Jiz od stfedovéku se k léEbé nékterych pfiznakl provazejicich diabetes mellitus,
pouzival extrakt z jestfabiny lékafské (Galega officinalis), ktera obsahuje derivat
guanidinu galegin. Pozitivni ucinky 1é€by vSak byly Casto pfevazeny mnozstvim
negativnich vedlejSich efektd, které mohly vést az k umrti pacienta. Guanidin byl posléze
nahrazen syntetickymi derivaty biguanidy se sniZzenou toxicitou. Do klinickych studii byly
zarazeny pouze ftfi: metformin (N,N-dimetylbiguanid), fenformin (fenyletylbiguanid) a
buformin (butylbiguanid), pfi€emz buformin a fenformin byly postupné z klinického pouziti
stazeny kvuli zavaznému riziku laktatové acidozy. Méné toxicky metformin je v l1éCbé
diabetu 2. typu Siroce vyuzivan do soucCasnosti a je oznaCovan jako Iék prvé volby.
V soucCasnosti se pozornost opét obraci i k fenforminu, zejména v souvislosti
s potencialnim vyuzitim biguanidt jako kancerostatik i jako k vhodnému modelu pro
experimentalni studium ucinku biguanidu.

Navzdory dlouhodobému klinickému vyuziti neni mechanizmus pusobeni biguanidu
dosud pIné objasnén. V souCasné dobé je obecné pfijimana teorie, Ze hlavni pfiinnou
hypoglykemického uc€inku metforminu je inhibice glukoneogeneze v jatrech, znamy jsou
vSak také jeho ucinky na hnédou a bilou tukovou tkan, svaly nebo protektivni vliv na srdce.
Jesté mensi shoda panuje ohledné konkrétniho metabolického déje/déju, které jsou za
inhibici glukoneogeneze zodpovédné. Byly navrzeny teorie, v nichZ klicovou roli hraje
aktivace AMPK kinazy, ale poté bylo prokazano, Ze metformin ovliviiuje glukoneogenezi
také u mySi nesoucich dominantné negativni mutaci a podjednotky tohoto enzymu. Zcela
nedavno se objevila studie identifikujici jako hlavni cil metforminu v burice mitochondrialni
glycerol-3-fosfatdehydrogenazu. Nelze pominout ani prace, které dokazuji vliv metforminu
na neenzymatické déje, napr. interakci s membranovymi fosfolipidy nebo snizeni citlivosti
membrane permeability transition pore (MPTP).

Spole€nym znakem pusobeni biguanidl, ktery neni v rozporu s zadnou z vySe
uvedenych hypotéz, je jejich vliv na energeticky metabolizmus bunék. Hlavnim cilem
predlozené dizertacni prace je proto studium mechanizmi pUsobeni biguanidd
(metforminu a fenforminu) na funkci izolovanych jaternich mitochondrii in vitro a
na energeticky metabolizmus v jatrech in vivo. Podkladem pro tuto dizertacni praci jsou
tfi ¢lanky, z nichz dva uz byly publikovany (Publikace A, B) a tfeti je v recenznim Fizeni
(Publikace C).



V nasi praci jsme prokazali, ze jaterni homogenat i izolované jaterni mitochondrie
predstavuji srovnatelné modely pro studium mechanizmu uc€inku metforminu in vitro a ze
jaterni homogenat je vhodny alternativni model v experimentech, které vyzaduji delSi
inkubaci s testovanou latkou.

Zjistili jsme, Ze metformin in vitro inhibuje specificky aktivitu komplexu | (ECso =
5 mM) a neovliviiuje dalSi komplexy respiracniho fetézce. Naopak, ¢asteCna inhibice
komplexu | metforminem je kompenzovana zvySenym pfisunem elektrond
pfes komplex Il

Nase vysledky ukazuji, Ze mechanizmus ucinku metforminu a fenforminu je
obdobny. Obé slou€eniny inhibuji mitochondrialni respiraci NADH-dependentnich
substratd v zavislosti na pouZzité davce, fenformin inhibuje komplex | s vyrazné vysSi
ucinnosti (ECso = 0,25 mM) nez metformin. Nové je naSe zjisténi, Ze ve vysSich
koncentracich fenformin inhibuje i mitochondrialni komplex Il a IV a na rozdil od pusobeni
metforminu nedochazi k plné kompenzaci dodavky elektront prostfednictvim komplexu
|l. Obé slougeniny zvysuji odolnost MPTP k G&inku vapenatych iont. Uginky metforminu
i fenforminu nejsou zavislé na integrité buriky a projevuji se jak v jaternim homogenatu,
tak i v permeabilizovanych hepatocytech.

Predlozili jsme dikazy, ze po dlouhodobém podavani metforminu in vivo lze
v izolovanych mitochondriich prokazat srovnatelné zmény jako po pfidani metforminu
pfimo k mitochondriim in vitro — snizenou respiraci NADH-dependentnich substrati a
snizenou aktivitu nékterych mitochondrialnich enzyma. V souladu s t€mito pozorovanimi
jsme prokazali i snizenou resyntézu ATP v jatrech béhem reperfuze po ischemii
u potkant krmenych metforminem. Nase vysledky podporuji teorii, Ze za podminek in vivo
dochazi dosud neobjasnénym mechanizmem k akumulaci metforminu v mitochondriich a
dosazeni ucinné koncentrace.

Pozorovali jsme protektivni antioxidaéni ucinek metforminu
pfi ischemicko/reperfuznim poskozeni jater, pficemz tento efekt byl vyraznéjsi
ve steatdznich jatrech. Jednou z pfi€in muze byt pfimy inhibiéni vliv metforminu na tvorbu
reaktivnich forem kysliku (ROS) na komplexu I.

NaSe vysledky podporuji hypotézu o pleiotropnim mechanizmu u¢inku biguanid

zaloZzeném na jejich interakci s mitochondrialnim respiracnim fetézcem spiSe nez teorii



jednoho unikatniho molekularniho cile. Toto komplexni plsobeni biguanidd nabizi

moznost vysvétleni jejich rozmanitych metabolickych ucinka.



