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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva toxiny a inhibitory mitochondridlniho respira¢niho
procesu. V uvodni casti této prace je struéné popsdna mitochondrie, jeji funkce a
metabolismus se zaméfenim na glykolyzu a oxidativni fosforylaci. Elektrony uvolnéné
z Krebsova cyklu jsou dale prenaseny elektronovym transportnim fetézcem na vnitini
membrané mitochondrie. Existuje fada pfirodnich i1 syntetickych latek, které tento proces
bunécného dychani inhibuji. Ne&které latky i zastavuji syntézu ATP naptiklad tim, ze
inhibuji glykolyzu, blokuji ptenos elektronti mezi jednotlivymi komplexy elektronového
transportniho fetézce, zvySuji produkci reaktivnich forem kysliku, zpisobuji kolaps
mitochondridlntho membranového potencidlu a indukuji apoptézu bunky. V této praci
jsou popsany jednotlivé toxiny, jejich struktura, typ zasahu, zpiisob ptisobeni a ptiklady

vyuZziti.

KLiCOVA SLOVA
Mitochondrie, respiracni komplexy, rozpojovaci proteiny, reaktivni formy kysliku,

inhibice bunééného dychani.



ABSTRACT

This Bachelor thesis deals with toxins and inhibition of mitochondrial respiratory
process. The introductory part of the thesis briefly describes mitochondria, its function
and metabolism with focus on glycolysis and oxidative phosphorylation. The electrons
produced by the citric acid cycle are further transported by the electron transport chain
through the inner membrane of the mitochondria. There are numbers of natural and
synthetic substances which inhibit the process of cellular respiration. Some substances
even inhibit ATP synthesis by inhibiting glycolysis, blocking the transfer of electrons
between particular electron-transport complexes, increasing the production of reactive
oxygen species, causing collapse of the mitochondrial membrane potential, and inducing
cell apoptosis. Finally, individual toxins are described, including their structure, type of

intervention, targeting and examples of use.

KLICOVA SLOVA
Mitochondria, respiratory complexes, uncoupling proteins, reactive oxygen

species, inhibition of cellular respiration.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK
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UVOD

Mezi mitochondridlni toxiny fadime latky, které inhibuji metabolismus
mitochondrie. Jelikoz je mitochondrie slozitd organela, existuje fada mist se kterymi
mohou toxické latky reagovat. Podle toho jsou jednotlivé inhibitory rozdéleny do skupin
na inhibitory glykolyzy, respiracnich komplext -V, rozpojovaci proteiny a inhibitory
pfemény ADP na ATP.

Mitochondridlni toxiny vyznamné pomohly pii studiich mechanismu
mitochondrialniho metabolismu. Pomohly objasnit funkce jednotlivych komplext
elektronového transportniho fetézce, enzymt tUcastnicich se metabolickych reakci,
transportnich membranovych kanalti atd. Vyznamnou nad¢ji jsou také coby nové strategie

1é¢by riznych civilizacnich onemocnéni.
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1. Mitochondrie

Mitochondrie (obr. 1) je bunécna organela slozena ze dvou membran — vnitini a vnéjsi
membrany. Vnéjsi membrana ma jako u vétSiny ostatnich organel funkci ochrannou.
Hlavni slozku tvofi lipidy. Je permeabilni, a to diky proteiniim — porinim — coZ jsou
napétove fizené iontové kanaly. Vnitini mitochondridlni membrana je na rozdil od vnéjsi
zvrasnéna a vytvari kristy. Diky nim mé vnitini membrana nékolikandsobné vétsi povrch.
Je tvofena prevazng proteiny a obsahuje transportni mechanismy zajist'ujici jeji selektivni
propustnost. Obé membrany od sebe oddéluje mezimembranovy prostor. Mitochondrialni
matrix obsahuje vlastni mitochondrialni DNA kruhového charakteru. Mitochondrie jsou
proto schopny vlastni samostatné reprodukce bez ohledu na bunécné déleni, a maji také
vlastni proteosynteticky aparat se znaky prokaryot, coZz podporuje teorii, Ze se
mitochondrie vyvinuly ze samostatné Zijicich bakterii. Matrix obsahuje fadu enzyml —
enzymy metabolismu mastnych kyselin, metabolismu pyruvatu i Krebsova cyklu.
Obsahuje 1 specifické ribosomy, které se svym slozenim li§i od ribosomul

cytoplazmatickych.

Outer
membrane

. Inner
Free ribosomes
in the membrane
mitochondrial
matrix Matrix

. Cristae

Mitochondrial
DNA

Obr. 1: Struktura mitochondrie ¥
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Hlavni funkci mitochondrie v eukaryotickych bunkach je generovani ATP pomoci
procesu tzv. oxidativni fosforylace @. Organismus mtzZe sloZitou strukturu glukézy
oxidaci rozlozit na vodu a oxid uhli¢ity (obr. 2). Uvolnéna energie Se z ¢asti pfeméni na
teplo, z¢asti konzervuje do anhydridové vazby v ATP. Cely sled reakci za¢ina glykolyzou
V cytoplazmé. Vznikly pyruvat je pienesen do mitochondrie, dekarboxylovan na
acetylCoA a ten oxidovan v citratovém cyklu v mitochondrialni matrix. Elektrony
odebrané pii téchto reakcich jsou odevzdany do série oxidoredukcnich soustav ve vnitini
mitochondrialni membrané (= dychaci fetézec) a jejich pienosem je pohanén transport
protonll z matrix na zevni stranu vnitini membrany, ¢imz se na této membrané vytvoii
elektrochemicky protonovy gradient. Jeho energie je pak vyuzita v ATPaze na syntézu a

uvolnéni ATP @,

cytoplazma dychaci retézec mitochondrialni matrix
glukoza
> &lunek prenasejici redukéni ekvivalent
g‘ NADH Cclunek prenasejicl redukceni ekvivalenty ; NADH
v s Zjingeh sdrojd elekronts
v L P!
2 pyruvat > pyruvat ‘
l CO2 4#» NADH
% L g acetylCoA
2 & NADH*
% 2,
£ S ® FADH,
z 2
z £ ‘j _A
g £
= .
3 l 5
5 ¢ % e
@ 3
8 i CO2
je ADP
-
: |
3
[
2z O ATP —> ATP
=]
2 L
H.O
ATP < ATP
vymeéna
ADP > ADP

Obr. 2: Oxidace glukozy
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1.1 Metabolismus mitochondrii

Palivo pro svij rist ziskavaji buiiky predev§im prostiednictvim katabolismu
glukozy. Prvni krok pii glykolyze, tj. pfeména glukdzy na glukoza-6-fosfat, je katalyzovan
hexokinazou. Hexokinaza je vazana na mitochondrie v blizkosti napétové fizené¢ho
iontového kanalu, kde ziskava preferencéni pfistup k mitochondrialnimu ATP,
generovanému oxidativni fosforylaci, ptfes adeninnukleotidtranslokdzu na wvnitini
membrané. Pyruvat generovany glykolyzou je pfeveden na kyselinu mlé¢nou, nebo piejde
do mitochondridlni matrix, kde je katabolizovan na acetylkoenzym A pomoci enzymu

pyruvatdehydrogenaza ®. AcetylCoA vstupuje do Krebsova cyklu (obr. 3).

Glucose +
ATP

VDAC

A

mitochondrion

Ala Pyr
Mal TCA oKG =< Glu
Cycle et A

Glutamine

Obr. 3: Mitochondridlni metabolismus @
HK = hexokindza;, VDAC = napétové rizeny iontovy kandl; ANT = adeninnukleotidtranslokaza;
Pyr = pyruvdt; Lac = kyselina mlécna; ACCOA = acetylkoenzym A;
PDH = pyruvatdehydrogendza
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1.2 Glykolyza

Pii procesu glykolyzy dochazi k pfeméné jedné molekuly glukézy na dvé
molekuly pyruvatu. Prvnim krokem reakce je prevedeni glukozy na jeji aktivovanou
formu glukoza-6-fosfat. Fosforylace glukdzy probiha za katalyzy enzymu hexokinazy
(HK), ktery nalezneme ve vétsin€ bunék. Existuji ¢tyfi izoformy HK | az IV. lzoformy |
a II umoziuji interakci s vnéj$i mitochondridlni membranou, izoformu III nach4dzime v
perinuklearnim prostoru a izoforma IV (t6Z znama jako glukokinaza) je v cytosolu & ©).
HKI je exprimovana pievazné v mozku, HK Il v inzulin-senzitivnich tkanich, HK Il se
vyskytuje velmi ziidka, ale mize byt detekovana v plicich a HK IV nalézame v jatrech a
pankreatu ®. V buikach zdravého jedince je exprese HK II potlacena z diivodu metylace
jejiho promotoru. Naopak v malignich bunkach je HK Il nadprodukovana a odpovida za
zvy$enou aktivitu hexokinaz ). HK Il se vaZe na napétové fizeny iontovy kanal
(VDAC z anglického “voltage dependent anion channel) uloZzeny na vnéj$i membrané
mitochondrie, ktery interaguje s adeninnukleotidtranslokdzou na wvnitini membrané
mitochondrie ©.

Pyruvéatdehydrogenaza (PDH) propojuje glykolyzu a Krebstv cyklus. Po vstupu
pyruvatu do mitochondrie PDH katalyzuje jeho pfeménu na acetylCoA ©. Aktivita PDH
je regulovana fosforylaci, jez je ovladana dvéma enzymy PDHkinazou a PDHfosfatazou.
PDHkinaza inhibuje rozklad pyruvatu, zatimco PDHfosfataza je zodpovédna za aktivaci

pyruvatdehydrogenazy 9.

1.3 Okxidativni fosforylace

Oxidativni fosforylace vyuziva redukéni schopnosti NADH a FADH;
produkovanych v Krebsové cyklu pro redukci molekularniho kysliku na vodu. Vodikové
atomy, které piinesly zredukované koenzymy z Krebsova cyklu, jsou dale prendseny
supramolekularnimi komplexy, které jsou zabudované do vnitini membrany mitochondrii.
Cytochromy si ptedavaji elektrony a energii, ktera se uvolni pii oxida¢né-redukénich
procesech, vyuzivaji k pieCerpavani protonti do prostoru mezi vnéjSi a vnitini
mitochondrialni membranou. Elektronovy transportni feté¢zec neboli dychaci fetézec, se
sklada ze ¢tyt komplexti: NADH ubichinon-reduktazy (komplex I), sukcinat-Q-reduktazy
(komplex 1), cytochrom c¢ oxidoreduktazy (komplex II1), cytochrom c¢ oxidazy
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(komplex IV) a ATPazy @ z nichz kazdy je schopen katalyzovat prenos elektronti
pies Cast fetézce (obr. 4). Piehled jednotlivych komplexti a jejich proteinovych slozek se
nachazi v tabulce 1.

| I " WY, ATP4za
NADH Q  Sukcinit Q Q Cytc Cytc O, ADP+P; ATP

Obr. 4: Reakce komplexii oxidativni fosforylace (upraveno dle %)

Tabulka 1: Proteinové slozky komplext (upraveno dle (11)

Enzymovy komplex / Protein ~ Hmotnost (kDa)  Podet podjednotek  Prosteticka skupina

I NADH dehydrogenaza 850 43 FMN, Fe-S
Il Sukcinatdehydrogenaza 140 4 FAD, Fe-S
Il Ubichinon cytochrom c oxidoreduktaza 250 11 Hemy, Fe-S
- (Cytochrom c) 13 1 Hem
IV Cytochrom oxidaza 160 13 Hemy, Cua, Cus

Pozn. Cytochrom ¢ neni soucasti enzymovych komplexi; pohybuje se mezi komplexem III a IV jako
volny protein.

Komplex I, NADH ubichinonreduktaza nebo také NADH dehydrogenaza je
velky enzym, ktery se sklada ze 42 riznych polypeptidovych fetézct, véetné flavoproteinu
obsahujiciho flavinmononukleotid (FMN) a alespon 6 Zelezosirnych center, jez jsou riizné
velka (Fe-S, 2Fe-2S, 4Fe-4S). Zelezo je vétsinou koordinovano se étyfmi atomy siry,
zejména siry sulthydrylovych skupin cysteinti. Komplex I katalyzuje dva simultanni a
obligatné vazané procesy Y, Z NADH pievadi dva elektrony koenzymu Q a premistuje
Ctyfi protony do mezimembranového prostoru (rovnice 1). Komplex I je tedy protonova

pumpa pohanéna energii pienosu elektronti a reakce, kterou katalyzuje, je vektorova. To
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znamena, ze protony se pohybuji v uréitém sméru z jednoho mista (negativné nabité
matrix) na druhé (mezimembranovy prostor je kladné nabity). Proto v zapisu rovnice
znac¢ime lokalizaci protonti pro mezimembranovy prostor jako P (positive) a pro matrix
jako N (negative) (rovnice 2).

Koenzym Q pak nese elektrony ke komplexu Ill. Koenzym Q také nazyvame
ubichinon, zatimco redukovany koenzym nesouci elektrony, tedy QHgz, ubichinol.
V komplexu III je zpét oxidovan na Q.

Pied¢asné prosakovani elektrond se v komplexu | bézné vyskytuje a je jednim z
hlavnich mist produkce reaktivnich forem kysliku. Amytal (sodikova siil amobarbitalu),
rotenon (organickd sloucenina, kterd se pouzivd v Sirokém spektru jako insekticid a
pesticid) a piericidin A (derivat polyhydroxylovaného pyridinu) inhibuji tok elektront
z Fe-S center komplexu na koenzym Q (%:12)

NADH + H* + Q -» NAD* + QH, (rovnice 1)
NADH + 5H}, + Q » NAD* + QH, + 4H}, (rovnice 2)
Komplex Il, sukcinatdehydrogendza, ¢&i sukcinat-Q-reduktaza prenasi 2

elektrony od sukcinatu z Krebsova cyklu jako FADH2 na koenzym Q. Jedna se o
enzymaticky komplex navazany v membrané mitochondrii, ktery je mensi a jednodussi
nez komplex I a sklada se ze 4 ruznych podjednotek (obr. 5). Podjednotky C a D jsou
integra¢ni membranové proteiny. Obsahuji hemovou skupinu, hem b a vazebné misto pro
ubichinon. Spise nez pienaset elektrony je smyslem hemu b chranit pfed tvorbou
reaktivnich forem kysliku (ROS), peroxidu vodiku a superoxidovych radikali.
Podjednotky A a B vycnivaji do matrix, obsahuji tii Fe-S centra, kovalentné navazany
koenzym flavinadenindinukleotid (FAD) a vazebné misto pro substrat. Pfenos elektront
probiha cestou z vazebného mista pro sukcinat na FAD a dale pak pies Fe-S centra na

ubichinonové vazebné misto (4 13),
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Periplasmaticky pros

Obr. 5: Sukcindtdehydrogendza ve fosfolipidové membrané (upraveno dle %)

Komplex 111, také nazyvan jako cytochrom bci komplex, ¢ cytochrom ¢
oxidoreduktaza ptenasi par elektronti z ubichinolu (QH2) na cytochrom c, a soucasné
Cerpa dalsi étyfi protony do mezimembranového prostoru (rovnice 3). Takzvany Q cyklus
pfepind mezi pfenaSenim dvou elektronii na ubichinonu a jednoelektronovymi nosi¢i,
cytochromy bsez, bses, C1, ¢ a vysvétluje stechiometrii ¢ty protonti vyménénych za jeden
par elektrontl. I kdyz pfesun elektronti pies tento segment dychaciho fetézce je slozity,
finalni efekt pfevodu je jednoduchy: QH> je oxidovan na Q a dvé molekuly cytochromu ¢
jsou redukovany (% 19),

Cytochrom ¢ je velmi maly protein s navazanou hemovou skupinou rozpustny
ve vodé. Nachdzi se v mezimembranovém prostoru, volné¢ navazan na vng&jsi
stranu vnitini mitochondrialni membrany. Po pfijeti jednoho elektronu z komplexu Il
hemem se cytochrom ¢ pfesouva na komplex IV predat elektron binuklearnimu centru

s atomy médi 413,

QH, + 2 cyt ¢1(0x) + 2Hy, > Q + 2 cyt ¢, (red) + 4H} (rovnice 3)
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Komplex 1V neboli cytochrom ¢ oxidaza katalyzuje oxidaci cytochromu ¢, tedy
pfenasi elektron z cytochromu c¢ na molekularni kyslik, nasledné¢ redukovany na dvé
molekuly H>O. Dalsi dva protony jsou cerpany do inter-membranového prostoru.
Jednase o velky enzym, slozeny ze 13 podjednotek, ulozeny na wvnitini
mitochondrialni membran¢é. Mitochondrialni podjednotka Il obsahuje dva médéné
ionty v komplexu s -SH skupinami dvou cysteinovych zbytkl, tvofici binuklearni
centra (Cua), které se podobaji Fe-S centrim zelezo-sirnych proteinti. Podjednotka |
obsahuje dvé hemové skupiny nazvany a a as, a dalsi ionty médi (Cug). Hem az a Cus
tvofi sekundarni binuklearni centrum, které ptijima elektrony z hemu a a prenasi je na O>
vazany na hem as. Podjednotka ¢tyfi je podjednotka regulacni. Za hypoxickych podminek
ptepne zizoformy 1 do druhé izoformy, coz umoziuje regulaci optimalni aktivity
cytochrom c oxidazy % 16),

Pienos elektronu napti¢ komplexem IV je veden z cytochromu c¢ na Cua centrum,
na hemovou jednotku a, na centrum az-Cug a kone¢né na kyslik. Za kazdé Ctyfi elektrony
pros§lé skrz tento komplex spotiebuje enzym &tyii H* z matrix na pfeménu Oz na dvé

molekuly H20 (rovnice 4) 110,

4 cyt c1(red) + 8H}, + 0, > 4 cyt c1(ox) + 4Hp + 2H,0  (rovnice 4)

Finalni krok oxidativni fosforylace je katalyzovan ATPazou, kterd se nékdy radi
mezi komplexy a je tedy komplexem V. ATPaza vyuZiva protonového gradientu
pies vnitini mitochondridlni membranu k fizeni produkce ATP z ADP a anorganického
fosfatu @. V membrané je komplex proteinti Fo, ktery funguje jako protonovy kanal,
a ten je propojen s komplexem F1 vy¢nivajicim do cytoplazmy. Cely komplex F1 se sklada
z 9 proteind. Samotna hlavicka je slozena ze tfi dimerii o B, ostatni podjednotky jsou
ve spojovaci Casti — stonku. ADP a fosfat, resp. ATP, se vaZou na protein 3. Cela syntéza
ATP probiha ve ttech krocich — O, L, T. Konformace O (open) je prazdna, L (loose) vaze
ADP a fosfat a T (tight) vaze ATP. Soucasné vSechny tii dimery aff kooperuji. Jsou-li
jednotkou Fo vpustény protony (po spadu svého protonového gradientu), lze jejich energii
zachytit a vyuZit ji v komplexu F1 k syntéze ATP. Vazba ADP a fosfatu na konformaci
O, znamena ptechod do konformace L, pfi¢emz sousedni podjednotka prejde z L do T
a dalsim uvolnénim molekuly ATP z T do O. Mala molekula ATP tak uz neni vazana

na membranu a miize v butice snadno difundovat tam, kde je ji tfeba 7.
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2. Mitochondrialni toxiny

2.1 Inhibice glykolyzy

Vyzkum v oblasti chemoterapie rakoviny je zaméfen na vyuziti biochemickych
rozdiltt mezi nadorovymi buiikami a metabolismem nezménénych bunék ®®. Jednou ze
zasadnich zmén, ktera se vyskytuje u vétSiny malignich rakovinnych bungk, je posun v
energetickém metabolismu vyroby ATP z oxidativni fosforylace na aerobni glykolyzu
ATP (tj. Warburg efekt) 9. Vzhledem k tomu, e generace ATP prostiednictvim
glykolyzy je mnohem mén¢ u¢inna (dvé molekuly ATP na 1 molekulu glukdzy), nez pies
oxidativni fosforylaci (36 molekul ATP na 1 molekulu glukézy), rakovinné bunky
spotebuji mnohem vice glukdzy nez normalni buiiky s cilem zachovat dostate¢ny pfisun
ATP pro jejich aktivni metabolismus a proliferaci. Udrzeni takové vysoké trovné
glykolytické aktivity je nezbytné pro pieziti a rst rakovinné buniky. Tato metabolicka
funkce vedla k hypotéze, ze inhibice glykolyzy mize vést ke snizeni generace ATP v
rakovinnych buiikach, a tim nasledné ke zni¢eni nadorovych bungk ?%. Kdyz je glykolyza
inhibovana v normalnich buiikach, neporusena mitochondrie umozni vyuzit alternativnich
energetickych zdrojii, naptfiklad mastnych kyselin a aminokyselin pro vyrobu
metabolickych meziprodukt odvadénych do Krebsova cyklu pro produkci ATP. A proto
se ocekavalo, ze bunky s normalnimi mitochondriemi budou méné¢ citlivé na latky, které
inhibuji glykolyzu. Studie poté poskytly dilkazy, ze inhibice glykolyzy muze pisobit
prednostné na buiiky s poruchou mitochondrilni funkce @% 29,

Néktere latky, které specificky inhibuji metabolismus glykolyzy, byly pouzity jako
i¢inna protirakovinova ¢inidla v bunéénych systémech a na zvifecich modelech @2,

Jednim z nejcast&ji pouzivanych anti-glykolytickych ¢inidel je 2-deoxy-D-glukéza
(2-DG), ktera je fosforylovana hexokinazou a nasledné inhibuje ATP generovany
prostiednictvim glykolyzy @3. Nedavna strategie "hypersenzitivovat" nadorové buiiky
zahrnuje kombinované pouziti mitochondrialnich inhibitorti (oligomycin a antimycin) s
2-DG @, Dualni zacileni mitochondrialnich a glykolytickych drah bylo navrzeno jako
slibna chemoterapeuticka strategie ®. Tabulka 2 uvadi ndkolik sloudenin, které inhibuji
glykolyzu, nebo potlacuji pentéozovy cyklus. Jejich mechanismy ptisobeni a terapeuticky

potencial jsou popsany nize 3.
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Tabulka 2: Uginné latky, zasahujici do glykolyzy (upraveno dle (23)y

Slouc¢enina Mechanismus ué¢inku

2-deoxyglukoza Inhibuje fosforylaci glukézy hexokinazou

) ] Inhibuje glykolyzu a mitochondrialni respiraci
Lonidamin

Inhibuje HK; odlou¢i HK z mitochondrie

3-bromopyruvat Inhibuje HK; puisobi jako alkylacni ¢inidlo

Imatinib Inhibuje BCR-ABL tyrozinkinzu; snizeni &innosti HK a G6PD

Oxythiamin Potlacuje PPP inhibici transketolazy; inhibuje

pyruvatdehydrogenasu

R

Pozn.: HK = hexokindza; G6PD = glukoza-6-fosfatdehydrogendza; PPP = pentozovy cyklus (pentose
phosphate pathway)

2.1.1 2-deoxyglukéza

Tato sloucenina je analog glukozy a jiz dlouho je znamo, Ze pisobi jako
kompetitivni inhibitor metabolismu glukézy ©®. HK fosforyluje 2-deoxyglukézu
na 2-deoxyglukdza-6-fosfat. Nicméné na rozdil od G-6-P, 2-deoxyglukdza-6-fosfat
neni dale zpracovavan glukoza-6-fosfat-izomerazou, ktera prevadi G-6-P na
fruktoza-6-fosfat (obr. 6). Fosforylovana 2-deoxyglukéza se hromadi v bufice a pomoci
negativni zpétné vazby inhibuje hexokinazu. Jedna se tedy o kompetitivni inhibitor
hexokinaz. Snizeni mnozstvi hexokinazy spojené s mitochondrii potvrzuje, Ze tato
slou¢enina ma vliv na mitochondridlni metabolismus glukozy @729,

Ukazalo se, Ze bunky odolné na taxol ¢i melphalan (tj. latky pouzivané pti 1é¢bé
karcinomi) nahromadi 2-deoxyglukozu-6-fosfat ve vétsi mife nez bunky citlivé, z ¢ehoz

vyplyva i vzrist inhibice glykolyzy téchto bunék @7,
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ATP
hexokinaza MCT

G — 6P — 2 Laktat
2-DG ——— » 2-DG-6-P —s—>

GLU hexokinaza

Obr. 6: Vzhledem ke strukturdlni podobnosti s glukézou 2-deoxyglukoza vstupuje do buiiky, coz
vede k preruseni glykolyzy a snizeni produkce ATP a laktatu. (upraveno dle @)
G = glukoza; 2-DG = 2-deoxyglukoza; GLUT = glukozové transportéry;
MCT = monokarboxylové transportéry

2.1.2 Dichloracetat

Je mimetikum pyruvatu, které alostericky inhibuje pyruvatkinazu, a tim umozni
prinik acetylkoenzymu A do Krebsova cyklu ©G%. Ter¢ inhibice dichloracetatu,
pyruvatkindza (PDK), pisobi tak, ze snizuje vyuziti pyruvatu v mitochondriich
prostiednictvim fosforylace Ela podjednotky pyruvatdehydrogenazy (PDH). Inhibici
PDK se PDH udrzuje v katalyticky aktivnim stavu, mitochondrialni spotieba pyruvatu se
zvySuje, dostupna rezerva substratu pro glykolyzu se snizi, a také produkce kyseliny
mlééné je inhibovana @Y. Studie dale uvadéji, ze dichloracetat (DCA) by mohl byt
schopen indukovat apoptézu v rakovinnych, ale ne v normélnich buiikich ®2). Vysledky
vSak ukézaly, Ze DCA je relativné neaktivni, indukuje apoptézu pouze pii vysokych
koncentracich, a neni karcinomselektivni ®®. Nicméné, u DCA bylo potvrzeno, Ze ma
zajimavé biologické vlastnosti, véetné moznosti zpusobit kolaps mitochondrialniho
membranového potencialu. Dale bylo potvrzeno zvysSeni produkce reaktivnich forem
kysliku pii 16¢bé dichloracetatem ©?. Byla také popsana korelace mezi zvysenou synergii
DCA a 2-DG a snizenim hladiny bunék HCT116 komplexu IV elektronového
transportniho kanalu. 2-deoxyglukéza se u¢inné spojuje s DCA v protein p53 (-/-)
suprimovanych bunkach HCT116, zatimco ucinek je vyrazné snizen u p21 (-/-),

&i v parentalnich busikach G2,
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2.1.3 Lonidamin

Lonidamin byl poprvé piedstaven v roce 1979 jako antispermatogenické
¢inidlo ¥, Tato sloudenina je derivat indazol-3-karboxylové kyseliny a je znamo jiz
dlouhou dobu, ze inhibuje aerobni glykolyzu v nadorovych bunkach. Lonidamin
posiluje aerobni glykolyzu v normalnich bunkach a potlacuje glykolyzu v rakovinnych
bunikach, pravdépodobné v disledku inhibice mitochondridlng vazané hexokinazy ©.
Ma omezeny protinadorovy ucinek, ale mad mimotadny potencial pii modulaci aktivity
b&Znych chemoterapeutickych &inidel ©®). Dilezitou vlastnosti LND je jeho selektivni
aktivita proti Sirokému spektru nadori a maly nebo zadny ucinek na zdravé tkané
za predpokladu, 7e davka je pod prahovou urovni ~ 400 mg/m? @7, Uginnost
lonidaminu je zavisla na pH. Pfi normalnim pH 7,4 byla inhibice spotfeby kysliku
11-16 %, zatimco pi1 snizené¢ hodnot¢ pH 6,64 se inhibicni efekt lonidaminu

dramaticky zvysil na 60 % ©®),

LND zptsobuje podstatné zvyseni celkovych hladin
kyseliny mlé¢né v nadorovych bunkach a vétSinu laktatu uvézni v cytosolu. To ma
za nasledek vyrazny pokles intracelularniho pH, dochazi zde také k mirnému poklesu
extracelularniho pH, které je zpusobeno unikem laktitu v malé mife pies
monokarboxylové transportéry 9,

Monokarboxylaty, jako je laktat, pyruvat a ketokyseliny hraji hlavni roli v
metabolismu a musi byt pfenaSeny pies membranu cytoplazmatickou a vnitini a vné&jsi
mitochondrialni membranu. K tomu slouzi MCT a MPC. Z anglického ,,mitochondrial
pyruvate carrier (MPC), neboli mitochondrialni pfenase¢ pyruvatu, jsou proteiny, které
transportuji pyruvat do mitochondrie. MCT, monokarboxylové transportéry, jsou skupina
proteint podilejicich se na transportu monokarboxylovych kyselin, jako kyseliny mlécné
a kyseliny pyrohroznové, ptes bunééné membrany. Bylo prokazano, ze lonidamin inhibuje
MCT a zaroven muze inhibovat MPC. Tim blokuje oxidaci pyruvatu. MCT jsou slibné

cile 1€kt pro chemoterapii. Mohou se také podilet na piijmu 1ékti ze stfeva a nasledné

pfepravé pres hematoencefalickou bariéru % 49,
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2.2 Inhibice oxidativni fosforylace

Oxidativni fosforylaci je mozné inhibovat fadou latek, které zasahuji do riznych
krokt celého procesu (tab.3). Tyto inhibitory vyznamné pomohly pfi studiu dychaciho
fetézce. Rotenon a amytal blokuji pfenos elektront na komplexu I, kde inhibuji oxidaci
NADH. Antimycin A inhibuje funkci komplexu Ill. Dalsim piikladem je toxicky oxid
uhelnaty. Jeho toxicita spo¢iva v tom, ze se vaze na dvojmocné Zelezo v hemu as. Dale
kyanidy a azid jsou prudce jedovaté, protoZe se vazou V cytochromoxidaze (komplexu IV)
na hemové trojmocné Zelezo. VSechny tyto latky inhibuji tvorbu protonového gradientu a
tedy zastavuji syntézu ATP nepiimo. Ale ATP-syntazu lze inhibovat i pfimo. Ptikladem
mohou byt latky oligomycin a dicyklohexylkarbodiimid (DCCD), které brani v priichodu
protoni komplexem V, tim zastavuji syntézu ATP a také ptenos elektront v dychacim
fetézci.

Mezi dalsi inhibitory je mozné zaradit tzv. rozpojovace neboli ionofory. Sviij
nazev — rozpojovace ziskaly proto, Ze vzhledem ke své hydrofobni povaze zprostiedkuji
prostup protonti zZ mezimembranového prostoru do matrix. Timto dojde ke zkratu
mitochondrialni protonové baterie a mitochondrie ztraci energii pro syntézu ATP
v komplexu V. Je zrusen protonovy gradient, avSak ptenos elektrontl v dychacim fetézci
bézi neporusen. Vzhledem Kk témto faktorim se energie z oxidoreduk¢nich reakei méni
predevsim na teplo. Prikladem syntetickych odpojovact je dinitrofenol, ktery prochazi
lipidovou dvojvrstvou V neutralnim i disociovaném stavu. Pfirozené rozpojovace
(UCP = UnCoupling Proteins) nalézame ve vnitini mitochondrialni membrang. Piikladem
je takzvany termogenin. Tento proteinovy kanal pro protony je aktivovan mastnymi
kyselinami uvolnénymi z TAG nasledkem hormonalniho signalu. Popsané odpojeni
dychaciho fetézce od syntézy ATP se vyuziva ve tkanich, které jsou zdrojem tepla u zvitat
adaptovanych na chlad, a pfi zimnim spanku. Analogem u lidskych novorozenct je
podkozni hnéda tukova tkdn na zddech mezi lopatkami. Bunky téchto tkani, hnédé

adipocyty, obsahuji velky po¢et mitochondrii ©.
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Tabulka 3: Latky zasahujici do oxidativni fosforylace (upraveno dle (1D)y

Typ zasahu

Inhibice ptenosu elektronu

Inhibice syntézy ATP

Rozpojovaci proteiny

Inhibice pfemény ATP na ADP

Sloucenina

Kyanid
Oxid uhelnaty

Antimycin A

Myxothiazol
Rotenon

Amytal (amobarbital)
Piericidin A

Aurovertin

Oligomycin
Venturicidin

DCCD

FCCP
| DNP

Valinomycin

Termogenin

Atraktylosid

LS LU UL

Zacileni/zpisob piusobeni
inhibuje cytochromoxidazu
blokuje pfenos elektronu

z cytochromu b k cytochromu ¢,

zabranuje pienosu elektronu ze

Fe-S centra na ubichinon
inhibuje F1

inhibuje Fo

blokuje tok protonti ptes Fo

hydrofobni protonové nosice

draselny ionofor

v hnédé tukové tkani vytvari
pory vedouci protony do vnitini
mitochondridlni membrany
inhibuje adenin nukleotid

translokazu

Pozn.: DCCD = dicyklohexylkarbodiimid; FCCP = sukcinat sodny; DNP = 2,4 dinitrofenol

Ptiklady u¢inku inhibitorli na nosice elektronti:

rotenon

NADHQQ—>Cytb—>cytc1—>cytc—>cyt(a+a3)—>02

antimycin A

NADH—>Q—>Cytb§cytc1 - cytc - cyt (a+ az) - 0,

CN-nebo CO

NADH - Q - Cytb - cytcy — cytc - cyt (a+a3)g 0,
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2.2.1 Inhibitory komplexu |

V podstaté lze fici, Ze struktura ucinnych (i pfirozenych) inhibitor komplexu I
ma modularni podobnost s ubichinonem - cyklicka "hlava", ktera odpovida
ubichinonovému krouzku a hydrofobni "ocas". Vzhledem k vySe uvedenému navrhl
Mauro Degli Esposti “? funkéni klasifikaci inhibitora komplexu I do tii zakladnich
typu, které zasahuji do zakladnich krokt redukce koenzymu Q (tab.4). S témito tfemi
typy inhibitorii jsou spojeny rtizné chemické determinanty.

Inhibitory typu A maji hydroxylovou skupinu jak v cyklické hlave, tak
hydrofobnim ocasu. Naopak inhibitory typu B maji pouze vodikovazebné akceptory
v hlavé a zadné hydroxylové skupiny v ocasu. Inhibitory typu C maji hydroxyskupinu
nebo aminoskupinu v hlavé. Nicméné hydrofilni misto komplexu I, na kterém maji latky
interagovat, ma pomérné slabou specifitu pro rozpoznavani chemicky odli$né slou¢eniny

a miize tak piijimat latky, které se vazou s vétsi afinitou k jinym mistim v komplexu I “2),

Tabulka 4: Funkéni klasifikace inhibitort komplexu I (upraveno dle “?)

TypA Antagonisté chinonu Piericidin A

TypB Antagonisté semichinonu Rotenon
Piericidin A
Amytal

TypC Antagonisté chinolu Myxothiazol

Mechanismus u¢inku jednotlivych typt inhibitorti (A, B a C) je znazornén na
obrazku (obr. 7). Inhibitory typu A reaguji v misté A znazornéném na obrazku, stejné tak
inhibitory typu B reaguji v misté B atd. Prvni elektron z NADH redukuje koenzym Q
vV mist¢ B prostrednictvim oxidoredukéni reakce klastru N2, coz je Fe-S centrum
propojujici NADH dehydrogenazové a membranové casti komplexu I. Vytvoii se
stabilizovana molekula ubisemichinonu (eQ’), ktery odpovida rotenon-senzitivnimu
radikalu a zplUsobuje separaci naboje. Druhy elektron z NADH je pfenesen
prostfednictvim nizkonapétovych kofaktori k jiné molekule ubichinonu (Q), ktera
vstupuje do komplexu na hydrofobnim misté A a aktivuje Cerpani protont. Na tomto misté
pusobi proti inhibitory typu A. Druhy semichinon, vytvofeny na misté A, pak spolu se

stabilng&jsim semichinonem v misté B vytvaii disproporcionacni reakci ubichinolovy
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produkt (QHz2), ktery opousti komplex. Oxidovany koenzym Q zistava na misté B, aby
po disproporcionaci znovu zahajil kKkatalyticky cyklus. Tato disproporcionace
obou semichinond je kritickym krokem pro spravnou ¢innost komplexu 1. Jak
je znazornéno bilou Sipkou vpravo na obr. 7, nestabilni analoga mohou pivodni reakci
odchylit od normalni trasy a produkovat chinolin na ,Spatném‘ misté. Pfedpoklada se,
ze inhibitory typu C tuto neproduktivni formu enzymu pievedou do stabilniho stavu.
Aby se tak stalo, mohou bud’ interagovat pfimo s mistem uvolfujicim chinol, nebo
interferovat s disproporcionacni reakci semichinont v mistech A a B. Predpoklada se,
ze disproporcionacni reakce dvou semichinont je také spojena se separaci naboje pres

membranu a jeji destabilizace miize zvysit produkci kyslikovych radikala % 43,

Complex I Q sites

NADH

\ [ Type C

first

|
electron “ inhibitors
Nefay I; G ‘

Type B
inhibitors ¢ ;',9* ;

/\—| - — | e =
(o] [l ] o
_u :_‘ _—.:'."'/

Type A
inhibitors

(42)

Obr. 7: Princip piisobeni tii zakladnich typu inhibitori NADH-Q reduktdzy
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22.1.1 Rotenon

Rotenon je jednou z nejstarSich sloucenin u rostlin v pfirodé se bézné
vyskytujicich, jako je naptiklad kozZnatec (Derris), kozelusk (Tephrosia) ¢i druhy
Mundulea. Jeho chemicka struktura je uvedena na obrazku (obr. 8). Rotenon je pfitomen
ve form¢ bezbarvych krystald a snadno se oxiduje svétlem na krystaly zluté, oranzové az

tmave cervené.

(44)

Obr. 8: Strukturni vzorec rotenonu

Rotenon se pouziva po celém svété, protoze ma Siroké spektrum insekticidnich,
akaricidnich a piscicidnich vlastnosti (dalsi pesticidy jsou uvedené v tabulce 5).
Vzhledem k tomu, ze je vyrazné lipofilni, prochazi ptes biologické membrany velmi
snadno a nezavisle na transportérech. Béhem poslednich desetileti ziskal rotenon
obrovskou pozornost védci. Zacal byt pouzivan jako experimentalni latka pro vyvolani
mitochondrialni dysfunkce a pro navozeni Parkinsonovy choroby ve zvitecich modelech.
4%, Rotenon muze diky své povaze prochazet pies bunéénou membranu a vnéjsi
mitochondrialni membranu, nasledné snizuje membranovy potencial mitochondrie a
inhibuje aktivitu mitochondrialniho komplexu | “®. Biochemicky je rotenon jednim z
nejsilngj$ich inhibitordi NADH dehydrogenazy pusobici na Fe-S proteiny. Inhibuje
transport elektronti mezi NADH a ubichinonem a to vede k uvolnéni ROS a cytochromu ¢
z mitochondrii do cytoplazmy, kde indukuji oxidacni stres a apoptické kaskady. Rotenon

je tedy schopny vyvolat bunéénou smrt riznych bungk 7,
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Tabulka 5: (upraveno dle ¢8)

DalSi pesticidy znamé jako inhibitory komplexu |

Benzimidazol

Bullatacin
6-Chlorobenzothiadiazol
Cyhalothrin

Fenazaquin
Fenpyroxymat
Pyridaben

Pyrimidifen

Sandoz 547A
Tebufenpyrad

Thiangazol

2.2.1.2 Piericidin A

Piericidin A je latka, ktera byla izolovana ze Streptomyces mobaraensis a byla
prokazana jeji insekticidni vlastnost. Jeji insekticidni a jiné smrtici efekty jsou zaloZeny
na inhibici funkce mitochondrii. Piisobi jako inhibitor mitochondridlniho elektronového
transportu. Organicka strukturni podobnost mezi piericidinem A a koenzymem Q
pivodné nasvédcovala, ze piericidin by mohl pulsobit jako kompetitivni inhibitor
koenzymu Q, coz se potvrdilo. Bylo zjisténo, ze inhibovat je mozné oxidaci jak NADH,
tak sukcinatu, avsak NADH systém (komplex 1) je mnohem citliv€j$i na inhibici
piericidinem, nez sukcinatovy systém (komplex I1) 249,

Jak bylo feceno, Piericidin A je G¢innym inhibitorem NADH dehydrogendzy.
K aplné inhibici dochazi pii koncentraci 0,036 pumol/mg mitochondrialniho proteinu
a aktivitu inhibovaného systému se nepodafilo obnovit zadnymi koenzymy Q2 a Qio,
vitaminy Ko0), ani fosfolipidy jednotlivé, ¢i v kombinaci. Pro zjisténi vyznamu
strukturalnich aspektti podstatnych pro schopnost inhibice byly néasledné také zkouméany
slouceniny piibuzné piericidinu. Z derivati prokazovala nejlepsi inhibici sloucenina |
(obr. 9), ktera se nejvice podoba piericidinu A, zatimco ostatni slou¢eniny na obr. 9
vykazovaly malou nebo Zadnou inhibici i pfi velmi vysokych koncentracich “9. Dokonce
se hydrogenovana sloucenina | zda byt lepsim inhibitorem nez je samotny piericidin.

K inhibici totiz dochézi jesté pii niz8i koncentraci.
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Obr. 9: Strukturni vzorec piericidinu A a jeho derivatii (upraveno dle %)

30



Specifi¢nost inhibice piericidinem A je zcela jasna. Inhibi¢ni G¢inek se odstrani
acetylaci hydroxylové skupiny na kruhu nebo nahrazenim mastné kyseliny

karboxylovou skupinou “9,

2.2.1.3 Amytal

Amobarbital (Amytal) je kratkodobé puisobici anestetikum ¢ili barbiturat tlumici
centralni nervovy systém. Amobarbital se vaze na albumin. Inhibuje komplex | mezi

flavoproteinem a ubichinonem podobné¢ jako rotenon, avSak inhibice amytalem

je vratna *?. Komplexy | a Il v mitochondrii jsou hlavnim mistem generace Oj"

pii oxidaci substratd komplexu I. Blokovani komplexu I béhem ischémie snizuje proud

elektrontt do komplexu III a nasledné snizuje mnozstvi vznikajicich Oy a chrani
mitochondrie pred ischemickym poskozenim ®V. Ischemické poskozeni uréuje troveft
poskozeni myokardu béhem obnoveni perfuze krvi, tedy pii tzv. reperfuzi. Studie zjistily,
ze reverzibilni inhibice transportu elektronti v pribéhu ischémie chrani mitochondrie
a snizuje poskozeni myokardu v pribéhu reperfuze 2.,

Studie Sarah Stewartové z roku 2009 2 zamétena na ochranu mitochondrii béhem
ischemie nebo reperfuze prokazovala vyznam podani amobarbitalu v zavislosti na Case,
tedy pfed nebo po ischémii. Sledovany byly celkem tii skupiny zvitat (tab.6). Prvni
S neoSetienym srdcem, druha pii podani amobarbitalu béhem ¢asné reperfuze a treti
pii podani amobarbitalu pied ischémii. V prvnim piipadé po 25 minutach globalni
ischemie nasledovalo 120 minut reperfuze. Podruhé pii podani amobarbitalu (2,5 mmol/l)
po dobu jedné minuty pied globalni ischemii trvajici 25 minut, dale nasledovalo 120 minut
neoSetiené reperfuze. V tietim piipadé byl amobarbital (2,5 mmol/l) podavan po dobu
5 minut ihned po 25 minutach globalni ischemie a nasledovalo 115 minut neosetiené
reperfuze. V neosetfeném srdci potkana vedlo 25 minut ischemie a 120 minut reperfuze
Kk infarktu ptiblizné na 30 % levé komory. Amobarbital podany béhem casné reperfuze
V porovnani s neosetfenym srdcem infarkt zmirnil. Avsak rozsah snizeni infarktu v srdcich
léCenych amobarbitalem béhem reperfuze byl nizsi, nez v piipadé oSetieni

amobarbitalem pted ischemii (obr. 10).
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Tabulka 6: Casovy priib&h ischemie a reperfuze (upraveno dle )
Nelécené srdce: | ekvilibrace (15 miny = ischémie 5 miny =2 reperfuze (120 min)
AMO pred isch: | ekvilibrace 15 miny 2 AMO (@ miny 2 ischémie (25 miny = reperfuze (120 min)

AMO po isch: | ekvilibrace asminy = ischémie 25 miny 2 AMO sminy = reperfuze (115 min)

Pozn.: AMO = amobarbital

- *
-t

- %
N

Percentage of infarction
o

Untreated AMO-PRE AMO-AFT
n=10 n=7 n=6

Obr. 10: Méreni velikosti infarktu ndsledkem ischémie a reperfuze. Amobarbital poddn pred
ischémii (AMO-PRE) vyrazné snizil rozsah infarktu myokardu. Amobarbital podavan béhem
casné reperfuze (AMO-AFT) také snizZil rozsah infarktu myokardu v porovndni s variantou
neléceného srdce .

Zjisténi naznacuje, ze v€asny zdsah je klicovym faktorem pro sniZzeni poskozeni
myokardu béhem reperfuze. Reverzibilni blokada transportu elektron pied ischemii
zlepsila funkci srdce v pribéhu reperfuze. Diastolicky tlak levé komory na konci
ekvilibrace, tedy stavu rovnovahy, byl ve vSech 3 variantich (neoSetfené srdce,
AMO-PRE a AMO-AFT) podobny. Béhem reperfuze se hodnota diastolického tlaku levé
komory v neoSetienych srdcich vyrazné snizila. Podani amobarbitalu pted ischemii
vyrazné zlepSilo klesajici hodnotu tlaku, na rozdil od podani pouze b&hem c¢asné
reperfuze, kdy hodnota byla téméf identicka hodnoté neosetieného.

Osetfeni amobarbitalem jako prevence poskozeni mitochondrie je optimalnim ale

zatim pouze teoretickym zptisobem k zachrané myokardu ©%.
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2.2.2 Inhibitory komplexu 111

Mitochondrialni komplex III se sklada z 11 podjednotek pfitomnych v dimerové
form¢, ve kterych tvoii podjednotky Zelezo-Sirnych proteint katalytické centrum.
Komplex III ma centralni alohu v pienosu elektronti dychaciho fetézce z ubichinolu
na cytochrom b, nasledovany pienosem z koenzymu Q na cytochrom c. Elektrony jsou
pak ptfeneseny do mitochondrialniho komplexu IV a na molekularni kyslik. Komplex Ill
ma dve centra: Qj centrum redukujici chinon, umisténé ve vnitini membrané obracené
k mitochondridlni matrix, a Qo centrum pro oxidaci chinolu orientované

k mezimembranovému prostoru  ©4),

Byly charakterizovany tfi typy inhibitorQ
komplexu Il (tab.7). 1) ty, které se zamé&fuji na misto oxidace ubichinolu v Qo, nazyvané
inhibitory tfidy P, 2) ty, které se vazi na misto Qj, tedy inhibitory tfidy N, a 3) inhibitory
tiidy PN s afinitou k obéma mistim. Ttida P obsahuje dvé podskupiny, Pm (m jako
,mobile®) a Pf (f jako ,,fixed*), které se odliSuji jejich schopnosti vyvolat pohyblivou
nebo pevnou konformaci zelezo-sirné bilkoviny. Pfikladem inhibitord prvni tfidy je
napiiklad myxothiazol nebo stigmatellin. Do druhé t¥idy patii napiiklad
antimycin A . Jinymi slovy: prvni elektron v misté Qi generuje relativné stabilni
semichinon, ktery se redukuje na chinol druhym elektronem. Antimycin A pferusi pifenos
druhého elektronu na misto Qj, Stigmatellin zabraituje ptfenosu prvniho elektronu
na zelezo-sirny protein a myxothiazol zabraiiuje vazbé chinolu na misto Qo ©9.
Myxothiazol a stigmatellin jsou specifické zejména pro cytochrom bcy komplex,
ale inhibuji 1 komplex I kde oba inhibitory soutéZi o spole¢né misto v komplexu I, které

interferuje s ubiquinolovym produktem “2,

Tabulka 7: Funkéni klasifikace inhibitor komplexu III (upraveno dle )

Trida Pm Vazebné misto: Qo Myxothiazol
Trida Pf Vazebné misto: Qo Stigmatellin

Tiida N Vazebné misto: Q; Antimycin A
Trida PN Vazebné misto: Qi i Qo NQNO

Pozn. NQNO = 2-n-nonyl-4-hydroxyquinoline N-oxide
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2.2.2.1 Myxothiazol

Zdrojem silnych mitochondridlnich inhibitori jsou myxobakterie. Konkrétné
myxothiazol je antimykotikum produkované Myxobacterium M. fulvus a sestava z
aktivni methoxyakrylamidové skupiny a charakteristické dithiazolové skupiny. Na rozdil
od jinych inhibitord podobného typu je myxothiazol rozvétveny a toxofor nese

amidovou funkéni skupinu misto methylesterové skupiny (obr. 11).

67

Obr. 11: Strukturni vzorec myxothiazolu

Je znamo, Ze ptivodni vazebné misto myxothiazolu je v misté Qo komplexu 111 ©®.
Utinek myxothiazolu v mist& Qo zpiisobuje obstrukci mista Qo, ktera vede k abnormélné
zvySené hladiné tvorby superoxidi v komplexu III. Superoxid je prvni reaktivni forma
kysliku (ROS), ktera vznika po inhibici mista Qo mitochondrialniho komplexu Il
s myxothiazolem. Superoxid miize byt pfeveden na jiné ROS, jako je peroxid vodiku,
hydroxylové radikaly a dalsi ©9. Inhibi¢ni G¢inek myxothiazolu byl zkouman pomoci
méfeni aktivity komplexu 111 u mitochondrii izolovanych z jater mysi. U mysi po expozici
myxothiazolu se aktivita jaterniho komplexu Il snizila na 50 %. Zbyvajicich 50 %
aktivity komplexu 1ll po podani latky se vSak zda byt dostate¢né pro udrzeni
funkce respira¢niho fetézce. Podanim myxothiazolu u mysi bylo dosazeno
akutni a reverzibilni inhibice komplexu III, kterda po ¢tyfech dnech nezpusobila
7adné zjevné nezadouci ucinky. Tento biochemicky in vivo model akutni inhibice
respiracniho fetézce by mohl byt vyuzit v budoucich studiich novych terapii zamétrenych

na mitochondrie 69,
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2.2.2.2 Antimycin A

Je toxicka latka produkovana nékolika druhy Streptomyces, zejména S. griseus a
S. Kitasawensis. Pouziva se proti rané plisni rajcete, mykodze ryze zpusobené
Magnaporthe grisea a plisni sazenic ovsa. Antimyciny byly poprvé izolovany z bakterii
rodu Streptomyces v roce 1949. Poté byla popsana izolace ptibuznych antimycint (smési
dvou uzce ptibuznych isomert). Ttida je charakterizovana ptitomnosti karboxyfenolové

amidové jednotky, deviticlenného cyklického bis-laktonu a dvou alkylovych boc¢nich

fetézci s riznou délkou uhliku (obr. 12) €D,
HsC
O HC CHs
H>\\NH OH O 0
HN! - 0O
' CHj
O =0
HsC O

Obr. 12: Strukturni vzorec antimycinu A ©2)

Generace ROS hraje dulezitou roli v mitochondrialni dysfunkci a pifedstavuje
piedpokladané cile pro tvorbu strategii proti starnuti ®3. Antimycin A poskozuje
mitochondrie v mnoha typech buné€k tim, Ze brani transportu mitochondridlnich
elektrontt ¥, V mitochondriich se antimycin A vaZe na misto Qi depolarizuje
mitochondridlni membranu a zpisobuje Unik superoxidovych radikald z mitochondrii.
Produkce mitochondridlniho ROS je uzce spojena s potencidlem mitochondrialni
membrany, takZe hyperpolarizace zvySuje a podporuje produkci ROS . Analyza
bunécného cyklu ukazala, ze Iécba antimycinem A vyznamné indukovala blokovani S faze
bunééného cyklu po dobu 72 hodin. Avsak v juxtaglomerularnich bunikach antimycin A
nevyvold zadné specifické zastaveni bunééného cyklu. V bunikach rakoviny plic
antimycin A blokuje G1 fazi bunééného cyklu a vyvola apoptozu.

Také rozdilné trovné odpovédi ROS na antimycin A v riznych bunéénych liniich

naznacuji, Ze specifita zastaveni buné¢ného cyklu pomoci antimycinu A a kolisani hladin
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ROS zavisi na rozdilnych typech bunék. Ackoliv nelze jasné vysvétlit mechanismus
téchto riznych odpovédi u riznych typt bunék, rozdil v citlivosti u riznych rakovinnych
bunéénych linii je pravdépodobné zplsoben rtiznou bazalni aktivitou mitochondrii v
kazdé bunécné linii. Vzhledem ke svym t¢inkiim na buiiky rakoviny plic ma antimycin A
potencial jako 1ék pro pacienty s karcinomem plic ¢4,

Buiiky lé¢ené flavonoidy zabraiovaly produkci ROS vyvolané antimycinem A ©),
SuSeny koien S. baicalensis je bohaty na flavonoidy obsahujici vice nez 30 riznych

druht1 flavonoidd, naptiklad baicalein, baicalin a wogonin €7,

2.2.3 Inhibitory komplexu 1V

2231 Oxid uhelnaty
Oxid uhelnaty (CO) je bezbarvy, nedrazdivy, ale vysoce toxicky plyn bez chuti a

bez zapachu a je vedlejSim produktem netplného spalovani organickych materialt, hoteni
uhli, produktem spotiebi¢u a systémul pro vytapéni domacnosti a vyfuku automobili.
Akutni otrava CO je nejCastéjSim typem otravy po celém svéteé a zplisobuje mnoho
tmrti nahodou, sebevrazdou nebo jinak ©®. Inhalovany CO se vaze hlavné na hemoglobin
obsahujici Fe?*, za vzniku karboxyhemoglobinu. CO méa 200krat vy$si afinitu
k hemoglobinu nez kyslik, coZ zpusobuje naruSeni dodavani kysliku vedouci k hypoxii
tkéni, oxida¢nimu stresu a zanétu v kratkém obdobi (hodiny nebo dny) po otravé
CO ®9, Tak miaze CO zptisobovat neurologické, cerebrovaskularni nebo kardiovaskularni
poruchy, jako je ischémie, encefalopatie nebo poskozeni periferniho nervu. VétSina
pacienti, ktefi prezili, se mulze =zcela zotavit, ale Vnéckterych ptipadech se
mohou vyskytnout dva neurologické syndromy: trvalé neurologické nasledky a
zpozdéné neurologické nasledky .  Zpozdéné neurologické nasledky  zahrnuji
zhorSeny tsudek, Spatnou koncentraci a pamét, kognitivni poruchy, zmény osobnosti,
psychozy, a dokonce i pfiznaky parkinsonismu. Bohuzel mechanismy téchto nasledkii
ulidi a experimentalnich zvifat ziistivaji nejasné (Y. Nékteré studie naznaluji, Ze
zpozdéné neurologické nasledky mohou byt vysledkem akutni cerebralni bunécné
hypoxie indukované otravou CO, postischemickym reperfuznim poskozenim,

(70).

poskozenim volnymi radikaly, poSkozenim imunity a apoptdzou Poskozeni

volnymi radikdly mé& vyznamnou roli pfi postischemickém reperfuznim poSkozeni
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mozkovych bun€k po akutni otravé CO, protoze vysoka koncentrace CO miize byt
kombinovana s mitochondrialnim enzymovym komplexem IV, ktery zpisobuje
urychleni Uniku elektronti mitochondridlniho respirac¢niho fetézce, coz vede k nadmérné
produkci ROS (72,

Protonova pumpa komplexu IV tizena redox potenciadlem je enzymatické zatizeni
respiracniho fetézce, které prendsi elektrony z cytochromu ¢ na molekuldrni kyslik a tim
redukuje molekularni kyslik na vodu. Redukce kysliku na vodu zahrnuje pienos Ctyf
protonti z matrix do mezimembranového prostoru mitochondrii . Kinetické metody,
které se pouzivaji ke zkoumani ptenosu elektronti a protonti v komplexu 1V, jsou ¢asto
zalozeny na pouziti svétla k disociaci malych ligandi jako je CO, ¢imz se iniciuje
reakce. Data ukazuji, Ze CO se vaze na dva proteiny: komplex IV a flavohemoglobin
(obr. 13). Ten byl jiz diive prokazan, ze se nachazi jak v bunéfném cytosolu, tak
vV mitochondrialni matrix. Bylo zjisténo, ze flavohemoglobin se nachazi také v
mezimembranovém prostoru a vaze CO. Flavohemoglobin v mitochondrialni matrix také

vaze CO, ale pouze po odstranéni vnitini membrany. V komplexu IV se neutralni CO siln¢

véaze pouze na hem %),

Mitochondria

Cytosgl

Obr. 13: Vazba CO v mitochondrii %
CytcO = cytochrom c oxidaza (komplex 1V),; yHb = flavohemoglobin
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Studie Xiaodan Xua ™ zroku 2017 se zabyvala apoptézou indukovanou oxidem
uhelnatym u krysich astrocytti a i¢innosti ochranného ptipravku Edaravone.

Astrocyty jsou nejrozsitenéjsi typy gliovych bunék v mozku a hraji zasadni roli v
mechanismech obrany antioxidantli mozkové tkan€. Astrocyty také mohou poskytnout
nutri¢ni a metabolickou podporu neurontim a regulovat synaptickou aktivitu '®). Vysoké
mnozstvi exogenniho CO zpusobuje oxida¢ni stres a mitochondridlni dysfunkeci, coz
vede Kk astrocytarni apoptoze a poskozeni funkce astrocytu 7). Proto inhibice astrocytarni
apoptozy muze poskytnout ochranné ucéinky ptred neurodegenerativnimi poruchami
po akutni otravé CO.

Edaravone je novy synteticky nizkomolekularni 1ék na zachytavani volnych
radikald. Muze chranit mozkovou tkan pfed poskozenim a zvySit schopnost
duSevni prace diky své vysoké liposolubilité a propustnosti skrz hematoencefalickou
bariéru (/®),

Pro vlastni experiment byly kultivované astrocyty potkani ndhodné rozdéleny do
nékolika skupin — kontrolni skupiny, skupiny vystavené CO a Edaravonem lé¢ené skupiny
rozdélené podle koncentraci 1éku. Cytotoxicita CO byla stanovena za pouziti redukéniho
testu  3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-difenyl-tetrazoliumbromidu  (MTT). Hladiny
apoptozy buné¢k, hladina ROS a mitochondrialni membranovy potencial byly detekovany
prutokovou cytometrii. Vysledky studie potvrdily, Zze cytotoxicita CO v Edaravonem
1é¢enych skupinach je nizsi nez u skupiny CO a klesa s koncentraci 1é¢iva. Také hladiny
apoptdzy bunck téchto skupin byly vSechny vyznamné niz$i nez u skupiny CO.
Mitochondrialni membranovy potencial skupiny CO byl podstatné nizsi nez u kontrolni
skupiny, coz naznacuje, ze depolarizace mitochondrialni membrany se vyskytla u
astrocytt oSetfenych CO. V porovnani se skupinou CO byl mitochondrialni
membranovy potencial 1éCenych skupin vyznamné zvySen a potencial mitochondrialni
membrany se zvysoval s koncentraci 1éku. Také hladina ROS v astrocytech po expozici
CO byla vyrazné¢ vyss§i nez kontrolované astrocyty a prodlouzend expozice CO
indukovala velkou produkci ROS. Avsak po preinkubaci s riznymi koncentracemi
Edaravonu byly hladiny ROS v astrocytech oSetienych CO po dobu 24 hodin snizeny.

V této studii vysledky testu MTT ukézaly, ze cytotoxicita CO indukuje smrt
astrocytli. CO muze potlacit aktivitu sukcinatdehydrogenézy, kterd v kombinaci s vnitini
mitochondrialni membranou ovliviiuje vysledky MTT testu. Studie také nepiimo
ukazuje, ze¢ CO muze poskodit funkce mitochondrialniho respira¢niho fetézce inaktivaci

sukcinatdehydrogendzy a nakonec vést k smrti astrocyti. CO mtze indukovat poskozeni
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mitochondridlni membrany tim, Ze zpisobi kolaps potencidlu mitochondrialni
membrany a generaci ROS. Predkladana studie dokazuje, ze Edaravone mize ucinné
snizit poskozeni bun€k zptsobené dlouhodobou expozici CO a ma ochranny uc¢inek
na astrocyty. Tato latka se zda byt ucinna pfi 1é¢be pacientt s akutni otravou CO a muze

byt uziteéna pii prevenci a 16bé zpozdénych neurologickych nasledki (.

2.2.3.2 Kyanidy

Funkce cytochrom ¢ oxidazy muze byt ovlivnéna mnoha toxickymi latkami
z prostiedi, jako jsou kyanid, azid, sulfid a CO ®. Viechny tyto sloudeniny reaguiji
ptimo s komplexem IV, avSak riznymi mechanismy. Nejdikladngji studovanym
inhibitorem komplexu IV je kyanid (NaCN, KCN), ktery predstavuje nejvetsi
potencialni riziko pro clovéka v duasledku masivnich aplikaci v primyslovych
technologiich ®%. Kyanid je jednoducha toxicka latka, kterdA ma mnoho&etné udinky
v intaktnich biologickych systémech, vcetné inhibice oxidace, metabolismu (inhibice
cytochrom ¢ oxidazy), antioxidaéni obrany a zméné kritické bunééné iontové
homeostazy @,

V dnes$ni dob¢ se lze otravit kyanidem v plynné formé, kterd se uvoliuje pii
hoteni nékterych plastli a polymeri uZivanych ve stavebnictvi a v primyslu. Historicky
byl kyanid souéasti slou¢eniny Cyklon B, ktery byl vyuzivan pii masovém vrazdéni Zida
Vv plynovych komorach. Kyanidové kapsle s tekutym kyanidem byly také vyuzivany
nacisty pii sebevrazdach na samém konci druhé svétové valky. Cisty kyanid bez dalsich
pfimési voni po hotkych mandlich ©2.

Mechanismus interakce KCN s cytochrom ¢ oxidazou neni jednoduchy a dodnes
neni zcela jasny. Katalytickd aktivita cytochrom c¢ oxidazy je kyanidem silné
inhibovana ®®. Tato inhibice byla oznadovana jako reverzibilni, ackoli existuji nékteré
sporné otazky a protiargumenty 9. Avsak reverzibilita byla potvrzena v roce 2010
Ceskymi védci, ktefi zkoumali reverzibilitu kyanidové inhibice cytochrom c oxidazy
promyvanim mitochondrii. Cerstvé izolované neporugené mitochondrie byly inkubovany
s 250 uM KCN po dobu 10 minut a potom byly promyty dvakrat inkuba¢nim médiem.
Po promyti se rychlost bunééného dychani vratila do kontrolnich hodnot. Dalsi pfidani

KCN bé&hem méfeni bylo opét zcela inhibicni €0,
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Kyanid vyvolava rychly nastup anoxie tim, ze se vaze na binuklearni centrum
hemu as-Cug a inhibuje vyuziti bunééného kysliku a produkci ATP. Kvuli inhibici
komplexu iniciuje kyanid kaskadu reakci vedoucich k neurologickym a myokardialnim

@) Kyanid se vaze

dysfunkcim az smrti, pokud neni inhibice okamzité zvracena
K pln¢ oxidovanému binuklearnimu centru za podminky, ze do komplexu IV vstoupil
nejméné jeden elektron. Proto je kyanid vuéi kysliku nekompetitivnim inhibitorem
cytochrom ¢ oxidazy . Afinita kysliku ke cytochrom c oxidaze je drasticky sniZena jiz
pfi mikromolarnich koncentracich KCN a to znamena, ze otravy KCN jsou velmi
nebezpedné jiz pii velmi nizkych koncentracich €.

Kyanidové intoxikaci v zivém organismu lze do jisté miry zabranit né€kolika
chemickymi reakcemi, jako jsou interakce s methemoglobinem, thiokyanatem,
dusitanem, nebo ketokyselinami ©®).

Rizné latky indukujici tvorbu methemoglobinu byly testovany jako antidota,
protoze bylo pozorovano, Ze kyanid pfednostné interaguje s methemoglobinem (obr. 14).
Pii pfeméné oxyhemoglobinu na methemoglobin jsou atomy Zzeleza v hemovych
skupinach oxidovany ze Zeleznatého (**) oxida¢niho stavu na Zelezity () stav, kdy je
vyuzivana vysoka afinita mezi kyanidem a trojmocnym Zelezem. Tvorba
methemoglobinu poskytuje velky cirkulujici zdroj zelezitych iontt, ktery plsobi proti
kritické reakci kyanidu s Zelezitym iontem cytochrom oxidazy asz. Navzdory tomu, ze
vazebna afinita kyanidu k methemoglobinu je mens$i nez u cytochrom C oxidazy,
produkce velkého mnozstvi alternativniho substratu mize tuto situaci do jisté miry
neutralizovat, pfiemz Se vyznamna cast kyanidu spojuje za  vzniku
kyanmethemoglobinu. Tato sloucenina pomalu uvoliiuje kyanid, ktery se postupné
rozptyli z Cervenych krvinek do plazmy, kde jej 1ze 1épe odbourat jaternim rhodanem a

jinymi enzymatickymi systémy pro detoxikaci siry ©®),
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Obr. 14: Odbourdvani kyanidu "
SNP = nitroprusid sodny; CN- = kyanid; NO = oxid dusnaty; METHGB = methemoglobin;
CYANOHGB = kyanohemoglobin; OXYHGB = oxyhemoglobin.

2.2.4 Inhibitory komplexu V

2.2.4.1 Oligomycin

Antibiotikum oligomycin  bylo poprvé identifikovano v roce 1953
v grampozitivni bakterii Streptomyces diastatochromogenes . V nasledujicich letech
byly nalezeny oligomyciny v mnoha dalSich streptomycetach. V sou¢asné dobé se
termin oligomycin odvolavé na skupinu blizce ptibuznych molekulovych druhi, jejichz
zakladni struktura se sklada z makrocyklického laktonového kruhu ketidovych jednotek.
Nejcastéjsi oligomycinové formy A, B a C se lisi v nékterych vedlejsich substituentech a

viechny jsou inhibitory ATPaz @ %),
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ATPé4za miZze byt zobrazena jako dv¢ shodné molekuldrni turbiny, které se
mohou ota¢et obousmérné v zavislosti na podminkach bunky. Otofeni ve sméru
hodinovych rucicek, pfi pohledu z membranové oblasti smérem k matrix, vyuziva
transmembranovy protonovy gradient pro vytvoreni ATP z ADP a fosfatu. Naopak
otaCenim proti sméru hodinovych rucicek se energie z hydrolyzy ATP pouziva
K pumpovani protonii pfes membranu proti elektrochemickému gradientu. Dva rotory
maji doplikové ukoly: do membrany vlozeny komplex Fo obsahuje protonovy kanal
a vyénivajici a hydrofilni F1 hosti katalytickou funkci ©V.

Vazebna mista pro oligomycin se nachazeji v intramembranové ¢asti Fo.
Oligomyciny specificky blokuji protonovou vodivost pies Fo, ¢imZ inhibuji jak
syntézu ATP, tak hydrolyzu. Na druhou stranu, i kdyz se F1 oddéli od Fo, tak
v ptitomnosti oligomycinu svou Katalytickou funkci udrzuje ©% %D, Brzy se oligomyciny
ukdzaly jako silné néstroje pro zkoumani struktury a funkce enzymového komplexu. Je
ztejmé, Ze citlivost na oligomycin piedpokladd spravnou funkénost F1 a Fo a ztrata
citlivosti oligomycinu ¢asto zrcadli oddéleni F1 od Fo @2,

Bylo zjisténo, Ze oligomycin se vaze na Fo v stechiometrii 1:1. Oligomycinova
vazba zavisi primarn¢ na aminokyselinové sekvenci jednotlivych podjednotek ATPazy,
které interaguji s antibiotikem. Substituce v kli¢ovych aminokyselinach, zejména v
transmembranovych doménéch protonového kanalu Fo, vedou ke zméné citlivosti na
oligomycin ©®. Navic je tfeba vzit v ivahu celou fadu faktort, napiiklad modulatory
citlivosti na oligomycin.

Oligomyciny obsahuji 26¢lenny kruh a mohou existovat v riznych
konformaénich stavech a zahrnuji tak rtizné mozné interakce s proteiny. U&innost
inhibitoru je tzce spojena se strukturou (obr. 15), ktera fidi chemickou reaktivitu
vzhledem k potencialnim skupindm ligandu v ramci Fo. Ze strukturalnich dtvodi ma
oligomycin A mén¢ stabilni interakce s enzymovou strukturou, zatimco oligomycin B je
potencialné nejvhodnéjsi molekulou pro interakce s vazbami Fo ®. Bohuzel vétiina
oligomycinid je komer¢né dostupna jako smés z duvodt vysokych nakladd na separaci
tésn¢ piibuznych sloucenin. Smés oligomerti A:B:C v poméru cca 75:10:8 tvoti takzvany
makrolidovy antibioticky komplex ©¥. Proto mohou byt ve vétiiné piipadii popsané
ucinky stézi pficitany jednotlivym molekularnim druhtim. Pfi hleddni ¢asti molekuly
inhibitoru, ktera je nezbytna k blokovani toku protonii ptes Fo, se zd4, Ze hlavni roli pii
interakcich s Fo hraje makrocyklicky laktonovy kruh ®9. Oligomycin D je piibuzné

antibiotikum znamé také pod nazvem Rutamycin.
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Obr. 15: Strukturni vzorce oligomycini

Oligomycin se jevi jako nastroj ke zkoumani nadmérné produkce superoxidi
spojenych s deficitem respiracniho fetézce, ktery se navic vztahuje k fadé onemocnéni.
Blokovéani ATP syntazy oligomycinem chréani proti ischemii a inhibuje rist nadoru ©®.
Oligomycin A a dalsi inhibitory komplexu V, jako je napiiklad apoptolidin a ossamycin,
jsou vysoce cytotoxické pro ruzné rakovinné bunééné linie. Jak ischemie, tak rakovina
jsou spojeny s oxida¢nim poSkozenim. Na téchto zdkladech je mozné pouziti oligomycinu
a piibuznych sloucenin k 1€¢bé neinfekénich onemocnéni nyni vice nez zajimavou

perspektivou ©),
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2.2.4.2 Dicyklohexylkarbodiimid

Jak bylo jiz uvedeno, tak hlavice Fo a F1 ptsobi jako rotacni molekularni motory.
Za fyziologickych podminek je Fo pohanén protonovou hybnou silou a ota¢i komplex
rotoru, coz vede k syntéze ATP z ADP a fosfatu. Naopak, kdyz sila motoru protont klesa,
F1 hydrolyzuje ATP, coz vede k obracené rotaci komplexu rotoru a zpisobuje, Ze Fo
pumpuje protony v opa¢ném sméru 7,

N,N-dicyklohexylkarbodiimid (DCCD) specificky inhibuje aktivitu ATPazy a
protonovou translokaci reakci se zachovanymi zbytky rotorového kruhu Kkyseliny

glutamové nebo aspartatu 8.

Presny mechanismus, jakym DCCD reaguje s
karboxylovymi skupinami kyselych zbytkl, je nejasny, ale obecné se ptredpoklada, ze
reakce probiha s protonovanou formou karboxylové skupiny. Reakce probihda ve dvou
krocich: nejprve karboxylova kyselina tvoii vodikovou vazbu k jednomu z atomu dusiku
v DCCD. Ptesun elektroni v DCCD vede k tvorbé nestabilniho dicyklohexyl-O-
acylmocovinového meziproduktu. Nasledné¢ dalsi preskupeni molekuly vede k tvorbé
stabilni dicyklohexyl-N-acylmocoviny ©9.

Pfi pozorovani mechanismu ucinku byla rychlost inhibice DCCD linearn€ imérna
koncentraci DCCD, coz naznacuje, ze inhibice je reakci prvniho tadu, a ze jedina
modifikace DCCD je dostate¢na pro inhibici reakce. Je zajimavé, Ze i po inhibici DCCD
ukazal komplex FoF1 pfechodnou aktivaci nejvyse tiemi otackami celkem a thlova poloha
po ptechodné aktivaci byla vzdy stejna jako plvodni koncova poloha. Bylo zjisténo,
ze inhibice komplexu FoF1 pomoci DCCD vykazuje pfechodnou aktivaci, ktera muze
byt zvySena, pokud molekuly inhibované DCCD jsou nucené otaceny v dopfedném
sméru, ale ne zpét. Tento asymetricky efekt je vysvétlitelny pii zvazovani struktury Fo.
Pfi spiazené rotaci je H" pfenasen mezi ¢astmi @ a C podjednotky Fo. Proto podjednotka C

podilejici se na translokaci H" by méla tizce interagovat s podjednotkou @, zatimco jiné

C podjednotky jsou vystaveny lipidové dvojvrstvé. Kovalentné¢ vazany DCCD
(N-acylmocovina) vy¢nivd ven z karboxylatu vazajiciho H*. Jakmile je c-krouzek
modifikovan pomoci DCCD, jeho rotace je blokovana kvili stérické piekazce

vystupujiciho DCCD a podjednotky (obr. 16). Prechodna aktivace pak muze byt
zpusobena tepelné indukovanym rozvolnénim na rozhrani a-C. Nucené otaceni ve sméru
dopiedu zvySuje volnost, zatimco zpétné otaceni zpusobuje, ze se Fo otaci, dokud se

DCCD opét nestfetne s a podjednotkou ©7: 100,
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Obr. 16: Model prechodné aktivace Fo inhibovaného pomoci DCCD. Otaceni periferni stopky
FoF1 se po jednom otoceni prechodné aktivuje a znovu zablokuje ve stejném vhlu ©n,

2.2.5 Rozpojovaci proteiny

Kone¢nym krokem pfi oxidaci substratu mitochondriemi je ptenos elektrond na
kyslik a vytvofeni vody. Uvolnénd energie je vyuZivana respiraCnim fetézcem
pro pumpovani protonti z mitochondrii. Ve vétSin¢ mitochondrii ptechazi prevazné
mnozstvi téchto protonil pies ATPazu a energie se pouziva k syntéze ATP. Pokud se vSak
protony vrati jinym zptisobem, mitochondrie jsou povazovany za rozpojené. Do jisté miry
k tomu dochazi ve vSech mitochondriich za patologickych podminek. Existuje také
protein, jehoz funkei je dovolit protonim znovu vstoupit do mitochondrie bez pouziti
energie. Za téchto podminek se energie pfeméfuje na teplo. Tim proteinem je
rozpojovaci protein termogenin, neboli UCP1 (z anglického ,,UnCoupling Protein 1°)
a provadi tento kol v hnédé tukové tkdni. Savci, véetné novorozenct, pouzivaji uvolnéné
teplo k ochrané pfed chladem. Tento proces je oznacovan jako netiesova termogeneze
(10D UCP1 byl objeven pied 40 lety a byl dlouho povaZzovan za vysledek jedineéné
adaptace sav¢i tkané na netfesovou termogenezi 192,

UCP se vyskytuji nejen u zvifat a rostlin (tab.8), ale také u hub, a dokonce
i protozoi. Toto zjisténi podpofilo navrh, Ze rozpojovaci proteiny nejsou
pouze termogenni, ale mohou mit dal§i dalezité funkce v rtznych tkanich @99,
Byly popsany proteiny homologni s UCP1 nejen v jinych sav€ich tkanich, ale také

v jinych organismech, véetné rostlin. Ctyfi nové skupiny rozpojovacich proteina byly
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popsany u savcil. UCP2 je exprimovan v mnoha tkanich. UCP3 je exprimovan pouze

V hnédé tukové tkani a kosternim svalu a UCP4 a BMCPI jsou pfitomny pouze

v mozku %, Predpokladané funkce UCP zahrnuji chladovou termogenezi a termogenezi

vyvolanou dietou, sniZzeni produkce reaktivnich forem kysliku, metabolickou a

energetickou rovnovéhu a regulaci, snimani gluk6zy a adaptaci na hladovén

Tabulka 8: Seznam znamych rozpojovacich proteinti (upraveno dle 1%4)

{ (105)

Trida Protein  Druh

UCP1 BtUCP1 Bos taurus (krava) UCP4 HsUCP4 Homo sapiens (¢lovek)
CfuCP1 Canis familiaris (pes) RnUCP4 Rattus norvegicus (krysa)
HSUCP1  Homo sapiens (¢lovek)
RmUCP1  Macaca mulatta (makak)
MaUCP1  Mesocricetus auratus (kirecek)
MmUCP1  Mus musculus (mys)
OcUCP1  Oryctolagus cuniculus (kralik)
PsUCP1 Phodopus sungorus (krecek)
Rn UCP1  Rattus norvegicus (krysa)

UCP2 BtUCP2 Bos taurus (krdava) BMCP1 HsBMCP1 Homo sapiens (¢lovek)
BruCpP2 Brachydanio (ryba Danio) MmBMCPL  Mus musculus (mys)
CfucpP2 Canis familiaris (pes) RnBMCP1  Rattus norvegicus (krysa)
CcUCP2  Cyprinus carpio (kapr)
HSUCP2  Homo sapiens (¢lovéek)
RmUCP2  Macaca mulatta (makak)
MmUCP2  Mus musculus (mys)
PsUCP2 Phodopus sungorus (kiecek)
RnUCP2  Rattus norvegicus (krysa)
SsUCP2 Sus scrofa (prase)

UCP3 BtUCP3 Bos taurus (krava) Rostlinné AtUCP1 Arabidopsis thaliana
CfUCP3 Canis familiaris (pes) UCP (husenicek)
EmUCP3  Eupetomena macroura (kolibrik) AtUCP2 Arabidopsis thaliana
GgUCP3  Gallus gallus (kur) (husenicek)
HSUCP3  Homo sapiens (clovek) LeUCP Lycopersicom
MmUCP3  Macaca mulatta (makak) esculentum (rajce)
MgUCP3  Meleagris gallopavo (krocan) OsUCP1 Oryza sativa (ryze)
MmUCP3  Mus musculus (mys) OsUCP2 Oryza sativa (ryze)
PSUCP3  Phodopus sungorus (kirecek) StUCP Solanum tuberosum
RnUCP3  Rattus norvegicus (krysa) (brambroa)
SsUCP3 Sus scrofa (prase) SrUCP Symplocarpus

renifolius (zeli)
TaUCP Triticum aestivum (pSenice)
ZmUCP Zea mays (kukurice)
UCP? PmUCP? Pagrus major (riZicha - ryba)
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Rozpojovaci proteiny patii do nadfazené skupiny nosi¢i metabolitd
mitochondrialni vnitini membrany, jejiz ¢lenové sdileji strukturalni i funkéni podobnosti.
Clenové  skupiny intramitochondrialnich  transportéri  se  pravdépodobné
vyvinuli z primordialniho proteinu obsahujiciho dva transmembranové helixy, které se
pak triplikuji (04 106),

UCP jsou integralni membranové proteiny, které maji molekulovou hmotnost
mezi 31 kDa a 34 kDa, mozkové homology (BMCP1 a UCP4) jsou vétsi proteiny
s hmotnosti 36-38 kDa. Pravdépodobné jednim z nejcharakteristictéjsich rysi je jejich
tripartitni struktura se tfemi opakovanimi asi 100 aminokyselin, z nichz kazda obsahuje
dva hydrofobni useky spojené dlouhou hydrofilni smy¢kou %4 19) Polypeptidovy fetézec
ptekiizi lipidovou dvojvrstvu Sestkrat a aminokyselinové a karboxylové konce vy€nivaji

do mitochondrialniho mezimembranového prostoru (obr. 17) @07,

c
~Inter-membrane
space

- Matrix

Obr. 17: Transmembrdanové usporadani UCP (104),
Sest helixovych oblasti pokryva lipidovou dvojvrstvu, pricems aminové a karboxylové konce jsou
orientovany na cytosolovou stranu membrany a dlouhé hydrofilni smycky na matricové strané.
Svislé cary oddeluji tii casti tripartitni struktury.

Fyziologicka funkce a terapeuticky potencial UCP jsou shrnuty na obr. 18. Bylo
prokdzano, ze UCP1 je rozhodujici pro udrZeni télesné teploty. JelikoZ energie v tomto
procesu je pienasena na teplo a neni ulozena jako tuk v téle, aktivita rozpojovaciho
proteinu (proteind) miZze byt povazovana za mechanismus proti obezité, coZ je
prilezitost, ktera ptitahla velkou pozornost, jak farmaceutické spolecnosti, tak i Siroké

vefejnosti, ktera hleda jednoduché zptisoby "hubnuti" ¢V,
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Byly popsany experimenty, ve kterych byly mysi s deficienci UCP1 pouzity
Kk vySetfeni piitomnosti alternativnich termogennich mechanismd, které mohou tyto mysi
pouzit k udrzeni své télesné teploty. Takové studie jsou zajimavé, protoze by mohly vést
k identifikaci novych termogennich mechanismii, které jsou dilezité pro energetickou
rovnovahu i u lidi. Jedna teorie tvrdi, Ze my$ s deficienci UCP1 pouziva k udrzeni
teploty téla pouze tiesovou termogenezi. Dalsi teorie naznaéuje, Ze aby tyto mysi snasely
chlad, dochazi u nich k indukci mechanismi spojenych s kolob&hem Ca?* ve svaloviné a
tukové tkani. Leptin, hormon produkovany bunikami tukové tkan€, by se mohl také
podilet na tomto procesu, protoze stimuluje spotfebu kysliku v izolovanych
svalovych vlaknech cyklovanim lipidickych substratu, coz by mohlo byt termogennim
mechanismem pii regulaci télesné hmotnosti. Zatimco fenotypy mysi s inaktivovanymi
geny UCP2 nebo UCP3 nesouviseji s vadou télesné teploty ani s regulaci télesné
hmotnosti, zda se, ze sniZzena exprese UCP2 podporuje zvysenou sekreci inzulinu
V pankreatu a zvySenou odolnost vici infekci mikrobidlnimi patogeny. Nézor, Ze UCP2
chrani proti nadoriim, naznacuje, ze celkové snizeni aktivity UCP2 mulze mit nezddouci
vedlejsi u¢inky %Y. Nadméméa exprese UCP2 a UCP3 v podminkach lipotoxicity
naznacuje, ze UCP jsou nutné k ochran¢ bunck pred Skodlivymi disledky nadmérného
metabolismu nebo skladovani mastnych kyselin. V kosternim svalu UCP3 podporuje

zvySend oxidace mastnych kyselin ulohu UCP3 jako exportéru mastné kyseliny ve formé

aniontu z mitochondrii, aby se zabranilo akumulaci mastnych kyselin v matrix %),
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Obr. 18: Patologické nasledky a terapeutické ucinky zménéné exprese / aktivity riiznych
odpojovacich proteinii. (upraveno dle %)

225.1 Termogenin

Bila a hnéda tukova tkan slouzi k dulezitym opa¢nym funkcim v celkové
energetické rovnovaze. Zatimco bila tukova tkan se specializuje na skladovani energie
ve form¢ triacylglycerold, hnéda tukova tkan slouzi k rozptylu energie ve form¢ tepla.
Konkrétné hnédy tuk usnadnuje netfesovou termogenezi, aby pomohla branit télo pred
chladem. Hnéda tukova tkan je bohata u malych savct, ale je pfitomna i U novorozenct
vét§iny druhti savei, dokonce i u lidi %% 119, V poslednich letech se navic ukéazalo, Ze je
pfitomna také u dospélych. Dospéli lidé vykazuji jak klasicky hnédy tuk podobny hnédé
tukové tkani zkoumané u novorozencu, tak tzv. Sedy tuk v podobé drobnych kapének

uloZenych uvnitt bilé tukové tkan€. Hlavni depozity se nachazeji v supraklavikularni

oblasti a krku 111 112),
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Hnédé adipocyty jsou mensi nez bilé adipocyty, obsahuji mén¢ lipidti a jsou bohaté
na mitochondrie s jedine¢nou vlastnosti. Tou je pfitomnost rozpojovaciho proteinu UCP1,
termogeninu, ve vnitini membrané. Termogeneze hnédé tukové tkané zavisi do znaéné
miry na aktivit& tohoto proteinu %9,

Termogenin (obr. 19) je monomer slozeny ze 306 aminokyselin a jeho molekulova
hmotnost je 33 kDa. Jeho aminokyselinova sekvence je vysoce homologni mezi druhy,
coZz naznacuje jeji  biologicky vyznam. Je také vysoce homologni
s mnozstvim vSudypfitomnych mitochondridlnich nosi¢ti vnitfni membrany, vcetné
nosi¢e ADP/ATP, fosfatového ptenasece a transportéru oxoglutaratu. Protein se sklada

ze tii homolognich membranovych domén, kazda z asi 100 aminokyselin, kodovanych

dvéma exony oddélenymi jednim intronem (1),

intermembrane ‘ *
space ¢ ’
i
o ,,
9 a { ~ o~

& Sg T
o % g7 RS

a) b)

mitochondrial
matrix

Obr. 19: Termogenin pohled z boku a ze shora 1%

Termogenin katalyzuje unik protont pfes vnitini mitochondrialni membranu,
¢imz se rozptyli elektrochemicky protonovy gradient, ktery by jinak vedl ATPazu
k produkci ATP. Vysledkem je, Ze energie z oxidace respira¢nich substratii se uvolfiuje

vV v

jako teplo a soub&zné klesa vytézek ATP oxidaéni fosforylaci (0% 110),
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Rist hnédé tukové tkané a termogenni funkce jsou pod regulaci sympatického
nervového systému, ktery husté inervuje tkan ‘', Signaly z mozku stimuluji uvoliiovani
katecholaminti, jako je noradrenalin, Vv inervované hnédé tukové tkani. Tam aktivuji
adrenergni receptory, které iniciuji intracelularni signalizaci zavislou na cAMP. Gaos
protein, disociovany ze stimulovanych receptort, aktivuje adenylatcyklazu, zvySuje
bunéény cAMP, coz vede ke zménam aktivity UCP1. Pti akutni reakci aktivuje CAMP
proteinovou kindzu A, kterd vyvola lipolyzu triglyceridovych zasob. Do cytosolu
uvolnéné mastné kyseliny ptisobi jako palivo pro oxidaci mitochondrii a co je dulezité,
jako primy aktivator UCP1 119, Naopak, aktivita transportu protont je inhibovana vazbou
purinovych nukleotidd, pfedevsim ATP, na misto na samotném UCP (109),

Mirné rozpojeni mitochondrialni respirace pomoci UCP nebo farmakologickymi
ptipravky se zda byt slibnym cilem odstranéni rizikového faktoru srde¢niho selhani
vyvolaného obezitou. Krom¢ toho kombinace bezpe¢ného zivotniho stylu a
farmakologickych strategii mize pomoci omezit pokracujici rist epidemie obezity a

metabolického syndromu ve svété a zlepsit srdeéni dysfunkci pii obezité 19,
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ZAVER

Studium principu G€inku latek inhibujicich mitochondridlni metabolismus
napomohlo pochopeni fyziologickych mechanismti probihajicich v mitochondrii.
Nekteré toxiny dokonce naSly uplatnéni jako slibné terapeutické cile. V budoucich
letech bychom m¢éli zaznamenat velké pokroky v chapani mitochondrialniho
metabolismu v buikach pozménénych nemocemi a znat odpovédi, jak mizeme
tento proces selektivné zameétit na 1éCbu. Napiiklad: 1) indukce apoptozy
po expozici nékterému z toxini by mohla byt selektivni pouze pro rakovinové bunky,
Il) pouziti amobarbitalu jako prevence poSkozeni myokardu béhem reperfuze,
iii) pouziti oligomycinu Kk inhibici rustu nadoru ¢i iv) uplatnéni mechanismu

znamého U rozpojovacich proteind k omezeni obezity u populace.
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