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Abstrakt

Jiz od stfedovéku se k |1éEbé nékterych pfiznakl provazejicich diabetes mellitus,
pouzival extrakt z jestfabiny lékafské (Galega officinalis), ktera obsahuje derivat
guanidinu galegin. Pozitivni ucinky lécby vS8ak byly Casto pfevazeny mnozstvim
negativnich vedlejSich efektd, které mohly vést az k umrti pacienta. Guanidin byl
posléze nahrazen syntetickymi derivaty biguanidy se snizenou toxicitou. Do klinickych
studii byly zafazeny pouze tfi: metformin (N,N-dimetylbiguanid), fenformin
(fenyletylbiguanid) a buformin (butylbiguanid), pficemz buformin a fenformin byly
postupné z klinického pouziti stazeny kvilli zavaznému riziku laktatové acidézy. Méné
toxicky metformin je v 1é¢bé diabetu 2. typu Siroce vyuzivan do soucCasnosti a je
oznacovan jako |ék prvé volby. V sou€asnosti se pozornost opét obraci i k fenforminu,
zejména v souvislosti s potencialnim vyuzitim biguanidd jako kancerostatik i jako
k vhodnému modelu pro experimentalni studium ucinku biguanidu.

Navzdory dlouhodobému Klinickému vyuZziti neni mechanizmus pusobeni
biguanidl dosud pIné objasnén. V sou¢asné dobé je obecné pfijimana teorie, Ze hlavni
pri€innou hypoglykemického ucinku metforminu je inhibice glukoneogeneze v jatrech,
znamy jsou vSak také jeho uc€inky 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 kli€ovou roli hraje aktivace AMPK kinazy, ale poté bylo
prokazano, Zze 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 bufce mitochondrialni glycerol-3-
fosfatdehydrogenazu. Nelze pominout ani prace, které dokazuji vliv metforminu
na neenzymatické déje, napf. interakci s membranovymi fosfolipidy nebo sniZzeni
citlivosti membrane permeability transition pore (MPTP).

Spole¢nym znakem puUsobeni biguanidd, 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 mechanizm( puasobeni biguanidu
(metforminu a fenforminu) na funkci izolovanych jaternich mitochondrii in vitro a
na energeticky metabolizmus v jatrech in vivo. Podkladem pro tuto dizertani 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 u€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 neovliviuje dalSi komplexy respiracniho fetézce. Naopak, ¢aste¢na inhibice
komplexu | metforminem je kompenzovana zvySenym pfisunem elektron(
pres komplex II.

NaSe vysledky ukazuji, Ze mechanizmus uc€inku metforminu a fenforminu je
obdobny. Obé slou€eniny inhibuji mitochondrialni respiraci NADH-dependentnich
substratl v zavislosti na pouzité 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 1l a IV a na rozdil
od pusobeni metforminu nedochazi k piné kompenzaci dodavky elektrond
prostfednictvim komplexu Il. Obé slou€eniny zvySuji odolnost MPTP k uc&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, Zze po dlouhodobém podavani metforminu in vivo Ize
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 enzymd. V souladu s témito
pozorovanimi jsme prokazali i snizenou resyntézu ATP v jatrech béhem reperfuze
po ischemii u potkani krmenych metforminem. Nase vysledky podporuji teorii, ze
za podminek in vivo dochazi dosud neobjasnénym mechanizmem k akumulaci
metforminu v mitochondriich a dosazeni u€inné koncentrace.

Pozorovali jsme protektivni antioxidacni 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 G&inku biguanidd
zaloZzeném na jejich interakci s mitochondrialnim respiracnim fetézcem spiSe nez teorii
jednoho unikatniho molekularniho cile. Toto komplexni pusobeni biguanidi nabizi

moznost vysvétleni jejich rozmanitych metabolickych u€inka.



Abstract

The extract from the plant Galega officinalis containing the guanidine derivative galegin
has been used in the treatment of diabetes-associated complications since middle ages.
Nevertheless, the positive effects of the treatment were often overweight by the adverse side
effects. Some sixty years ago guanidin was replaced by the less toxic synthetic biguanide
derivatives — metformin, phenphormin and buformin, the latter two being withdrawn due to the
unacceptable risk of fatal lactate acidosis. Metformin is still widely used antidiabetics and
belongs to the first choice drugs in the treatment of type 2 diabetes. Phenphormin is now
gaining renewed attention with regard to its antineoplastic properties.

Despite its long-term clinical use the mechanism of biguanides action is not fully
understood yet. At present it is generally accepted that the core of its antihyperglycemic effect
lays in the inhibition of hepatic gluconeogenesis. In contrast, there is less consensus regarding
the particular metabolic pathway or target that are responsible for the metformin-induced
attenuation of gluconeogenesis. For a long time, a hot candidate for metformin target in the
cell was AMP-activated kinase (AMPK) but the metformin effect was proved also in mice
carrying the dominant negative mutation of AMPK a subunit. Quite recently, a study identifying
mitochondrial glycerol-3-phosphate dehydrogenase as the new metformin target has been
published. Numerous reports demonstrate also the metformin effect on non-enzymatic
processes including membrane fluidity or mitochondrial permeability transition pore (MPTP)
sensitivity to calcium.

The common feature of biguanide action that reconciles above mentioned hypothesis is
their effect on the cell energy metabolism. Therefore, the main aim of the presented thesis is
to study the effect of biguanides (metformin and phenphormin) on the function of isolated liver
mitochondria in vitro and on the energy metabolism in the liver in vivo. The submitted thesis is
based on three papers, two of them has been already published (Publication A, B) and one is
now under review (Publication C).

Our data showed that both liver homogenate and isolated liver mitochondria represent
comparable models for the study of effect of metformin action in vitro. Liver homogenate is
particularly suitable model in experiments that require longer incubation of the tested
substance with the mitochondria.

We further found that in vitro metformin selectively inhibits the activity of complex | (ECso
= 5 mM) and that it does not affect the activities of other components of mitochondrial
respiratory chain. The metformin-induced partial inhibition of complex | may be compensated
by the increased supply of electrons via complex Il. The mechanism of action of metformin and
phenphormin shares a lot of common features. Both compounds inhibit mitochondrial

respiration of NADH-dependent substrates in dose-dependent manner, phenphormin being



more effective (ECso = 0.25 mM) compared with metformin. We were first to demonstrate that
in high doses phenphormin inhibits also complex Il and complex IV and in contrast
to metformin, phenphormin-induced inhibition of respiration could not be fully compensated by
electron supply via complex Il. Both biguanides increase the resistance of MPTP to calcium
cationts. Both metformin and phenphormin action is not dependent on the cell integrity and
could be demonstrated in the liver homogenate as well as in permeabilized hepatocytes.

The persistent stumbling block in the research focused on the mechanism biguanide
action is the discrepancy between the effective concentration in vitro and real concentrations
found in serum in vivo. We brought the evidence that long-term metformin administration in vivo
results in comparable changes in mitochondrial metabolism as acute metformin administration
in vitro — decreased respiration of NADH-dependent substrates and lowered activities of some
mitochondrial enzymes. In accordance with these findings we observed the decreased ATP
re-synthesis during reperfusion in the liver after short-term ischemia in rats administered
metformin for 10 weeks. Our data support the hypothesis that in vivo metformin accumulates
within mitochondria where it reaches sufficient effective concentration.

We demonstrated protective effect of metformin against oxidative stress after ischemia/
reperfusion injury, the effect being more pronounced in fatty liver. At the same time we showed
the decreased reactive oxygen species formation in submitochondrial particles in vitro in
metformin-treated group.

Our data support the hypothesis that the metformin effect is pleiotropic and involves more
partial processes rather than the one unique target theory. Such a complex biguanide action

provides better platform for explanation of their multiple and diverse effects.
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Seznam zkratek

AMPK 5°AMP-aktivovana proteinova kinaza
AMPKK  AMPK kinaza kinaz
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Ca?*/Calmodulin-dep. protein
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DPPH 2,2-difenyl-1-pikrylhydrazyl

EPR Elektronova paramagneticka rezonance
G6Paza Glukdza-6-fosfataza

i.p. Intraperitonealné

LKB1 Jaterni kinaza B1

MATE

Liver kinase B1

Multidrug extrusion proteins

MGPDH Mitochondrialni glycerol-6—fosfatdehydrogenaza
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MPT
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MmTOR Savci rapamycinovy cilovy receptor
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1. LITERARNI RESERSE

1.1. Biguanidy

Jiz od stfedovéku se k IéCbé nékterych pfiznakl provazejicich diabetes mellitus,
zejmeéna Castého moceni, pouzival extrakt z jestfabiny Iékafské (Galega officinalis),
ktera obsahuje derivat guanidinu galegin. Pozitivni ucCinky IéCby vSak byly Casto
pfevazeny mnozstvim negativnich vedlejSich efektd, které mohly vést az k umrti
pacienta (Witters, 2001). V 50. letech minulého stoleti byl guanidin nahrazen
syntetickymi derivaty biguanidy, jejichz toxicita byla ve srovnani s puvodni latkou
vyrazné mensi. Z vice nez 300 znamych derivatl biguanidi vykazovalo jen nékolik
antidiabetické ucinky a pouze tfi byly zafazeny do klinickych studii: metformin
(N,N-dimetylbiguanid), fenformin (fenyletylbiguanid) a buformin (butylbiguanid).
Buformin a fenformin byly postupné z klinického pouziti stazeny kvali zavaznému riziku
laktatové acidozy (Schafer, 1983). Méné toxicky metformin je v 1éEbé diabetu 2. typu
Siroce vyuzivan do souCasnosti a je oznaCovan jako Iék prvé volby.
K pozapomenutému fenforminu se opét obraci pozornost védcl s dirazem na jeho
silnéjSi metabolické ucinky. Ty by mohly pfispét k objasnéni pfesného mechanizmus

pusobeni metforminu, jez zatim neni plné znam.

1.2. Fenformin (fyzikalné chemické vlastnosti, farmakokinetika)

Fenformin, systematickym nazvem 2-(N-fenetylkarbamimidoyl)-guanidin, je
za fyziologickych podminek silna baze (pKa1 = 11,8; pKa2 =2,7), kdy dvé guanidové
skupiny propojené pfes sekundarni aminy jsou navazané na fenyletylovy aromaticky
kruh. Diky tomuto chemickému sloZeni je fenformin méné polarni a vice lipofilni nez
metformin. Vzhledem ke svym fyzikalné chemickym vlastnostem ma fenformin vyssi
afinitu k mitochondrialnim membranam a vykazuje silngjSi inhibi¢ni u€inky na funkci
mitochondrialniho respiracniho fetézce (Goodarzi and Bryer-Ash, 2005, Sogame et al.,
2013, Pernicova and Korbonits, 2014). Lécba fenforminem pfinasela fadu vedlejSich
negativnich Ucinkld v podobé zvySeného uvolnovani laktatu ze svalu (Fasshauer et al.,

2004), zesileného kardiovaskularniho rizika, popf. poklesu gastrointestinalni absorpce
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glukézy (Czyzyk et al., 1968). Fenformin je metabolizovan v jatrech pomoci
cytochromu P450 2D6, biologicky polocas eliminace je 7-15 h, vylu€ovan je ledvinami
(Sogame et al.,, 2013). U lidi je p-hydroxyfenformin jediny metabolit fenforminu
detekovatelny v séru a modi. Hlavnim odpadnim metabolitem fenforminu
u vétsiny laboratornich zvifat je o—glukuronid p-hydroxyfenformin (Alkalay et al., 1979).
Denni davka pro dospélého jedince se u lidi pohybuje kolem 150 - 400 mg na den
(Assan et al.,, 1975, Pernicova and Korbonits, 2014), u potkand 20 mg/ kg
intraduodenalné (Guest et al., 1979), nebo v rozmezi 50 - 150 mg / kg pro aplikaci i. p.
/ p. o. (Kruger et al., 1970, Guest et al., 1980).

Do 90. let 20. stoleni byl fenformin zakazan ve vétSiné zemi svéta, s vyjimkou ltalie,
Ciny a Brazilie, pro jeho spoijitost se vznikem laktatové acidozy, ktera byla u lidi fatalni
z 30-50 % (Schafer, 1983, Pernicova and Korbonits, 2014).

Ve zvifecich modelech in vitro a in vivo byla u fenforminu zaznamenana vyssi
antineoplasticka aktivita oproti metforminu (Segal et al., 2011, Appleyard et al., 2012).
Pacientky léCené fenforminem mély zlepSeny imunologicky stav v pfipadé rakoviny
prsu (Dilman et al., 1982), ackoliv potencial protinadorového ucinku fenforminu nebyl

v klinickych studiich prokazan (Pernicova and Korbonits, 2014).

1.3. Metformin (fyzikalné chemické vlastnosti, farmakokinetika)

Metformin je alifaticka molekula se dvéma metylovymi zbytky navazanymi
na biguanidovy fetézec. Za fyziologickych podminek je tato latka baze (pKa1 = 11,5;
pKa2 = 2,8), ktera je snadno rozpustna ve vodné fazi a Spatné solubilni v tukové vrstvé
(Schafer, 1976a, Hale et al.,, 2002). Vzhledem k témto fyzikalné-chemickym
vlastnostem probiha prosta difuze pres plazmatickou membranu pouze vyjimecné a
vstup metforminu do buriky je zajistén pfedevsim aktivnim transportnim systémem.
Absorpce metforminu ze stfeva je zprostfedkovana PMAT (plasma membrane
monoamine transporter), ktery se nachazi na strané pfivracené k lumenu stfeva.
Z enterocytu do intersticialni tekutiny je metformin transportovan pomoci OCTs
(organic cation transporters) OCT1 a OCT3. Metformin neprochazi biotransformaci
v jatrech a je vyluCovan primarné v ledvinach. Z krve do epitelialnich bunék je dopraven
prostfednictvim transportérd OCT2, do modi je vylu¢ovan pomoci MATE 1 a MATE 2
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(multidrug extrusion proteins 1, 2) (Viollet et al., 2012, Pawlyk et al., 2014). Biologicky
poloCas eliminace je mezi 1,5 — 7 h v zavislosti na renalni funkci (Gan et al., 1992,
Bailey and Turner, 1996, Pawlyk et al., 2014). Optimalni denni davka metforminu
pro Clovéka je pfiblizné 20 mg/kg/den, coz odpovida 250 mg/kg u mysSi (Foretz et al.,
2014). Pfi podavani téchto davek lze v séru prokazat fadové 10 yM koncentrace
metforminu (Owen et al., 2000). Oproti jinym biguanidum a guanidim je inhibiéni vliv
metforminu na buné&c¢nou respiraci je slabsi a je reverzibilni. Tato kombinace ziejmé
hraje roli v udrzeni kliCové rovnovahy mezi akumulaci - vyloucenim latky a

pozadovanym terapeutickym u€inkem bez laktatové acidézy (Bridges et al., 2014).

Vice nez padesat let je metformin uzivan jako antihyperglykemicka latka vhodna
pro lé€bu cukrovky, jez nezpusobuje vahovy pfirlstek (Argaud et al., 1993). Tento
biguanid je schopen snizovat hodnoty krevni glukézy, aniz by pfi tom doslo ke stimulaci
inzulinové sekrece (Schatz et al., 1972, Bailey, 2008). Primarnim u€inkem metforminu

je snizeni glukoneogeneze v jatrech.

1.4. Interakce metforminu s respiraénim retézcem

Prvé pozorovani mechanizmu uc€inku derivatl biguanidd na oxidaéni fosforylaci bylo
publikovano v 60. letech 20. stoleti. Tehdy byla prokazana souvislost mezi zvySenou
glykolyzou a inhibici buné&né respirace pod vlivem guanidd (Hollunger, 1955). Témér
0 50 let pozdéji byl nastolen konsenzus ohledné primarniho cile metforminu v burice.
Timto mistem jsou mitochondrie, ve kterych metformin pfechodné inhibuje komplex I.
Tato inhibice vede k energetickému stresu zpUsobenému poklesem oxidaéni
fosforylace a syntézy ATP (EI-Mir et al., 2000, Owen et al., 2000, Carvalho et al., 2008,
Bridges et al., 2014).

NADH:ubichinonoxidoreduktaza, tj. komplex |, podmifuje vyuZiti redukovanych
koenzymu NADH jako zdroje elektronu. Jeji inaktivace snizuje efektivitu
mitochondrialni respirace a oxidacni fosforylace v sav€ich burfikach. Data ziskana
na hepatocytech, izolovanych mitochondriich a buné&nych kulturach fibroblastd
naznacuji, Zze pro dosazeni pfimého ucinku na komplex | a inhibici procesu oxidace

NADH-dependentnich substrati je potfeba vysoka koncentrace metforminu (10 mM)
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a prodlouzena doba (2 — 24 h) preinkubace (Owen et al., 2000). EI-Mir et al. prokazal
inhibicni vliv metforminu na komplex | pouze v neporusenych bunkach, ale nikoli
v izolovanych mitochondriich a na permeabilizovanych bunkach. Za téchto podminek
metformin inhiboval respiracni fetézec z 25 % (1 mM metformin) a 60 % (5 mM
metformin). Inhibicni vliv metforminu byl zavisly jak na koncentraci biguanidu, tak
na Case preinkubace (EI-Mir et al., 2000). V rozporu s tvrzeni El-Mira et al. Owen
prokazal, ze metformin respiraci inhibuje taktéZz na izolovanych mitochondriich a
submitochondrialnich partikulich (Owen et al., 2000). MenSi uc€innost metforminu
na izolovanych mitochondriich oproti partikulim vysvétlue Owen ztratou
akumulovaného metforminu v pribéhu izolace mitochondrii. Pfedpoklada, zZe skute¢na
bezztratova inhibice by byla o 10 % vysSi (Owen et al.,, 2000). Efekt metforminu
pozorovany na submitochondrialnich partikulich souvisi s faktem, ze tyto ¢astice maji
matrixovou stranu orientovanou do meédia a umoznuji tak pfimy kontakt metforminu
s respiranim fetézcem, bez nutnosti transportovat metformin dovnitf mitochondrie.
Koncentrace metforminu v reakénim prostfedi tak pfedstavuje jeho skute¢nou ucinnou
koncentraci. V intaktnich mitochondriich fidi akumulaci pozitivné nabitého metforminu
v matrix membranova propustnost. Pozitivni naboj biguanidu ma za nasledek
akumulaci této latky v mitochondriich. Narlst koncentrace mize dosahovat az fadu
mM. Oproti sérovym koncentracim, jejichZ ucinnost byla prokazana in vitro, jsou az

tisicinasobné vyssi (Owen et al., 2000, Bridges et al., 2014).

Nedavna studie prezentuje vliv biguanidu na vazebné modifikace komplexu I. Komplex
| mUze zaujimat dva reversibilni konformacni stavy: aktivni a ne-aktivni (deactive-like).
Po navazani metforminu do respiraéniho fetézce dojde ke konformacni zméné
vazebného mista pro ubichinon a k ,uzamceni“ komplexu | v jeho ,deactive-like*
konformaci. K vazbé& dochazi pravdépodobné v amfipatické oblasti na rozhrani
hydrofilni a membranové domény v blizkosti matrixové klicky subjednotky ND3
(Bridges et al., 2014, Matsuzaki and Humphries, 2015). Metformin zfejmé pusobi
na dvé mezi sebou oddélena mista na komplexu |. prvé misto naruSuje reaktivitu

flavinu, druhé inhibuje katalyzu (Bridges et al., 2014).
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1.5. Uéinky metforminu nezavislé na procesech transformace

energie

Koncem 80. let 20. stoleti byl charakterizovan jev znamy jako MPT (mitochondrial
permeability transition) - ukazatel zmén propustnosti vnitfni mitochondrialni membrany
(Hunter and Haworth, 1979). PfiCinou MPT je otevieni mitochondrialniho péru
pfechodné permeability (MPTP) (Crompton et al., 1998). MPTP je multiproteinovy
komplex nachazejici se jak na vnéjSi membrané, jejiz souCasti je napétové fizeny
kanal VDAC (voltage dependent anion selective channel), tak na vnitini
mitochondrialni membrané s adeninnukleotidovym translokatorem (ANT) (Crompton
et al.,, 1998). V dusledku napf. zvySené koncentrace Ca?* iontd v matrix dojde
k otevieni MPTP, nastane vyrovnani koncentraci solutd prochazejicich vnitfni
membranou a proteiny zadrZzované v matrix zpusobi narlst osmotického tlaku a
mitochondrialni bobtnani. Nasleduje naruSeni vné&jSi mitochondrialni membrany a
uvolnéni cytochromu ¢ z mezimembranového prostoru (Halestrap et al., 2002).
Metformin snizuje citlivost MPTP k Ca?* iontim a oddaluje otevieni péru (Guigas et
al., 2004). Predpoklada se, Ze ¢im vétsi je inhibice komplexu | vyvolana metforminem,
tim delSi je interval opozdéného otevieni MPTP. Studie provedené na riznych typech
endotelialnich bunék naznacuji, ze pfi nizkych koncentracich in vitro (100 uM), je
metformin schopen inhibovat otevieni MPTP a tim chranit bufiku pfed stresem, napf.
vyvolanym hyperglykémii (Detaille et al., 2005).

Inhibi¢ni vliv biguanidl na mitochondrialni respiraci byl vysvétlovan i na zakladé zcela
odliSného mechanizmu, a to vlivem biguanid na fluiditu membran (Schafer, 1976b).
Schafer prfedpokladal, ze zakladem pro pochopeni velké rozmanitosti u€inku biguanid
jsou jejich specifické interakce s membranovymi fosfolipidy. Metformin se vaze
na fosfolipidy mitochondrii a tim dochazi k modifikaci fyzikalnich vlastnosti membran.
Jeho pozitivni naboj zodpovida za akumulaci v matrixu, zatimco jeho nepolarni
uhlovodikovy fetézec podporuje vazbu na fosfolipidy mitochondrialnich membran.
Pfi¢inou inhibice elektronového toku respiracnim fetézcem pak neni zména vazebnych
interakci s membranovymi proteiny, ale modifikace fyzikalnich vlastnosti membran
vlivem metforminu. Zpomaleni elektronového toku je umérné velikosti vazebné afinity
metforminu k fosfolipidové dvojvrstvé (Schafer and Rieger, 1974, Viollet et al., 2012).
Podle této hypotézy je hypoglykemicky efekt spiSe nahodilym vysledkem, nez cilenym
ucinkem latky. (Schafer, 1976b).
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1.6. Mechanizmy podminujici hypoglykemické uc€inky metforminu
in vivo

StarSi prace naznacovaly, ze antihyperglykemicky uCinek metforminu je primarné
zprostfedkovan zvySenou citlivosti perifernich tkani k inzulinu a naslednym vzestupem
absorpce glukdzy (Vigneri and Goldfine, 1987, Hother-Nielsen et al., 1989). Pozdéji se
ukazalo, ze hypoglykemizujici u€inek metforminu je pfedevsSim disledkem snizené
endogenni produkce glukdzy v jatrech (DeFronzo et al.,, 1991, Cusi et al., 1996).
Vysvétleni mechanizmu tohoto déje vSak neni jednotné. Studie na perfundovanych
jatrech a izolovanych hepatocytech ukazaly, Ze metformin ovliviiuje vice riznych déjq,
jejichz vysledkem je snizena glukoneogeneze. Tento biguanid zpUsobuje pokles
hepatické absorpce glukoneogeneze (laktatu, alaninu, glutaminu) a rovnéz negativné
ovliviuje signalizaCni drahu glukagonu (Wollen and Bailey, 1988, Wiernsperger and
Bailey, 1999). Glukagon, jenz je hlavnim sekreCnim produktem a-bunék, ma
v organizmu antagonisticky ucinek k inzulinu. Tento pankreaticky hormon je aktivovan,
pokud je organizmus vystaven stresu, napf. pfi hypoglykémii. Zesiluje glukoneogenezi,
glykogenolyzu, ketogenezi a snizuje glykogenezi a glykolyzu (Pernicova and
Korbonits, 2014). Metformin ovliviiuje signalizaci glukagonu prostfednictvim inhibice
adenylatcyklazy. Tato inhibice zplUsobi pokles cAMP spolu s poklesem aktivity PKA
(protein kinazy A) a zamezi produkci glukozy vyvolané glukagonem (Miller et al.,
2013).

Prekvapivym zjisténim je pravdépodobné zapojeni metforminu do modulace sloZzek
inkretinové osy (Maida et al., 2011). Mezi inkretiny patfi GLP-1 (glukagonu podobny
peptid 1). Tento antihyperglykemicky hormon v organizmu pfedevsim podporuje funkci
pankreatickych B—bunék. Metformin zesiluje expresi genu GLP-1, prostfednictvim
mechanizmu zavislého na PPARa, a zvySuje tak jeho koncentraci v plazmé, aniz by
vzrostly sérové hodnoty jinych inkretinovych hormond. Akutni nartst sekrece GLP-1
zapricinény metforminem je zfejmé spojen s potlatenim jaterni tvorby a periferniho
hromadéni glukozy (Maida et al., 2011).

NejnovéjSi vyzkumy dokazuji, Zze centrem metabolického u€inku metforminu je zména
energetického metabolizmu bunék, realizovana zejména CasteCnou inhibici

komplexu I. V dasledku snizené efektivity mitochondrialni respirace klesa NADH
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oxidace, protonovy gradient vnitfni mitochondrialni membrany i syntéza ATP
(Pernicova and Korbonits, 2014).

1.7. Mechanizmy, kterymi metformin inhibuje glukoneogenezi

1.7.1. Zavislé na AMPK

Enzym AMPK (AMP-aktivovana proteinova kinaza) pusobi jako kliCovy regulator
energetického stavu bunék (Viollet et al., 2009). Tento ,metabolicky senzor ma hlavni
slovo pfi pfepnuti buriky z katabolického do anabolického stavu (Zheng et al., 2015).
Jeho protektivni funkce je kliCova béhem metabolického stresu vzniklého napf.
pfi hypoxii, vy€erpani zasob glukdzy nebo pfi inhibici oxidaéni fosforylace. Spoustéfem
déju vedoucich k aktivaci AMPK je zména poméru AMP:ATP (Foretz et al., 2010).
AMPK je podfizena slozka proteinovych kaskad, k jejiz aktivaci dochazi fosforylaci
172Thr na N-konci a—podjednotky AMPK nadfazenymi AMPKK (AMP-aktivovanou
proteinovou kinazou kinaz). Fosforylovat katalytickou a-podjednotku lze dvéma
zakladnimi zptsoby: AMP-dependentni, nebo Ca?*-dependentni cestou (Davies et al.,
1995, Lage et al., 2008). AMP-dependentni cesta je zalozena na zméné hladiny AMP,
ktera zpusobi inhibici defosforylaéni PP2Cq (proteinové fosfatazy 2Ca) a stale aktivni
LKB1 (jaterni kinaza B1) pak muze zaktivovat AMPK (Bridges et al., 2014).
Metforminem indukovana akumulace AMP pfimou cestou inhibuje adenylatcyklazu,
tim také zpusobi zablokovani glukoneogeneze prostfednictvim glukagonu (Miller et al.,
2013). Druha cesta aktivace AMPK je Ca?'—dependentni. ZvySena koncentrace
Ca?* iontl v cytozolu zaktivuje CaMKKP drahu (Ca?*/kalmodulin—~dependentni kinaza
kindz), kterd nasledné fosforyluje ’Thr AMPK (Lage et al., 2008, Pernicova and
Korbonits, 2014). Pfedpoklada se, Ze tato cesta je na metforminu nezavisla.

Aktivace AMPK ovliviuje fadu metabolickych cest s cilem stimulovat katabolické a

omezit anabolické déje, v€etné inhibice glukoneogeneze (Zhou et al., 2001).
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1.7.2. Nezavislé na AMPK

Ackoliv metformin aktivuje AMPK, jeji pasobeni nevysvétluje vSechny terapeutické
ucinky metforminu (Foretz et al.,, 2014). Jemna a specificka inhibice komplexu |
metforminem vede k poklesu energetického naboje a v kone¢ném dusledku i k poklesu
produkce glukdzy. Ackoliv nékolik déju zpusobenych metforminem muize aktivovat
AMPK (pokles energetického naboje bunky, utlum aktivity adenylatcyklazy, potlaceni
hepatické genové exprese), bylo prokazano, Ze tento enzym neni nezbytny pro pfimou
inhibici jaterni glukoneogeneze metforminem (Foretz et al., 2010). Tomu odpovida
zjisténi, ze  hypoglykemicky  efekt  metforminu byl potvrzen  také
u AMPK/LKB1-deficientnich mysi. U tohoto modelu pokles tvorby glukozy koreloval se
snizenou hladinou intracelularniho ATP. Autofi studie vyslovili hypotézu, podle které
metformin inhibuje glukoneogenezi prostfednictvim poklesu energetického stavu

Vv jatrech.

Alternativni mechanizmus navrhl v nedavné studii Madiraju (Madiraju et al., 2014).
Podle této teorie je vyznamnym faktorem ovliviiujicim intenzitu glukoneogeneze
redoxni stav v hepatocytech, konkrétné pomér NADH*:NAD™ v cytozolu. Redoxni stav
v cytozolu a mitochondriich byl méfen jako podily laktatu:pyruvatu a
B-hydroxybutyratu:acetoacetatu. Madiraju et al. prokazali, Ze metformin je schopen
inhibovat enzym mGPDH (mitochondrialni glycerol-6—fosfatdehydrogenazu) i
v nizkych koncentracich (50 pM). Mitochondrialni GPDH je soucasti
glycerol-3-fosfatového €lunku, nachazi se ve vnitfni strané mitochondrialni membrany.
Tento Clunek prenasi elektronové pary z cytozolu pfimo do zasob CoQ (poolu)
respiracniho fetézce. Jeho hlavni ulohou je pfedevS§im znovu oxidovat cytozolicky
NADH (Mracek et al., 2013, Orr et al., 2014, Rauchova et al., 2014). Inhibice mGPDH
zabranuje vyuziti glycerolu jako prekurzoru syntézy glukdzy, protoze znemoziuje
nezbytny krok prfemény glycerol-3-fosfatu na dihydroxyacetonfosfat. Kromé toho
inhibice mGPDH vede k akumulaci cytozolického NADH, coz vytvafi nepfiznivé
podminky pro pfeménu laktatu na pyruvat a eliminuje tak tento vyznamny prekursor
glukoneogeneze. Tyto zmény redoxniho stavu se déji bez vlivu na energeticky naboj
buriky (Madiraju et al., 2014).

Dosud nepanuje shoda ohledné fyziologického vyznamu glycerofosfatového ¢lunku,

resp. jeho inhibice pro glukoneogenezi v jatrech (Baur a Birnbaum 2014). Proti zasadni
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roli mGPDH v glukoneogenezi mluvi skute€nost, ze naruSeni malat-aspartatového
Clunku v jatrech zplsobi pokles laéné glykémie a narust cytozolického NADH/NAD*,
zatimco narusenim glycerofosfatového ¢lunku se nedostavi Zadna zména glykémie.
Nelze vyloudit, Ze inhibice komplexu | zvySuje vyznam glycerofosfatového prenasece,
protoze malat-aspartatovy Clunek potfebuje k €innosti mitochondrialni membranovy
potencial. Ani v tomto pfipadé vSak neni pfinos glycerofosfatového ¢Elunku
pro energetickou bilanci zasadni. Pokud by byly Tg jedinym substratem
mitochondrialni respirace, elektrony z nich plynouci, které by byly pfeneseny
glycerofosfatovym Clunkem, by odpovidaly asi 0,5 % produkce ATP. Je
nepravdépodobné, Ze ztrata téchto elektronl by byla zodpovédna za méfitelnou
zménu mitochondrialniho NADH/NAD*. Baur pfedklada své vlastni vysvétleni poklesu
cytozolického NADH/NAD* v pfitomnosti metforminu, a to pusobenim cGPDH
(cytozolicka glycerol-6-fosfatdehydrogenaza). Cytozolickd GPDH je druhou sloZkou
glycerofosfatového €lunku, je NADH-dependentni a ve vodném prostfedi rozpustna
(Mracek et al., 2013). Je mozné, Ze za podminek, kdy metformin inhibuje mGPDH,
zvySena koncentrace cytozolického NADH neodrazi inhibovany glycerofostatovy
Clunek, ale ukazuje reverzni chod glycerofosfatového Clunku. Tedy pfeménu NAD*
na NADH katalyzovanou cGPDH. Uginek metforminu by pak byl zavisly na pfitomnosti

glycerolu a jeho pfeméné na glycerol-3—fosfat (Baur and Birnbaum, 2014).

Nékolik desetileti vyzkumu pusobeni metforminu nevedlo k identifikaci jednoho déje,
ktery by byl zodpovédny za vSechny metabolické ucinky metforminu. Naopak,
soucasny stav znalosti nahrava spiSe pfedpokladu, Zze hlavni projev metforminu,
snizena glukoneogeneze v jatrech, je vysledkem vice synergicky pasobicich procesd,
napf. snizené dostupnosti ATP, inhibice genu glukoneogeneze nebo zvySené aktivity
AMPK (Foretz et al., 2014).
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2. CILE PRACE

Hlavnim cilem predlozené dizertacni prace bylo studium mechanizm( puasobeni
biguanidd (metforminu a fenforminu) na funkci izolovanych jaternich mitochondrii

in vitro a na energeticky metabolizmus v jatrech in vivo.

Specifické cile

1. Optimalizace modelu pro studium mechanizmu ucinku metforminu in vitro:

porovnani izolovanych jaternich mitochondrii a jaterniho homogenatu.

2. Studium vlivu metforminu na aktivitu mitochondrialniho respiracniho fetézce a

jednotlivych enzymatickych komplexu in vitro.

3. Kuvalitativni a kvantitativni porovnani mechanizmu pusobeni dvou biguanida,

metforminu a fenforminu, na modelu izolovanych jaternich mitochondrii.

4. Sledovani vlivu metforminu podavaného in vivo na energeticky metabolizmus

v jatrech: porovnani s vysledky studi in vitro.

5. Hodnoceni antioxida¢niho uc€inku metforminu pfi ischemii/reperfuzi, analyza

mozného mechanizmu.
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3. MATERIAL A METODY

3.1. Material

3.1.1.
Dat-Lab 4, 5
Glukometr Accu-Chek
Homogenizator Potter-Elvehjem
iMRUI 4,0
MS Excel
NMR pfistroj BioSpec 47/20
Oxygraf-K2
Spektrofluorimetr PC1
Spektrofotometr UV-1650
Spektrometr UV-1601
Vinci

XF 24 Analyzér

3.1.2. Kity

BCA Protein Assay

B-hydroxybutyrat fluorometric assay kit

FFA half micro test

Laktat colorimetric/fluorometric assay kit

Pristroje a programy

Oroboros, Rakousko

Roche, CR

Sigma Aldrich, Co., USA

Bruker Biospin GmbH, Némecko
Microsoft

Bruker Biospin GmbH, Némecko
Oroboros, Rakousko

ISS Inc., USA

Shimadzu, Japonsko

Shimadzu, Japonsko

ISS Inc., USA

Seahorse Bioscience, USA

Pierce, USA

Cayman Chemical Company, USA
Roche Diagnostics GmbH, Némecko
Biovision, USA
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Triacylglycerols liquid 250 S kit ERBA-Lachema, CR

Cholesterol liquid 1000 kit ERBA-Lachema, CR

3.1.3. Chemikalie
ADP Sigma Aldrich, Co., USA
BCA Sigma Aldrich, Co., USA

Cytochrom ¢
Dexdormitor
Digitonin

Dinitrofenol 2,4-

Sigma Aldrich, Co., USA
Orion Pharma, Finsko
Sigma Aldrich, Co., USA

Sigma Aldrich, Co., USA

DMPO Sigma Aldrich, Co., USA
DPPH Sigma Aldrich, Co., USA
EDTA Sigma Aldrich, Co., USA
EGTA Sigma Aldrich, Co., USA
Fenformin Sigma Aldrich, Co., USA
Glutamat Sigma Aldrich, Co., USA
HEPES Serva, Némecka

KCI Sigma Aldrich, Co., USA
KH2PO4 Lachema, CR

Koenzym A Sigma Aldrich, Co., USA
Malat Sigma Aldrich, Co., USA
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Manitol
Metformin
MgCl2

Narketan 10 %

Sigma Aldrich, Co., USA
Sigma Aldrich, Co., USA
Sigma Aldrich, Co., USA

Vétoquinol AG, Svycarsko

Rotenon Sigma Aldrich, Co., USA

Safranin O Sigma Aldrich, Co., USA

Sacharo6za Sigma Aldrich, Co., USA

Sukcinat Sigma Aldrich, Co., USA

Tris Sigma Aldrich, Co., USA
3.1.3.1. Roztoky a pufry

Draselné médium:

Homogenizacni pufr.

MAS pufr:

MMP médium:

Swelling médium:

80 mM KCI, 10 mM Tris, 3 mM MgClz2, 1 mM EDTA,
5 mM KH2POg4, pH 7,4

220 mM manitol, 75 mM sacharéza, 1 mM HEPES,
pH 7,2

220 mM manitol, 70 mM sacharéza, 1 mM EGTA,
10 mM KH2PO4, 5,5 mM MgClz, 2 mM HEPES, pH 7,4

Draselné médium obohacené safraninem O. Na 3 |

média 3 uM safraninu

125 mM sacharézu, 65 mM KCI, 5 mM sukcinat,
10 mM HEPES, 1 mM KH2POa4, pH 7,2
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3.1.4. Podavané diety
Standardni (peletovana) dieta  Velaz, CR

Standardni dieta + metformin Dieta pfipravena na Pracovisti experimentalni
mediciny IKEM, viz. tabulka 1; 5,2 g metforminu/kg
diety

Vysokotukova dieta Dieta pfipravena na Pracovisti experimentalni
mediciny IKEM

Vysokotukova dieta + metformin Dieta pfipravena na Pracovisti experimentalni

mediciny IKEM, viz. tabulka 1; 5,2 g metforminu/kg

diety
Tabulka 1 Slozeni diet
standardni dieta (SD) vysokotukova (VTD)
a/kg kJ/kg o/kg kJ/kg
kasein 100 1627 85,2 1342
sunar 60 1237 60 1237
vojtéska 411 3699 22 198
drozdi 60 256 60 256
rostlinny olej 6 222 6 222
sadlo 200 7200
Skrob 376 5109 100 1360
agar 8,5 109
vitaminy 10 10
mineraly 10 10
12150 11713
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3.2. 2virata

Pokusy byly provadény na dospélych potkanech, samcich kmene Wistar ve stafi
4 — 6 mésicu. Zvifata byla chovana za standardnich podminek v fizeném svételném
rezimu 12 : 12 a teploté 23 °C. Potkani byli ustajeni v klecich po Sesti a méli volny
pristup k vodé a potravé. V pribéhu experimentu byli po dobu deseti tydnu krmeni
standardni a vysokotukovou dietou. Polovina zvifat v obou dietnich skupinach byla
krmena dietou obohacenou o metformin (5,2 g metforminu /1 kg diety). PFi vypoctu
priblizné denni davky metforminu (300 mg/kg t.hm /den) jsme vychazeli
z experimentalné zjisténé prumeérné spotieby diety na den pro potkana tohoto véku
(20 g).

U poloviny zvifat v kazdé skupiné byla tésné pred koncem experimentu navozena
kratkodoba Castecna tepla ischemie jater. Po uspani byla oteviena bfisni dutina a
na 20 min byla zaskrcena vena portae. Po obnoveni krevniho obéhu byla bfiSni dutina
uzaviena a zvifata byla ponechana nazivu dalSich 48 hodin. Nasledné byla zvirata
usmrcena exsanguinaci v celkové anestézii a serum, popf. jatra byla vyuzita k dalSim

analyzam.

Anestezie: 10 % narketan : dexdormitor v poméru 1:4 a davce
0,065 ml smési/ 100 g tél. vahy

Pfi méreni rychlosti replece ATP metodou 3P NMR byla uspana zvifata s otevienou
bfi$ni dutinou fixovana na podlozce a 3'P/'H civka byla umisténa pfimo na povrch
jater. Tato skupina zvifat byla usmrcena okamzité po 120 min reperfuzi a jejich tkané

nebyly vyuzity k dalSim experimentim.

VSechny experimenty byly vypracovany v souladu se Zakonem na ochranu zvirat
proti tyrani (€. 359/2012 Sb.) a schvaleny etickou komisi pro ochranu zvifat Institutu

klinické a experimentalni mediciny.
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3.3.  Metody

3.3.1. Priprava homogenatu a izolace mitochondrii

3.3.1.1. Izolace jaternich mitochondrii

Jaterni homogenat byl pfipraven homogenizaci na nozovém homogenizatoru
Ultraturax v homogenizacnim pufru. Mitochondrie byly pfipraveny metodou opakované
diferenciaéni centrifugace podle Bustamanteho (Bustamante et al., 1977) s nékolika
modifikacemi. Supernatant byl centrifugovan na 8000 g 10 min Peletované
mitochondrie byly resuspendovany v homogenizacnim pufru a dvakrat precistény
centrifugaci na 8000 g 10 min. Finalni mitochondrialni peleta byla resuspendovana
v homogeniza¢nim pufru na koncentraci 20 — 30 mg proteinu/ml. Koncentrace proteinu

byla stanovena metodou Bradford (Bradford, 1976) uZzitim BSA jako standardu.

3.3.1.2. Izolace srdec¢nich mitochondrii

Srdecni mitochondrie byly pfipraveny metodou opakované diferenciacni centrifugace

podle Kavazise (Kavazis et al., 2008). Stanoveni proteinl je obdobné jako u izolace

v jatrech.
3.3.2. Stanoveni mitochondrialni respirace a mitochondrialni enzymové
aktivity
3.3.2.1. Stanoveni mitochondrialni respirace na Clarkové elektrodé

Spotfeba kysliku v izolovanych mitochondriich nebo v jaternim homogenatu byla
méFena Clarkovou elektrodou (Oxygraf-K2) pfi teploté 30 °C (Gnaiger, 2001, Hutter et
al., 2006). Rychlost spotfeby kysliku byla vypocitana pomoci programu DatLab-4, 5

(Oroboros, Rakousko).
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3.3.2.2. Stanoveni mitochondrialni respirace na XF 24 analyzéru Seahorse

Respirace mitochondrii byla méfena i na XF 24 extracellular flux analyzer (Seahorse
Bioscience, USA). Cerstvé izolované jaterni mitochondrie (10 pg/jamku; MAS pufr)
byly na ledu napipetovany v objemu 50 ul /jamku do XF 24 desek a sto¢eny 20 000 g
po dobu 10 min pfi 4°C. Poté byl pfidan MAS pufr (450 pl) a prvni dvé méfeni byla
provedena bez pfidani substrati. Pfed nasledujicimi méfenimi byly postupné
pfidavany tyto slozky (uvedené koncentrace jsou finalni): 10 mM glutamat +
5 mM malat, 4 mM ADP, 2 uM rotenon, 10 mM sukcinat. Kazdé méreni bylo provedeno

dvakrat. Rychlost spotfeby kysliku byla vyjadfena v pmol O2/min/mg proteinu.

3.3.2.3. Stanoveni aktivity mitochondrialnich enzymu

Aktivita citratsyntazy byla méfena dle Rustina et al. (Rustin et al., 1994). Principem
stanoveni je konverze acetyl-CoA a oxalacetatu na citrat a SH-CoA, ktera je spojena

s ireverzibilni redukci chromogenniho substratu TNB absorbujiciho pfi 412 nm.

Aktivita rotenon-sensitivni (mitochondrialni) NADH:cytochrom c¢ oxidoreduktazy byla
stanovena rovnéz spektrofotometricky podle redukce cytochromu c v pfitomnosti

NADH jako rozdil v absorbanci (550 nm) pfed a po pfidani rotenonu.

3.3.3. Stanoveni mitochondrialniho membranového potencialu

Méfeni membranového potencidlu v jaternim homogenatu bylo provedeno
fluorimetricky v pfitomnosti safraninu O, excitaéni/ emisni spektrum 495/586 nm,
na spektrofluorimetru PC1 (ISS Inc., USA) (Akerman and Wikstrém, 1976). K vypoctu
byl vyuzit program Vinci (ISS Inc., USA).
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3.3.4. Stanoveni bobtnani mitochondrii

Bobtnani mitochondrii jsme méfili turbidimetricky dle Drahoty (Drahota et al., 2012)
jako pokles absorbance suspenze mitochondrii po pfidani 100 yM CaClz v Case.
Absorbance byla méfena pfi 520 nm opakované kazdych 6 s po dobu 5 min
na spektrometru UV-1601 (Shimadzu, Japonsko). Intenzita bobtnani byla vypocitana
jako rozdil optické hustoty na za¢atku a na konci kazdé periody méfeni. Zakladni kfivku
jsme ziskali po vyneseni hodnoty absorbance (osa y) proti ¢asu (osa x). Maximalni
rychlost bobtnani byla vypocitana na zakladé derivace zakladni kfivky a vyjadfena jako
zména absorbance za 6 s (0,1 min). Z této derivace byl odvozen i tfeti parametr
charakterizujici bobtnani mitochondrii, a to ¢asovy interval mezi pfidanim vapniku a

dosazenim maximalni rychlosti bobtnani.

3.3.5. Biochemické analyzy

Obsah triacylglyceroll, cholesterolu, NEMK, B—hydroxybutyratu a laktatu v séru byly
stanoveny pomoci komercnich kitu (viz seznam reagencii). Obsah glykogenu a
triacylglyceroll v jatrech byl méfen dfive popsanou metodou (Cahova et al., 2004).

Glykémie byla méfena Accu-Check glukometrem (Roche, CR).

3.3.6. 31P NMR studie

Méreni byla provadéna na uspanych zvifatech pfi oteviené bfisni dutiné. 3'P/'H civka
byla volné polozena na povrch jater do blizkosti porta hepatica. Spektra byla ziskana
na pristroji Bruker Biospec 47/20 (4,7 T). Snimani spekter probihalo v pétiminutovych
intervalech za tfi odliSnych situaci: 1) bazalni (klidovy) stav, interval 0 - 20. min;
2) ischemie (zaSkrceni vena portae), interval 21. — 40. min; 3) reperfuze (obnoveni
pratoku krve), 41. — 120. min. Obsah ATP byl stanoven na zakladé intenzity signalu
B-fosfatového ATP piku programem jMRUI 4,0 (Bruker Biospin GmbH, Némecko) a
vyjadien jako pomér konkrétni hodnoty v daném Case a bazalni hodnoty.
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3.3.7. Statisticka analyza

VSechny hodnoty jsou uvadény jako aritmeticky primér * SEM. Rozdily byly
povazovany za statisticky vyznamné pfi hladiné P < 0,05. Statistickd analyza byla
provedena pomoci Studentova t-testu (n = 3-5) u dvou skupin a pomoci one-way

ANOVA u tfi a vice skupin. K vytvofeni grafli jsme pouzili MS Excel (Microsoft).
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4. VYSLEDKY

4.1. Publikace A

INHIBITORY EFFECT OF METFORMIN ON OXIDATION OF NADH-DEPENDENT
SUBSTRATES IN RAT LIVER HOMOGENATE (Paleni¢kova, E., M. Cahova, Z.
Drahota, L. Kazdova, and M. Kalous, 2011)

Vysledky pfredchozich experimentalnich studii naznacuji, Ze metformin ovlivhuje

respiracni fetézec predevsim na urovni komplexu |, pfesto vSak v této otazce panuje

fada nejasnosti. V této Casti studie jsme se zaméfili na nasledujici otazky:

1) porovnani vhodnosti modelu izolovanych jaternich mitochondrii a jaterniho
homogenatu pro studium vlivu metforminu na mitochondrialni respiraci

2) stanoveni vlivu metforminu pfidavaného in vitro na respiraci NADH-
dependentnich a NADH-independentnich substratu v jatrech

3) vlivdélky preinkubace s metforminem na oxida¢ni kapacitu jaternich mitochondrii
in vitro

4)  vliv metforminu na respiracni kontrolu jaternich mitochondrii/lhomogenatu

5) porovnani pusobeni metforminu na mitochondrialni respiraci v jatrech a v srdci

4.1.1. Jaterni homogenat je vhodny model pro studium vlivu metforminu

na mitochondrialni respiraci

Literarni data tykajici se mechanizmu ucinku metforminu byla ziskana bud
na izolovanych mitochondriich, nebo na bunécnych kulturach. V naSich pokusech
spotfeba kysliku izolovanych jaternich mitochondrii pfi oxidaci substratd malatu a
glutamatu +ADP za absence metforminu Cinila 1100 + 46 pmol/s/mg proteinu.
PFi pouziti 10 % jaterniho homogenatu byla spotfeba kysliku za obdobnych podminek
(substraty, teplota, absence metforminu) o 45 % niz8i (609 + 31 pmol/s/mg proteinu).
Jaterni homogenat a izolované mitochondrie reagovaly na in vitro pfidavany metformin

obdobné, ale liSily se v citlivosti. V respiracnim ,stavu 3%, tedy pfi maximalni rychlosti
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respirace, jsme statisticky vyznamnou inhibici respirace na izolovanych mitochondriich
prokazali jiz v pfitomnosti 2,5 mM metforminu, zatimco v jaternim homogenatu
pfi 2,5 — 5 mM metforminu (obr. 1). Analogicky, ECso metforminu pro homogenat byla
10 mM, pro mitochondrie 5 mM. NaSe vysledky ukazaly, Zze izolované jaterni
mitochondrie a 10 % jaterni homogenat maji pro méfeni bunécné respirace obdobnou
vypovidaci hodnotu. Nevyhodou homogenatu je nizsi citlivost. Na druhou stranu,
mitochondrii a limituje dobu experimentu. Vzhledem k pozZadavku na delSi preinkubaci

mitochondrii jsme v nékterych experimentech pouzivali jaterni homogenat.
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s 75 = 75
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Obr. 1 Zivislost maximalni intenzity oxidace glutamaty a malaty na koncentraci
metforminu pfiddvaného in vitro v jaternim homogendtu a mitochondriich.
Respirace glutamatu a malatu v jaternim homogenatu (A) a v izolovanych jaternich mitochondriich
(B) byla mé&fena po 5 min preinkubaci s 0; 1,25; 2,5; 5, 10 a 20 mM metforminem. * P < 0,05 vs.
kontrola (homogenat). T P < 0,05 vs. kontrola (mitochondrie). Data jsou vyjadiena jako procento
spotieby kysliku v kontrolnim vzorku bez metforminu a pfedstavuji primér ze &tyf nezavislych
experimentd + SEM. Absolutni hodnaota spotfeby kysliku: jaterni homogenat 609 + 31 pmol/s/mg

proteinu, mitochondrie 1100 + 46 pmol/s/img proteinu.

4.1.2. Metformin sniZuje oxidaci substratu zavislych na komplexu |
Malat a glutamat mohou dodavat elektrony do respiracniho fetézce vyluéné
prostfednictvim  komplexu | formou redukovaného NADH. Beta-oxidaci
palmitoylkarnitinu vznika acetyl-CoA, z néhoz jsou po prichodu Krebsovym cyklem
vytvoreny 3 molekuly NADH a jedna molekula FADH2. Palmitoylkarnitin je tedy rovnéz

substrat z vétsi Casti zavisly na komplexu |. Spotfeba kysliku pro oxidaci téchto
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substratl v pfitomnosti zvySujici se koncentrace metforminu je znazornéna na obr. 2.

Méfeni byla provadéna v 10 % jaternim homogenatu, vysledky jsou vyjadfeny

v procentech spotfeby kysliku kontrolniho vzorku, tj. v nepfitomnosti metforminu.

Ve vSech testovanych kombinacich jsme prokazali vztah mezi inhibiénim ucinkem

metforminu a jeho koncentraci. Pfi pouziti malatu a glutamatu jsme statisticky

vyznamny inhibi¢ni vliv metforminu na respiraci prokazali pfi koncentraci 2,5 mM, 50 %

inhibice bylo dosaZzeno v pfitomnosti 20 mM metforminu. Respirace samotného

palmitoylkarnitinu (A palmitoylkarnitin) byla vypocitana jako rozdil ve spotfebé kysliku
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Obr. 2 Uéinek metforminu na oxidaci NADH-dependentnich substrdtd v jaternim
homogenatu.

A: malat + glutamat; B: malat+glutamat+ADP; C: A palmitoylkarnitin. Jaterni homogenat byl 5 min
pfed méfenim preinkubovan bez metforminu nebo s 1,25 mM, 25 mM, 5 mM; 10 mM nebo
20 mM metforminem. Respirace samotného palmitoylkarnitinu (A palmitoylkarnitin) byla
vypocitana jako rozdil ve spotiebg& kysliku za pfitomnosti malatu + ADP po a pfed pfidanim
palmitoylkarnitinu. Absolutni hodnota spotfeby kysliku: malat + glutamat 82 = & pmolis/img
proteinu, A palmitoylkarnitin 288 + 35 pmol/s/mg proteinu. Data jsou vyjadiena jako procento
spotfeby kysliku v kontrolnim vzorku bez metforminu a pfedstavuji prdmér ze &yf nezdvislych
experimentd + SEM. * P < 0,05 vs. kontrola, ** P < 0,01 vs. kontrola, ** P = 0,001 vs. kontrola.
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za pfitomnosti malatu + ADP po a pfed pfidanim palmitoylkarnitinu. V pfitomnosti

20 mM metforminu je respirace inhibovana ze sedmdesati procent.

4.1.3. Transport elektronti prostrednictvim komplexu Il kompenzuje

inhibi¢ni vliv metforminu na komplex |

Sukcinat je meziprodukt citratového fetézce, ktery dodava elektrony do dychaciho
fetézce vyluéné prostrednictvim FADH2 a komplexu Il. Prokazali jsme, Ze respirace
za pfitomnosti FADH2-dependentniho substratu neni ovlivnéna rostouci koncentraci

metforminu (obr. 3).
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Obr. 3 Oxidace sukcindry v jaternim homogenaty.

Respirace samotného sukcindtu (A sukcinat) byla vypoéitana jako rozdil ve spotfebé kysliku
Za pfitomnosti maldtu + ADP po a pfed pfiddanim sukcinatu. Absolutni spotfeba kysliku kontraly
na oxidaci samotného sukcinatu 1473 = 125 pmaolls/mg proteinu. Data jsou vyjadiena jako
procento spatfeby kysliku v kontrolnim vzorku bez metforminu a pfedstavuji primér ze &tyf
nezavislych experimentd + SEM.

Obr. 4A ukazuje ¢asovy prubéh respirace NADH- a FADH2-dependentnich substratl
v pfitomnosti a nepfitomnosti metforminu. Kfivka spotfeby kysliku u kontrolniho
vzorku, tj. za absence metforminu, pfedstavuje standardni pribéh oxidace substratu.
Po pfidani malatu a glutamatu se spotfeba kysliku zvysila jen nepatrné, dodanim ADP
nastal vyrazny nartst dychani. Pfidavek sukcinatu vedl k dalSimu skokovému
navyseni spotfeby kysliku, pfi kterém bylo dosazeno maximalni rychlosti respirace.
V pfitomnosti 10 mM metforminu se po pfidani ADP spotfeba kysliku navysila pouze
o tfetinu v porovnani s kontrolnim vzorkem. Bunécna respirace inhibovana
metforminem byla obnovena po pfidani elektronu, tj. v dusledku vstupu elektronu

prichazejicich do fetézce prostrfednictvim komplexu Il (pfidanim sukcinatu). Dodani
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elektrond zprostfedkované sukcinatem zpusobilo strmy narlst inhibované kfivky a
nasledné vyrovnani spotieby kysliku v obou vzorcich. Z tohoto pozorovani usuzujeme,
ze metformin neovliviuje vnitini mitochondrialni membranu jako rozpojovac
(uncoupler). Procentualni pfispévek substratl komplexu | na mitochondrialni respiraci
se snizuje v zavislosti na rostouci koncentraci metforminu. Naopak, se snizujicim se
pfispévkem komplexu | roste procentualni zastoupeni elektroni dodavanych do

elektronového transportniho fetézce prostrednictvim komplexu Il (obr. 4B).
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Obr. 4 Respiracéni kfivka glutamatu+malatu+ADP+sukcindtu v homogenatu jater a jejich

relativni pfispévek k respiraci pfi vzriastajici koncentraci metforminu.
Spotieba kysliku v jaterni homogenatu (0,6 mg proteinu/ml) v ase méfena za pfitomnosti 10 miM
metforminu (A), procentudlni pfispévek sukcindtu a NADH-dependentnich substratd pfi riznych
koncentracich metforminu (B). Respirace samotného sukcindtu (A sukcindt) byla vypocitdna jako
rozdil ve spotiebé kysliku za pfitomnosti malatu + ADP po a pied pfidanim sukcinatu. Draselné
médium obsahovalo 0,5 mg/ml sérovy albumin bez mastnych kyselin a 20 yM cytochrom c.
Koncentrace pfidanych substratd: glutamét 10 mM; maldt 2,5 mM; ADP 1,5 mM; sukcindtu
10 mM. Data v grafu B jsou vyjadrend jako procento spotieby kysliku ve vzorku bez metforminu a
predstavuji primér ze ctyl nezavislych experimentd + SEM. * P < 0,01 NADH-z4vislé substraty +
metformin vs. kontrola, ™ P < 0,001 NADH-zavislé substraty + metformin vs. kontrola, ¥ P < 0,01
FADH,-zavisly substrat + mefformin vs. kontrola, 2 P < 0,001 FADH,-zavisly substrit +
metformin vs. kontrola.
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4.1.4. Pokles hodnoty Indexu respiraéni kontroly je podobny inhibici

respirac¢niho ,,stavu 3“

Metformin zpusobuje pokles Indexu respirani kontrolu, tj. pomér spotfeby kysliku
pfi maximalni ADP-stimulujici respiraci a respiraci za absence ADP, je obvykle
povazovan za ukazatel sprazeni aktivity elektronového transportniho fetézce a oxicni
fosforylace. V nasSich pokusech jsme prokazali zfetelnou negativni zavislost indexu
respiracni kontroly na stoupajici koncentraci metforminu (obr. 5). Vysledky uvedené
v pfedchozim odstavci vSak odprahujici roli metforminu vylucuji, protoZe respirace
malatu a glutamatu byla v pfitomnosti metforminu sniZzena, a to nezavisle na ADP.
Ziskana data interpretujeme jako utlum intenzity respirace NADH-dependentnich
substratd v pfitomnosti metforminu a z toho plynouci snizeni Ciselnych hodnot indexu

respiracni kontroly.
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Obr. 5 Vliv koncentrace metforminu na index respiraéni kontroly v jaternim homogenatu.
Index respiraéni kontroly byl vypoéitan jako pomér spotfeby kysliku pro oxidaci glutamatu +
maldtu v pfitomnosti a nepfitomnosti ADP po 5 min preinkubaci bez metforminu nebo s 1,25 mM,
25 mM, 5 mM; 10 mM nebo 20 mM metforminem. Absolutni spotieba kysliku kontrolniho vzorku
respiracni kontroly €inila 7,7 £ 0, 65. Data jsou vyjadiena jako procento spotieby kyslik
v kontrolnim vzorku bez metforminu a pfedstavuji primér ze &ty nezavislych experimentd + SEM.
*P < 0,05 vs. kontrola; *™P < 0,01 vs. kontrola; ™ P < 0,001 vs. kontrola.

4.1.5. Délka preinkubace neovliviuje inhibi€ni vliv metforminu v jatrech

Pokusy na tkanovych kulturach naznacuji, Zze prodlouZzena inkubace bunék
s metforminem zvy3Suje jeho inhibiéni vliv na respiracni fetézec (EI-Mir et al., 2000).

Cilem nasledujiciho pokusu bylo ovéfit tato pozorovani na homogenatu. Testované
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vzorky jaterniho homogenatu jsme pfed méfenim spotfeby kysliku inkubovali
s metforminem v rozmezi koncentraci 0,125 — 5 mM po dobu 5 min, 60 min a 120 min
(obr. 6). V rozporu s oCekavanim jsme neprokazali zasadni rozdily ve spotifebé kysliku
v zavislosti na dobé& preinkubace s metforminem. NaSe vysledky nepotvrdily
predpoklad, Zze stoupajici doba preinkubace jaterniho homogenatu s metforminem
in vitro povede ke zvySenému inhibi¢nimu ucinku, ktery byl prokazan na primarni

kultufe hepatocyta.
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Obr. 6 Viiv délky preinkubace jaterniho homogenadtu s metforminem na stupef inhibice
respiracniho , stavu 3*.

Jatermni homogenat byl pfed méfrenim inkubovan s metforminem po dobu & min (A), 60 min (B) a

120 min (C) na ledu. Koncentrace pfidanych substratl: glutamat 10 mM; malat 2,5 mM; ADP

1,5 mM. Data jsou vyjadiena jako procento spotieby kysliku v kontrolnim vzorku bez metforminu a

predstavuji pramér ze tfi nezavislych experimentd + SEM. * P < 0,05 vs. kontrola, P =< 0,01 vs.

kontrola.

4.1.6. Metformin rozdilné inhibuje mitochondrialni respiraci v jatrech a
v srdci

Nékteré studie ukazuji, ze metformin ovliviiuje srde¢ni funkci a odolnost k ischemii
(Roberts and Ryan, 2007, Bhamra et al., 2008, Yin et al., 2011). Pfi pouziti malatu +
glutamatu + ADP jako substratll oxidace vykazovaly srde¢ni mitochondrie
u kontrolniho vzorku ve srovnani s jaternimi mitochondriemi o 50 % vySsi respirani
kapacitu (1659 + 53 vs. 1100 £+ 25 pmol O2/s/mg proteinu). Citlivost srdecnich
mitochondrii vUCi rostouci koncentraci metforminu byla ve srovnani s jaternimi
mitochondriemi vyrazné nizsi, ECso metiormin, srdce pro malat+ glutamat pfi maximalni

rychlosti respirace bylo dosazeno az pfi 20 mM (obr. 7A). Respirace sukcinatu nebyla
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metforminem ovlivnéna s vyjimkou izolovaného poklesu pfi koncentraci 2,5 mM,
pro ktery zatim nemame vysvétleni. U srdeCnich mitochondrii jsme nepozorovali
zvySujici se podil elektroni dodavanych pfes komplex Il v dusledku stoupajici
koncentrace metforminu, jenZ je charakteristicky pro jaterni mitochondrie (obr. 7B).
Odlisny pribéh mély také kfivky zavislosti indexu respiracni kontroly na koncentraci

metforminu v srdci a v jatrech (obr. 7C).
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Obr. 7 Viiv metforminu na oxidaci malatu + glutamatu + ADP (A), A sukcinatu (B) a

na index respiracni kontroly (C) v srdecnich a jaternich mitochondriich.
Index respiracni kontroly byl vypocitan jako pomér spotfeby kysliku pro oxidaci glutamatu +
maldtu v pfitomnosti a nepfitomnosti ADP. Respirace samotného sukcindtu (A sukcinat) byla
vypolitdna jako rozdil ve spotfebé kysliku za pfitomnosti malatu + ADP po a pfed pfidanim
sukcinatu. Koncentrace pfidanych substratd: glutamat 10 mM; malat 2,5 miM; ADP 1,5 mM.
Absolutni hodnota spoffeby kysliku v srde€nich mitochondriich: malat + glutamat + ADP
1659 + 90 pmolis/img proteinu, A sukcinat 4336 £ 208 pmolis/mg proteinu, index respiraéni
kontroly 4,1 + 0,2 pmal/s/mg proteinu. Data jsou vyjadiend jako procento spotfeby kysliku
v kontrolnim vzorku bez mefforminu a pfedstavuji primér ze ¢&tyf nezavislych experimentld + SEM.
** P < 0,01 vs. kontrola (jatra), ™ P =< 0,001 vs. konfrola (jatra), ¥ P < 0,05 vs. kontrola (srdce),
¥ P <= 0,01 vs. kontrola (srdce), ¥*#¥ P < 0,01 vs. konfrola (srdce).

4.1.7. Metformin je schopen kratkodobé oddalit poruseni membranového
potencialu mitochondrii
Mitochondrialni membranovy potencial slouzi jako ukazatel charakterizujici
neporusenost mitochondrialniho systému oxida¢ni fosforylace. K jeho kvantifikaci jsme
vyuzili fluorescenéni sondu safranin O, ktera je aktivné zadrzovana v mitochondriich

s vysokym membranovym potencialem (nizka fluorescence) a uvolfiuje se do média
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pfi poklesu membranového potencialu (vysoka fluorescence). Pfidanim homogenatu
do média koncentrace safraninu O klesala, coz indikovalo vysoky membranovy
potencial (obr. 8). V pfitomnosti 20 mM metforminu doslo k vyznamnému snizeni
membranového potencialu, a tedy k postupnému vyplavovani sondy. Tento pokles
potencialu plynule rostouci v ¢ase byl pravdépodobné zplsoben ¢astecnou inhibici
respiracniho fetézce metforminem. Pfidani Ca?* iontu vedlo k rychlému otevieni MPTP
a uplnému poklesu membranového potencialu. Metformin (20 mM) sice nezabranil
disipaci membranového potencidlu vyvolané pfidanim Ca?*, ale nastup tohoto déje
vyrazné zpomalil. Tuto skutec¢nost si vysvétlujeme snizenou citlivosti MPTP k Ca?*

v pfitomnosti metforminu.
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Flourescence [107)

——— 10 pM Safranin
80

Obr. 8 Viiv délky preinkubace 20 mM metforminu na zménu mitochondridiniho
membranového potencidlu a pfitomnosti Ca2* jonty.

Jaterni homogenat (0,15 mg proteinu/ml) byl pfiddn do média obsahujiciho 10 pM safranin O

(pferuSovana &ara), 10 yM safranin O + 100 pM Ca2* (teckovana ¢&ara), 10 uM safranin O +

20 mM metformin (silnd plnéd ¢dra), nebo 10 yM safranin O + 20 mM metformin + 100 pM Ca?*.

Krivka pfedstavuje typicky vysledek dvou nezdvislich experimentd.

4.1.8. Metformin zvySuje odolnost mitochondrialniho péru prechodné
permeability k vapniku
Mitochondrialni poér pfechodné permeability je znaméjsi pod svym anglickym
oznacenim ,mitochondrial permeability transition pore” (MPTP). Tato struktura se
nachazi ve vnitfni mitochondrialni membrané. Za urcitych okolnosti (,otevienim poru)
dochazi k depolarizaci mitochondrialni membrany, naruSeni homeostazy, bobtnani
mitochondrii a pfipadné k apoptéze. MPTP citlivé reaguje na vapenaté kationty, tuto
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citlivost mohou biguanidy ovliviiovat (Guigas et al., 2004). Testovali jsme ucinek
10 mM metforminu na bobtnani mitochondrii vyvolané vapenatymi ionty v izolovanych
mitochondriich. Cyklosporin A pfedstavuje v nasem uspofadani pozitivni kontrolu,
nebot v jeho pfitomnosti je MPTP k vapniku necitlivy. Intenzita bobtnani mérena jako
absorbance pfi 520 nm (As20 = 0,56 vs. As20 = 0,61) nebyla metforminem ovlivnéna
(obr. 9A). Derivaci téchto primarnich dat podle ¢asu jsme vypocitali rychlost bobtnani
vyjadfenou jako A As20/ 0,1 min a sledovali Casovy interval od pfidani vapniku do bodu
maximalni rychlosti bobtnani. V pfitomnosti metforminu doslo ke zpomaleni rychlosti
bobtnani o 70 % (0,0278 vs. 0,0398) a k prodlouzeni doby maximalni rychlosti bobtnani
z 90 s na 150 s (obr. 9B). Nase vysledky tak potvrzuji teorii, ze metformin zvySuje

odolnost MPTP k plsobeni vapniku.
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Obr. 9 Utinek metforminu na intenzitu (A) a rychlost (B) vdpnikem indukovaného
bobtnani izolovanych mitochondril.

Intenzita bobtnani byla vypocitdna jako rozdil optické hustoty na zacatku a na konci kaZdé periody

méfeni. Maximalni rychlost bobtnani byla vypoditina na zakladé derivace zakladni kiivky a

vyjadiena jako zména absorbance za 0,1 min. 2 uM cyklosporin A (CsA) byl pouZit jako pozitivni

kontrola. Uvedené vysledky pfedstavuji typicky vysledek ze tfi nezavislych méfeni.

V ramci této publikace jsem provedla vSechna méfeni a vyhodnocovani vysledku.
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4.2. Publikace B

BIGUANIDES INHIBIT COMPLEX I, Il AND IV OF RAT LIVER MITOCHONDRIA AND
MODIFY THEIR FUNCTIONAL PROPERTIES (Drahota, Z., E. Palenickova, R.
Endlicher, M. Milerova, J. Brejchova, M. Vosahlikova, P. Svoboda, L. Kazdova, M.
Kalous, Z. Cervinkova, and M. Cahova, 2014)

4.2.1. Srovnani vlivu fenforminu a metforminu na enzymatické komplexy

mitochondrialniho respiraéniho retézce

Metformin i fenformin patfi do rodiny biguanidld inhibujicich mitochondrialni respiraci.
Aromaticky fenformin je v8ak na rozdil od metforminu vyrazné ucinnéjSi (cca 10 x),
proto se zda byt vhodnéjSim nastrojem pro studium mechanizmu G&inkd biguanidu,
nez jakym je klinicky pouzivany metformin. Podminkou pFenositelnosti vysledku
ziskanych pfi studiu fenforminu je kvalitativné obdobné pusobeni obou biguanidd.
Abychom ziskali detailni informace o efektu fenforminu na jednotlivé komponenty
mitochondrialniho respiracniho fetézce, stanovili jsme u izolovanych jaternich
mitochondrii spotfebu kysliku po pfidani riznych substrata, které specificky dodavaji
elektrony jednotlivym enzymatickym komplexim. Obr. 10 ukazuje typickou kfivku
spotfeby kysliku jaternich mitochondrii kontrolniho vzorku a vzorku po pétiminutové
preinkubaci s 1 mM fenforminem. Respiracni rychlost po pfidani malatu a glutamatu
byla v obou vzorcich nizka a nezavisela na pfitomnosti fenforminu. Pfidanim ADP
doSlo k navozeni maximalni respiracni rychlosti mitochondrii — respiracniho ,stavu 3.
Zde se jiz projevil silny inhibi¢ni vliv fenforminu, kdy respirace byla o 70 % niZSi nez
u kontrolniho vzorku. V pfitomnosti u¢inné koncentrace fenforminu i metforminu jsme
pozorovali nejen snizeni maximalni respirace jaternich mitochondrii, ale soucasné
také pomalejSi vzestup spotieby kysliku v ¢ase (ij. odlisny sklon kfivky). Dodanim
sukcinatu se sice navysila bunécna respirace obou vzork(, pfesto maximalni respirace

mitochondrii ovlivnénych fenforminem dosahla pouze 80 % kontroly.
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Obr. 10 Uginek fenforminu na respiraci izolovanych mitochondrii.

Mitochondrie (0,2 mg proteinu/ ml) byly pfed méfenim inkubovany 5 min na ledu bud pouze
v draselném médiu (plna ¢ara), nebo s 1 mM fenforminem (pferuSovana cara). Koncentrace
piidanych substratd: glutaméat 10 mM; malat 2,5 mM; ADP 15 mM a sukcinat 10 mM. Graf
predstavuje origindlni zaznam z oxygrafu, typicky vysledek tii nezavislych experiment.
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Obr. 11 Viiv fenforminu na oxidaci NADH-dependentnich substratd (A) a index respiraéni
kontroly (B) v izolovanych mitochondriich.

Jaterni homogenat byl 5 min preinkubovdan bez fenforminu nebo s 0,25 mM; 0.5 mM; 1 miM
fenforminem. Index respiracni kontroly byl vypocitdn jako pomér spotfeby kysliku pro oxidaci
glutamatu + malatu za pfitomnosti a nepfitomnosti ADP bez fenforminu nebo s 0,25 mM; 0,5 mM;
1 mM fenforminem. Absolutni hodnota spotfeby kysliku: malat + glutamat + ADP
1964 + 301 pmol/s/img proteinu, respiracni kontrola 9,3 £ 0,72. Data jsou vyjadiend jako procento
spotfeby kysliku v kontrolnim vzorku bez fenforminu (A), nebo jako procento hodnoty respiracni
kontroly v kontrolnim vzorku (B) a pfedstavuji primér ze tfi nezavislych experimentld + SEM.
* P < 0,05 vs. kontrola, * P <= 0,01 vs_ kontrola, *** P < 0,001 vs_ kontrola.

Jak jsme jiz ukazali v pfedchozi €asti, inhibice bunééného dychani v podminkach
in vitro je zavisla na davce biguanidu. Efekt metforminu na respiraci glutamatu + malatu

+ ADP vykazoval koncentraéni zavislost, 70 % inhibice bylo dosazeno pfi koncentraci
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10 mM, ECso, metformin 0dpovidala 5 mM (obr. 2). Kdyz jsme za stejnych podminek
kvantifikovali inhibi¢ni efekt fenforminu, dosahli jsme 70 % inhibice pfi koncentraci
1 mM a ECso, fenformin 0dpovidala 0,25 mM (obr. 11A). Fenformin snizoval index
respiraCni kontroly u spfazenych mitochondrii pfimo umérné se vzrlstajici
koncentraci. Zjisténa zavislost odpovidala korelaci mezi davkou fenforminu a
inhibicnim efektem na respiraci glutamatu + malatu + ADP (obr. 11B). Na zakladé
téchto vysledku vyvozujeme, Ze mechanizmus puUsobeni obou biguanidt na utilizaci

NADH-dependentnich substrati a na respiracni kontrolu je obdobny.

Inhibice respirace NADH-dependentnich substratll metforminem byla v pIném rozsahu
kompenzovana sukcinatem, a to i pfi nejvyssi pouzité koncentraci metforminu 20 mM
(obr. 3). Naproti tomu tento FADH2-dependentni substrat byl schopen vyrovnat vliv
fenforminu na respiraci pouze dokud koncentrace fenforminu nepfesahla 0,5 mM.
V pfitomnosti vy$Si koncentrace fenforminu respirace pfi oxidaci sukcinatu dale
nevzrustala ani v pfitomnosti malatu + glutamatu a sukcinatu (obr. 12). To ukazuje
na celkovy utlum respiracni kapacity a mozny pfimy inhibi¢ni vliv fenforminu

na komplex | a komplex Il (obr. 11, 12).

P =0,06
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Obr. 12 Viiv fenforminu na oxidaci sukcindtu v izolovanych jaternich mitochondriich.
Respirace samotného sukcindtu (A sukcinat) byla vypoditana jako rozdil ve spotiebé kysliku
Za pfitomnosti maldtu + ADP po a pied pfiddanim sukcinatu. Absolutni spotfeba kysliku kontroly:
A sukcinatu 1370 + 69 pmol/simg proteinu; maldt + glutamét + ADP + sukcinat 3334 +
369 pmolis/mg proteinu. Data jsou vyjadiena jako procento spotieby kysliku v kontralnim vzorku
bez fenforminu a pfedstavuji primér ze Ctyi nezdvislych experimenti + SEM.* P < 0,05 vs.
kontrola, ** P < 0,01 vs. kontrola.
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Pfedchozi vysledky ukazuji, ze na spfazenych mitochondriich (tj. v pfitomnosti ADP)
fenformin inhibuje aktivitu komplexu | a ¢astec¢né i komplexu Il. Zajimalo nas, zda Ize
podobny efekt prokazat také pfi odpfazeni elektronového transportniho fetézce
od oxidacni fosforylace. Sledovali jsme proto vliv fenforminu na izolované jaterni
mitochondrie v pfitomnosti chemického rozpojovace 2,4-dinitrofenolu (DNP). Vysledky
ziskané na tomto modelu jsou obdobné jako na modelu spfazenych mitochondrii
(obr. 13).
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Obr. 13 Vliv fenforminu na respiraci substrdti v odpfaZenych jaternich mitochondriich.

Oxidace malatu a glutamatu (prazdné symboly) a sukcinatu (plné symboly) bez fenforminu, nebo
s 05 mM; 1 mM; 2 mM fenforminem byla méfena v médiu obsahujici 0,15 mM 2 4-dinitrofencl
(DNP), ktery odpfahuje elektronovy transport od oxidacni fosforylace. Data jsou vyjadiena jako
procento spotfeby kysliku kontrolniho vzorku bez fenforminu a pfedstavuji prdmér dvou

nezavislych experiment.

Prokazali jsme inhibici 70 % komplexu | a 13 % inhibici komplexu Il v pfitomnosti 1 mM
fenforminu. Tato zjiSténi podporuji nasi teorii, Zze fenformin ovliviiuje pfimo aktivitu
jednotlivych enzymatickych komplexd a neplsobi jako rozpojovag. Tuto hypotézu jsme
dale ovérovali pomoci méfeni zmén mitochondrialniho membranoveho potencialu
(obr. 14). Safranin O uzity jako fluorescen¢ni sonda poslouzil jako indikator zmén
mitochondrialniho membranového potencialu. V médiu obsahujicim glutamat a malat
0,75 mM fenformin zpUsobil snizeni hodnoty membranového potencialu ve srovnani
s membranovym potencialem samotnych mitochondrii. Nasledny pfidavek sukcinatu
mél za nasledek obnoveni potencialu (opétovnou akumulaci sondy). Pfidani

rozpojovace DNP vedlo k vyraznému poruSeni membranového potencialu.
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Obr. 14 Viiv fenforminu na mitochondridlni membrinovy potencidl izolovanych
mitochondrii.

Safranin O (10 yM) byl pfiddn do draselného média obsahujicino 10 mM glutamat a 2,5 mM

maldt. Jednotlivé komponenty byly pfidavany postupné v nasledujicim pofadi: izolované jaterni

mitochondrie (0,12 mg proteinu/ ml); fenformin (0,25 mM a 05 mM), sukcinat (10 mM) a

2 4-dinitrofenol (0,05 mM). Kiivka pfedstavuje typicky wysledek tfi nezdvislych experimenti.

VSechny uvedené vysledky podporuji hypotézu, Ze fenformin nema odprahuijici efekt.
Pozorovany pokles respiracni rychlosti glutamatu + malatu + ADP a tomu odpovidajici
snizeni indexu respiracni kontroly, podobné jako fenforminem indukovany pokles
mitochondrialniho membranového potencialu, jsou dusledkem inhibice respiracniho

komplexu | fenforminem.

4.2.2. Inhibiéni vliv fenforminu na NADH-oxidaci

Inhibice oxidace NADH-dependentnich substratl fenforminem muaze byt vysvétlena
jak inhibici dehydrogenaz produkujicich NADH, tak utlumenim komplexu I
(NADH:ubichinon oxidoreduktazy), tj. omezenim dodavky elektront z komplexu |
do respira¢niho fetézce. Abychom zjistili, ktera z téchto dvou moznosti plati, zméili
jsme vliv fenforminu na pfimou oxidaci NADH na zamrazenych mitochondriich
s poruSenou vnitini membranou. Tento model umoZzZnuje NADH pfimy pfistup
ke komplexu | a nezbytnost NADH dehydrogenaz je eliminovana. Obr. 15 ukazuje, ze
v pfitomnosti 1 mM fenforminu je oxidace rotenon-sensitivni, tedy mitochondrialni
NADH sniZena stejnou mérou, jako oxidace glutamatu + malatu + ADP v intaktnich
mitochondriich. V obou uspofadanich ECso, fenformin 0dpovidala 0,25 mM. Na zakladé

téchto vysledkl usuzujeme, ze hlavnim mistem pusobeni fenforminu je komplex I.
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Obr. 15 Viiv fenforminu na rotenon-senzitivni NADH oxidaci v jaternich mitochondriich.
Izolované jaterni mitochondrie byly dezintegrovany opakovanym zamraZenim a rozmrazenim a
inkubovany za pfitomnosti 1 mM fenforminu, 100 pM NADH a 2 uM rotenonu. Graf reprezentuje
typicky vysledek tii nezavislych experimenta.

4.2.3. Fenformin ve vysokych koncentracich inhibuje nejen komplex I, ale
také dalSi enzymatické systémy respiraéniho retézce

Jak bylo zminéno dfive, metformin ani ve vysokych koncentracich neinhibuje komplex
Il (obr. 3), oproti tomu fenformin vykazuje ¢astecny inhibi¢ni efekt vuci komplexu Il jiz
pfi 1 mM koncentraci (obr. 12). Zajimalo nas, zda pfi zvySeni koncentrace fenforminu
na 6 mM jsme schopni prokazat inhibi¢ni efekt fenforminu na dalSi enzymatické
systémy respiracniho fetézce, tj. sukcinat— a cytochrom c — oxidazu. Zjistili jsme, ze
pfi této koncentraci fenformin inhibuje nejenom komplex |, ale vykazuje signifikantni
inhibi¢ni vliv rovnéz na komplex Il a komplex IV (obr. 16). Z toho vyplyva, Ze biguanidy
nevykazuji striktni specifitu pouze ke komplexu |, ale v zavislosti na chemickém slozeni
a davce mohou interagovat také s dalSimi enzymatickymi systémy elektronového

transportniho fetézce.
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Obr. 16 Viiv fenforminu na oxidaci substrdtqd komplexu I, komplexu Il a komplexu IV
) v izolovanych odpraienych mitochondriich.

Uinek 6 mM fenforminu byl zméfen v médiu obsahujici 0,15 mM 2.4-dinitrofenol (DNP) a
0,02 mM cytochrom c. Data jsou vyjadiena jako primér péti nezavislych experimentd + SEM.
* P <= 0,01 vs. kontrola, ™ P < 0,001 vs. Kontrola.
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Obr. 17 Uéinek fenforminu na intenzitu (A) a rychlost (B) vdpnikem indukovaného
bobtnani izofovanych mitochondrir,

Intenzita bobtnéni byla vypocitdna jako rozdil optické hustoty na zafatku a na konci kazde

periody méfeni. Maximalni rychlost bobtnani byla vypocitana na zakladé derivace zakladni kiivky

a vyjadiena jako zména absorbance za 0,1 min. 2 pM cyklosporin A (CsA) byl pouZit jako pozitivni

kontrola. Uvedené vysledky pledstavuji typicky vysledek ze tii nezavislych méfeni.

4.2.4. Fenformin zvysSuje odolnost MPTP k vapenatym kationtim

Jak jsme ukazali v pfedchozi ¢asti studie, 10 mM metformin efektivné snizuje citlivost
MTPT k vapenatym iontum (obr. 9). Srovnatelné vysledky jsme zjistili i pro 1 mM
fenformin. Obr. 17 ukazuje, Zze 1 mM fenformin snizuje rychlost bobtnani o 44 %

(d As20/ 6 s z 0,0819 na 0,0462) a prodluzuje €asovy interval od pfidani vapniku
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do dosazeni maximalni rychlosti bobtnani o 100 % (z 12 s na 24 s). Na rozdil
od metforminu fenformin sniZzuje také intenzitu bobtnani vyjadifenou v procentech
0 20 % (As20 z 0,36 na 0,29). Vliv fenforminu na MPTP je pfimo umérny pouzité
koncentraci. Zjisténa data potvrzuji, Ze kvalitativni vliv fenforminu a metforminu

na MPTP je obdobny, ale fenformin je uc€innéjsi.

4.2.5. Fenformin inhibuje mitochondrialni respiraci shodné
naizolovanych mitochondriich a permeabilizovanych hepatocytech

V literatufe existuji dikazy indikujici, ze funkce mitochondrii mize byt modifikovana
samotnym procesem izolace, v disledku destrukce mitochondrialni sité¢ a naruseni
propojeni mezi mitochondriemi a ostatnimi buné¢nymi strukturami (Kondrashova et al.,
2001, Kondrashova et al., 2009). Rovnéz panuji rizné nazory ohledné pusobeni
biguanidu na intaktni buriky a izolované mitochondrie (EI-Mir et al., 2000). V naSi studii
jsme srovnavali pusobeni fenforminu na izolované mitochondrie a permeabilizované
hepatocyty. V tomto modelu zUstava mitochondrialni sit neporuSena a mitochondrie
jsou v kontaktu s ostatnim buné&nymi organelami. Vliv fenforminu na kfivku spotfeby
kysliku po pfidani riznych substratd byl shodny u permeabilizovanych hepatocytl
(obr. 18) a izolovanych mitochondrii. Fenformin o koncentraci 1 mM signifikantné
omezil oxidaci malatu + glutamatu + ADP. Inhibice elektronového respiracniho fetézce
byla C¢aste¢né, nikoli uplné, obnovena az po pfidani sukcinatu, tj. pfes komplex II.
Nepozorovali jsme statisticky vyznamné zvySeni respirace po pfidani cytochromu c,
coz potvrdilo, Ze hepatocytarni mitochondrie nebyly poskozeny digitoninem. Nase
vysledky prokazuji, ze za stejnych experimentalnich podminek muize byt detekovan
inhibi¢ni vliv fenforminu v jaternich hepatocytech, v homogenatu i na izolovanych

mitochondriich.
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Obr. 18 Respirace heparocyti permeabilizovanych digitoninem a inkubovanych
bez fenforminu (A) a s T mM fenforminem (B).

Hepatocyty (2,5 x 10° bunék /ml) byly inkubovany v draselném médiu za pfitomnosti digitoninu

0,03 mg/ml; glutamatu 10 mM; malatu 2,5 mM; ADP 1,5 mM; sukcindtu 10 mM a cytochromu ¢

0,02 mM. Grafy reprezentuji fypicky wysledek tii nezavisljch experimenta.

V této publikaci jsem se podilela na pfipravé a experimentalnich méfenich na oxygrafu,
MMP a na vyhodnocovani vysledku.
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4.3. Publikace C

METFORMIN PREVENTS ISCHEMIA REPERFUSION-INDUCED OXIDATIVE
STRESS IN THE FATTY LIVER BY ATTENUATION OF REACTIVE OXYGEN
SPECIES FORMATION (Cahova, M., E. Palenickova, H. Dankova, E. Sticova, M.
Burian, Z. Drahota, Z. Cervinkova, O. Kucera, Ch. Gladkova, P. Stopka, J. Krizova, Z.

Papackova, O. Oliyarnyk and L. Kazdova, 2015)

V pfedchozich studiich jsme prokazali, ze metformin pfidavany k izolovanym
mitochondriim in vitro efektivné inhibuje komplex | a sniZuje mitochondrialni respiraci.
Uginna koncentrace metforminu in vitro se pohybovala v fadu mM, zatimco v séru
jsme naméfili koncentraci 1000 x nizsi. Zajimalo nas proto, zda se projevuje inhibicni
vliv metforminu na aktivitu mitochondrii také po dlouhodobém podavani in vivo a zda
jeho uc€inek zavisi na druhu diety. Z tohoto divodu jsme stanovili spotfebu kysliku
vzhledem k riznym substratim v jaternim homogenatu a v izolovanych mitochondriich
zvifat krmenych standardni nebo vysokotukovou dietou, kterym byl metformin podavan

pouze in vivo. Dale jsme se zabyvali antioxida¢nimi u¢inky metforminu.

4.3.1. Metabolické parametry zvirat

Tabulka 2 a tabulka 3 ukazuji vliv vysokotukové diety a podavani metforminu na
vybrané metabolické parametry. V souladu s oCekavanim podavani vysokotukové
diety vedlo ke zvySeni sérovych koncentraci neesterifikovanych mastnych kyselin a
obsahu B-hydroxybutyratu. V jatrech mélo za nasledek zvySeni obsahu Tg a snizeni
obsahu glykogenu. Metformin vyznamné neovlivnil zadny z téchto parametrd,
signifikantné vsak snizil vahovy pfirstek potkant krmenych vysokotukovou dietou.
Primérna sérova koncentrace metforminu na standardni dieté dosahovala

6,5 = 1,3 uM, jeho sérova koncentrace na vysokotukové dieté byla 4,3 £ 1,2 uM.
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Tabulka 2 Sérové parametry potkanu Wistar

sD SD+ Statisticka VTD VTD+ Statisticka St. vyzn.
metformin | vyznamnost metformin | vyznamnost || VTD vs. SD
Glykémie (mmol/l) 6,4+0,10 | 62+0,21 N. S. 6,1+0,13 | 6,3+0,11 N. S. N. S.
Tg (mmol/l) 1,8+£0,09 | 1,8+0,20 N. S. 1,4+£0,12 | 1,5+0,21 N. S. 0,05
Cholesterol (mmol/l) 1,6+0,11 | 14+0,13 N. S. 1,5+0,17 | 1,6+0,10 N. S. N. S.
NEMK (mmol/l) 0,8+0,05 | 0,8+0,04 N. S. 1,0£0,05| 0,9+0,1 N. S. 0,01
B-OH butyrat (mmol/l) | 0,2+0,02 | 0,2 +0,01 N. S. 09+0,02| 1,0£0,03 N. S. 0,001
Laktat (mmol/l) 3,5+0,21 | 4,7+0,31 0,05 59+0,5 | 6,7+0,30 N. S. 0,01

Tabulka 3 Hmotnost a obsah Tg a glykogenu v jatrech potkant Wistar

) SD+ Statisticka VTD VTD+ Statisticka St. vyzn.
metformin vyznamnost metformin | vyznamnost || VTD vs. SD
Télesna hmotnost (g) 482+ 9 466 £ 12 N. S. 490+ 7 437 £ 10 0,05 N. S.
Tgvjatrech (umol/g) | 12+1,3 | 9,1+1,1 0,05 61+ 11 54+9 N.S. 0,001
Glykogen v jatrech
(umol Glc/g) 280+ 13 277 +£20 N. S. 219+ 28 185+ 14 N. S. 0,01
4.3.2. Metformin snizuje oxidaci NADH-dependentnich substrati

v podminkach in vivo
NaSe méreni prokazala, Ze jak vysokotukova dieta, tak metformin in vivo, sniZuji
intenzitu maximalni mitochondrialni respirace plné (glutamat + malat) nebo Castecné
(A palmitoylkarnitin) NADH-dependentnich substratd v jaternim homogenatu
(obr. 19 A, B). Dale jsme zjistili, ze u€inek metforminu a diety je aditivni. V souladu
s vysledky ziskanymi po pfidani metforminu in vitro jsme nezjistili vliv metforminu

na respiraci sukcinatu (obr. 20).
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Obr. 19 Viiv diouhodobé podivaného metforminu na oxidaci NADH-dependentnich
substrati v jaternim homogenatu.

A: malat + glutamat + ADP; B: A palmitoylkarnitin. Respirace samotného palmitoylkarnitinu
(A palmitoylkarnitin) byla vypoc&itana jako rozdil ve spotfebé kysliku za pfitomnosti malatu + ADP
po a pfed pfidanim palmitoylkamitinu. Absolutni hodnota kontroly 5D: malat + glutamat + ADP
445 + 15 pmol/s/mg proteinu, A palmitoylkamitin 332 + 11 pmol/s/mg proteinu. Mé&feni byla
provadéna na pfistroji OROBOROS. Data jsou wvyjadiena jako procento spotfeby Kkysliku
v kontrolnim vzorku (na SD bez metforminu) a pfedstavuji primér triplikdtu ze tii nezdvislych
experimentd + SEM. SD standardni dieta, VTD vysokotukové dieta. # P = 0,05 SD + metformin vs.
kontrola (SD), * P = 0,05 VTD + metformin vs. VTD, ¥ P = 0,01 VTD + mefformin vs. VTD.
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Obr. 20 Viiv diouhodobé podivaného merforminu na oxidaci sukcindtu v jaternim
homogendtu.

Respirace samotného sukcindtu (A sukcinat) byla vypoéitana jako rozdil ve spotiebé kysliku
Za pfitomnosti malétu + ADP po a pfed pfiddanim sukcindtu. Absolutni hodnota kontroly SD:
A sukcinat 204 + 25 pmol/s/img proteinu. Méfeni byla provadéna na pfistroji OROBOROS. Data
jsou vyjadfena jako procento spotfeby kysliku v kontrolnim vzorku (na SD bez metforminu) a
predstavuji pramér friplikdtu ze tfi nezavislych experimentd + SEM. SD standardni dieta, VTD
vysokotukova dieta.
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Vysledky ziskané méfenim Clarkovou elektrodou v jaternim homogenatu jsme ovéfili
na izolovanych mitochondriich pomoci pfistroje Seahorse. | touto metodou jsme
prokazali vyznamny inhibi¢ni vliv metforminu na oxidaci NADH-dependentnich
substratd ve ,stavu 3“ a nulovy vliv na oxidaci FADH2-dependentniho substratu

sukcinatu (obr. 21).
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Obr. 21 Vliiv dlouhodobé poddvaného metforminu na oxidaci substrdtq v izolovanych
mitochondriich.

Absolutni hodnota kontroly VTD: malat + glutamat + ADP 16,9 £ 1,8 pmolfmin/mg proteinu;
maléat + glutamat + ADP + rotenon 06 = 0,1 pmol/min/mg proteinu; malédt + glutamat + ADP +
rotenon + sukcinat 62 * 13 pmol/min/mg proteinu. Mé&feni byla provadéna na pfistroji XF24
analyzeru. Data jsou vyjadiena jako procento spotfeby kysliku ve wvzorku (na VTD
bez metforminu) a predstavuji primér tetraplikdatu z péti nezavislych experimentd + SEM. VTD
vysokotukova dieta. %P = 0,001 VTD + metformin vs. VTD.

Predlozené vysledky potvrzuji, ze metformin snizuje bunétné dychani nejenom
ve vysokych koncentracich in vitro, ale také v mnohem nizSich koncentracich

po podani in vivo.

4.3.3. Uginek metforminu a diety snizuje aktivitu mitochondrialnich
enzymu

Vysledky ziskané v jaternim homogenatu a na izolovanych mitochondriich jsme ovéfili

stanovenim aktivit nékterych mitochondrialnich enzymd. NADH: cytochrom c

oxidoreduktaza senzitivni k rotenonu slouzi jako marker vnitini mitochondrialni

membrany a reflektuje aktivitu komplext | + Il mitochondrialniho respiraéniho fetézce.
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Aktivita tohoto enzymu byla sniZzena jak v dusledku podavani samotné vysokotukové
diety, tak v dusledku aplikace metforminu. Pisobenim obou faktort doslo k aditivnimu
poklesu (obr. 22 A). Zavérem lze fici, ze méfeni aktivit izolovanych mitochondrialnich

enzymu potvrdila udaje ziskané na celych mitochondriich.

Citratsyntaza se vyskytuje vylucné v mitochondrialni matrix a poskytuje informace
0 mnozstvi mitochondrii. Stanovenim aktivity tohoto enzymu jsme chtéli ovéfit, zda ma
dieta s vysokym obsahem sadla vliv také na mnozZstvi mitochondrii. Vlivem
vysokotukové diety byla aktivita citratsyntazy snizena o 30 % ve srovnani s kontrolou
na standardni dieté (obr. 22 B).
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Obr. 22 Viiv dlouhodobé podivaného metforminu na aktivitu mitochondridlnich enzyma.
A. NADH: cytochrom c oxidoredukiaza v izolovanych mitochondriich; B: citratsyntéza
v homogenatu. Absolutni hodnota kontroly SD: NADH: cytochrom c oxidoreduktaza 316 =
10 nmol cytochromu c/min/mg proteinu, citratsyntaza 16 = 1,7 nmal CoA/min/mg proteinu. Data
jsou vyjadiend jako procento aktivity kontrolniho vzorku (SD bez metforminu) a pfedstavuji pramér
friplikatu ze tfi nezavislych experimentd + SEM. # P = 0,05 SD + metformin vs. SD (konfrola),
TP = 0,001 VTD vs. SD (kontrola), * P = 0,05 VTD + metformin vs. VTD. SD standardni dieta,
VTD vysokotukova dieta, CoA koenzym A.

4.3.4. Metformin zpomaluje ATP repleci v jatrech in vivo

ATP replece je proces opétovného obnoveni zasob ATP, které byly vyCerpany
v disledku urcitého procesu (napf. pfi ischemii). Pokud plati nas§ predpoklad, ze
metformin ¢astecné inhibuje mitochondrialni respiracni fetézec, Ize pfedpokladat také
ovlivnéni rychlosti replece ATP. Abychom tuto hypotézu ovéfili, zméfili jsme rychlost
resyntézy ATP v jatrech in vivo metodou 3'P NMR spektroskopie po kratkodobé
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ischemii u potkand, jimz byl metformin podavam ve standardni nebo vysokotukové

dieté.

U vSech experimentalnich skupin jsme sledovali obsah ATP béhem ftfi rlznych
fyziologickych situaci: pfed ischémii (bazalni hodnota, ke které jsme vztahovali
vysledky ziskané v dalSich fazich experimentu), béhem ischémie a béhem nasledné
reperfuze (80 min), viz Material a metody.

Reperfuze

VTD+MF

X i ..
Fobipabecy [poim)

Qbr. 23 Primarni spektra v bazalni, ischémické a reperfuzni fazi.

Cervena Sipka oznatuje pozici B-fosfatového piku, ten jediny reflekiuje molekulu ATP Tento
obrazek reprezentuje typicky vysledek spekter 4 nezavislych experimentl. SD standardni dieta;
SD + Mf standardni dieta s metforminem; VTD vysokotukova dieta; VTD + Mf vysokotukova dieta
5 metforminem.
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Omezeni pfivodu krve do jater vedlo k rychlému poklesu hladin ATP u vSech
sledovanych skupin. Po obnoveni krevniho zasobeni béhem reperfuze doSlo
ve skupiné krmené standardni dietou k vyrovnani hladiny ATP na uroven bazalni
hladiny, a to béhem prvnich 15 min od navraceni krevniho obéhu. Typicky pribéh

spekter je znazornén na obr. 23.
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Obr. 24 Viiv diety a dlouhodobé podavaného metforminu na repleci ATP béhem reperfuzni
faze.

Data jsou vyjddiend jako procento bazdlni hladiny ATP v jatrech potkand na standardni dieté

bez metforminu a pfedstavuji primér 18 spekter ze tii nezavislych experimenti + SEM.

5D standardni dieta; SD + Mf standardni dieta s metforminem; VTD vysokotukova dieta; VTD +

Mf vysokotukova dieta s metforminem.

Ve skupiné krmené vysokotukovou dietou jsme nepozorovali rozdil v rychlosti
resyntézy ATP ve srovnani se standardni skupinou, ale zasoby ATP byly obnoveny
pouze do urovné 80 % bazalniho stavu (obr. 24 A). Prubéh resyntézy ATP se mezi

skupinami na standardni diet€ a vysokotukové dieté statisticky vyznamné |lisil
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od 60 min do 120 min experimentu. Podavani metforminu neovlivnilo pribéh resyntézy
ATP v kombinaci se standardni dietou (obr. 24 B), ale signifikantn& potencovalo ucinky
vysokotukové diety (obr. 24 C). Na konci reperfuze dosahla hladina ATP ve skupiné
krmené vysokotukovou dietou a metforminem pouze 60 % bazalni hodnoty a rychlost
resyntézy, tj. sklon kfivky, byl vyznamné odliSny ve srovnani se sklonem kfivek
ostatnich skupin (obr. 24 D). NaSe pozorovani potvrdila, Ze pfedpokladana inhibice
respiracniho fetézce metforminem se funkéné projevuje v pomalejsi a méné efektivni

obnové hladin ATP v dusledku prodélané ischemie.

4.3.5. Metformin snizuje tvorbu reaktivnich forem kysliku

Transport elektron mitochondrialnim respiranim Fetézcem je vZdy spojen s rizikem
vzniku ROS (reaktivnich forem kysliku). Toto riziko se vyznamné zvySuje ve fazi
reoxygenace, tj. ve fazi reperfuze, ktera nasleduje po ischemii. Ve studiich in vitro byly
identifikovany tfi potencialni mista mozného antioxidacniho plsobeni metforminu:
pFimy tok elektrond komplexem |, reverzni elektronovy tok z komplexu Il na komplex |
a prenos elektronu prostfednictvim mitochondrialni glycerol-3-fosfatdehydrogenazy
na komplex Il (Kushnareva et al., 2002, Kudin et al., 2004, Matsuzaki and Humphries,
2015). Za podminek in vitro utilizace NADH jako vyhradniho zdroje elektronu stimuluje
pfimy transport elektronl po spadu elektrochemického gradientu, zatimco vyuziti
sukcinatu v nepfitomnosti NADH potencuje jeho reverzni tok elektronu. V této studii
jsme sledovali kombinovany ucinek vysokotukové diety, ischemie/reperfuze a

metforminu na produkci ROS v submitochondrialnich partikulich.

V  prvni sérii  experimentd jsme vyuzili fluorescenéni sondu DCFDA
(27,7 -dichlorofluorescindiacetat) a sledovali jsme tvorbu ROS
na modelu submitochondrialnich partikuli po pfidani tfi rGznych substrati: NADH,
sukcinatu a glycerol-3-fosfatu (Obr. 25). Submitochondrialni partikule pfipravené
z mitochondrii zvifat vystavenych ischemii/reperfuzi produkovaly ve srovnani
s kontrolami vyznamné vétsi mnozstvi ROS ( sukcinat >> NADH). Pokud byl zvifatiim

pfed navozenim ischemie/reperfuze dlouhodobé podavan metformin, nasledna
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produkce ROS byla u obou substrati vyznamné nizsi. Efekt metforminu se neprojevil

u zvifat, ktera nebyla vystavena ischemii/reperfuzi. Efekt metforminu ani
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Obr. 25 Tvorba ROS v submitochondrialnich partikulich.
A 10 mM NADH, B: 10 mM sukcinatu, C: 10 mM glycerol-3fosfatu. Tvorba ROS byla méfena
pomoci fluorescenéni sondy DCFDA (10 pM). Uvedeng hodnoty piedstavuji arbitrarni jednotky
intenzity fluorescence a jsou normalizovany na 1 mg mitochondrialnino proteinu. Data pfedstavuji
primér péti nezavislych experimentd + SEM. DCFDA 2 4-dichlorofluorescindiacetat.
ischemie/reperfuze se neprojevil, byl-li pouzit jako substrat glycerol-3-fosfat.
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Obr. 26 Typické EPR spektrum ziskané po pfidani 10 mM NADH k suspenzi
submitochondridginich partikuli a DMPO.

Adukty DMPO byly identifikovany podle hodnoty g faktoru, jako interni kontrolu jsme pouZili DPPH

(g =2,0036). OOH'and OH" radikaly byly rozliseny pomoci detailni analyzy pfekryvajicich se OOH"

and OH' signall. OR’ voIny organicky radikal; NO' nitroxylovy radikél, OQOH" superoxidovy radikal;

OH" hydroxylovy radikal;, DPPH 2 2-difenyl-1-pikrylhydrazyl; DMPO 2 2-dimetyl-3,4-dihydropyrol-1-

oxid;.
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EPR spektroskopie (elektronova paramagneticka rezonance) je jedina metoda, ktera
dokaze pfimo detekovat a identifikovat jednotlivé typy volnych radikald. My jsme tuto
metodu vyuzili pro detekci a identifikaci jednotlivych typud ROS vznikajicich
v submitochondrialnich partikulich pfi pouziti NADH jako substratu. Na obr. 26 jsou
vyznaceny typy volnych radikall, které jsme detekovali jako adukty DMPO (2,2-
dimetyl-3,4-dihydropyrol-1-oxid). Témito slouceninami jsou: OR- (organicky volny
radikal) v podobé symetrického singletového signalu; NO- (nitroxylovy radikal)
v tripletovém spektru 1:1:1; OOH- (superoxidovy radikal) a OH- (hydroxylovy radikal)
v kvartetovém spektru 1:1:1:1 a 1:2:2:1. Intenzity jednotlivych signald byly
kvantifikovany ke standardim Mn?*/ ZnS a Cr®/ MgO. Vysledky jsou uvedeny
v tabulce 4. U zvifat, ktera podstoupila ischemii/reperfuzi, jsme prokazali zvySenou
tvorbu hydroxylového radikalu ve srovnani s kontrolami. Stejny trend jsme pozorovali
I v pfipadé superoxidového radikalu, i kdyz rozdil nedosahl statistické vyznamnosti
(p = 0,061). Dlouhodobé podavani metforminu nemélo Zadny efekt u kontrol, ale zcela

eliminovalo zvySenou tvorbu OOH- a OH: indukovanou ischemii/reperfuzi.

Tabulka 4 Souhrn naméfenych ROS v submitochondrialnich partikulich

Vib +M(\a/t;‘ro?min VID +IR +\I</I-I(—a?fc:rrI|{nF\i)n

Organicky radikal 7,9+1,10 7,9+00,3 7,6 +0,80 6,9+0,30
Nitroxylovy radikal 3,8+0,80 4,1 +0,20 4,3+0,50 4,2+ 0,60
Superoxidovy radikél 4,1+0,20 4,0+0,25 5,1 + 0,30% 3,3+0,40°%
Hydroxylovy radikal 1,2+0,03 1,1+0,10 1,7 £ 0,20% 1,2 + 0,05

V ramci této publikace jsem provedla experimentalni méreni (oxygrafu, 3P NMR,
spektrofotometru, fluorimetru) a podilela se na vyhodnocovani vysledkl a pfipravé
publikaci. Méfeni na XF 24 analyzéru Seahorse jsem provadéla pod vedenim
RNDr. Moniky Cahové PhD., pro EPR méfeni jsem pfipravovala biologicky material a
vzorky, které v Ustavu anorganické chemie AV v.v.i. v Rezi zmé&fil a vyhodnotil ing. Petr
Stopka CSc.
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5. DISKUZE

5.1. Vhodnost riaznych bunéénych a sub-bunéénych modeli
pro studium ucinkd biguanidu in vitro
Inhibi€¢ni vliv metforminu byl studovan na rlznych bunéénych a sub-buné&nych
modelech s rozporuplnymi vysledky. Skupina dr. Halestrapa (Owen et al., 2000)
pfinesla dukazy, ze metformin i fenformin inhibuji respiraci NADH-dependentnich
substratll (malatu a glutamatu) v permeabilizovanych hepatocytech, izolovanych
mitochondriich i submitochondrialnich partikulich. Mira inhibice byla zavisla jednak
na koncentraci konkrétniho biguanidu, jednak na dobé (pre)inkubace testovaného
modelu s metforminem/ fenforminem. U permeabilizovanych hepatocytd bylo
dosazeno 30 % inhibice jiz s 50 yM koncentraci metforminu, a to po 60 h inkubaci.
U izolovanych mitochondrii bylo nutné pouzit vyznamné vysSi koncentrace (10 mM).
Po Sestihodinové inkubaci s metforminem bylo mozné dosahnout az 70 % inhibice
bunécné respirace. V pfimém rozporu s témito vysledky je studie skupiny prof. Leverve
(EI-Mir et al., 2000). Jeji autofi prokazali koncentratné a Casové zavisly inhibicni
uc¢inek metforminu na respiraci NADH-dependentnich substratd u intaktnich
hepatocytd, ale nulovy efekt metforminu na permeabilizované hepatocyty a izolované
mitochondrie. Zasadni rozdil mezi obéma studiemi je v délce a usporadani
experimentu. Ve studii Owena et al. byly permeabilizované hepatocyty inkubovany
v bezprostfedni pfitomnosti metforminu az 60 h a izolované mitochondrie az 6 h (Owen
et al., 2000). V praci EI-Mir et al. byl metformin bud podan in vivo intraven6zné 30 min
pfed zabitim zvifat a izolaci mitochondrii nebo byly mitochondrie pfipraveny z jater
perfundovanych 30 min roztokem 10 mM metforminu (EI-Mir et al., 2000). Metformin
nebyl pfimo pfidavan k mitochondriim v pribéhu méreni respirace. Je pravdépodobné,
Ze tficetiminutova expozice byt'i vysokym koncentracim metforminu nebyla dostate¢na
k akumulaci ucinné koncentrace metforminu v mitochondriich. V nasem uspofadani
jsme byli schopni prokazat inhibi¢ni vliv bezprostfedné pfidaného metforminu
na respiraci NADH-dependentnich substratll jak v izolovanych mitochondriich, tak i
v jaternim homogenatu. Podminkou prokazatelného inhibi¢niho ucinku metforminu
bylo pouziti relativné vysokych koncentraci (izolované mitochondrie: ECso = 5 mM;
jaterni homogenat ECso = 10 mM). Naopak jsme ani po dvouhodinové preinkubaci
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jaternihno homogenatu v pfitomnosti sub-efektivni koncentrace metforminu nezjistili
jeho inhibi¢ni pusobeni na respiraci. Nase vysledky tak v souladu s vysledky Owense
ukazuji, ze ucinek metforminu je umérny nejen davce, ale i dobé pusobeni. Naopak,

intaktni buriky nejsou potfeba pro vyjadfeni pfimého u€inku metforminu.

Novym aspektem nasSi prace je vyuziti 10 % jaterniho homogenatu jako
experimentalniho modelu. Prokazali jsme, Ze homogenat pfipraveny z jater potkana
reaguje na metformin srovnatelné s izolovanymi mitochondrie, a to jak
pfi méfeni NADH-dependentni oxidace substratl, tak pfi méfeni respiracni kontroly.
Nevyhodou homogenatu oproti izolovanym mitochondriim je jeho nizSi citlivost. Naproti
tomu omezeni spojena s pripravou izolovanych mitochondrii, napf. vyssi riziko
mitochondrialniho posSkozeni a vysSi Casova naro¢nost, v koneéném dasledku omezuji

celkovou dobu experimentu.

NaSe vysledky ukazuji, Ze jaterni homogenat predstavuje velmi uziteCny systém

pro hodnoceni inhibi¢niho u€inku metforminu na mitochondrialni funkci.

5.2. Uéinna koncentrace metforminu in vitro ain vivo

Studium mechanizmu pUsobeni metforminu se dlouhodobé potyka s problémem
rozdilnych ucinnych koncentraci in vitro a in vivo. Stejné jako jini autofi jsme byli
schopni prokazat pfimy efekt metforminu na izolované mitochondrie pouze v mM
koncentracich (Brunmair et al., 2004, Zakikhani et al., 2006). Pokud byl metformin
podavan potkanim v davce 300 mg/kg/den per os, jeho koncentrace v séru se
pohybovala v rozmezi pouze 3,4 - 10,7 yM, coz je v souladu s dfive publikovanymi
udaji (Wiernsperger and Bailey, 1999). Davka bézné aplikovana hlodavcum,
50 - 500 mg/kg/den (Wilcock and Bailey, 1994, Wiernsperger and Bailey, 1999, Foretz
et al., 2014, Madiraju et al., 2014) i optimalni davka pro ¢lovéka, tj. 1,5 - 2 g/den vede
ke srovnatelnym sérovym koncentracim, které se pohybuji v fadech desitek uM (Klip
and Leiter, 1990, Foretz et al., 2010). Tisicinasobny rozdil mezi davkou, ktera je
potfebna k dosazeni ucinku in vitro, a koncentraci pfitomnou v séru laboratornich
zvitat a pacientl nutné vzbuzuje pochybnosti, zda jsou experimentalni data ziskana in

vitro relevantni i ve fyziologické situaci in vivo.
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S cilem ovéfit vliv metforminu aplikovaného in vivo na mitochondrialni respiraci a
energeticky metabolizmus buriky jsme ve studii podavali pokusnym potkanim
metformin per os (300 mg/kg/den) po dobu 10 tydnU a nasledné méfili respiraci
izolovanych mitochondrii. Toto usporadani zajistilo, Ze mitochondrie byly vystaveny
pouze fyziologickym koncentracim metforminu. Inhibi¢ni vliv metforminu in vivo jsme
potvrdili nékolika nezavislymi pfistupy. Pfimé méfeni na izolovanych mitochondriich
ukazalo, ze metformin aplikovany in vivo snizuje respiraci NADH upIné (glutamat +
malat) i Caste€né NADH-dependentnich substratl (palmitoylkarnitin). V souladu
s vysledky ziskanymi in vitro jsme nepozorovali Zadny vliv metforminu na oxidaci
FADH2-dependentniho substratu sukcinatu. Nezavisle jsme prokazali i inhibi¢ni vliv

metforminu aplikovaného in vivo na aktivitu NADH:cytochrom c oxidoreduktazy.

VySe uvedena pozorovani podporuji hypotézu, Ze metformin podavany in vivo snizuje
mitochondrialni respiraci. Pokud tento pfedpoklad plati, mél by metformin ovliviovat i
ATP syntézu a energeticky naboj buriky. Literarni udaje nejsou v tomto sméru
jednotné. Foretz at al. povazuje za zasadni efekt metforminu pokles obsahu ATP
v bunice a nedostatek energie pro energeticky narotné déje, jako je
napf. glukoneogeneze (Foretz et al., 2010). Jeho hypotéza je podloZena znatelnym
poklesem poméru ATP/ADP jak v cytozolu, tak v mitochondrialnich kompartmentech,
ktery byl prokazan i v pracich dalSich autort. (Argaud et al., 1993, EI-Mir et al., 2000,
Owen et al., 2000).

Vzhledem k technickym komplikacim spojenym s méfenim absolutniho mnoZstvi
adeninnukleotidd ve tkani, zejména kvuali extrémné rychlému rozpadu ATP a nizkym
koncentracim AMP, jsme se rozhodli v jatrech sledovat rychlost resyntézy ATP
po Uplné depleci ,v redlném Case” pomoci 3'P-NMR spektroskopie. U zvirat, jimz byl
podavan metformin, jsme prokazali, ze replece ATP probiha pomaleji a nedosahne
vychozich hodnot. Nase pfedchozi vysledky (publikace A) potvrzuji, Ze metformin
nefunguje jako rozpojovac, a proto Ize divodné predpokladat, ze snizena tvorba ATP

je dusledkem mensiho vykonu mitochondrialniho respiraéniho fetézce.

VSechna tato zjiSténi podporuji predpoklad, ze alespon jednim z cilid metforminu
v bunce je mitochondrialni respirace, konkrétné komplex |. Pro pozorovany rozpor
v podminkach in vitro a in vivo existuje nékolik moznych vysvétleni. Jatra jsou

zasobena krvi prednostné z vena portae, ve které byly prokazany po peroralnim
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podani vyssi koncentrace metforminu (0,5 mM), nez v celkovém obéhu (Wilcock and
Bailey, 1994). Dale je metformin specificky vychytavan v jatrech a ledvinach, kam je
pfenasen pomoci OCT1 (Pawlyk et al., 2014, Pernicova and Korbonits, 2014). Kromé
toho fada dlkazl naznacuje, Zze metformin je diky svému pozitivnimu naboji aktivné
zadrzovan v matrix mitochondrii s vysokym membranovym potencialem. Odhad
stupné obohaceni mitochondrialni matrix ve srovnani se sérovymi koncentracemi
metforminu se pohybuje v rozmezi 100 x (Bridges et al., 2014) az 1000 x (Schulz and
Schmoldt, 2003), coz odpovida zhruba 1 — 10 mM metforminu a tedy 20 - 80 % inhibici
respirace NADH-dependentnich substratu

Ve svétle téchto teorii je pFfekvapujici skuteCnost, Ze jsme neprokazali efekt
preinkubace izolovanych mitochondrii s metforminem in vitro. Inhibi¢ni u€inek nizkych
koncentraci metforminu na mitochondrialni respiraci se neprojevil ani po dvou
hodinach preinkubace. V naSich podminkach nebylo mozné zvolit dobu delsi nez 120
min, protoze pak by jiz dochazelo k vyraznému snizeni funkce mitochondrii. Je mozné,
Ze tato doba nebyla pro akumulaci inhibiéni koncentrace metforminu dostacuijici, coz

je v souladu se zaveéry publikovanymi EI-Mirem a Owenem.

5.3. Specifita plsobeni biguanidi

Na prelomu tisicileti byly publikovany prace, které identifikovaly mitochondrialni
komplex | jako hlavni cil metforminu a dalSich biguanidd, alespor co se tycCe jejich vlivu
na energeticky metabolismus bunék (EI-Mir et al., 2000, Owen et al., 2000). Uginek
biguanidl na dal$i komplexy mitochondrialniho respiraéniho fetézce zlstava sporny.
Nase vysledky ukazuji, Ze metformin inhibuje pouze komplex |, a to i v pfipadé pouZiti
davky az 20 mM. U fenforminu, ktery je pfiblizné 10 x u€innéjSi nez metformin, jsme
pfi koncentraci 6 mM prokazali také ¢asteCnou inhibici komplexu Il a komplexu IV.
Z téchto zjisténi vyplyva, ze zatimco metformin ma striktné specificky ucinek
na komplex |, fenformin ma S$irSi specifitu a diky svému silnéjSimu ucinku inhibuje také
dalsi slozky fetézce. VySSi uc€innost fenforminu muze souviset s vysokou afinitou
k mitochondrialni membrané v dusledku méné polarni a vice lipofilni struktury
(Pernicova and Korbonits, 2014). Uginky metforminu by bylo mozné vysvétlit jeho

slabou a pFfedevsim reverzibilni vazbou na komplex |. Relativné slaba interakce
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metforminu s komplexem | (,fast and weak®) v kombinaci s akumulaci uvnitf
mitochondrie v dusledku pozitivniho naboje na mitochondrialni membrané umozriuje
rychle reagovat na metabolické potfeby buriky. Pokud dojde k poklesu membranového
potencialu, metformin muze byt vylouCen z mitochondridlni matrix, jeho
intramitochondrialni koncentrace poklesne pod ucinnou hodnotu a intenzita respirace
je obnovena. Tato hypotéza je v souladu s rozdilnymi klinickymi vlastnostmi obou
hlavnich biguanidlii — zatimco metformin jen zfidka zpUsobuje laktatovou acidézu
(dusledek pfilis silné inhibice mitochondrialni respirace), u fenforminu je tato

komplikace pomérné Casta (Bridges et al., 2014).

5.4. Pusobeni metforminu v srdci a v jatrech

Metformin je povazovan za primarni prevenci ischemické choroby srde¢ni. Jeho
blahodarny vliv byl prokadzan na kardiomyocytech. Metformin pomaha srdecnim
buikam |épe se adaptovat na ischemii/reperfuzi, jeho vlivem dochazi k poklesu
kardiomyocytarni apoptézy, vykazuje ochranny uc€inek vuci srde€nimu selhani (Viollet
et al., 2012). Protektivni u€inek metforminu byl mnohokrat zopakovan v klinickych a
epidemiologickych studiich (1998, Johnson et al., 2002, Johnson et al., 2005).

Z nami naméfenych vysledkl vyplyva, ze metformin v jatrech a srdci vykazuje jiny
mechanizmus ucinku. V jatrech metformin inhibuje mitochondrialni respiraci jiz
v koncentraci 2,5 -5 mM, je patrna jeho inhibi¢ni zavislost na davce. Abychom naméfili
inhibiéni uc€inek metforminu v srdci, bylo nutné zvySit akutni davku metforminu.
Signifikantni inhibice oxidace NADH-dependentnich substratl byla prokazana az
pfi koncentraci 20 mM. Ani toho navySeni davky nebylo dostacujici pro patrnou inhibici

FADH2-dependentni substrat.

Tyto meziorganové rozdily v pusobeni metforminu by si zasluhovaly intenzivngjsi
studium. ProtoZze vSak naSe prace byla primarné zacilend na mechanizmus
metforminu v jatrech, nepokraCovali jsme v podrobnéjSim studiu u€inku metforminu

Vv srdci.
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5.5.  Vliv metforminu na mitochondrial permeability transition pore

Nase pozorovani i vysledky jinych autort ukazuji, Ze biguanidy ovliviiuji MPTP a
zvySuji jeho odolnost k vapenatym iontiim (Guigas et al., 2004, Detaille et al., 2005).
V nasi praci jsme se zaméfili na pfesnou kvantifikaci odolnosti MPTP k vapniku.
Stanoveni bobtnani mitochondrii metodou turbidimetrie, pfi které je méfen pokles
absorbance suspenze mitochondrii v Case, je pomérné uzivana technika. Z vysledkd,
které jsou ve formeé kfivek, Ize sice odvodit rozdily v rychlosti a rozsahu bobtnani, avsak
jen velmi obtizné mizeme ziskat pfesné udaje o kinetice reakci. Pro nase potfeby jsme
tuto metodu modifikovali ve spolupraci s Lékafskou fakultou v Hradci Kralové a
Fyziologického ustavu A.V. v.v.i. v Praze. Intenzita bobtnani, tj. rozdil optické hustoty
na zaCatku a na konci Casoveé periody, je béZnym parametrem mérfeni. Diky derivaci
primarnich dat jsme ziskali dalSi dva nové parametry. Mohli jsme hodnotit také
maximalni rychlost bobtnani a ¢as, pfi kterém maximaini rychlost nastala (Drahota et
al., 2012).

Nase vysledky potvrzuji teorii, Ze oba biguanidy zvySuji odolnost MTPT k pusobeni
vapniku. Cim vy$8i je jejich koncentrace, tim vice se prodluZuje &as potfebny
pro dosazeni maximalni rychlosti bobtnani. Kvalitativni vliv fenforminu a metforminu

na MPTP je obdobny, ovSem ucinek fenforminu je vyrazné silngjsi.

5.6. Metformin a tvorba volnych radikalt

Nase vysledky ukazuiji, Ze dlouhodobé podavani metforminu chrani jatra pfed akutnim
oxidacnim stresem navozenym ischemii/reperfuzi (Publikace C). Mechanizmus
antioxidacniho puasobeni metforminu v8ak dosud neni zcela objasnén. Stupen
oxidaCniho stresu je vysledkem rychlosti tvorby ROS a aktivity antioxidacnich
mechanizmu. Pfedchozi prace ukazaly, ze metformin nereaguje se superoxidovym
radikalem a pravdépodobné nepulsobi jako jeho ,lapa¢ volnych radikald® (Pavlovi¢ et
al., 2000, Bonnefont-Rousselot et al., 2003, Khouri et al., 2004). U nékterych modeld
byl antioxidacni ucinek metforminu pfipisovan jeho primarnimu hypoglykemickému
efektu, ale v nasi studii vysokotukova dieta nevyvolala u potkant hyperglykemii, a

proto tento mechanizmus nepfipada v uvahu. Pomoci pfimého méfeni produkce ROS
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dvéma nezavislymi metodami, fluorescencni a EPR, jsme ukazali, ze metformin
vyznamné snizuje kapacitu mitochondrii produkovat ROS. Existuje nékolik
mechanizmu, které se v jatrech mohou podilet na tvorbé ROS v reperfuzni fazi. Jedna
se o0 systém: xantin/ xantin oxidazy, cytozolické NADPH oxidazy a systém
elektronového transportniho fetézce mitochondrii. NADPH oxidaza je aktivni zejména
hlavné na vyuziti selektivnich inhibitord identifikovaly jako hlavni zdroj ROS
v hepatocytech xantin oxidazovy systém (Adkison et al., 1986). Pozdéji vSak bylo
zjiSténo, ze pouzité inhibitory blokuji rovnéz enzymy mitochondrialniho respiracniho
fetézce. Mitochondrie jsou v souCasnosti povazovany za vyznamny zdroj ROS
v jaternich bunkach (Jaeschke and Mitchell, 1989). Odhad skute¢ného podilu
mitochondrii na celkové produkci ROS je nesnadny, protoze zavisi na konkrétni
fyziologické situaci, napf. na podilu mitochondrii v klidovém stavu (vysoka produkce
ROS), na podilu mitochondrii ve stavu maximalni respirace a oxidaéni fosforylace
(ttméF nulova produkce ROS) a na aktualnich podminkach podporujicich reverzni tok
elektrond. V jatrech akutné vystavenych intoxikaci alkoholem, ve kterych je zesilena
nemitochondrialni produkce ROS systémem CYP2E1, je podil mitochondrialni tvorby
ROS odhadovan na 22 — 46 % (Jezek and Hlavata, 2005). Za ischemickych nebo
hypoxickych podminek, kde se podil nefosforylujicich mitochondrii vyznamné zvysSuje
a je stimulovan reverzni tok elektronl, Ize predpokladat, ze podil mitochondrii

na tvorbé& ROS bude vyznamné vyssi.

V mitochondridlnim respiranim Fetézci bylo identifikovano nékolik mist, kde muaze
dochazet k nekanonickému pfenosu elektronu na kyslik a vzniku radikalu. Jedna se
zejména o komplex | (Kushnareva et al., 2002) a komplex Il (Kudin et al., 2004).
Komplex | je povazovan za kliCové misto regulace vzniku mitochondrialnich ROS
(Vinogradov and Grivennikova, 2005). Na urovni komplexu | mohou byt ROS vytvareny
zejména jako vedlejsi efekt reverzniho transportu elektront, nebo v disledku pfimého

toku elektrond z NADH-dependentnich substratd (Kushnareva et al., 2002).

Na modelu izolovanych jater perfundovanych 10 mM roztokem metforminu bylo
demonstrovano, ze metformin ucinné inhibuje produkci ROS spojenou s reverznim
tokem elektrond (Vinogradov and Grivennikova, 2005). Nicméné, tyto vysledky byly

ziskany pfi nefyziologické koncentraci metforminu a pfi kratkodobé perfuzi. V nasi
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praci jsme poprveé ukazali, ze metformin podavany in vivo ma stejny ucinek, kdyz jsme
prokazali vyznamné sniZzenou produkci ROS v submitochondrialnich partikulich
pfipravenych z jaternich mitochondrii. Zvifatim byl dlouhodobé podavan metformin a
poté u nich byla navozena Caste¢na kratkodoba ischemie jater. Vyznam podilu ROS
vzniklych pfi reverznim toku elektront je diskutabilni za podminek normoxie, ale je
pravdépodobné vysoce relevantni pfi hypoxii, resp. ischemii (Jezek and Hlavata,
2005). Tento predpoklad je v souladu s nasim pozorovanim, Ze efekt metforminu
na produkci ROS je patrny pouze u zvifat vystavenych ischemii/reperfuzi, ale nikoli
u kontrol. Tvorba ROS asociovana s reverznim tokem elektront se vyznamné zvySuje
s poklesem membranového potencialu (Vinogradov and Grivennikova, 2005). Z nasich
experimentl (Publikace B) vyplyva, ze biguanidy snizuji membranovy potencial jako
dusledek inhibice komplexu |. Mizeme tedy predpokladat, Ze tento efekt metforminu
je jednim z mechanizm0, které pfispivaji ke snizeni produkce ROS asociované

s reverznim tokem elektronu.

Inhibice pfimého toku elektron na urovni komplexu | specifickym inhibitorem
rotenonem vede ke zvy$ené produkci ROS (Murphy, 2009). Teoreticky by bylo mozné
predpokladat, Zze metformin jako slaby inhibitor komplexu | bude mit obdobny efekt.
V rozporu s timto pfedpokladem jsme pozorovali inhibiéni vliv metforminu na NADH-
dependentni produkci ROS. Tuto nesrovnalost Ize vysvétlit na zakladé poznatku
publikovanych v letoSnim roce skupinou prof. Humphries (Matsuzaki and Humphries,
2015). Komplex | maze reverzibilné zaujimat dva konformacni stavy: ,active“ a
,2deactive“ (Grivennikova et al., 2001). V ,deactive” stavu je tvorba ROS na komplexu
| vyznamné snizena. Matsuzaki prokazal, zZe biguanidy selektivné inhibuji ,deactive”
formu komplexu | a zaroven deaktivace komplexu | vyznamné zvySuje senzitivitu
komplexu | k biguanidim. Vznika tak zpétnovazebna smycka, ktera konzervuje
komplex | v deaktivovaném stavu, a tim dochazi ke snizeni tvorby superoxidovych
radikall. Navic, ischemie vytvari podminky podporujici deaktivaci komplexu |, coz dale
zvySuje senzitivitu k biguanidim. Na zakladé téchto a naSich poznatkd vyvozujeme,
ze metformin muze slouzit jako antioxidant, a to pfedevSim v situacich spojenych

s ischemii/reperfuzi.

DalSim potencidlnim zdrojem ROS mize byt mGPDH (mitochondrialni

glycerol-6-fosfatdehydrogenaza) klicova soucast glycerofosfatového ¢&lunku, ktery
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zajistuje transport redukovanych ekvivalentt z cytosolu na komplex Il (Mracek et al.,
2013). V lonském roce byla publikovana studie, ktera identifikovala mGPDH jako
novou cilovou molekulu metforminu (Madiraju et al., 2014). Vyznamna uloha mGPDH
v produkci ROS byla dokumentovana v hnédé tukové tkani (Vrbacky et al., 2007), ale
udaje tykajici se jaternich mitochondrii nejsou dosud k dispozici. V nasi studii jsme
zZjistili, Ze mnozstvi ROS vznikajici v submitochondridlnich partikulich in vitro
z glycerolfosfatu je vyznamné niz8i, nez pfi pouziti sukcinatu jako jediného zdroje
redukovanych ekvivalentl. Na rozdil od sukcinatu a NADH jsme v pfipadé pouziti
glycerol-3-fosfatu jako zdroje elektronu nepozorovali zadny efekt ischemie/reperfuze
ani pfi podavani metforminu. Mimo to, jatra patfi ke tkanim s velmi nizkou expresi
MGPDH (Koza et al., 1996). NaSe vysledky tak vedou k zavéru, ze antioxidacni u€inek

metforminu neni v jatrech zprostfedkovan mGPDH.

5.7. Souhrn

V nasi praci jsme potvrdili inhibiéni vliv biguanidd na mitochondrialni respiraci a tvorbu
ATP po podavani metforminu in vivo, tedy za fyziologickych podminek. Kromé toho
jsme ukazali, Ze biguanidy ovliviiuji i dalSi mitochondrialni déje nezavislé na pfeméné
energie, konkrétné zvysuji odolnost MPTP k Ca?* iontim. Demonstrovali jsme, Ze
metformin omezuje oxidacni poSkozeni jater vyvolané ischemii/reperfuzi a prokazali
jsme, ze jednim z mechanizmi podmiriujicich antioxida¢ni ucinky metforminu je

snizena tvorba ROS v mitochondriich.
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6. ZAVERY

1. Prokazali jsme, ze jaterni homogenat i izolované jaterni mitochondrie
predstavuji srovnatelné modely pro studium mechanizmu ucinku metforminu
in vitro. Hlavni nevyhodou jaterniho homogenatu je nizsi citlivost k metforminu.
Prinosem tohoto modelu je rychlost a jednoduchost pfipravy, ktera minimalizuje
poSkozeni mitochondrii a umoziuje tak delSi manipulaci v laboratornich
podminkach. NasSe vysledky ukazuji, Ze jaterni homogenat je vhodny
alternativni model v experimentech, které vyzaduji delSi inkubaci s testovanou

latkou.

2. Ukazali jsme, ze metformin in vitro inhibuje specificky aktivitu komplexu |
(ECso = 5 mM) a neovliviiuje dalSi komplexy respiracniho fetézce. Naopak,
CasteCna inhibice komplexu | metforminem je kompenzovana zvySenym
pfisunem elektronl pfes komplex Il. Dale jsme prokazali, ze metformin zvySuje

odolnost MTPT k plUsobeni vapniku.

3. NaSe vysledky ukazuji, ze mechanizmus uc€inku metforminu a fenforminu je
obdobny, pozorované rozdily Ize pfipsat na vrub rozdilné ucinnosti. Obé
slouceniny inhibuji mitochondrialni respiraci v zavislosti na pouzité davce,
fenformin inhibuje komplex | s vyrazné vySSi ucinnosti nez metformin
(ECs0 = 0,25 mM). Nové je naSe zjisténi, ze ve vysSich koncentracich fenformin
inhibuje i mitochondrialni komplex Il a IV a na rozdil od plsobeni metforminu
nedochazi k plné kompenzaci dodavky elektronl prostfednictvim komplexu II.
Obé slougeniny zvysuji odolnost MTPT k uginku vapnikovych iontd. Uginky
metforminu i fenforminu nejsou zavislé na integrité buriky a projevuji se jak

Vv jaternim homogenatu, tak v permeabilizovanych hepatocytech.

4. Uginné koncentrace metforminu in vitro jsou Fadové (103 x) vys&i nez
koncentrace prokazané v séru in vivo. Predlozili jsme didkazy, Zze

po dlouhodobém podavani metforminu in vivo Ize v izolovanych mitochondriich
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prokazat srovnatelné zmény jako po pfidani metforminu pfimo k mitochondriim
in vitro — tj. sniZzenou respiraci NADH-dependentnich substratl a snizenou
aktivitu  nékterych  mitochondrialnich  enzymu  (NADH:cytochrom ¢
oxidoreduktaza a citratsyntaza). Dale jsme zjistili, Ze ucCinek metforminu je
nezavisly na vlivu diety. V souladu s témito pozorovanimi jsme prokazali i
snizenou resyntézu ATP v jatrech béhem reperfuze po ischemii u potkanu,
kterym byl podavan metformin. Nase vysledky podporuiji teorii, Ze za podminek
in vivo dochazi dosud neobjasnénym mechanizmem k akumulaci metforminu

v mitochondriich a dosazeni u¢inné koncentrace.

. Pozorovali jsme protektivni ucinek metforminu pfi ischemicko/reperfuznim
poSkozeni jater, pficemz tento efekt byl vyraznéjSi ve steatdznich jatrech.
Jednou z pfi¢in maze byt pfimy inhibi¢ni vliv metforminu na tvorbu reaktivnich

forem kysliku na komplexu I[;
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