysledky, které ukazuji negativni korelaci mezi
mnoZstvim produkovaného LDH v eluatu (mira poskozeni) a NAD" v srde¢ni tkani na konci
reperfuze u dospélého srdce (obr. 19). U nezralého srdce ukazala regresni analyza vztah praveé
opacny: s rostoucim poskozenim, vyjadienym jako mnoZstvi uvolnéného LDH, se zvySuje

hladina NAD" v tkéni (obr. 19).
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Obrazek 19: Vztah mezi celkovym mnoZstvim vyplavené LDH a obsahem NAD" v srde¢ni

tkani na konci reperfuze; porovnani dospélych srdci a srdci 10ti dennich mlad‘at
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DISKUZE

Odolnost srdce k nedostatku kysliku se v pribéhu vyvoje vyrazné méni: nejvyssi je
tésné po narozeni a pak aZz do dospélosti klesd. Mechanizmy, odpovédné za vyssi odolnost
nezralého srdce, dosud nebyly uspokojivé objasnény (viz Uvod); zda se viak, Ze vyznamnou
ulohu zde hraje ménici se funkce mitochondrii. Nezrald srde¢ni burika se spoléha na produkci
ATP prevazné cestou anaerobni glykolyzy; ta je sice neefektivni, avSak umoziiuje nizsi
zavislost na dodavce kysliku. Naproti tomu dospéla srde¢ni burika je prakticky plné zavisla na
vysoce efektivni produkci ATP aerobni cestou v mitochondriich; to ji ovSem v hypoxickych
podminkach zna¢né€ znevyhodnuje. Tato skutecnost by mohla byt jednim z rozhodujicich
mechanizmi urcujicich niz8i odolnost srdce v dospélosti. NaSim hlavnim cilem tedy bylo
zjistit, jak se méni tloha mitochondrii v srde¢ni buiice v prabéhu ontogeneze a zda se podileji
na zménach srde¢ni odolnosti.

NaSe pokusy ukézaly, Ze v prub&hu ontogenetického vyvoje dochazi v mitochondriich
ke zménam kliCcového parametru aerobni fosforylace (MMP) a nékterych proteind vnitini
membrany (COX, UCP, ANT), které tento parametr ovliviiuji. Kritické pro tyto zmeény je
predevdim obdobi odstavu, kdy v srdci dochazi k zasadni zméné€ v preferenci substrati.
V prabéhu vyvoje se zvySuje citlivost izolovanych mitochondrii k nedostatku kysliku;
stabilita MMP je za hypoxie v nezralych srdcich ve srovnani s dospélym srdcem podstatné
vétsi. Podobné se lisi 1 uloha MPT péru v mechanizmu ischemicko-reperfuzniho poskozeni:
zatimco jeho blokada v dospélém srdci snizuje rozsah poSkozeni, v nezralém srdci je bez
uCinku. Zda se tedy, Ze mitochondrie se uplatiiuji v mechanizmu meénici se odolnosti
srde¢niho svalu k nedostatku kysliku v prabéhu ontogenetického vyvoje.

Podivejme se nyni na jednotlivé vysledky podrobnéji.

VYVOJ MEMBRANOVEHO POTENCIALU MITOCHODNRI{

Za jeden z klicovych parametri mitochondrialni funkce Ize povazovat MMP, ktery
odpovida za zakladni mitochondrialni funkei — produkci ATP. MMP je dale soucasti mnoha
dalezitych bunéfnych mechanizml, napf. procesu apoptézy a mechanizmu tvorby
kyslikovych radikald. Méfeni MMP vypovida o energetickém stavu mitochondrii, trovni
respirace a umoziuje hodnotit aktivitu fady parametrti, pfedevs§im uroven respirace a vliv

faktord regulujicich elektrochemicky gradient. Je zfejmé, Ze udrZzovani MMP je esencialni jak
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z hlediska mnoha bunéénych funkci, tak z hlediska zachovani Zzivotaschopnosti bunky
samotné {Skulachev, 1999}.

Meéfenim membranového potencialu srdecnich mitochondrii pritokovym cytometrem
jsme zjistili, Ze neonatalni a dospelé mitochondrie se vyrazné li$i. Zatimco srde¢ni buriky
z neonatalnich zvifat vykazuji unimodalni distribuci MMP (maji pouze jedinou populaci
s vysokym MMP), v dospélych srdcich jsme identifikovali populace dvé — s vysokym a
s nizkym MMP. Za snizeny MMP druhé populace muze byt odpovédno nékolik faktoru:
sniZena aktivita struktur odpovédnych za tvorbu elektrochemického gradientu na strané jedné
(aktivita citratového cyklu a fetézce oxidativnich enzymu) a/nebo zvy$ena aktivita struktur
odpovédnych za sniZovani gradientu na strané druhé (UCP, ANT, pfitomnost mastnych
kyselin, MPT por) {Simonyan a Skulachev, 1998; Echtay a spol., 2001}. Existence populace
s nizkym potencidlem znamena v konec¢ném disledku pokles ucinnosti tvorby ATP v bunce.
Podle principu sptaZeni respirace a fosforylace je energie vznikajici oxidaci substratd
pfevadéna na membranovy potencial (elektrochemicky gradient), ktery vyuzivd ATP syntaza
piil tvorbé ATP. Proto jakékoliv snizeni MMP (z riznych divodi), které nesouvisi s tvorbou
ATP, lze povaZovat za pokles u€innosti aerobni fosforylace.

V této souvislosti bylo nutné si polozit otazku, zda nizky MMP, ktery se v prib&hu
vyvoje objevuje, neni vysledkem poskozeni mitochondrialni funkce, vzniklého v pribéhu
izolace. Pro ovéieni funk¢ni zdatnosti populace s nizkym potencidlem jsme se pokusili zvysit
jeji MMP. Pokud jsme odstranili volné mastné kyseliny z média ptfidanim FAF BSA, doslo
k selektivnimu zvySeni potencialu u mitochondrii s nizkym potencidlem. To, Ze izolované
mitochondrie s nizkym MMP je mozno ¢aste¢né sprahnout a zvysit tak jejich potencial nad
uroveri populace zcela rozpfaZené chemickym rozpfahovacem, dokazuje, ze v prubéhu
izolace nedochazi k funkénimu poskozeni mitochondrii. Podobné zavéry rovnéz potvrzuji i
elektron-mikroskopicka pozorovani, kterd jednoznacn€ prokédzala, Ze v prubéhu izolace
nedochazi k morfologickému poSkozeni mitochondrii. VIiv odstranéni volnych mastnych
kyselin na velikost MMP lze vysvétlit jejich regulacnim vlivem na aktivitu UCP a ANT,
nachazejici se na vnitini mitochondrialni membréané. K tomuto zavéru dochdzi Baumruk a
spol. {1999} na zakladé experimentd s UCP1 v hnédém tuku, kde se ukazalo, ze UCP1 ve
spolupraci s MK snizuje MMP. V naSem piipadé¢ je tedy tento efekt nejspiSe zplsoben
vyvazanim MK albuminem, ¢imz dojde k ovlivnéni rozptahovaciho efektu UCP a MMP se
zvysi {Jaburek a spol., 1999; Simonyan a Skulachev, 1998; Echtay a spol., 2001 }.

Zajimava je lokalizace mitochondrii s vysokym a nizkym MMP v srde¢ni bunce.

Studie, zabyvajici se ultrastrukturalnimi zménami srde¢niho svalu v prib&hu ontogeneze,
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ukazuji, Ze organizace mitochondrii spolu s myofibrilami je v neonatdlni srde¢ni burice
znacné chaoticka; v prib&éhu postnatalniho vyvoje se mitochondrie soustfed'uji do dvou
hlavnich populaci, lisicich se svou lokalizaci — subsarkolemalni (SSM) a interfibrilarni (IFM).
Ty jsou typickou soucasti dospélého kardiomyocytu a svého definitivniho usporadani
dosahuji na konci obdobi odstavu {Ostadal a Schiebler, 1971; Palmer a spol., 1977}. Obé
populace se chovaji odliSné za riznych patologickych situaci, jako je vapnikové pretiZeni,
kardiomyopatie, v pribéhu ischemie a starnuti {Palmer a spol., 1986; Hoppel a spol., 1982;
Fannin a spol., 1999; Piper a spol., 1985}. Obé populace lze od sebe oddélit alternativni
metodou izolace: v prvni fazi Setrnou homogenizaci ziskame subsarkolemalni frakci (SSM).
Druhd faze izolace probihd za ucasti protedzy nagarsy: pusobenim enzymu dochazi k
narusenim struktury myofibril a lze tak ziskat populaci mitochondrii interfibrilarnich (IFM)
{Palmer a spol., 1977; lossa a spol, 2001}. Pouzitim této metody jsme prokazali, Ze obé
populace, se kromé své lokalizace, 118{ 1 velikosti MMP: zatimco SSM vykazovaly pfitomnost
populace jak s nizkym tak s vysokym potencidlem, v IFM jsme pozorovali pouze populaci
s vysokym potencidlem. Na zdkladé naSich pokust oviem nemuzeme vyloucit, Ze pritomnost
populace s vysokym potencidlem v subsarkolemalni frakei neni zplisobena arteficielne
izolaéni technikou, nebot’ pfi separaci SSM miiZe dojit ke kontaminaci frakei IFM {Palmer a
spol., 1977, lossa a spol., 2001}. Av3ak je nutné si uvédomit, Ze mezi obéma kompartmenty
existuje prechodova oblast (vn&jsi &ast svazku myofibril), kde se vyskytuji mitochondrie
z obou funk¢nich skupin.

Rozdilna velikost MMP v jednotlivych populacich je nejspi§ dana riznym obsahem
protonoforickych proteint na vnitfni membrané a/nebo riiznou citlivosti k volnym mastnym
kyselindm. BohuzZel, zatim nebyl nalezen jasny strukturdlni ukazatel, ktery by tuto domnénku
potvrdil &i vyvratil. Nizsi MMP u SSM je vyhodny ztoho divodu, Ze na mitochondrie
v oblasti jadra a pod sarkoplazmatickou membranou jsou kladeny daleko niZ§i naroky
z hlediska tvorby ATP neZ v ptipadé IFM; nejvice ROS vznika pravé v situaci tzv. ,resting-
state, kdy mitochondrie respiruji, oviem fosforylace z riznych diivodii neprobiha {Jezek a
spol., 2004 }; pro butiku potom nemusi byt Zadouci udrzovat vysoky membranovy potencial u

mitochondrii, které nejsou ,,pracovné vytizeny* (nefosforyluji kvili nedostatku ADP).
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VYVOJ EXPRESE NEKTERYCH GENU A PROTEINU VNITRNI
MITOCHONDRIALNI MEMBRANY

V dal3i etapé nasi prace jsme se zamérili na ontogeneticky vyvoj struktur regulujicich
membranovy potencial, a to COX na strané jedné (potencial generuje) a UCP a ANT na strané
druhé (potencial snizuji). NaSe vysledky ukazuji, Ze¢ maximalni zmény v expresi gend pro
UCP2, UCP3, ANT1 a ANT2 se odehravaji v obdobi odstavu, tj. ve vyvojové fazi
charakterizované ménicim se energetickym metabolismem. Hladina COX se bezprostiedné po
porodu a do obdobi odstavu zvy3uje a do dospélosti pak klesa. Urovei transkripti UCP2 a
UCP3 se v srdci potkana ihned po narozeni zvysi, po mirném poklesu paty den pak dosahne
druhého maxima mezi 10. a 20. dnem postnatalniho Zivota a dale do dospélosti klesa. Exprese
genti izoforem ANT1 a ANT2 mé opaény trend. Uroveti exprese ANT1 genu od narozeni
postupné stoupa, dosahuje maxima okolo 28. dne, tedy na konci obdobi odstavu, a
s rostoucim vékem klesa. Naopak ANT2 dosahuje svého maxima ihned po narozeni, klesa
v prvnim mésici Zivota a dale zistava beze zmén. Podobné opacny trend ve vyvoji exprese
genll izoforem ANT1 a ANT2 v pribéhu postnatalniho vyvoje byl popsan také u kralikt
{Portman a spol., 1999} a mysi {Levy a spol., 2000}, kde je rovnéz tésné po porodu relativné
vyS§i exprese ANT1 oproti ANT2. Pro vysvétleni téchto vyvojovych zmén je tfeba vzit
v uvahu skute€nost, Ze ANT1 je efektivnéjsi v transportu ATP do cytoplazmy, zatimco ANT2
je schopna transportu ATP/ADP v obou smérech; lze predpokladat, Ze mitochondrie
dospelého srdce s oxidativnim metabolismem se bude vice spoléhat na izoformu 1 (a tim 1épe
vyhovovat vysokym narokim dospélého srdce na dodavku ATP z mitochondrii), zatimco
srdce mladéte s glykolytickym metabolismem vice na izoformu 2.

Fyziologicky vyznam bifazické aktivace genu UCP2 a UCP3 neni jasny. MnoZstvi
antigenu UCP2 v srdci dospélého potkana je navic ve srovnani s nékterymi jinymi tkanémi
(slezina, bila tukova tkan) velice nizké {Pecqueur a spol., 2001; Medvedev a spol., 2001}.
Lze predpokladat, ze tyto vyvojové zmény maji vyrazny vliv na vyvoj energetického
metabolismu srde¢niho svalu. Zda se, Zze zvySena exprese UCP2, UCP3 a ANT1 okolo 20.
dne ontogenetického vyvoje je odpovédnd za pokles ucinnosti energetické premény
v srdeénim svalu. ZvySena exprese UCP3, prokdzana v hypoxickém kosterniho svalu, stejné
jako zvySeni ANT1 v srdcich s kardiomyopatii tuto domnénku podporuje {Zhou a spol., 2000;
Domer a Schultheiss, 2000}. Zmény v hladinach téchto proteind jsou tak spiSe disledkem

veétSi poptavky po ATP neZ typickou soucasti obrazu energetického selhani kardiomyocytu.
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Skutecnost, Ze maximalnich hodnot COX je dosazeno zhruba 10 dni po maximu
rozptahovacich proteinti (28. den ontogenetického vyvoje), sniZujicich u¢innost aerobni
fosforylace, je zfejmé odpovedi buriky na pokles v (¢innosti energetické pfemény. Nase
vysledky ukazuji, Ze 30ti denni potkani maji vy3§i specificky obsah COX v srde¢nich
mitochondriich ve srovnani s mlad$imi i star§imi zvifaty. To naznacuje, Ze vyvoj UCP3 muze
vyznamné ovlivnit funkci mitochondrii v srdci, zejména v obdobi pfechodu metabolismu
srde¢nich bunék na mastné kyseliny jako hlavni zdroj energie {Himms-Hagen a Harper, 2001;
Echtay a spol., 2001}. Exprese UCP3 v kosternim svalu mysi koreluje s intenzitou oxidace
mastnych kyselin. Ukdzalo se, ze UCP3 pak pfimo napomaha zvySeni jejich vyuZiti
v energetickém metabolismu {Bezaire a spol., 2005}. Lze navic predpokladat, ze piima
souvislost téchto struktur s membranovym potencialem by mohla vysvétlit vznik
mitochondridlni populace s nizkym potencialem na konci odstavu.

V této souvislosti vyvstdva otazka, zda vyvoj proteinii vnitini mitochondrialni
membrany bude rozdilny v interfibrilarni a subsarkolemalni frakci. Vzhledem k tomu, Ze tuto
otazku jsme experimentalné nefeSili, lze pouze vychdzet z neuplnych literarnich udaju,
srovnavajicich hladiny UCP a ANT téchto dvou mitochondridlnich populaci v kosternim
svalu. Pfi porovnani obsahu UCP3 v populacich SSM a IFM potkana nebyly nalezeny zadné
rozdily {lossa a spol., 2001}, v ptipadé¢ ANT se ukazalo, Ze vySsi obsah ANT je v SSM
{Roussel a spol., 2000} . Iossa a spol. {2001} dale ukazali, Ze dieta s vysokym obsahem tuku,
podavana hlodavcim, zvySuje protonovou vodivost vnitini membrany mitochondrii
izolovanych z kosterniho svalstva, a to opét pouze u SSM populace diky jeji vétsi citlivosti ke
zvySenému obsahu volnych mastnych kyselin v krevnim obéhu.

Lze tedy uzaviit, Ze v pribéhu postnatdlniho vyvoje potkana se celkova kapacita
syntézy ATP srdeé¢nich mitochondrii vyrazné zvysSuje. Tomu odpovida i ontogeneticky vyvoj
dalsi vyznamné soucasti oxidativniho fetézce - komplexu III {Wells a spol., 1972; Veerkamp
a Van Moerkerk, 1985} spolu s vyraznym zvySenim aktivity ostatnich enzymu oxidativniho
metabolismu {Bass a spol., 2001}. Jak jsme uvedli vySe, ve stejném obdobi lze pozorovat i
strukturalni zmény mitochondrii, jejichz velikost, denzita a kristace se postupné zvysuje;
dospély kardiomyocyt ma v porovnani s neonatdlnimi jedinci dvakrat vétsi objem
mitochondrii {Legato, 1979; Olivetti a spol., 1980}. Uvedena fakta ukazuji, Ze v pribéhu
ontogenetického vyvoje dochazi ke zménam Gc¢innosti oxidativni fosforylace v jedné populaci
srdeénich  mitochondrii  (subsarkolemalni mitochondrie s nizkym membranovym
potencialem). Toto sniZeni je zfejmé nezbytné k dosazeni optimalnich podminek pro funkci

oxidativni fosforylace pfi vy§si zatézi, kterd je typickd pro dospély myokard. Stejné tak vsak
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muze slouzit jako prevence vzniku nezadoucich metabolickych produktd, jako jsou ROS
{Stucki, 1980; Skulachev, 1999}. V této situaci lze i malym snizenim MMP dosahnout
vyrazného omezeni produkce ROS; zde opét hraji kliCovou roli nékteré struktury vnitini

mitochondrialni membrany s protonoforickou aktivitou {Jezek a spol., 2004}.

ULOHA MITOCHONDRII V CITLIVOSTI SRDCE K NEDOSTATKU
KYSLIKU

Nase vysledky ukazaly, Ze vyvojové rozdily v odolnosti srdeniho svalu k hypoxii se
ukéazalo, Ze zatimco 5ti denni zvifata reaguji na nizkou hladinu kysliku postupnym poklesem
MMP s typicky sigmoidnim pribéhem zmén, MMP mitochondrii 60ti dennich zvifat ma
bifazicky charakter s pomérné rychl)'/!,:'poklesem v prvni fazi. Druh4 faze je naopak pomalejsi a
mé viceméné linearni pribéh, na rozdil od Sti dennich mitochondrii je MMP nestabilni.
Pokles u dospélych zvifat je rychlejsi a pti opétovném piidani kysliku do média dojde k
obnoveni MMP na piivodni uroven. Mitochondrie izolované z mlad’at na ptidani kysliku do
média prakticky nereaguji. Tento experiment podporuje hypotézu o kliCové uloze
mitochondrif v mechanizmu odolnosti srdce k nedostatku kysliku. Snazili jsme se proto zjistit,
které mitochondrialni struktury jsou za popsané vyvojové rozdily odpovédné.

V poslednich letech se ukdzalo, Ze rozhodujici ulohu v ischemicko-reperfuznim
poskozeni dospélého srdce hraje MPT poér {Halestrap a spol., 2004; ptehled viz Di Lisa a
Bernardi, 2006}. Dikazem pro toto tvrzeni jsou pfedevsim vysledky ukazujici, Ze blokada
otevieni poru vyznamné snizuje velikost infarktového loziska. Pfiinou otevieni MPT poéru
jsou déje, ke kterym dochéazi na pocatku reperfuze: vzestup hladiny vapniku, pokles
membranového potencialu mitochondrii, zvySend hladina anorganického fosfatu, zmény v pH,
pokles hladiny makroergnich fosfati a zvySeni volnych kyslikovych radikali. Disledkem
otevieni péru pak je kolaps membranového potencidlu mitochondrie, pokles turovné
oxidativniho metabolismu, bobtnani mitochondrii, vedouci k redukei krist a poSkozeni vnéjsi
mitochondridlni membrany, a kone¢né zanik mitochondrie se v§emi negativnimi dopady na
samotnou bunku. Inhibice otevieni MPT péru sanglifehrinem A vyrazné sniZzuje rozsah
ischemicko-reperfuzniho poskozeni u dospélych srdci.

Sledovanim aktivity MPT poru jsme potvrdili jeho nezastupitelnou ulohu v procesu

ischemicko-reperfuzniho poSkozeni; u dospélych zvirat jeho inhibice sanglifehrinem A, ve
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shodé s vySe uvedenymi pokusy, vyrazné sniZila rozsah ischemicko-reperfuzniho poskozeni.
Jeho uloha v nezralém srdci vSak zUstdva stale nejasna; u mlad’at se inhibici MPT péru
nepodafilo rozsah poskozeni ovlivnit. Co mize byt za tuto vyvojovou zménu odpovédné?

Ke stanoveni miry ischemicko-reperfuzniho poSkozeni na izolovaném srdci jsme
pouZili metodu meéfeni aktivity LDH v koronarnim efluentu, ktera se rutinné pouziva u
dospélych; jeji pouzitelnost u mlad’at vSak nebyla doposud ovéfena. Vysledky nasich méfeni
ukazuji, Ze mezi reparaci kontraktility (recipro¢ni hodnota miry ischemicko-reperfuzniho
poSkozeni) a mnozstvim produkovaného LDH existuje u 10ti dennich mlad’at vyznamna
negativni korelace, tj., Ze se zvySujicim se poSkozeni stoupa mnozstvi LDH v koronarnim
efluentu, podobné jako u zralych srdei. K posouzeni rozsahu ischemicko-reperfuzniho
poSkozeni u 10ti dennich mlad’at tedy lze metodu métreni LDH pouZit.

Pro sledovani aktivity samotného MPT péru jsme pouzili metodu méfeni NAD"
v srde¢ni tkani, zalozené na vztahu mezi mirou otevieni poru a ubytkem NAD', jak ji
v dospélé srde¢ni tkani popsali Di Lisa a spol. {2001}. Tento vztah potvrzuji i naSe vysledky,
které ukazuji negativni korelaci mezi mnoZstvim produkovaného LDH v eluatu (mira
poskozeni) a NAD" v srdeéni tkani na konci reperfuze u dospélého srdce. Tento vztah jsme
vSak nepozorovali u nezralého srdce, kde regresni analyza prokazala pfimou uméru mezi
uvolnénym LDH do eluatu a obsahem NAD" na konci reperfuze - s rostoucim poskozenim se
zvySuje mnozstvi NAD" v tkani. To znamena, Ze na rozdil od srdce dospélého, vyssi
poskozeni neonatalniho srdce neni provazeno snizenim NAD" v myokardu. Metoda sledovani
aktivity MPT poéru pomoci stanoveni obsahu NAD" je proto v srdeénim svalu nezralého
potkana nepouzitelna. Divodem je s nejveétsi pravdépodobnosti zcela odliSny metabolismus
nezralého myokardu, ktery v situaci globalni ischemie spoléha na produkci ATP cestou
anaerobni glykolyzy {Lopaschuk a spol., 1992; Bass a spol., 2001}. Pii ni vznika velké
mnozstvi redukovaného NADH+H" a roste pomér NADH/NAD", coz je z hlediska fady
enzymatickych funkei buriky nezddouci (zejména pro samotnou glykolyzu). Proto se NAD"
regeneruje prostiednictvim LDH v reakci pyruvat — laktat (pfi dostatku kysliku dochazi
k regeneraci NAD" na zacatku dychaciho fetézce a laktat je oxidovdn na vodu a oxid
uhli¢ity). Poté, co se v buiice spotiebuje glukéza, neni jiz NAD™ utilizovano a diky tomu se
jeho mnoZstvi na konci ischemie zvysuje. Lze tedy prfedpokladat, Zze v nezralé srdecni burice
bude v disledku vy$3i utilizace glukézy i vy3si hladina NAD" v cytoplazmé. Jeho uvoliiovéni
z mitochondrii muZe byt proto z hlediska méfeni celkového obsahu NAD" v srdeéni tkéni
zanedbatelné (i s pfihlednutim k faktu, Ze mitochondrii je v tomto vékovém obdobi relativné

mélo). Naproti tomu v dosp&lém srdci pfevazuje NAD' mitochondrialni a jeho uvolnéni a
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naslednou degradaci NAD"-glykolhydrolazou lze spolehlivé zméfit {Di Lisa a spol., 2001}.
Ke sledovani aktivity MPT péru u mladat se proto zda byt vhodnéjsi metodika méfeni
bobtnani izolovanych mitochondrii {Balaska a spol., 2005}; stav poru je v§ak mozZno hodnotit
az za nckolik hodin po samotném pokusu. Izolace mitochondrii mdZe znamenat nejen
oddéleni momentu méfeni péru, ale nelze vyloucit ani negativni vliv izolace na funkci
mitochondrii.

Skutecnost, Ze se ndm na rozdil od dospélych nepodafilo prokazat protektivni vliv
blokady MPT poéru na poskozeni myokardu u mlad’at, mize mit n&kolik vysvétleni: (i)
sanglifehrin A nemusi fungovat v disledku vyvojovych zmén ve struktuie MPT poru, (ii)
v neonatalnich srdecnich bunkéach je tak malé mnozstvi MPT pérti, Ze nejsou schopny svou
aktivitou chovani srde¢ni burky ovlivnit a (iii) mnozstvi mitochondrii v nezralé srde¢ni burnce
Jje menSi nez v dospélych srdcich. To jednak sniZuje mozZnost vyrazngji ovlivnit bunéény
metabolizmus, jednak vypovida o orientaci neonatalniho srdce na extramitochondrialni
zpusob ziskavani energie. Zda se tedy, Ze mechanizmus ischemicko-reperfuzniho poskozeni
v nezralém srdci neni spojeny s tlohou mitochondrii v takové mife, jako je tomu u dospélého

srdce.

ZAVERY

Funkce mitochondrii srde¢niho svalu se v prub&hu ontogenetického vyvoje zasadnim
zpusobem méni: to se tyka jak MMP, kliCového parametru oxidativni fosforylace, tak i1
proteini vnitfni mitochondrialni membrany, které jsou rozhodujici pro regulaci u€innosti
energetické premény. Uvedené zmény maji u laboratorniho potkana kritickou vyvojovou
periodu, kterou je obdobi odstavu, tedy obdobi, kdy v myokardu dochazi k zasadni zméné
v preferenci substrati.

V pribéhu ontogenetického vyvoje se vyznamné méni odolnost srde¢niho svalu
k nedostatku kysliku. Tyto vyvojové zmény jsou doprovazeny jak ménicim se tcinkem
hypoxie na stabilitu MMP, tak ménici se tlohou MPT poéru v ischemicko-reperfuznim
poskozeni. To limituje i pouzivani metod, rutinné pouzivanych u dospélych srdci, pro méreni
funkce MPT péru v nezralém myokardu.

Uvedené vysledky podporuji hypotézu, Ze mitochondrie hraji kliCovou ulohu
v ontogenetickych zménach odolnosti srdeéniho svalu k nedostatku kysliku. Lze fici, Ze

klesajici odolnost srde¢niho svalu k nedostatku kysliku v pribéhu ontogeneze je ziejmé
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zptisobena zvySujicim se podilem mitochondridlnich funkci na energetickém metabolismu
myokardu. Tento zasadni poznatek muze byt vychodiskem pro analyzu hypoxickych stavil
srdecniho svalu v rliznych fazich ontogeneze jak u jedinci zdravych, tak u pacientd
vystavenych v ¢asném vyvoji riznému stupni hypoxické zatéze. Z tohoto hlediska by naSe
vysledky mohly mit potencidlni vyznam pro klinickou praxi, pfedevSim pro détskou
kardiologii a kardiochirurgii.

Lze souhlasit s ndzorem Whitea {2004}, Ze mitochondrie se nejen znovu narodila,

ale 1 pln¢ dozrala do kli¢ové role kardiovaskularniho vyzkumu v pristim letech.
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SOUHRN

V nasi praci byly dosazeny tyto prioritni vysledky:

Dospé€ly myokard laboratorniho potkana obsahuje dvé populace mitochondrii, které se
vyznamné li8i lokalizaci a velikosti membranového potencialu. Zatimco populace
lokalizovana interfibrilarné obsahuje pouze mitochondrie s vysokym membranovym
potencialem, populace subsarkolemalniho kompartmentu je tvorena mitochondriemi

jak s nizkym, tak s vysokym potencialem.

Membranovy potencidl srde¢nich mitochondrii, kli€ovy parametr oxidativni
fosforylace, se v prib&hu ontogenetického vyvoje vyraznym zplisobem méni. V
prenatalnim a rané postnatalnim obdobi ma charakter jediné populace (unimodalni
distribuce), na konci obdobi odstavu (28. den) se objevuje populace druha s maximem
v oblasti nizkého potencidlu; 60. den postnatalniho vyvoje lze prokazat dvé zietelné

oddélend maxima.

V prub&hu ontogenetick€ého vyvoje se rovnéz zasadnim zpusobem méni hladiny
nékterych proteinli vnitini mitochondrialni membrany. Tyto proteiny mohou vyrazné
ovliviiovat G¢innost energetické premény v mitochondriich; jedna se jednak o klicovy
enzym respira¢niho fetézce (cytochrom ¢ oxidazu), rozprahovaci proteiny (UCP2 a 3)
a izoformy adenin nukleotid translokdazy (ANT1 a ANT2). Zmény ve specifickém
obsahu cytochrom ¢ oxidazy jsou charakterizovany pfiblizné dvojnasobnym zvysenim
v prvnim mésici Zivota s maximem okolo 28. dne a poklesem v dospélosti.
Transkripty genu (v ptipadé¢ UCP3 i protein) UCP2 a 3 dosahuji svého maxima okolo
20. dne zivota, do 28. dne vyznamné klesaji a pak az do dospélosti se prakticky
neméni. Hladiny transkripti obou izoforem adenin nukleotid translokdzy maji
navzdjem opa¢nou tendenci: v pfipadé ANT1 genu hladina postupné stoupda, dosahuje
maxima okolo 28. dne a s rostoucim vékem klesa, ANT2 dosahuje maxima ihned po
narozeni, klesa v prvnim mésici zivota a dale zistava beze zmén. Kritickou periodou

maximalnich zmén je pro v§echny jmenované proteiny opét obdobi odstavu.
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Stabilita membranového potencidlu izolovanych mitochondrii nezralého myokardu je
pti hypoxii vétsi nez u srdce dospélého. To ukazuje, Ze vétSi odolnost k nedostatku

kysliku maji mitochondrie izolované z neonatalniho srdce.

Chovani MPT poru, jehoz otevieni hraje vyraznou roli v ischemicko-reperfuznim
poskozeni, se v dosp€lém a neonatdlnim srdci vyznamné li§i. Zatimco v dospélém
myokardu jsou blokatory MPT poéru schopny sniZit rozsah ischemicko-reperfuzniho
poskozeni, u mlad’at nemaji Zadny efekt. To je zfejmé vysledkem vyvojovych rozdila
ulohy MPT poéru v patogenezi ischemicko-reperfuzniho poskozeni. Nase vysledky
naznaduji, Ze metoda méfeni aktivity MPT péru pomoci obsahu NAD" v srde¢ni tkani,

Uspésné vyuzZivand u dospélych srdci, je pro nezraly myokard nepouZzitelnd.
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