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SEZNAM ZKRATEK

ADP adenosindifosfat
ANT adenin nukleotidovy translokator
AQPS8 akvaporin 8
ATP adenosintrifosfat
Bak BCL-2 homologni antagonista
Bax s BCL-2 asociovany X protein
Bcl-2 B bunécény lymfom 2
(B-cell lymphoma)
BPR benzodiazepinovy receptor
Ca* kalciové ionty
CK kreatinkinaza
CL kardiolipin
CLOOH oxidovany kardiolipin
cpYFP cirkularni permutovany zluty fluorescencni protein

(circularly permuted yellow fluorescent protein)
CRC mitochondrialni retenéni kapacita pro kalcium

(calcium retention capacity)

CsA cyklosporin A

CytC cytochrom C

Cyp-D cyklofilin D

DDR reakce na poskozeni deoxyribonukleové kyseliny
(DNA damage response)

EGCG epigalokatechin-3-galat

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

ER endoplazmatické retikulum

GPx glutathionperoxidaza

H>0O» peroxid vodiku

HK hexokinaza II

IMM vnitini mitochondridlni membrana

(inner mitochondrial membrane)

IP3R inositol trifosfatovy receptor
MCU mitochondrialni kalciovy kanal
(mitochondrial calcium uniporter)
MMP mitochondridlni membranovy potencial
MPT pfechodna mitochondrialni permeabilita (propustnost)

(mitochondrial permeability transition)
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mtROS
mtUPR
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NADH
NAFLD

nDNA
Nrf2

OMM

p53
p66Shc
PARPI
Pi

PiC

ROS
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sirt]
sirt3
SOD2
SR

Ts
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TSPO
VDAC

mitochondrialni por ptechodné permeability
(mitochondrial permeability transition pore)
mitochondridlni reaktivni slou¢eniny kysliku
mitochondrialni odpoveéd’ na nesbalené proteiny
(mitochondrial unfolded protein response)
nikotinamidadenindinukleotid oxidovana forma
nikotinamidadenindinukleotid redukované forma
nealkoholova tukové choroba jater
(non-alcoholic fatty liver disease)

jaderna deoxyribonukleova kyselina
antioxidacni odpovéd’ zprostiedkovana Nrf2
(Nrf2 antioxidant response)
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(outer mitochondrial membrane)

protein p53

protein p66Shc

poly-(ADP-ribosyl) polymeraza 1
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fosfatovy prenasec

(phosphate carrier protein)
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sangliferin A

jaderné sirtuiny
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mitochondridlni superoxiddismutaza
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trijodtyronin

terciarni butylhydroperoxid

protein 1 asociovany s TNF receptorem
(TNF receptor associated protein 1)
translokatorovy protein

napét'ove fizeny aniontovy kanal

(voltage dependent anion channel)



1. UVOD

Jatra jsou zivotné dulezitym organem s velkym mnozstvim nepostradatelnych
funkci. Jednou z nich je udrZzeni homeostdzy vnitiniho prostiedi. Jatra maji
biotransformacni ulohu pro cely organismus, zaroven jsou vzhledem ke svému
anatomickému postaveni v krevni cirkulaci ¢astym cilem toxického ptisobeni. Poskozeni
jaternich mitochondrii tak miize mit vliv nejenom na samotné hepatocyty, ale i na funkci
celého organismu s naslednym rozvojem fady onemocnéni. Mechanismy, které vedou
k poskozeni hepatocyti, jsou rizné. Jednim z Castych ucinkd hepatotoxickych latek je
zvysSend tvorba volnych reaktivnich radikalt a jimi indukovany oxidacni stres.

Mitochondrie se vyznamné podileji na zachovani homeostazy intracelularniho
prostedi, ale zaroven produkuji znaéné mnozstvi reaktivnich sloucenin kysliku (ROS)
ajsou vystaveny ucinkim jejich ptsobeni. Mitochondrie jsou bunééné organely
lokalizované v cytosolu vétSiny zivocisSnych bun€k a maji celou fadou biologickych
funkei. Jsou vybaveny enzymovymi systémy, které transformuji chemickou energii zivin
do energie chemické vazby v molekule adenosintrifosfatu (ATP). Ta je univerzalnim
zdrojem energie pro realizaci fyziologickych funkci. Energie uvolnéna pii Stépeni
ATP je nezbytna naptiklad pro kontrakci svalovych bun¢k, pro syntetickou aktivitu
hepatocytii, pro funkci nervovych bunék a v neposledni fad¢ pro realizaci transportnich
procest pies biologické membrany.

Mitochondrie, kromé& dalSich vyznamnych funkci, jsou zapojené¢ do procesu
starnuti organismu a v neposledni fad¢ spoustéji procesy vedouci k apoptoze €1 nekroze
bunék. Tvorba ATP je zajiStovana celou fadou chemickych reakci a transportnich procest
a zasah, byt  jen do jednoho z téchto d&ji, mize mit pro buiiky fatalni nasledky. Produkce
ATP muze byt naruSena plusobenim kyslikovych radikali, a to jak endogenniho, tak
exogenniho pivodu, ale i fadou dalSich latek. ZvySena tvorba ROS a nedostate¢na
antioxida¢ni ochrana mitochondrii vede k jejich poSkozeni, ptipadné az k bunécné smrti.
Za poslednich dvacet let se nahromadilo velké mnozZstvi publikaci o tloze mitochondrii
v procesu starnuti a jejich vzestup mél exponencialni pribéh. Dosud se vSak nepodatilo

objasnit pfesné mechanismy tohoto procesu.



V poslednich letech se pozornost zaméfila na transport iontli pies biologické
membrany a ptfedevSim na funkci mitochondridlniho poéru piechodné permeability
Lmitochondrial permeability transition pore* (MPTP). Mitochondrie maji dulezitou roli
v regulaci cytosolové koncentrace kalciovych iontl (Ca®") a hraji nezanedbatelnou ulohu
v bunééné signalizaci. Mitochondrie sice nejsou primarni organelou, ve které je kalcium
uskladiiovéno, ale bylo prokdzano, Ze se velmi vyrazné podileji na modulaci Ca*" signalu
v burikach, a to diky schopnosti opakované pfijimat a uvoliiovat Ca®" ionty dle potfeby
bunék. Pii transportu Ca?* iontll zpét do cytosolu hraje vyznamnou roli pravé MPTP.
Podatilo se zjistit za jakych podminek se aktivuje otevieni MPTP a faktory, které
ho inhibuji, nicméné molekuldrni struktura tohoto membranového péru zlstava stale
nejasna. MPTP pii kratkodobém (reverzibilnim) otevieni chrani buiiky pted oxidacnim
poskozenim a podili se na bunécéné signalizaci. Pii dlouhodobém (ireverzibilnim) otevieni
vSak dochézi k indukci procesti vedoucich k apoptoze ¢i nekrdze bunék. Velmi vyznamny
podil v procesu regulace otevirani MPTP maji Ca*"ionty a ROS. Citlivost MPTP
ke kalciovym iontiim se méni v pribchu starnuti organismu a aktivace otevieni MPTP
hraje klicovou roli v patogenezi velkého poctu onemocnéni.

Ptedkladana habilitacni prace je komentovanym souborem publikovanych praci
autora, jejichz obsahem jsou vysledky vyzkumu laboratofe experimentalni hepatologie
v oblasti hodnoceni funk¢éniho stavu MPTP. V habilita¢ni praci jsou shrnuty soucasné
znalosti o funkci a regulaci MPTP, netspéSné snahy o objasnéni jeho molekuldrni
struktury a vycet nemoci, na jejichz patogenezi md MPTP zna¢ny podil. Experimentalni
Cast prace se zabyva optimalizaci metod pro hodnoceni funkéniho stavu poru. Sleduje
vliv jednotlivych faktori, ale hlavné jejich vzajemnych kombinaci na regulaci MPTP.
Dalsi ¢éast prace popisuje tkanové, pohlavni a vékem indukované zmény v citlivosti
MPTP k jeho jednotlivym regula¢nim faktorim. Posledni ¢ast prace se zabyva vyuzitim
optimalizovanych metod pro hodnoceni funk¢éniho stavu mitochondrii po plisobeni

vybranych 1é¢ivych ptipravki a potravinovych doplikd.



2. MITOCHONDRIALNI POR PRECHODNE PERMEABILITY

Mitochondrialni por prechodné permeability je definovan jako neselektivni kanal
propojujici intracelularni a intramitochondrialni prostor. Za urcitych podminek se mezi
mitochondridlni matrix a cytosolem v misté, kde se vnitini (IMM) a vnéjsi (OMM)
mitochondridlni membrany dostavaji do té€sné blizkosti, formuje velky komplex proteinil
obou membran, ktery zde nésledné vytvaii por (obr. 1) (Crompton, 1999, Ohlendieck et
al., 1986, Vyssokikh et al., 1999). Tento por je Ca** dependentni (Bernardi et al., 1992,
Szabo et al., 1992) a cyklosporin A (CsA) senzitivni (Broekemeier et al., 1989, Crompton
et al., 1988, Fournier et al., 1987, Halestrap and Davidson, 1990). Otevienim péru se
vyznamné meéni propustnost IMM, ktera se tak stavd vysoce propustnou pro soluty
a nizkomolekularni latky. Stav indukovany otevienim MPTP se nazyva ,, mitochondrial
permeability transition” (MPT) — stav prechodné mitochondridlni permeability

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

matrix

Obr. 1: Jeden z piivodnich modeld MPTP, tzv. proteinovy model MPTP. Upraveno podle

(Desagher and Martinou, 2000). ANT — adenin nukleotidovy translokator; BPR — benzodiazepinovy
receptor; CK — kreatinkinaza; Cyp-D — cyklofilin D; HK — hexokinaza II; IMM — vnitini mitochondrialni
membrana; OMM — vnéjsi mitochondrialni membrana; PiC — fosfatovy prenase¢; VDAC — napétové fizeny
aniontovy kanal. Barevné uspotradani jednotlivych komponent MPTP je shodné v celé praci. Dalsi zkratky

uvedené v nasledujicich obrazcich jsou jiz vysvétlené v seznamu zkratek.



2. 1. Funkce MPTP

MPTP se podili na regulaci fyziologickych a patologickych bunécnych procest
(Bonora et al., 2020). V podminkach in vitro vede otevieni MPTP primarné ke kolapsu
mitochondrialniho membranového potencialu (MMP) a inhibici tvorby ATP. Sekundarné
pak mutze vést k bobtnani ,,swelling “ mitochondrii a nasledné ruptute OMM (obr. 2).
V podminkéach in vivo se tento mitochondridlni por podili na regulaci koncentrace
Ca®" jontfl, transmembranového potencialu a rozloZeni soluti a dalich latek mezi
mitochondrialni matrix a cytosolem. Pfechodné otevieni poéru mé fyziologicky vyznam
pro uvolnéni kalcia z mitochondrii do cytosolu (Altschuld et al., 1992, Ichas et al., 1997,
Szabo and Zoratti, 2014). Otevieni MPTP je rovnéz jednim z dilezitych mechanisma,
které vyznamnym zplsobem ovliviiuji energetickou homeostazu bunky. A to jak
pozitivné (pfi reverzibilnim otevirdni) snizovanim produkce ROS (Elrod and Molkentin,
2013, Hausenloy et al., 2004), tak i negativné (po ireverzibilnim otevieni) inhibici tvorby
ATP a indukcei proapoptotickych a nekrotickych procest (Bernardi, 1996, Crompton,
1999, Kroemer and Reed, 2000).

Uplné otevieni MPTP vede k uvolnéni protonii z mezimembranového prostoru,
ke kolapsu MMP s naslednym rozpiazenim oxidativni fosforylace (Beutner et al., 2017,
Hunter and Ford, 1955) a muze vést az k bunécné smrti (Lemasters et al., 2002).
V disledku otevieni MPTP se vyznamné méni propustnost IMM. Ta se stava vysoce
propustnou pro soluty a nizkomolekularni latky a umoziuje volnou difuzi latek
do velikosti 1,5 kD mezi mitochondrialni matrix a cytosolem (Haworth and Hunter, 1979,
Hunter and Haworth, 1979a, Hunter and Haworth, 1979b, Kowaltowski, 2000).
Cely tento proces indukuje osmotické zmény uvnitf mitochondrii. Otevienim péru
dochdzi k vyrovnani koncentraci jednotlivych solutli, které prochazeji pres IMM.
Vysoké koncentrace proteinti v matrix mitochondrii, které nemohou prochéazet timto
porem, zpusobuje zvySeni koloidné osmotického tlaku, ktery vede k nasavani vody
z cytosolu do mitochondridlni matrix. Dochdzi k masivnimu bobtnani mitochondrii,
pfestavbé mitochondridlnich krist a posléze az k rupture OMM (Desagher and
Martinou, 2000, Lehninger, 1962) (obr. 2). PoruSeni OMM je pficinou vyplavovani
bilkovin, iontl a nukleotidii lokalizovanych mezi vné&j$i a vnitini mitochondridlni
membranou do cytosolu. RovnéZ dochdzi k uvolnéni proapoptotickych proteinti
z mezimembranového prostoru do cytosolu (napt. cytochrom c, aktivator apoptotickych
protedz 1 a dalsi), coz vede v konecném dusledku k zaniku bunky (Crompton, 1999,

Lemasters et al., 1998, Rasola and Bernardi, 2007).



koncentrace Ca* ionti ptsobicich na mitochondrie

Y

Cas pusobeni Ca* iontt na mitochondrie

Obr. 2: Zmény v uspoifdaddni mitochondridlnich membran indukované otevienim
Ca’" dependentniho MPTP s naslednymi osmotickymi procesy. Bobtnani (swelling)
mitochondrii je zavislé nejenom na koncentraci Ca** iontd, ale také na Case, po ktery
kalciové ionty plisobi na mitochondrie. Upraveno podle (Desagher and Martinou, 2000)

a (Mammucari et al., 2018).

2. 2. Historicky pohled na MPTP

Propustnost mitochondridlni membrany byla povazovana nejdiive za artefakt
vznikajici v laboratornich podminkach v pribé&hu izolace mitochondrii (Massari and
Azzone, 1972). Dalsi vyzkum ale prokazal, Ze tento jev vznikd v disledku otevieni

MPTP. O existenci tohoto péru se zacalo uvazovat jiz v roce 1953, kdy bylo pozorovéno,



ze vlivem riznych podminek béhem izolace mitochondrii dochazi k procesu bobtnani
mitochondrii (Raaflaub, 1953), doprovazenému zvysSenim permeability IMM a poruchou
fosforylace adenosindifosfatu (ADP) (Hunter and Ford, 1955). V dalSich letech byl tento
fenomén bobtnani mitochondrii opakované potvrzen a podrobnéji studovan v fadé
laboratoti (Azzone and Azzi, 1965a, Bernardi, 1999, Crofts and Chappell, 1965,
Lehninger, 1962). Bylo prokazano, ze mitochondrialni swelling lze indukovat Ca>" ionty
(Hackenbrock and Caplan, 1969, Tedeschi and Hegarty, 1965), Fe** ionty (Rauen et al.,
2003, Rauen et al., 2004), hormony $titné zlazy (Lehninger, 1960b, Tapley, 1956), dale
anorganickym fosfatem (Pi) (Azzone and Azzi, 1965b, Crompton and Costi, 1988,
Tedeschi et al., 1965) a mastnymi kyselinami (Hunter et al., 1976, Lehninger and
Remmert, 1959, Skulachev, 1991, Zborowski and Wojtczak, 1963). Naopak MPTP lze
inhibovat piitomnosti ADP (Hunter and Haworth, 1979a), Mg?" ionty (Bernardi et al.,
1992, Hunter et al., 1976), kyselym pH (Halestrap, 1991, Haworth and Hunter, 1979,
Nicolli et al., 1993) a melatoninem (Petrosillo et al., 2009). Pfi optimalizaci média
pro izolaci mitochondrii bylo zjisténo, ze substraty respira¢niho fetézce, jez produkuji
redukovany nikotinamidadenindinukleotid (NADH), podporuji akumulaci kalciovych
iontll v mitochondriich. Ca®" ionty sice primarné aktivuji respiraci, ale jejich nadmérna
akumulace naopak zpusobuje inhibici respiracniho fetézce. Tyto substraty zvysuji
permeabilitu membrany s naslednym tinikem Ca®" iontli z mitochondrialni matrix, proto
se v laboratornich podminkach jako substrat respiracniho fetézce zafal pouZzivat sukcinat
(Vinogradov et al., 1972).

Pevné zéklady popisu MPTP vsak polozili Haworth a Hunter (Haworth and
Hunter, 1979, Hunter and Haworth, 1979a, Hunter and Haworth, 1979b, Hunter et al.,
1976) ve své rozsahlé praci. Vysledkem jejich studii jsou dodnes platné zavéry: 1. proces
kalciem indukované permeability IMM se nazyvad stav pfechodné mitochondrialni
propustnosti a vede k bobtnani mitochondrii, 2. propustnost membrany je dana
zkratovanim — otevienim proteinového, hydrofilniho poru, jenz byl pojmenovan
mitochondridlni por prechodné permeability, 3. pdér je propustny pro molekuly
do velikosti 1,5 kDa, 4. k aktivaci MPT jsou potieba Ca®" ionty, které se vazi na IMM
z matrixové strany, 5.Ca’'ionty souté?i o stejné vazebné misto s Mg?' ionty,
6. Ca*" ionty inhibuji oxidaci NADH, 7. otevirani MPTP je do ur&ité miry reverzibilni
alze ho inhibovat pfidanim chelatacnich ¢inidel. V objasfiovani struktury MPTP pak

vvvvvv

které ovliviuji jeho funkéni stav, jsou shrnuty v tabulce 1.
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dalsi vodivostni stavy
iontova selektivita

reverzibilita

prehledné uvedené v tabulce
iontove nespecificky kanal

s mirnou anion-selektivitou
miZe se pfepnout na kation-
selektivni kanal

ano

Charakteristika MPTP Hodnota/Stav Reference

velikost 1,4 nm (Massari and Azzone, 1972)

permeabilita < 1,5 kDa (Haworth and Hunter, 1979)

maximalni vodivost 1,0-1,3nS (Kinnally et al., 1989)
(Petronilli et al., 1989)

subvodivostni stav <500 pS (Kinnally et al., 1989)

(Szabo et al., 1992)
(Beutner et al., 2017)
(Hunter et al., 1976)
(Szabo and Zoratti, 2014)

(Hunter et al., 1976)

Aktivatory MPTP

Znama hodnota

Reference

Ca?" v matrix

Pi

Cyp-D

ROS/RNS

pH
atraktylosidy

mastné kyseliny

morfologie mitochondrii

100 - 200 nmol/mg/ml
mitochondrii

10 nM extramitochondrialni

vazba na MPTP

napt. 1 mM t-BHP

optimum 7,2 - 7,4
25 uM/0,5 mg/ml
mitochondrialniho proteinu

fragmentace mitochondrii

(Lehninger, 1962)

(Tedeschi and Hegarty, 1965)
(Hackenbrock and Caplan, 1969)
(Hunter et al., 1976)

(Chalmers and Nicholls, 2003)
(Azzone and Azzi, 1965b)
(Tedeschi et al., 1965)

(Hunter et al., 1976)

(Crompton and Costi, 1988)
(Connern and Halestrap, 1994)
(Tanveer et al., 1996)

(Hunter and Haworth, 1979a)
(Scarlett et al., 1996)

(Halestrap et al., 1997)
(Brookes et al., 2004)
(Halestrap, 1991)

(Hunter and Haworth, 1979a)
(Rottenberg and Marbach, 1990)
(Zborowski and Wojtczak, 1963)
(Hunter et al., 1976)

(Skulachev, 1991)

(Ong et al., 2010)

Mn2+. Ba2+. Sr2+

ADP

kyselé pH

kyselinou bongkrekova

NADH > NAD*
vysoky MMP

(fyziologické rozmezi
v matrix je 0,8 - 1,5 mM)
2 mM v matrix

6 uM
<7,0

20 uM/0,5 mg/ml
mitochondridlniho proteinu

Inhibitory MPTP Znama hodnota Reference

cyklosporin A 1 uM (Fournier et al., 1987)
(Crompton et al., 1988)

Mg?*" ionty 2 mM v matrix (Hunter et al., 1976)

(Hunter and Haworth, 1979b)
(Bernardi et al., 1992)
(Hunter et al., 1976)
(Bernardi et al., 1992)
(Hunter and Haworth, 1979a)
(Haworth and Hunter, 1979)
(Halestrap, 1991)

(Nicolli et al., 1993)

(Hunter and Haworth, 1979a)
(Rottenberg and Marbach, 1990)
(Hunter and Haworth, 1979a)
(Hunter and Haworth, 1979a)

Tab. 1: Stru¢ny piehled vlastnosti, jenz charakterizuji MPTP, a faktort, které otevieni

poru aktivuji nebo inhibuji. Upraveno podle (Beutner et al., 2017) a (Hurst et al., 2017).
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2. 3. Molekularni struktura MPTP

MPTP je dnes definovany jako multiproteinovy komplex vnitini a vnéjsi
mitochondrialni membrany, ktery miize za urcitych podminek vytvofit membranovy
napétové fizeny neselektivni por (kanal). Nazory na molekuldrni slozeni péru se
v pribéhu dosavadniho vyzkumu nékolikrat meénily. Genetické experimenty vSak
vylouéily vétSinu proteinti, o kterych se uvazovalo, ze by mohly tvofit molekularni
podstatu MPTP a tyto proteiny jsou nyni povazovany za regulacni slozky. Mezi ¢etnymi
komponenty, které byly navrzeny, je pouze cyklofilin D (Cyp-D) prokazan jako skutecny

regulator MPTP, nicméné to rovnéz neni strukturalni slozka.

2. 3. 1. Prvni (proteinovy) model MPTP

Piivodni pfedstavy o molekularni struktute MPTP byly velmi jednoznacné.
Predpokladalo se, ze por tvoii tfi zakladni komponenty: adenin nukleotidovy translokator
(ANT) (Hunter and Haworth, 1979a), napétové fizeny aniontovy kandl — voltage
dependent anion channel (VDAC) (Szabo et al., 1993, Szabo and Zoratti, 1993) a Cyp-D
(Crompton et al., 1998, Woodfield et al., 1998). VDAC je vyznamny porin lokalizovany
na OMM, ANT je transportér IMM a Cyp-D je enzym v matrix mitochondrii. Spole¢nou
interakei jsou tyto slozky schopny vytvofit Ca®" dependentni a cyklosporin A senzitivni
por, propojujici vnéjsi a vnitini mitochondridlni membranu (obr. 1) (Beutner et al., 1998,
Crompton et al., 1998, Zamzami and Kroemer, 2001). Mezi struktury tvofici plivodni
model MPTP byl zahrnut rovnéz fosfatovy prenasec (PiC) (Crompton and Costi, 1988,
Herick et al., 1997, Leung et al., 2008), dale translokatorovy protein (TSPO) dfive
nazyvany mitochondridlni benzodiazepinovy receptor (BPR) (McEnery et al., 1992),
hexokindza II (HK), kreatinkindza (CK) a proteiny Bcl-2 rodiny (Beutner et al., 1998,
Marzo et al., 1998) (obr.1). V pribéhu néckolika desitek let usilovného hledani
molekularni podstaty poru ptibyla celé fada dalSich proteini a byly prezentovany modely
poru ve fazi oteviené a zaviené (obr. 3) (Baines, 2009, Doul and Charvatova, 2017,
Zamzami and Kroemer, 2001, Zorov et al., 2009). Pomoci genetickych studii se vSak
prokdzalo, ze vSechny tyto navrzené proteiny, nejsou nezbytné pro funkci MPTP, ale
podileji se spiSe na jeho regulaci (Baines et al., 2007, Gutierrez-Aguilar et al., 2014,
Kokoszka et al., 2004, Sileikyte et al., 2014). Nicméné¢ jedna z poslednich praci navraci
do hry opét ANT. Autofi, na zaklad€ genetickych pokusti, navrhuji, Ze MPTP se sklada
ze dvou odliSnych molekularnich struktur: ANT a neznamé molekuly zavislé na Cyp-D

(Karch et al., 2019).
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MPTP - uzavreny MPTP - otevieny

NAD*
ﬁ/ g matrix

Obr. 3: Jeden z pivodnich modeld MPTP v uzavieném a otevieném stavu. Upraveno

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

2. 3. 2. ATP — syntazovy model MPTP

Model MPTP prosel v poslednich dvaceti letech radikalni zménou. Pivodni
strukturalni komponenty (VDAC, PiC a TSPO) jiz nelze povazovat za esencialni, ale spis$
za regulacni soucast poru. Jednou z poslednich molekul, ktera je spojovana se strukturou
MPTP je ATP syntaza. ATP syntadza se sklada z n¢kolika podjednotek a funkéné se déli
na dvé zakladni ¢asti (oznaCované jako domény F1 a F0). Katalyticka F1 doména
je lokalizovana v matrix mitochondrii. Centralni a periferni stopkou je pfipojena
k FO doméné, kterd je zanofena do IMM (obr. 4). V pribéhu zkoumani strukturdlni
podstaty MPTP tvofené ATP syntdzou vznikaly prakticky sou€asné dva modely MPTP.
Prvni predpoklad4d, ze MPTP vznika na rozhrani dvou ATP syntdzovych jednotek
(dimeru ATP syntazy) (Bernardi et al., 2015a, Giorgio et al., 2013). Druhy model uvadi
jako hlavni strukturalni jednotku MPTP ¢ kruh ATP syntazy (Alavian et al., 2014, Bonora
et al., 2013). Poprvé, tak byla formulovana mozZnost, Ze pér by nemusel mit vlastni
strukturdlni komponenty a mohl by vznikat na rozhrani dvou ATP syntdzovych
proteinovych komplexii nebo jen jejich nékterych casti (obr. 4) (Bonora et al., 2022,

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

ATP syntaza - dimer ATP syntaza s oddélenou c podjednotkou

Obr. 4: Model MPTP na rozhrani dvou ATP syntdzovych jednotek (dimeru) a model
MPTP po oddéleni ¢ kruhu z ATP syntdzové jednotky. Upraveno podle (Bonora et al.,
2022, Panel, 2018).

2. 3. 2. 1. Dimery ATP syntazy jako molekularni podklad MPTP

ATP syntaza je sice pln€ funkéni jako monomer, nicméné bylo prokdzano, ze
vytvaii dimery a oligomery, které zvySuji jeji enzymatickou aktivitu (Bornhovd et al.,
2006). Tvorba dimerti a oligomerGi umoziuje ohybani IMM a pfispiva ke spravné
modelaci mitochondrialnich krist (Davies et al., 2012, Wittig and Schagger, 2008).
Vlastni kanal (MPTP) by se pak mél formulovat mezi dvéma FO podjednotkami
ATP syntaz (Bonora et al., 2022, Giorgio et al., 2013). Nicméné¢ tvorb&é dimerl
ATP syntaz, jez by utvarely strukturalni podstatu MPTP, neodpovida nasledujici fakt.
Mitochondrie mladych jedincti maji vétsi pocet dimertt ATP syntdz a snizenou citlivost
k aktivaci MPTP neZz mitochondrie starSich jedinc. V pribéhu starnuti organismu
totiz dochazi k rozpojeni dimer ATP syntdzy, coz vede ke zméné uspoiadani
mitochondrialnich krist az k jejich zaniku, poklesu produkce ATP (Daum et al., 2013)
a zvysené frekvenci aktivace MPTP (Panel et al., 2018). Uloha dimeru ATP syntizy
jako strukturalni slozky MPTP neni tak jednozna¢nd a byla v poslednich letech
predmétem fady studii s protichtidnymi vysledky (Carraro et al., 2014, He et al., 2017a,
Mnatsakanyan et al., 2019, Urbani et al., 2019).
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2. 3. 2. 2. Cpodjednotka ATP syntazy jako hlavni komponenta MPTP

Nejnovéji byl MPTP spojovan s ¢ podjednotkou ATP syntazy (Alavian et al.,
2014, Bonora et al., 2013). Jeden z navrhovanych modeli predpokladal, ze v dasledku
konformacnich zmén v F ¢asti ATP syntazy dojde k oddéleni ¢ podjednotky a vytvoteni
poru piimo v této membranové slozce ATP syntazy (Bonora et al., 2017). Dal$i model
navrhoval, Ze c podjednotka ATP syntazy interaguje s ANT a/nebo PiC a/nebo Cyp-D
aspolecné¢ s VDAC vytvaii supramolekuldrni komplex tzv. ATP syntasom. Tento
komplex umoziuje efektivni prabéh oxidativni fosforylace, nicméné za urcitych
podminek by mohl vytvaret MPTP (Beutner et al., 2017, Halestrap, 2014, Chen et al.,
2004, Chinopoulos and Adam-Vizi, 2012, Ko et al., 2003, Paradies et al., 2019).
Genetické pokusy vSak potvrdily, ze c podjednotka ATP syntdzy nevytvari strukturu
MPTP. V bunkach, ve kterych byla down-regulovana syntéza proteinii pro vSechny
ti1 izoformy ¢ podjednotky ATP syntazy, nebyl prokazan rozdil v MPT oproti kontrolnim
buinkam (He et al., 2017b). Naproti tomu jind studie ptedpoklada, ze c¢ podjednotka
ATP syntazy je dulezitou strukturalni komponentou MPTP (Neginskaya et al., 2019).
Nicméné rozuzleni ptiSlo ve stejném roce (2019), kdy byla publikovana prace, jez
z molekularni struktury MPTP definitivné vylucuji ATP syntdzu. Byl totiz prokazan
kalciem indukovany MPT i v mitochondriich s absenci ATP syntazy (Carroll et al., 2019),

coz vede k zavéru, ze ATP syntdza nevytvaii molekuldrni podklad MPTP.

2. 3. 3. Dal§i modely MPTP

Jak je patrné z vysSe popsanych vysledkt, témét 70 let usilovného badéani nevedlo
k objasnéni molekularni podstaty MPTP. Prvni zminky o MPTP jsou z roku 1953
(Raaflaub, 1953) a dnes, 70 let poté, mame k dispozici pouze kandidaty na jeho sloZeni
(Karch and Molkentin, 2018). MoZna se budeme muset spokojit s vySe uvedenymi
navrhy, ze MPTP nemusi mit sviij vlastni molekularni podklad. Miize existovat nékolik
ruznych pord a tvofit je mohou rizné komponenty (Bonora et al., 2022). Z ptedeslého
obdobi vyzkumu tak zlstava predstava, o které uvazovali jiz i Szabovéa a Zoratti (2014),
ze MPTP by mohl vznikat na rozhrani dvou proteini mitochondridlni membrany.
To znamena, Ze kalciem indukovany, CsA inhibovany vznik poéru by mohl znamenat
vznik odlisSnych kandld na rozhrani dvou stejnych nebo raznych molekul, ¢i komplext
(Gerle, 2016, Szabo and Zoratti, 2014). Tyto hypotézy se zacaly objevovat jiz diive
ve star$i literatufe. Napiiklad kdyZ se prokazalo, ze existuji dva pory, citlivy/necitlivy

na CsA (Davidson and Halestrap, 1990) nebo vysoko- a nizkonapétovy (Ichas and Mazat,
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1998, Zorov et al., 1992), a také kalciem indukované bobtnani s malou a velkou
amplitudou (Azzi and Azzone, 1965a, Azzi and Azzone, 1965b), ale pfitom nebylo jasné,
zda se jedna o modifikaci jednoho poéru nebo o dva rizné pory. Stejné tak, kdyz byly
dolozeny rozdily v bobtnani pro heterogenni populace mitochondrii v jedné tkani, napf.,
ze subsarkolemalni a interfibrilarni frakce kardiomyocytt se 1i§i hodnotami koncentrace
kalcia nezbytnymi pro otevirani poru (Hofer et al., 2009).

V tuto chvili je mozno uvazovat o existenci n¢kolika typti pért. Této variant€ je,
jak jiz bylo zminéno, nejvice pozornosti vénovano v obsahlém c¢lanku Szabové
a Zorattiho (2014) o mitochondridlnich iontovych kandlech, ktery ma 90 stran
a 1457 citaci. Na tad¢é mist této publikace je vyjadiena pietrvavajici nejistota ohledné
struktury MPTP, napt. témito slovy: ,,MPTP je mnohotvarny a multifaktoridlni
jev bez jednoznacné zavislosti na kterémkoliv jednotlivem parametru.* ,,Vzhledem
k chybeni konecnych genetickych ditkazii o jeho slozeni musi byt MPTP definovan
operativné (funkcné) na zdakladé svych farmaceutickych a biofyzikalnich viastnosti.*
»Permeabilizace (narist propustnosti) vnitini mitochondrialni membrany docela dobre
muze byt vysledkem aktivace nebo vzniku vice nez jednoho druhu kandalu, tedy je nutné
mit na paméti i moznou existenci vice nez jednoho MPTP.“ Tato konstatovani potvrzuji,
ze nekolik desitek let trvajici usili fady svétovych laboratoti popsat molekularni strukturu
jednoho z vyznamnych bunéfnych mechanismil, bylo zaméfeno Spatnym smérem
(Biasutto et al., 2016, Izzo et al., 2016). To znamena4, Ze nebralo v ivahu fakt, Ze pérem

muze byt také jen a pouze ,,dira“ (otvor v mitochondrialnich membranéch).

2. 4. Faktory regulujici otevieni MPTP

Funkéni stav MPTP ovliviiuje cela fada faktorti, ptehledné popsanych napf.
v praci Hursta a spolupracovniki (2017), (rovnéz tabulka 1). Byly prokazany endogenni
1exogenni faktory (obr. 5), které moduluji otevieni MPTP, mezi néZ patii porucha
kalcioveé (Gunter and Pfeiffer, 1990, Gunter et al., 2004, Hunter et al., 1976, Tedeschi and
Hegarty, 1965) nebo fosfatové (Azzone and Azzi, 1965b, Kowaltowski et al., 1996a,
Tedeschi et al., 1965) homeostdzy ¢i zvySena tvorba ROS (Tajeddine, 2016), ptipadné
jejich vzajemné kombinace (Byrne et al., 1999, Crompton and Costi, 1988, Drahota et al.,
2012a, Endlicher et al., 2019). Oxidanty mimo jiné svymi ucinky zvysuji schopnost
Cyp-D vazat se k ANT a tim zvy3uji citlivost MPTP k Ca*" iontiim (Brustovetsky et al.,
2002, Connern and Halestrap, 1994).
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Obr. 5: Jeden z dalSich modelit MPTP — ATP syntasom a vyznamné faktory regulujici
jeho funkéni stav. Zelené Sipky jsou u faktorti aktivujicich otevirani MPTP. Cervené
znacky jsou u €initell inhibujicich otevirani MPTP. Upraveno podle (Javadov et al., 2011,

Paul et al., 2008).

Ca" ionty, ROS a Cyp-D patii mezi nejvyznamnéjsi regulatory MPTP. Cyp-D se
nachazi jako rozpustny protein v matrix mitochondrii a ma vyznamnou roli v indukci
otevieni MPTP (Nicolli et al., 1996). Ukazalo se, Ze pro aktivaci otevirani poéru Ca>* ionty
je tfeba, aby se Cyp-D navazal na IMM, konkrétné¢ na ANT (Crompton et al., 2002,
Woodfield et al., 1998) a/nebo na fosfatovy pienase¢ (Leung and Halestrap, 2008, Leung
et al., 2008) a/nebo na ATP syntazu (Giorgio et al., 2009).
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Jak je uvedeno, Cyp-D se miiZe vazat na rizné molekuly, které by mohly tvofit
strukturu MPTP, ale dodnes nebylo zjisténo, kterd vazba je kliCova pro otevieni poru
a aktivaci MPT. Nicméné po vazbé Cyp-D na strukturdlni slozky MPTP mohou
Ca*" ionty vyvolat bobtnani mitochondrii, resp. otevieni péru (Gutierrez-Aguilar and
Baines, 2015). Rovnéz tato vazba vyrazné snizuje prahovou hodnotu intracelularni
koncentrace kalcia nutnou k aktivaci otevieni MPTP. Pomoci genetickych studii se
podaftilo prokazat, ze role Cyp-D je zasadni, a pro otevieni MPTP bez této interakce, je
zapotiebi nékolikanasobné vyssi koncentrace Ca®" iontd (Baines et al., 2005). Zvysena
exprese Cyp-D zvysuje citlivost poru k Ca?* iontiim (Lam et al., 2015) a knock-out genu
pro Cyp-D naopak snizuje citlivost MPTP k Ca** iontiim, Pi a ROS (Basso et al., 2005,
Shum et al., 2016). Aktivitu Cyp-D Ize inhibovat CsA (Halestrap and Davidson, 1990,
Nicolli et al., 1996), nicmén¢ se nejednd o absolutni inhibici poru, a otevieni MPTP lze
aktivovat vysokou koncentraci Ca** iontd, jak bude diskutovéno v experimentalni ¢asti
habilita¢ni prace. Dosavadni down-regulace jednotlivych predpokladanych strukturalnich
¢asti MPTP nebo inhibice poru pomoci CsA vzdy pouze snizila citlivost MPTP
k Ca*" iontim. Velmi dilezitym milnikem proto bylo kompletni zablokovani MPTP.
Potlaceni exprese gent vsech tfi izoforem ANT a zaroven genu pro Cyp-D vedlo
k naprosté deaktivaci MPTP (Karch et al., 2019). Cyp-D je tak zatim jedind prokazana
nepostradatelnd regulaéni komponenta MPTP. Nadéle ale zistavd otdzka, na jakou
strukturu poru se Cyp-D pfi aktivaci MPT véze a za jakych podminek.

P#i vstupu Ca®" iontli do mitochondrii dochazi ke stimulaci bun&éné respirace
a zvysené produkci ROS, kvili cemuz je MPTP v této fazi vyrazné citlivéjsi ke kalciovym
iontlim (Starkov, 2008, Tajeddine, 2016). Stimulovana aktivita komplexu I respira¢niho
fetézce ma rovnéz znacny vliv na citlivost MPTP ke kalciovym iontim. Tok elektronti
ptes komplex I podporuje aktivaci kalciem indukované propustnosti mitochondridlnich
membran. Citlivost MPTP ke kalciovym iontim se zvySuje (Fontaine et al., 1998a)
apouziti rotenonu (inhibitor komplexu I) vede naopak k poklesu citlivosti poru
k Ca*" iontlim (Li et al., 2012). Dokonce bylo navrzeno ze komplex I respiraéniho fetézce
by mohl byt soucasti MPTP (Fontaine et al., 1998a).

Citlivost poru naopak inhibuji Mg** ionty, jez s Ca®* ionty soutéZi o vazebna mista
a jsou schopny inhibovat Ca®" kandly v plazmatické membrané, a regulovat koncentrace
Ca?" iontd v mitochondriich (Bernardi et al., 1992, Hunter et al., 1976). Fe?" ionty
indukuji MPT (Gall et al., 2012, Gogvadze et al., 2003, Rauen et al., 2004) a dalsi
bivalentni ionty (Mn**; Ba**; Sr**) rovné&Z piisobi na MPTP (Bernardi et al., 1992, Hunter
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et al., 1976). Velmi silnym hra¢em v regulaci MPTP je anorganicky fosfat (Pi) (Azzone
and Azzi, 1965b, Crompton and Costi, 1988, Tedeschi et al., 1965). Pi indukuje MPT,
tim Ze zvysuje citlivost MPTP k Ca?" iontiim. Jeho u¢inky, hlavné v kombinaci s dal§imi
regulatory MPTP, jsou detailné popsany v experimentalni ¢asti habilita¢ni prace autora.

Por déle ovliviiuji adeninové nukleotidy (Lehninger, 1959). Fyziologické
koncentrace adeninovych nukleotidl snizuji citlivost MPTP k jeho otevieni. ADP patii
mezi silné endogenni inhibitory MPTP a jeho pfidani k bobtnajicim mitochondriim, vede
k uzavieni MPTP. Inhibice péru je vysledkem vazby ADP na ANT, které stabilizuje ANT
v m-konformaci (Hunter and Haworth, 1979a). Hodnota pH v matrix mitochondrii
je dal$im vyznamnym endogennim faktorem, jez ovlivituje MPTP. K otevieni poru
dochazi pii hodnotach pH kolem 7,4. Protonace histidinovych zbytkli Cyp-D, v disledku
nizkého pH, vede k uvolnéni Cyp-D z vazby na struktury tvotici MPTP a k uzavieni poru
(Halestrap, 1991, Haworth and Hunter, 1979, Nicolli et al., 1993).

Dalsi regula¢ni molekulou jsou mastné kyseliny (Zborowski and Wojtczak, 1963).
Neesterifikované mastné kyseliny s dlouhym fetézcem aktivuji otevieni MPTP
(Lehninger and Remmert, 1959). Jejich mechanismus U¢inku je dan vysokou afinitou
k ANT. Mastné kyseliny stabilizuji ANT naopak v oteviené c-konformaci (Skulachev,
1991). Mezi dalsi faktory, jez reguluji MPTP, patii hormony $titné zlazy (Endlicher et al.,
2016, Lehninger, 1960b, Tapley, 1956), melatonin (Martinis et al., 2012, Petrosillo et al.,
2009) a dalsi latky. Por je kontrolovan celou fadou pfidruZenych proteint (Szabo and
Zoratti, 2014). Nékteré z nich proces otevirdni poéru aktivuji, jiné inhibuji (obr. 5
a tabulka 1). Nezanedbatelné jsou také posttranslacni modifikace a vazba iontd na tyto

pfidruZené proteiny ¢i na samotny por (Alves-Figueiredo et al., 2021).

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

MPTP je rovnéz regulovan napétim a otevieni poru je jednim z dilezitych
mechanism, které vyznamnym zpisobem ovliviiuji iontovou a energetickou homeostazu
bunky (Hunter et al., 1976). Por vykazuje n€kolik vodivych stavii a v zavislosti na napéti
se MPTP muze otevirat na kratkou (milisekundy) nebo dlouhou (sekundy) dobu
s riznou permeabilitou (Biasutto et al., 2016). Vodivost tohoto kanalu se pohybuje
0d 0,3 do 1,5nS, a vykazuje mirnou anion-selektivitu, nicméné¢ se mize piepnout
na kation-selektivni kanal (Bonora et al., 2022, Ichas and Mazat, 1998, Szabo and Zoratti,
2014, Zorov et al., 1992). V piehledové praci Beutnera a spolupracovnikd (2017)

jsou shrnuty podrobné informace o vodivosti péru za rlznych experimentalnich
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podminek a pro jednotliva strukturdlni uspotddani MPTP. Otevieni MPTP je do urcité
miry reverzibilni (Hunter et al., 1976) a MPTP mitize byt otevien ve dvou riznych
modech, a to pfechodné ¢i trvale (Boyman et al., 2019, Jacobson and Duchen, 2002,
Petronilli et al., 1999).

Otevieni MPTP rozhoduje o zivot¢ a smrti buiikky. Kratkodobé, reverzibilni
otevieni MPTP s nizkou vodivosti je spojeno s uvolilovanim signalnich molekul, dale
chrani mitochondrie pied oxidaénim poskozenim a podili se na redistribuci Ca*" iontfi
a regulaci transmembranového potencidlu (Ichas et al., 1997). Jeho otevieni umoznuje
transport protontl, Ca’"ionti a mitochondridlnich ROS (mtROS) z mitochondrii
do cytosolu (Boyman et al., 2019, Giorgio et al., 2018). Zména MMP vede k aktivaci
respiracniho fetézce a zrychleni toku elektront s ndslednym poklesem produkce mtROS
(Hausenloy et al., 2004, Zorov et al., 2000). Dlouhodobé¢, ireverzibilni otevieni MPTP je
spojeno s vysokou vodivosti a vede k dramatickym zménam. Dochézi ke kolapsu MMP
s ndslednou inhibici tvorby ATP. Mitochondrie dokonce samy spotiebovavaji
ATP. Ve snaze udrzet MMP totiz dochazi ke S§tépeni ATP a toku protonli
do mezimembranového prostoru (Zorov et al., 2009). Dale dochazi k poskozeni
suprakomplext respira¢niho fetézce (Jang et al., 2017), coz vede ke zpomaleni toku
elektronti ptres jednotlivé komplexy respira¢niho fetézce a zvySené tvorbé mtROS
(Batandier et al., 2004). Uvoliiovani mtROS, Ca®" iontd, NAD", glutathionu a dal3ich
metabolitd do cytosolu naruSuje bunécnou homeostdzu a zvySuje oxidacni poskozeni
proteint, jaderné DNA, membranovych fosfolipidd, iontovych kanald a transportéri
(Zorov et al., 2014). Vzhledem k nedostatku ATP dochazi k inhibici mitochondrialniho
metabolismu a az k indukci procestt vedoucich ke smrti buiiky (Bernardi and Rasola,

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

2. 5. 1. Mitochondrie a MPTP jako vyznamny amplifikdtor kalciového signdlu

Ca®" ionty funguji jako druzi poslové bunééné signalizace. Mitochondrie
vyznamné ovliviuji koncentraci Ca** iontdi v cytosolu b&hem signalizace a prechodné
otevieni MPTP ma4 klicovou roli v tomto procesu (Feng et al., 2017, Giorgi et al., 2008,
Miller, 1998). Pii pfenosu signalu, kdy se kalciové ionty uvoliiuji z ER do cytosolu, totiz
mitochondrie pfijimaji ur¢ité kvantum Ca®"iontl, které jsou pozd&i schopné
op¢t uvolnit. Pfechodnym zadrZenim c¢ésti kalciovych iontli jsou tak mitochondrie
schopné modulovat (zeslabit/zesilit nebo zkratit/prodlouzit) intenzitu kalciového signalu

v cytosolu (Rasola and Bernardi, 2011). Mitochondrie tak generuji noveé kalciove signalni
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vlny napfi¢ cytosolem. Tento proces se nazyva Ca®" dependentni uvolnéni kalciovych
iontl ,, mitochondrial calcium induced calcium release”. Otevienym MPTP dochazi
rovnéz k uniku protont, a tedy 1 k poklesu protonového gradientu. V cytosolu tim dochazi
ke vzniku depolarizac¢nich vin a amplifikaci kalciového signalu vyvolané¢ho uvolnénim
Ca?"ionti z ER (Endo, 2009, Ichas et al., 1997). Za fyziologickych podminek je
koncentrace Ca®"iont v mitochondriich nizkd, nicmén& pii poruseni kalciové
homeostazy a v prubéhu rozvoje onemocnéni jsou mitochondrie schopné pojmout velké
mnozstvi t&chto iontd. V disledku zna¢né akumulace Ca®'iontli v mitochondriich
dochdzi k otevieni MPTP, bobtnani mitochondrii a prasknuti OMM, coz mé za nasledek
iniciaci signaliza¢ni kaskady vedouci az k bunécné smrti (Garbincius and Elrod, 2022,

Orrenius et al., 2015).

2. 5. 2. MPTP a bunécna smrt

Mitochondrie hraji centralni roli ve spousténi programované bunécné smrti (Tait
and Green, 2013). PoSkozeni malého mnoZzstvi mitochondrii v buiice vede k jejich
odstranéni autofagickou cestou (Green et al., 2011), v ptipadé poskozeni velkého poctu
mitochondrii vSak dochazi, v zavislosti na dostupnosti ATP, k navozeni apoptézy nebo
nekrozy buinky (Kroemer et al, 2007). Cesta k indukci bunééné smrti vnitini
(mitochondrialni) cestou pak vede pies permeabilizaci OMM a tento proces muze byt
aktivovan dvéma mechanismy. Prvni cesta, jeZ vede k permeabilizaci OMM, je aktivace
proapoptotickych proteinil rodiny Bcl-2, Bax a Bak (Tait and Green, 2010, Wei et al.,
2001). Tyto proteiny se nachazeji na OMM a po aktivaci jsou schopné tvofit v membrané
pory, kterymi prochazi do cytosolu jiz zmiflované mezimembranové induktory apoptdzy
(napf. cytochrom c) (Kale et al., 2018). Druhy zpiisob je indukce permeabilizace IMM,
a to otevienim MPTP, s naslednym porusenim celistvosti OMM (Kroemer et al., 2007).
V obou piipadech dochéazi ke kolapsu MMP (Waterhouse et al., 2001), zastaveni
syntézy ATP a dalSich procesii zavislych na MMP, jako je napf. transport protein
(Ricci et al., 2004). Permeabilizace OMM v kone¢ném dlsledku vede opét k uvolnéni
proapoptotickych latek, které jsou lokalizovany v mezimembranovém prostoru nebo
vazany na mitochondridlni membrany, do cytosolu (Munoz-Pinedo et al., 2006). Pokud
buiika disponuje dostate¢nym mnoZstvim ATP, tak tyto latky nésledné aktivuji kaspazy,
jez indukuji apoptozu. V ptipad€ nedostatku ATP dochazi k rozvoji nekrdzy (Kroemer et
al., 2007, Leist et al., 1997).
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2. 6. MPTP a jeho role v procesu starnuti

V poslednich letech se v souvislosti s teorii starnuti stale ¢astéji hovoii o zméné
propustnosti mitochondridlnich membran (Angeli et al., 2021, Godoy et al., 2021,
Gonzalez-Freire et al., 2015, Sartori et al., 2022, Sautchuk et al., 2023, Zhou et al., 2019).
Zvysena indukce MPT starnoucich mitochondrii byla zpocatku povazovana za disledek
nespecifického poskozeni IMM vlivem aktivace Ca’** dependentnich fosfolipaz, které
svou aktivitou permeabilizuji IMM (Pfeiffer et al., 1979, Scarpa and Lindsay, 1972).
Nicméné dalsi studie prokazaly, ze jde o jiz zminovany MPTP, ktery je zodpovédny
za tento proces (Crompton, 2004). Jak jiz bylo uvedeno, MPT vznikd hlavné v dasledku
zvysené koncentrace Ca’'iontli v matrix mitochondrii a/nebo v disledku piisobeni
oxidacéniho stresu (Tajeddine, 2016). Oba tyto faktory maji s v€kem zvySujici se tendenci
kumulovat se v organismu. Vedou ke stale ¢astéjSimu otevirani MPTP a indukci bunééné
smrti starnoucich bunék (Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017).

Prvni dikazy o existenci rtizné citlivosti MPTP k Ca*' iontiim, a zvySujici se
frekvenci otevirani MPTP v prib¢hu ontogeneze piiSly uz pred vice nez 20 lety.
Rottenberg a Wu prezentovali, Ze aktivace MPTP je zvySena v lymfocytech starych mysi.
U téchto starSich lymfocyti byly MMP a respirace nizs$i nez u lymfocyt izolovanych
z krve mladych mysi a méfené parametry bylo mozno obnovit na normalni hodnoty
za pouziti inhibitoru MPTP CsA (Mather and Rottenberg, 2002, Rottenberg and Wu,
1997). V dalsi publikované praci mitochondrie izolované z jater a mozku starSich mysi
vykazovaly rovnéz vyssi citlivost k Ca®'iontiim. Rychlost bobtnani mitochondrii
(otevieni MPTP) po aktivaci kalciovymi ionty byla vyssi u starSich jedincti (Goodell and
Cortopassi, 1998). U téchto mitochondrii byla prokazana také niZ$i mitochondridlni
reten¢ni kapacita pro kalciové ionty (niz$i mnozstvi Ca®" iontii nutné k otevieni MPTP)
(Mather and Rottenberg, 2000).

Dalsi studie uz jen potvrdily vékem indukovanou zvySenou citlivost MPTP
k jeho regula¢nim faktorim. Byly nalezeny rozdily ve vlastnostech (citlivosti) MPTP
a ucincich starnuti na tento por mezi mitochondriemi izolovanymi z rliznych organisml
a riznych tkani (Rottenberg and Hoek, 2017). Navic byly prokazany i rozdily v citlivosti
MPTP mezi rliznymi typy bunék ze stejné tkang. Citlivost MPTP k Ca®"iontiim
u mitochondrii izolovanych z mozku, vykazovala rozdily nejenom na vé&ku zavislé
(Krestinina et al., 2015, Lores-Arnaiz et al., 2016, Marques-Aleixo et al., 2012), ale byla
ovlivnéna i oblasti mozku, ze které byly mitochondrie izolovany (Bambrick et al., 2006,

Brown et al., 2004, LaFrance et al., 2005). Dokonce i mezi mitochondriemi izolovanymi
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z riiznych mist v buice byly nalezeny odlisnosti v citlivosti MPTP k Ca?" iontlim zavislé
na véku (Brown et al., 2006, Hofer et al., 2009). V kombinaci s narusenou kalciovou
homeostazou a zvySenym oxidacnim stresem navozenym v prub¢hu starnuti hraje tento
fakt vyraznou roli v patogenezi nekterych neurodegenerativnich chorob spojenych se
starnutim organismu.

Ptehled praci zabyvajicich se vékovée a tkanoveé dependentnimi zménami citlivosti
MPTP je uveden v tabulce 2. Variabilita v citlivosti MPTP k jeho regulacnim faktoram
pravdépodobné vyplyva z velkych rozdili v expresi a aktivité proteind, které reguluji
aktivaci (otevieni) MPTP. Farmakologické inhibitory, napt. CsA, jsou v pritbéhu starnuti
organismu rovné¢z mén¢ ucinné v inhibici MPTP a prodlouzeni doby nezbytné k jeho
otevieni (Garcia et al., 2009, Liu et al., 2011). Naristajici citlivost MPTP k faktorim
indukujicim jeho otevieni v pribé&hu starnuti organismu tak podporuje hypotézu postupné
aktivace MPTP a zvySené proapoptotické vnimavosti pozorované v riznych organech

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

Druh: | Tkan: Reference:
mys lymfocyty (Mather and Rottenberg, 2000, Rottenberg and Wu, 1997)
mys T lymfocyty (Mather and Rottenberg, 2002)

v

mys$ jaterni mitochondrie (Goodell and Cortopassi, 1998, Mather and Rottenberg, 2000)
potkan | jaterni mitochondrie (Endlicher et al., 2021)

mys$ mozkové mitochondrie | (Lores-Arnaiz et al., 2016, Mather and Rottenberg, 2000)

potkan | mozkové mitochondrie | (Brown et al., 2004, Krestinina et al., 2015, LaFrance et al., 2005)
mys$ srde¢ni mitochondrie (Fernandez-Sanz et al., 2015, Fernandez-Sanz et al., 2014)
potkan | srde¢ni mitochondrie (Escobales et al., 2014, Jahangir et al., 2001, Ljubicic et al., 2010,
Petrosillo et al., 2010)

potkan | mitochondrie pfi¢né (Marzetti et al., 2008, Picard et al., 2011, Picard et al., 2010)

pruhovaného svalu

potkan | myocyty (Liu et al., 2011)

¢lovék | permeabilizované (Gouspillou et al., 2014)
myofibrily

mys$ osteocyty (Shum et al., 2016)

Tab. 2: Ptehled praci podporujicich zvySenou citlivost MPTP k jeho regula¢nim
faktoriim indukovanou starnutim organismu v riznych organismech, tkdnich a bunikéch.

Upraveno podle (Rottenberg and Hoek, 2017).
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2. 6. 1. Zmény citlivosti MPTP k jeho regulacnim faktoriim indukované starnutim

MPTP hraje klicovou roli v procesu starnuti organismu a existuje celd fada vékem
indukovanych stimull, jenz aktivuji otevieni MPTP. Nejc€astéji néarist koncentrace
mitochondrialniho kalcia a/nebo ROS zvysuji frekvenci otevirani MPTP béhem starnuti
(Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017). Oxidacni stres a relativné vysoké
koncentrace Ca*" iontli méni permeabilitu IMM. Zména propustnosti vede ke kolapsu
MMP, depleci ATP a vyznamné ovliviiuje bunécnou (kalciovou) signalizaci. Bylo
prokazano, ze v pribéhu starnuti dochdzi nejenom k zasahu do homeostazy kalcia
(Buchholz et al., 2007), ale i ke zm&nam citlivosti MPTP viigi Ca®* iontim (Endlicher
etal., 2021) a dalSim faktorim regulujicim jeho otevieni. Dobfe fungujici regulace
koncentrace kalcia v matrix mitochondrii, t¢inna eliminace vzniklych mtROS a vysoky
MMP tak vyznamnég brani otevieni MPTP v mladém véku (Rottenberg and Hoek, 2017)
(obr. 6).

mitochondrie mladych jedinc(i endoplazmatické
retikulum . . ¢

cytozol

ATP syntaza - dimér

Obr. 6: Vliv Ca?" iontt, ROS a MMP v procesu aktivace MPTP béhem starnuti. Obrazek
poukazuje na uspofadani mitochondrialnich krist a probihajici procesy v mitochondriich

mladych jedinct. Upraveno podle (Panel et al., 2018, Paradies et al., 2013).
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Béhem starnuti se v mitochondriich zvysuje koncentrace Ca*" iontli a produkce
ROS. Dochazi k poklesu MMP a t¢innosti antioxida¢niho systému (superoxiddismutéza
(SOD) a glutathionperoxidaza (GPx)). U starSich jedinct dochazi také k rozpojeni dimerti
ATP syntazy, coz vede k prestavbé mitochondrialnich krist az k jejich zaniku a poklesu
produkce ATP (Daum et al., 2013, Panel et al., 2018). Oxida¢ni poskozeni transportéra
Ca?" iontii rovnéz ovliviiuje kalciovou homeostdzu v mitochondriich (Dong et al., 2017).
Tyto zmény se projevi zvySenim koncentrace Ca’'iontl v matrix mitochondrii
a Ca’" ionty se tak stivaji primarnim spoustééem otevieni MPTP. Mitochondrialni
respiracni fetézec je hlavnim zdrojem, ale i cilem mtROS. Peroxidace komplext
respiraéniho fetézce nasledné vede k dalsi produkci mtROS a poklesu MMP
v zacarovaném kruhu. ZvySend produkce mtROS rovnéZ podporuje oxidaci kardiolipinu,
jenz je pevné vdzan na ANT a jehoz peroxidace ma za nésledek zvySenou citlivost MPTP
k Ca®" iontim (Hoffmann et al., 1994, Panel et al., 2018, Paradies et al., 2014, Petrosillo
et al., 2006) (obr. 7).

R endoplazmatické

ROS < * mitochondrie starych jedinci _
o | retikulum . .

©

=
a8 88t=_
i: e

ATP syntaza - monomér - . .

L.
°
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Ca? e, %8 " *, he. mMatrix §
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Obr. 7: Vliv Ca?" iontt, ROS a MMP v procesu aktivace MPTP béhem starnuti. Obrazek
poukazuje na uspotadani mitochondrialnich krist a probihajici procesy ve starnoucich

mitochondriich. Upraveno podle (Panel et al., 2018, Paradies et al., 2013).
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Nicméné mtROS rovnéz indukuji mechanismy, které maji protektivni vliv
na mitochondrie. Mitochondridlni poSkozeni vyvolané mtROS nebo piimo samotné
mtROS iniciuji signély, které aktivuji nékolik drah chranicich mitochondrie
pied oxidac¢nim stresem (obr. 8). Dale spoustéji kaskady zpomalujici starnuti, inhibujici
bunécnou smrt a zvySujici zivotnost bun¢k (Desjardins et al., 2017, Sun et al., 2016).
Metabolismus spojeny s nartistem produkce mtROS indukuje signalizaci do jadra,
kde mtROS aktivuji reakci poskozeni jaderné deoxyribonukleové kyseliny (nDNA)
»DNA damage response “ (DDR), ktera v ném spousti kaskadu ochrannych mechanismu
(Fang et al., 2016, Golia et al., 2015, Sun et al., 2016).

V buiikdch mladych zvifat neni otevirdni MPTP tak casté. Mirngj$i produkce
mtROS spousti rizné protektivni mechanismy, které upravuji bunééné procesy a chrani
mitochondrie a buiiku pied oxida¢nim poskozenim (Patterson et al., 2015, Reczek and
Chandel, 2015, Wei and Kenyon, 2016). Vzniklé mtROS jsou nésledné¢ eliminovany
ucinnymi antioxida¢nim systémy. AvSak pfi ptekroceni jejich kapacity zvySeny oxidacni
stres aktivuje otevirani MPTP. Kratké a obcasné otevirani MPTP stimuluje ochranné
cesty (pokles produkce mtROS) (Feng et al., 2017, Hou et al., 2014), nicméné opakované
a dlouhodobé otevirani MPTP vede k dal§imu oxidacnimu poskozeni, které mtize urychlit
proces starnuti a vést az k bunécné smrti (Rottenberg and Hoek, 2017).

Oxidaéni stres, jenz se kumuluje v pritbéhu starnuti, poskozuje mitochondridlni
suprakomplexy respira¢niho fetézce a transportéry Ca®"iontli v endoplazmatickém
retikulu (ER), v mitochondrii a v plazmatické membrané (obr. 8), coz vede ke zvySené
produkci mtROS a pietizeni mitochondrii Ca®" ionty, které dale zvysuji frekvenci
otevirani MPTP (Batandier et al., 2004, Fernandez-Sanz et al., 2015, Fernandez-Sanz et
al., 2014, Jang et al., 2017). ZvySend koncentrace mtROS, uvolnénych pies MPTP
do cytosolu miiZe pfemoci antioxidacni systémy buriky, coZ vede k rozsahlému poskozeni
nDNA a zvysSené proapoptotické signalizaci (Fang et al., 2016, Gomes et al., 2013, Imai
and Guarente, 2014, Nicolai et al., 2015). Vysledkem téchto procest je snizeni ochrany
ptred u¢inky ROS spolu s pfevahou proapoptotické drahy. VSechny tyto zmény oslabuji
mitochondrialni ochranné systémy pifed plisobenim a tvorbou dal§ich mtROS, a dale
zvysuji citlivost MPTP k jeho regulacnim faktorim. Tento cyklus vede k castéjSim
a delSim aktivacim otevirani MPTP. Postupné dochazi ke slabSi a slabsi signalizaci
ochrany pfed uc¢inky mtROS a silnéjsi a silnéjsi proapoptotické signalizaci. Cely tento
proces nakonec smetuje k ireverzibilnimu otevieni MPTP, k poskozeni mitochondrii,

ptipadné az k buné¢né smrti (Rottenberg and Hoek, 2017, Rottenberg and Hoek, 2021).
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2. 6. 2. Vliv kalciové homeostazy na aktivaci MPTP v pritbéhu starnuti

Zvysena koncentrace Ca®" iontli v matrix mitochondrii byla prvnim popsanym
faktorem nezbytnym pro aktivaci otevieni MPTP (Haworth and Hunter, 1979,
Hunter et al., 1976). Dokonce uz v roce 1969 popisovali Hackenbrock a Caplan kalciem
indukované zmény ve struktufe izolovanych mitochondrii. Jak jiz bylo feceno,
Ca?" ionty, ROS, Cyp-D a ANT jsou zatim jediné prokazané klicové komponenty
dalezité¢ pro otevieni/regulaci MPTP (Karch et al., 2019, Tajeddine, 2016). Ptetizeni
mitochondrii Ca** ionty je zakladnim spoustééem otevieni MPTP a zmény v homeostaze
intracelularniho, potazmo mitochondridlniho kalcia tak vyrazné ovliviiyji jeho funkéni
stav. Citlivost MPTP k Ca?" iontéim, které maji sva vazebna mista na matrixové strané
IMM, ale vyznamné ovliviiuji i dalsi faktory, jako je jiz zmiflovany oxidacni stres, vysoka
koncentrace Pi a dalsi.

Je nesporné, zZe starnuti ma vliv na kalciovou homeostazu a ze v pribéhu starnuti
dochdzi ke zménam ve vazbé¢ a distribuci kalcia v buiice (Mattson, 2007). Tyto zmény
v kalciové homeostdze zvySuji mnozstvi kalcia v cytosolu a nasledné indukuji ptetizeni
mitochondrii Ca®" ionty. Schopnost vazat (pufrovat) cytosolové kalcium je u starsich
bun¢k obecné snizena (Pandya et al., 2015, Tsai et al., 1997). Oxida¢ni poskozeni
transportért a kanalii Ca®" iontfl, véetn& samotného mitochondrialniho kalciového kanalu
(MCU), jsou dal§imi vékem indukovanymi dé&ji, které ovliviiuji kalciovou homeostazu
bunky a pfispivaji k indukci bunééné smrti vyvolané kalciovym pretizenim (Andersson
etal., 2011, Cooper et al., 2013, Dong et al., 2017).

Jak bylo uvedeno, tak starnuti vyrazn€ meéni kapacitu transportu kalcia
pfes membrany a jeho skladovani v sarkoplazmatickém retikulu (SR) a ER. V prib¢hu
starnuti klesa také schopnost mitochondrii vazat Ca*"ionty a dochdzi ke zméndm
v kalciové komunikaci mezi SR/ER a mitochondriemi (Fernandez-Sanz et al., 2014,
Pandya et al., 2015). ZvySeny piimy transport kalcia z ER do mitochondrii vyusti
k nadbytku Ca®" ionti v matrix mitochondrii (Calvo-Rodriguez et al., 2016). Zvysena
bazalni hladina Ca*" iontii pak vede k aktivaci kalcium dependentnich enzymfl, jako jsou
fosfolipazy, protedzy a nukleazy a ke zménam oxidativni fosforylace (Jahangir
etal., 2001). Ca*"ionty vyznamné ovliviiuji produkci ATP dvéma mechanismy.
Ca®" ionty zvySuji aktivitu Krebsova cyklu tim, Ze stimuluji pyruvatdehydrogenazu,
izocitratdehydrogendzu a a-ketoglutaratdehydrogenazu. Pfi zvySené aktivité téchto
enzymu roste produkce mitochondridlniho NADH, substratu pro komplex I respira¢niho

fetézce. ZvySend dostupnost volného substratu zvysuje gradient protond, coz stimuluje
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produkci ATP (McCormack and Denton, 1989, McCormack et al., 1990). Druhy zptsob,
jehoz mechanismus neni zatim zcela objasnén, spo¢iva v piimé Ca*"indukované
stimulaci komplexu V, jez vede ke zvySeni produkce ATP (Das and Harris, 1990, Territo
et al., 2001). ZvySena aktivita respiracniho fetézce je ale spojena se vzestupem produkce
mtROS, jenz ve vysledku poskozuje enzymy respiracniho fetézce s naslednym poklesem
produkce ATP (Gunter et al., 2004, Nicholls and Ferguson, 2013, Tajeddine, 2016).
Zaverem lze shrnout, Ze staiim indukované zmény kalciové homeostazy ovliviuji
komunikaci mezi SR/ER a mitochondriemi, vedou ke zméndm v transportu kalcia,
poklesu produkce ATP a k zesileni oxidacniho stresu (Fernandez-Sanz et al., 2014, Szalai
et al., 2000). Toto pfetizeni mitochondrii Ca?"ionty, zvy$enou tvorbou mtROS
a poklesem produkce ATP pak vede k otevieni MPTP. Ve starnoucich buiikach je
koncentrace cytosolového volného kalcia ¢asto vyssi, nez je hodnota nutnd pro otevieni
MCU a pro piijem Ca*"iontli do mitochondrii. Rovnéz koncentrace Ca®" iontli nutna
k aktivaci a otevieni MPTP se v pritbéhu starnuti snizuje, coz v koneéném dusledku vede
k castéjSimu otevieni MPTP a kalciem indukované bunétné smrti u starSich bunék

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

2. 6. 3. Vliv zvysSené produkce ROS na aktivaci MPTP v pritbéhu starnuti

Mitochondrialni ROS jsou vyznamnym, mozné i nejvyznamng&j$im, regulacnim
faktorem, jez indukuje otevieni MPTP (Hunter and Haworth, 1979a, Tajeddine, 2016).
mtROS svymi u¢inky vyznamné snizuji koncentraci Ca®* iontii potiebnou k otevieni poru
(Drahota et al., 2012a, Endlicher et al., 2019, Halestrap et al., 1997). Rovnéz neni pochyb
o tom, Ze starnuti a zpomaleni transportu elektronli pfes komplexy respiracniho fetézce
vede ke zvySené produkci mtROS (Barja, 2014, Forkink et al., 2015). Vékem indukovana
zvySend produkce mtROS je pfipisovana oxida¢nimu poSkozeni jednotlivych komplexti
respiracniho fetézce a mitochondridlni DNA, ktera koduje proteiny téchto komplext.
To vede k syntéze defektnich komplexti respiracniho fetézce a tvorbé dalSich mtROS.
Tim vznikéd bludny kruh, ktery ma za nasledek s rostoucim vékem stale vice defektni
komplexy respiracniho fetézce a zpomaleni toku elektront pies tyto komplexy (Dai et al.,
2014, Zorov et al., 2014).

V pribéhu starnuti nedochdzi pouze k oxidaci jednotlivych komplexi
respiraéniho fetézce, ale 1 dalsi dilezité struktury jsou vystaveny ucinkim ROS.
Jednotlivé slozky MPTP a membranové mitochondridlni fosfolipidy, napt. kardiolipin,

podléhaji rovnéz oxida¢nim zménam. Vétsina proteintl, o nichZ je zndmo, Ze by se mohly
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podilet na molekularni podstat¢ MPTP, ptipadné na jeho regulaci, nese -SH skupinu,
ktera mtize podléhat oxidacim, jeZ nasledné vedou ke konformacnim a funkénim zménam
(Tajeddine, 2016). Bylo prokazano, ze oxidovany kardiolipin zvysuje citlivost MPTP
k Ca?" iontim (Petrosillo et al., 2006). Kardiolipin je specificky mitochondrialni
fosfolipid, ktery se vaze na riizné proteiny a hraje vyznamnou roli v molekuldrnim
uspotfadani a funkci IMM vcetné mitochondridlnich krist (Klingenberg, 2009, Schlame
and Greenberg, 2017). Vzhledem k tomu, ze se kardiolipin nachazi v blizkosti
zdroje mtROS a obsahuje vysoky podil nenasycenych mastnych kyselin, je nachylny
k lipoperoxidaci. Podil neposkozeného kardiolipinu se tak v disledku ptisobeni ROS
s vékem sniZzuje a zastoupeni oxidovaného kardiolipinu se zvySuje, ¢imz dochézi
ke zménam vlastnosti mitochondridlnich membran a zvySené citlivosti MPTP
k Ca" iontim (Paradies et al., 2019, Petrosillo et al., 2010).

ZvySena tvorba ROS a oxidace mitochondridlnich membranovych lipidi
a proteinti spojenych s MPTP tak podporuji hypotézu snadnéjsi aktivace MPTP béhem
starnuti. Struéné feceno, oxidacni stres, ktery vzrista ve stdrnoucich bunkach (Dai et al.,
2014), zvySuje frekvenci otevirani MPTP a to riznymi mechanismy, jez zase dale
potencuji produkci ROS a otevirani MPTP (Zorov et al., 2014). Je vhodné zminit, Ze
citlivost MPTP k Ca*" iontfim a ROS se méni nejenom v zavislosti na véku (Drahota et
al., 2012b, Mather and Rottenberg, 2000), ale je také tkanovée specificka (Endlicher et al.,
2009a) a zavisla na pohlavi (Milerova et al., 2016). Tyto rozdily v citlivost MPTP

k regula¢nim faktorim budou vice diskutovany v experimentalni ¢asti habilitacni prace.

2. 6. 4. Vékem navozené peroxidacni zmény ANT ovliviiujici MPTP

ANT byl hned od samého pocatku vyzkumu MPT povazovan za molekulu
nezbytnou pro spoluvytvareni MPTP (Brustovetsky, 2020, Hunter and Haworth, 1979a).
ANT interaguje s Cyp-D, ¢imZ snizuje prah pro aktivaci MPTP Ca*" ionty (Crompton et
al., 1998, Woodfield et al., 1998). PrestoZe prvni genetické experimenty prokazaly, Ze
ANT neni nezbytnou soucasti MPTP (Kokoszka et al., 2004), dal§i udaje svédci
pro dulezitou roli ANT pfi otevirani MPTP (Halestrap and Richardson, 2015) a dokonce
posledni genetické experimenty opét vraci ANT do hry jako jeho nezbytnou
strukturalni cast (Karch et al., 2019). Kardiolipin, jak jiZ bylo zminéno, se pevné vaze
na ANT a ovliviluje transport adeninovych nukleotidii (Hoffmann et al., 1994). Oxidace

kardiolipinu méni konformaci ANT a pravdépodobné i vlastnosti MPTP.
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Oxidace klicovych postrannich fetézcii bilkovin mize rovnéz ovlivnit funkéni
stav MPTP (Chernyak and Bernardi, 1996). Vzhledem k tomu, ze do dnesni doby neni
jednoznac¢né definovana molekularni struktura MPTP, nemtzeme tak piesné urcit, které
struktury podléhaji oxida¢nim zménam vedoucim k ovlivnéni citlivosti MPTP. Znama je
ale oxidace thiolovych skupin v aminokyseliné cysteinu (Go and Jones, 2017). Oxidaci
cysteinu se méni konformace proteini, o nichz se uvazuje, ze se podileji na tvorbé péru
nebo na regulaci jeho otevieni, jako je ANT (Costantini et al., 2000, Halestrap et al.,
1997), Cyp-D (Nguyen et al., 2011), ATP syntaza (Wang et al., 2013), pfipadné
i navrhovany komplex I respira¢niho fetézce (Chouchani et al., 2013) a dalsi.

ANT obsahuje tfi redukované cysteiny, které jsou obzvlasté citlivé k oxidaci
béhem starnuti (Yan and Sohal, 1998). Oxidace thiolovych skupin ANT v disledku
zvySeného oxidacniho stresu vede mimo jiné ke zmén¢ v usporadani ANT a jeho specifity
vici ADP (McStay et al., 2002). Vlivem zvySeného oxidacniho stresu dochazi nejprve
k oxidaci zminiovanych thiolovych skupin a posléze k ireverzibilnim zméndm. Vyznamné
jsou pak zmény na rozhrani ANT a kardiolipinu. V disledku téchto dé€ji dochazi
ke konformacnim zménam v uspofddani ANT a pravdépodobné ke vzniku MPTP
(Brustovetsky and Klingenberg, 1996, Hoffmann et al., 1994). V neposledni fad¢ dochazi
v prubéhu starnuti k oxidaci glutathionu, coz je dulezity antioxidant, a tim k naruSeni
rovnovahy produkce a eliminace ROS. Jakmile se cysteinové molekuly béhem starnuti
oxiduji, mizZe to piispivat ke zvySené citlivosti poru k jeho regulaénim faktortim a vyssi
frekvenci otevirani MPTP. Pokud je navic oslabena nebo vycCerpana antioxidaéni

kapacita, stdvaji se mitochondrie nachylné;Simi k MPT (Kowaltowski et al., 2009).

2. 6. 5. Vékem indukované zmény MMP a syntézy ATP ovliviiujici MPTP

V podminkéch in vitro a v piitomnosti Ca** iontii depolarizace mitochondrialni
membrany indukuje otevieni MPTP a swelling izolovanych mitochondrii (Bernardi,
1992, Scorrano et al., 1997). V intaktnich mitochondriich je MPTP napét'ové fizeny kanal
a pokles MMP ovliviiuje aktivitu poru (Bernardi, 1992). Nékolik studii potvrdilo, Ze
MMP je ve starSich bunikach niz$i, a produkce mtROS vyssi (Sastre et al., 1996, Sugrue
and Tatton, 2001). ZvySeny oxidac¢ni stres a zmény v homeostaze intracelularniho kalcia
se v§emi nasledky tak podporuji otevieni MPTP ve starnoucich mitochondriich. Je rovnéz
pravdépodobné, Ze starnuti sniZzuje prah potencidlu potiebny k otevieni MPTP a nasledné

ke smrti starnoucich bunék.
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Sice se podatilo prokazat, ze v pritbéhu starnuti MMP klesd, ale dodnes neni zcela
jasné to, zda pokles MMP je pricinou nebo disledkem aktivace a zvysujici se frekvence
otevirani MPTP ve starnoucim organismu. Divod poklesu MMP béhem starnuti neni
zcela objasnén. Pravdépodobné se jedna o dasledky vékem zvysené tvorby ROS, které
oxiduji jednotlivé komponenty mitochondridlnich membran. Je zndmo, Ze oxidacni
poskozeni membranovych fosfolipidii zvySuje propustnost membrany pro ionty
(Runas and Malmstadt, 2015), a Ze s rostouci vékem se toto oxidacni poSkozeni zvySuje
(Pamplona, 2008). Oxida¢ni stres tak méni fluiditu a permeabilitu membran
a podporuje rozprazeni mitochondrii (Knobloch et al., 2015, Runas and Malmstadt,
2015). Rovnéz bylo popsano, ze ANT je ve starych buiikach oxidovan (Le Bras et al.,
2005) a oxidace -SH skupin snizuje hodnotu MMP nutnou k otevieni MPTP (Petronilli
et al.,, 1994). Nazavér je tfeba zdiraznit, ze kratkodobé otevieni MPTP a mirna
depolarizace MMP ma pozitivni G€inky na buiiku. Mirny pokles MMP vede k rozptazeni
mitochondrii a ke snizeni produkce mtROS (Skulachev, 1998). Nejnovéji se mirné,
opakované depolarizaci ptikladd vyznamny podil na zpomaleni procesu starnuti
(Vyssokikh et al., 2020).

ATP syntdza byla nejnovéji povazovana za jednu z molekul, kterd se podili
na tvorbé MPTP. I kdyz genetické studie tuto hypotézu vyvratily (He et al., 2017b), stale
zde je jeji vyznamna funkce pfi regulaci otevirani MPTP. V pribéhu starnuti se méni
nékteré vlastnosti ATP syntazy (Frenzel et al., 2010, Guerrieri et al., 1996). Molekula
ATP syntazy podléha oxidacnim zménam svych cysteinovych zbytkli a nitraci
tyrosinovych zbytki (Fernandez-Sanz et al., 2015, Haynes et al., 2010). V prub¢hu
starnuti dochazi také k reorganizaci IMM, zéniku mitochondridlnich krist, véetné dimert
ATP syntazy a vzniku novych kontaktnich mist mezi vn&j$i a vnitini mitochondridlni
membranou, coz by mohlo podporovat vznik novych MPTP (Daum et al., 2013, Panel et
al., 2018). Starnuti by tak mohlo sniZit maximalni aktivitu ATP syntazy a ovlivnit

dostupnou koncentraci ATP in vivo, a zarovein mtize také ptispét k aktivaci MPTP.

2. 6. 6. Posttranslancni modifikace Cyp-D ovliviiujici MPTP v priibéhu starnuti
Cyp-D je vedle Ca®" iontli a mtROS hlavnim endogennim regulatorem otevieni
MPTP. Svou vazbou na ANT, nebo podle novéjSich nazorti na ATP syntazu, usnadiuje
Ca’" iontim a ROS otevirani MPTP (Crompton et al., 2002, Giorgio et al., 2017,
Woodfield et al., 1998). Jeho vazba senzibilizuje otevieni MPTP tim, Ze zplisobuje

konformaéni zmény v komplexu MPTP, ¢imZ zvysuje jeho afinitu k Ca?’ iontim

32



a uptednostiiuje jejich vazbu pred ostatnimi bivalentnimi prvky (Bernardi et al., 2015a,
Bernardi et al., 2015b). Velmi dtlezitou roli v procesu starnuti hraji posttransla¢ni
modifikace Cyp-D a jejich zmény indukované vékem. U mladych zvifat je Cyp-D
v disledku téchto reakei do zna¢né miry inhibovan (Elrod and Molkentin, 2013). Cyp-D
reaguje s inhibi¢nimi proteiny napf. TRAP1 proteinem (protein 1 asociovany s TNF
receptorem). Tato vazba brani interakci Cyp-D s aktiva¢nimi proteiny (napi. p53), jez by
vedla k otevieni MPTP (Lebedev et al.,, 2016). Starnuti ale ovliviiuje nékteré tyto
posttransla¢ni modifikace, coZ ma za nasledek vyssi afinitu Cyp-D ke strukturam tvoticim
MPTP. Bylo prokézéano, ze v prubéhu starnuti se zvySuje pomér Cyp-D navazané¢ho
na ANT vii¢i navazanému na TRAP1 (obr. 7), coz ptispiva ke zvySeni citlivosti MPTP
k jeho otevieni (Marzetti et al., 2008, Rottenberg and Hoek, 2017).

V mitochondriich mladych zvifat je Cyp-D inhibovan vazbou na matrixovy
protein TRAP1 a pomoci enzymatické reakce katalyzované sirtuiny udrzovan v neaktivni
formé¢. Sirtuiny deacetyluji Cyp-D a udrzuji ho tak v konformaci, kterad neni schopna se
navazat na komplex MPTP (obr. 6). Sirtuiny tim inhibuji otevieni MPTP a zpomaluji
proces starnuti. V&kem indukovany pokles exprese a aktivity NAD" dependentnich
sirtuini vede ke zméné konformace Cyp-D a jeho uvolnéni z vazby na TRAP1 protein
(obr. 7). Takto modifikovany Cyp-D upiednostiuje vazbu na MPTP, konkrétné na ANT,
a stimuluje jeho otevreni (Hafner et al., 2010, Kwon et al., 2015). Sirtuiny rovnéZ zasahuji
do regulace eliminace ROS (obr. 8) (Ansari et al., 2017, Brown et al., 2013, Kincaid and
Bossy-Wetzel, 2013), a jejich sniZzend aktivita mlze nepiimo zesilit oxida¢ni stres
a aktivitu Cyp-D béhem starnuti (van de Ven et al., 2017). Déle bylo prokazano,
ze oxidacni stres navozeny v prubchu starnuti rovnéZz oxiduje -SH skupiny Cyp-D
(Folda et al., 2016) a usnadniuje tak jeho vazbu na ANT a indukci otevirani MPTP
(Nguyen et al., 2011).

Dalsi latkou, kterd se v prabéhu starnuti kvili oxidacnim zménam hromadi
v matrix mitochondrii je protein p53. Protein p53 je aktivovan poSkozenou DNA
a slouzi jako signalni posel k iniciaci apoptdzy (Priami et al., 2015, Vaseva et al., 2012).
Protein p53 vytvaii komplex s Cyp-D, ¢imZ ho vyté€sni z vazby na protein TRAP1
(obr. 7). Uvolnény Cyp-D po vazbé na ANT pak opét indukuje otevieni MPTP (Lebedev
et al., 2016). Tomuto stavu nahrava 1 fakt, Zze ve stdrnoucich bunkach jsou syntéza
proteinu TRAPI a jeho pfenos do matrix sniZeny (Altieri, 2013, Rottenberg and Hoek,
2017), zatimco transport pS3 do matrix mitochondrii je zvySen (Priami et al., 2015,

Vaseva et al., 2012).
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2.7. Role MPTP v patogenezi vybranych onemocnéni

Kromeé fyziologickych funkci, kde se uplatituje ptechodné otevieni MPTP, se por
pii dlouhodobém ireverzibilnim otevieni podili na rozvoji fady patologickych procest.
Otevieni MPTP hraje klicovou roli pifi vzniku mnoha civilizacnich chorob.
Mezi nejcastéjsi z nich patii kardiovaskularni a neurodegenerativni choroby. MPTP byl
pfedmétem fady klinickych studii. Z jejich zavért vyplyva, ze MPTP ma tustfedni roli
v patogenezi ischemicko/reperfuzniho poskozeni srdce (Halestrap, 2010), mozku
(Friberg and Wieloch, 2002), ledvin (Lemoine et al., 2015), jater (Kim et al., 2003)
a dalSich tkani (Bonora et al., 2020). Vyznamna tlloha MPTP je patrnd rovnéz v rozvoji
neurodegenerativnich onemocnéni (Rao et al., 2014), v patogenezi diabetu (Yan et al.,
2016) a v poskozeni jater vyvolaného léky (Jaeschke et al., 2012). MPTP se dale podili
na vzniku akutni pankreatitidy, rozvoji diabetes mellitus, svalové dystrofie, syndromu
suchého oka a Reyeova syndromu. Nealkoholové tukova choroba jater (NAFLD)
s naslednou zvysenou produkci ROS je rovnéz spojend s ireverzibilnim otevienim MPTP
(Bonora et al., 2020, Nesci et al., 2017).

V neposledni fadé bychom méli zminit roli MPTP v rozvoji dysfunkce vétSiny
organtl, jez vznika v priab&hu starnuti organismu (Hepple, 2016, Rocha-Rodrigues et al.,
2013, Toman and Fiskum, 2011). Starnuti je také jednim z rizikovych faktort
karcinogeneze a zda se, Ze v tomto procesu hraje vyznamnou roli zvySena tvorba ROS
(Bonora and Pinton, 2014, Park et al., 2011). Nicméné&, jakmile se mutovana buitka
premeéni na neoplastickou, jeji antiapoptoticka signalizacni kapacita se vyznamn¢ aktivuje
a MPTP se stava rezistentnim vii¢i aktivaci Ca?" ionty a ROS (Bonora and Pinton, 2014,
Rasola and Bernardi, 2014). Uloha MPTP u vybranych chorob a degenerativnich
onemocnéni spojenych se starnutim je shrnuta v tabulce 3.

Kaloricka restrikce (Amigo et al., 2017, Hofer et al., 2009, Kristal and Yu, 1998,
Menezes-Filho et al., 2017) a cviceni/fyzicka aktivita (Ferrara et al., 2008, Goncalves et
al., 2016, Marcil et al., 2006), které se jevi jako prokazané strategie zpomalujici starnuti
a oddaleni nemoci souvisejicich s vékem, jsou spojeny rovnéz s inhibici otevirani MPTP.
Na zakladé téchto informaci se spekuluje, ze by tak cilend regulace (inhibice) MPTP
mohla pomoci pfi 1€¢bé téchto onemocnéni a tieba 1 zpomalit proces stdrnuti organismu
(Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017).

Role MPTP v patogenezi jednotlivych onemocnéni byla diskutovana v nasem
ptehledovém clanku (Endlicher et al., 2018). V nésledujicim textu bych se proto chtél

zminit pouze o dilezitych aspektech, jez vedou k otevieni MPTP u vybranych chorob.
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Kardiovaskularni nemocnéni

(Gordan et al., 2016) (Hafner et al., 2010)
(Weiss et al., 2003) (Zulian et al., 2016)

Neurologickd onemocnéni

Alzheimerova choroba

(Du and Yan, 2010) (Chen et al., 2016)
(Norenberg and Rao, 2007) (Valasani et al., 2016)

Parkinsonova choroba

(Martin et al., 2014b) (Rasheed et al., 2017)
(Thomas et al., 2012) (Watanabe et al., 2005)

Huntingtonova chorea
75 %
(Brustovetsky et al., 2005)

(Quintanilla et al., 2013) (Quintanilla et al., 2017)
Amyotroficka lateralni skleroza

(Kawamata and Manfredi, 2010) (Martin et al., 2014a)
(Norenberg and Rao, 2007)

RoztrouSend skleroza

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

Nealkoholova tukova choroba jater (NAFLD)
(Chen and Wang, 2007) (Kang et al., 2013) %
Onemocnéni pankreatu

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

" 7
Diabetes mellitus ‘ig &

(Riojas-Hernandez et al., 2015) (Taddeo et al., 2014)
(Yan et al., 2016)

Akutni poskozeni ledvin

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

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

Osteoporo6za
(Shum et al., 2016) (Zhen et al., 2014)

Syndrom suchého oka

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

Tab. 3: Pfehled onemocnéni, na jejichz patogenezi se podili MPTP.

Upraveno podle (Nesci et al., 2017, Rottenberg and Hoek, 2017). mitochondrie
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2. 7. 1. Kardiovaskuldarni onemocnéni

Mitochondrie maji vyznamnou roli v osudu kardiomyocytti béhem akutniho
ischemicko/reperfuzniho poSkozeni. Ischemické poskozeni srdce, stejné tak i1 dalSich
tkdni, je do znacné miry vysledkem opétovné reperfuze, ktera nasleduje po ischemii
(Bonora et al., 2020, Ong et al., 2015). Pro minimalizaci ischemického poskozeni je
nezbytné, co nejdiive provést obnoveni krevniho priutoku ischemickou tkani. Nicméné
vyzkumy potvrzuji, ze 1 pfes jednoznacné pozitivni ucinky, je reperfuze zaroven
zodpovédna za dalsi poSkozeni myokardu a otevieni MPTP je dlouhodob¢ uznavanym
faktorem zodpovédnym za ischemicko/reperfuzni poskozeni srde¢ni tkané (Crompton et
al., 1987, Crompton et al., 1988). Piestoze jiz v prubéhu ischemie vznika v bunice vhodné
indukéni prostiedi pro otevieni MPTP (zvy$end koncentrace Ca®’, Pi a ROS, a pokles
MMP a produkce ATP), dochazi v této fazi rovnéz k silnému poklesu pH a nariistu
koncentrace ADP, faktort, které¢ dostate¢n¢ inhibuji MPTP a k otevieni péru dochézi az
v prub¢hu reperfuze. Ve fazi reperfuze, kterd nasleduje po ischemii, se builky zaplavuji
dal$imi kalciovymi ionty a dochazi k obnové MMP a produkci ATP, které je ale
doprovazeno zvysenou tvorbou mtROS, poklesem koncentrace ADP a narustem pH. Tyto
faktory, ale znacn¢ aktivuji otevieni MPTP, coz v konecném disledku vede k rozséhlé
indukci bunééné smrti kardiomyocyt (Bonora et al., 2020, Doul and Charvatova, 2017,
Morciano et al., 2017, Ryba, 2015).

Na otevieni MPTP u myokardu postizeného ischemii ma tak vliv cela fada
faktordi a k poskozeni bunék dochazi hlavné ve fazi reoxidace (reperfuze), kdy dojde
k ¢astecnému obnoveni mitochondridlnich funkci. Kli€ovou roli hraje jiz uvedeny
oxidac¢ni stres (Granger and Kvietys, 2015) a zmény v pH. Béhem samotné ischemie,
nejen v disledku anaerobni glykolyzy, dochazi k vyznamnému poklesu intracelularniho
pH, jenZ siln¢ inhibuje MPT (Halestrap, 1991). B€hem prvnich minut reperfuze vSak
dochézi k navratu pH k fyziologické hodnoté, coZ naopak pfispiva k otevieni MPTP
a ireverzibilnimu poSkozeni tkan€ (Bonora et al., 2020, Ong et al., 2015). Za hlavni zdroj
mtROS v obdobi reperfuze se pak povazuje intenzivni oxidace sukcinatu, jenZ se
nahromadil v pribéhu ischemie. Nadmérna oxidace sukcinatu vede ke zpétnému toku
elektronti na komplex I a ke zvySené produkci mtROS (Chouchani et al., 2014).

Na mnoha zvifecich modelech, v€etné humannich (Piot et al., 2008), a v riznych
tkanich (srdecni a kosterni svalstvo, mozek, ledviny, jatra, plice a varlata) bylo
prokdzano, Ze aplikace CsA snizuje rozsah ischemicko/reperfuzniho poskozeni (Bonora

et al., 2020). Dilezitym faktorem jeho ucinku je ale davkovani a ¢as podani CsA.
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V ischemické fazi, jak bylo uvedeno, zistiva MPTP uzavieny a k jeho otevieni dochazi
az beéhem prvnich 2 az 3 minut v obdobi opétovné reperfuze. Aplikace CsA v pribéhu
Casné reperfuze vedla k inhibici otevieni MPTP a snizeni rozsahu poskozeni srde¢ni tkané
(Griffiths and Halestrap, 1993, Griffiths and Halestrap, 1995). Pokud byl ale CsA
aplikovéan az po 15 minutach od pocatku reperfuze, k protektivnimu efektu na poskozeni
srde¢ni tkan¢é nedoslo (Hausenloy et al., 2003, Ong et al., 2015). Tato pozorovani jen
potvrzuji otevieni MPTP na pocatku obnoveni krevniho pratoku ischemickou tkani
a inhibice otevieni MPTP pomoci farmak na zacatku reperfuze mize zmirnit rozvoj
bunécné smrti kardiomyocytl a snizit tak rozsah infarktu myokardu.

Kromé¢ jiz zminovanych faktorti, indukujicich otevieni MPTP kardiomyocyti
postizenych ischemii, ma vliv na aktivaci poru také pohlavi a stéafi jedince (Ostadal et al.,
2019, Ostadal et al., 2009a). MuZzské a starsi srdce je mnohem nachylnéjsi k poskozeni
zptisobenému infarktem myokardu a otevieni MPTP je povazovano za vyznamny faktor
v tomto procesu. Zvysena citlivost poru k jeho aktivacnim faktorim a indukci bunééné
smrti u reperfundovanych starSich kardiomyocyti je pravdépodobné zpusobena nejen
samotnym oxida¢nim stresem, ale je podpofena sniZzenim urovné antioxidac¢ni obrany
ve starnoucim organismu (Judge et al., 2005, Meng et al., 2007). Vice bude diskutovano

v experimentalni ¢asti habilitacni prace.

2. 7. 2. Neurodegenerativni choroby

Navzdory rozdiliim v projevech a pfiznacich jsou vSechny neurodegenerativni
choroby zalozeny na chronické ztraté neuronti. Ztratu neuronti zptisobuje mnoho riznych
faktori. Mezi né patii napiiklad geneticky podminéné zmény, metabolické poruchy,
oxidacni stres, zanétlivé procesy, patologické akumulace a nasledné agregace
nefunkénich a/nebo zmutovanych proteinil a dysregulace funkci mitochondrii. VéEtSina
neurodegenerativnich chorob se vyznacuje podobnymi znaky, jako jsou mitochondridlni
dysfunkce, porusend homeostdza kalcia, nadprodukce ROS a excitotoxicita, jez mimo
jiné vedou k otevieni MPTP (Bonora et al., 2020). Oxidac¢ni stres je pak povaZovan
za hlavni mechanismus, ktery se podili na rozvoji neurodegenerativnich chorob
v prubé¢hu starnuti (Dai et al., 2014, Lin and Beal, 2006). Otevieni MPTP hraje klicovou
roli v patogenezi Alzheimerovy a Parkinsonovy choroby, Huntingtonovy chorey, déle
amyotrofické lateralni skler6zy, roztrousené sklerdzy a dalSich neurodegenerativnich
chorob (Angelova and Abramov, 2017, Du and Yan, 2010, Gandhi et al., 2009, Martin,
2012, Norenberg and Rao, 2007, Quintanilla et al., 2017, Rao et al., 2014).
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2. 7. 3. Lipotoxické poSkozeni jater

Nealkoholova tukova choroba jater spociva v ektopickém ukladani tuku v jatrech
z metabolickych pii¢in. NejCastéjSimi pii¢inami jsou obezita, inzulinova rezistence
a diabetes mellitus. Prevalence NAFLD v poslednich letech rapidné stoupa, a to az
na 25 % u bézné populace a az 76 % u populace s diagnézou diabetes mellitus 2. typu
(Younossi et al., 2016). Spektrum poskozeni jater je Siroké, od jaterni steatdézy az
dochazi k poSkozeni a odumirani hepatocyta a k infiltraci zdnétlivymi bunkami (Prasun
et al., 2021). Steatohepatitida se Casto rozviji v jaterni fibrézu. K rozvoji téchto chorob
ptispiva oxidac¢ni stres (Garnol et al., 2014, Kucera et al., 2008), nasledovany apoptézou
hepatocytii a piestavbou jaterni tkané. Kli€ovou roli v apoptéze hepatocyti hraje
mitochondrialni dysfunkce (Singh et al., 2021, Teodoro et al., 2008). Mitochondrie
utilizuji prebytecny intrahepatalni tuk procesem p-oxidace. Timto procesem vznika
nejenom ATP, ale zaroven také velké mnozstvi ROS, které jak je znamo zvySuji citlivost
MPTP k Ca®" iontiim, coz vede k vy3§i frekvenci otevirani péru a spusténi apoptozy.
Urc¢itou roli miZou hrat také ROS indukované zmény v homeostaze Zeleza, které mohou

rovnéz prispivat k rozvoji MPT hepatocytti (Uchiyama et al., 2008).

2. 7. 4. Role MPTP v karcinogenezi

Nadorové bunky podstupuji celou fadu metabolickych zmén, jejichZ vysledkem
je zvySena rezistence k programované bunécné smrti. Nadorové bunky ziskavaji energii
hlavné anaerobni glykolyzou, kterd zpiisobuje silnou acidifikaci intracelularniho
prostfedi. Dale v nich dochéazi ke zménam kalciové homeostazy a ke zvysené tvorbé ROS
(Bonora et al., 2020). Nicmén¢ samotné bunky se této produkci ROS dokaZou uspésné
brénit. Jednim z jejich adaptac¢nich mechanismi je navySujici se rezistence k oxida¢nimu
stresu a pravdépodobné i snizena citlivost MPTP k Ca®" iontim, ROS, a k indukci
apoptdzy. Nadorové bunky se vyznacuji vySSim mnozstvim antioxidantli a inhibici
exprese proapoptotickych drah (Grek and Tew, 2010). Ptikladem je hexokindza II, jez
vykazuje antioxida¢ni u€inky a nddorové bunky ji exprimuji ve vy$§im mnoZstvi, nebot’
maji vysoky metabolicky obrat glukézy (Mathupala et al., 2010, Pantic et al., 2013,
Pedersen et al., 2002). Vyss§i schopnost odolavat bunééné smrti tak hraje vyznamnou roli
v ristu nddorovych bunék. Nicméné cilend stimulace produkce ROS a piekonani
antioxida¢nich mechanismii nadorové zménénych bunék by mohly vést k indukci

otevieni MPTP a mozné 1é¢bé nadora (Biasutto et al., 2010, Trachootham et al., 2009).
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2. 8. Farmakologicka inhibice MPTP

Inhibitory MPTP, zejména inhibitory Cyp-D, se povazuji za potencidlni 1é¢iva
jmenovanych chorob. Pouzivané, zatim hlavné experimentalné, latky inhibujici MPTP
jsou CsA, sangliferin A (SfA) a propofol. CsA byl prvnim prokdzanym inhibitorem MPT.
Farmakologicka intervence CsA byla experimentdlné¢ vyzkouSena napf. u pacientii
lezicich v kématu s hepatitidou B a napomohla s uzdravenim 8 pacientii ze 13 (Yoshiba
et al., 1995). Dalsim klinicky vyznamnym testem bylo podani CsA pacientim
pfed provedenim reperfuze ischemické srdecni tkané. Tito pacienti vykazovali az 40%
pokles poskozeni srde¢ni tkan€ v obdobi 72 hodin po podani CsA v porovndni s kontrolni
skupinou (Piot et al., 2008). Terapeutické vyuziti inhibice MPTP v klinické praxi by tak
bylo vyznamné zejména pro zmirnéni ischemicko/reperfuzniho poSkozeni myokardu.
Dulezité je ale podani CsA ve fazi pfed navozenim vlastni reperfuze myokardu (Ong et
al., 2015). Farmakologicka aplikace CsA u kardiovaskularnich onemocnéni je nicméné
komplikovand vzhledem k tomu, Ze nelze pifedem predpovidat rozvoj akutniho
infarktu myokardu. Preventivni podani CsA je ale dobie vyuZitelné u pldnovanych
kardiochirurgickych vykond.

Dalsi latkou inhibujici MPTP je SfA. Stejné jako CsA je primarné pouzivany jako
imunosupresivni 1é¢ivo. SfA se rovnéz vaze na Cyp-D a inhibuje jeho isomerazovou
aktivitu. Podobné jako u CsA jeho inhibi¢ni u¢inek na MPTP neni stoprocentni (Clarke
et al., 2002). Propofol je kratkodobé¢ ptlisobici hypnotikum, jeZ je schopno inhibovat
otevieni MPTP. Propofol vykazuje antioxidacni u€inky, snizuje produkci ROS, a chrani
kardiolipin ptfed peroxidaci (Javadov et al., 2000, Shao et al., 2008). Propofol dale
ovliviiuje kalciové transportéry a akumulaci Ca®* iontli v mitochondriich a je rovnéz
schopen inhibovat pér piimo svou vazbou na komponenty MPTP (Sztark et al., 1995a,
Sztark et al., 1995b). Jeho U¢inky jsou pfedmétem tady studii, nicméné jeho rozsifeni
brani nezadouci kardiovaskularni U¢inky (Grundmanova et al., 2016, Krajcova et al.,
2015). I kdyz byla objevena celé fada dalSich pfirodnich/syntetickych inhibitori Cyp-D
(MPTP), ptehledné popsanych v praci (Biasutto et al., 2016, Briston et al., 2019, Izzo et
al., 2016), tak nebyly zavedeny do bézné klinické praxe. Tyto inhibitory, pro svou
toxicitu, selektivitu a nevhodnou farmakokinetiku, nedosahovaly ocekavanych
vhodného inhibitoru MPTP se proto presunulo k vyvoji novych syntetickych molekul.
Struktute, aktivité a selektivité téchto novych inhibitord Cyp-D se podrobné vénuje noveé

publikovand rozsahla prace autorti Haleckova a kolektiv (2022).
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2.9. MPTP a vize do budoucnosti

Rada diikaz naznaluje, Ze mitochondrie diky svym mnoha nezastupitelnym
bunénym funkcim, hraji rozhodujici roli v Zivoté a smrti buiiky, pii starnuti organismu
a patogenezi chorob souvisejicich s vékem. Mitochondrialni bioenergeticka dysfunkce,
zvySena produkce ROS, zmény kalciové homeostazy, zvySeny oxidac¢ni stres a oxidacni
modifikace proteint jsou faktory ptispivajici k otevieni MPTP. V posledni dob¢ velké
mnozstvi studii prokazalo, ze MPTP, ktery stale neni na molekularni urovni definitivné
charakterizovan, je citlivéjsi k otevirani u starSich zvifat a u nemoci spojenych se
starnutim, a Ze inhibice MPTP muze prodlouzit zivot bun¢k. Ac¢koli aktivace MPTP je
klicova beéhem progrese starnuti, dillezitou otdzkou stale zlstava, zda jsou predpokladané
strukturélni slozky MPTP soubézné také ménény s vékem. I ptes vSechny zndmé dikazy
vSak stale existuji pochybnosti o zapojeni MPTP do rozvoje starnuti. Musi byt proto
predlozeny definitivni experimentalni dikazy o zapojeni MPTP, jez by prokazaly, zda
zvySena aktivita MPTP je pfi¢inou nebo dasledkem starnuti. Jedinou moznosti, jak tyto
informace ovéfit, je ziskat presné znalosti o struktufe a regulaci MPTP, jez by
pravdépodobné pomohly objasnit roli MPTP v dlouhovékosti a zdravi organismu.

Literarni recenze ukazuji vice nez 50 let neuspésné prace na vyteSeni problému
molekularni struktury MPTP. Ur¢ité jsou zapotiebi nové strategie a nové metody, jez by
vedly k objasnéni jeho struktury. Nez vSak budou k dispozici, stdle existuje Sance
na feSeni zbyvajicich problému tykajicich se funkce MPTP, regulace a specifi¢nosti,
jakoz 1 jeho zapojeni do mnoha patologickych stavii, dvéma dostupnymi dobte
fungujicimi metodami. Tyto udaje budou dilezité jak pro diagnostiku, tak pro 1écbu

uvedenych onemocnéni.
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3. CILE PRACE

Cilem vyzkumu, ktery je predkladan v ramci této habilita¢ni prace, bylo shrnout

parametry charakterizujici aktivaci a inhibici otevieni MPTP. Optimalizovat metody

hodnoceni MPT, s diirazem navysit jejich vypovédni hodnoty. Dale vyhodnotit kinetiku

otevirani MPTP a vyuzit téchto poznatkt pfi hodnoceni funkéniho stavu mitochondrii.

Specifické cile:

1.

Optimalizace turbidimetrické metody pro métfeni bobtnani (swellingu) izolovanych

mitochondrii jako ukazatele prabéhu MPT.

. Zavedeni a optimalizace fluorescencni metody pro méfeni retencni kapacity

mitochondrii pro kalcium (CRC) u izolovanych mitochondrii jako indikatoru

otevieni MPTP.

. Vyuziti optimalizovanych metod pro lepsi interpretaci piimého ucinku

Ca?" iontfl, anorganického fosfatu (Pi), terciarniho butylhydroperoxidu (t-BHP),
trijodtyroninu (T3) a jejich vzajemnych kombinaci na Ca®" dependentni MPTP

v podminkach in vitro.

. Posouzeni ucinkd ROS na propustnost mitochondridlnich membran po podani

trijodtyroninu potkantim.

. Porovnani citlivosti Ca?" dependentniho MPTP v riiznych tkanich pomoci obou

vyse uvedenych metod.

. Zhodnoceni zmén v citlivosti MPTP indukovanych v pribéhu vyvoje a starnuti

organismu.

. Vyuziti optimalizovanych metod pro hodnoceni funkéniho stavu mitochondrii

po pusobeni vybranych 1écivych piipravkil a potravinovych doplikt (fenformin,

epigalokatechin-3-galat).
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4. PREHLED DOSAZENYCH VYSLEDKU S KOMENTAREM

4. 1. Metody hodnoceni MPTP

Diisledkem otevieni péru je bobtnadni mitochondrii zptisobené piesunem vody
z cytosolu do mitochondridlni matrix, ktera méa zpocatku vyssi osmolaritu a uvolnéni
naakumulovanych Ca?'ionti z matrix mitochondrii do cytosolu. Pro hodnoceni
funkcéniho stavu MPTP a citlivosti k jeho regulacnim faktorim existuji dva hlavni
metodologické pfistupy. Prvni metodou je meéfeni mitochondridlniho swellingu,
ktery nAm poskytuje informace o rychlosti otevieni MPTP po piidani Ca®" ionti
a 0 maximalnim rozsahu mitochondrialniho bobtnani (Drahota et al., 2012a, Endlicher et
al., 2016). Druhou metodou je stanoveni mitochondridlni reten¢ni kapacity pro kalcium
(CRC), ktera nas informuje o mnozstvi Ca®'iontli potiebnych pro otevieni MPTP
(Drahota et al., 2020, Endlicher et al., 2019).

Vhodné doplitkové metody jsou hodnoceni zmén MMP pomoci fluorescencnich
sond napt. safraninu O (Akerman and Wikstrom, 1976) nebo trifenylmethylfosfoniové
elektrody (Azzone et al., 1977) a méfeni respirace mitochondrii po ptidavku riznych
substratii respiracniho fetézce pomoci vysokoucinné respirometrie (Oxygraph 2k
OROBOROS) (Gnaiger et al., 1995). Otevieni MPTP vede ke zménam MMP a nasledné
k rozptazeni oxidativni fosforylace a poklesu tvorby ATP (Waterhouse et al., 2001).
Ob¢ doplnkové metody déavaji vice parametrtl, ze kterych 1ze odvodit i zmény v citlivosti
MPTP. Nevyhodou téchto metod je fakt, ze pokles MMP a rozptazeni oxidativni
fosforylace nemusi vzdy znamenat, Ze doslo k otevieni MPTP. U téchto metod je proto
nezbytné doplnit méfeni o zaznamy, kdy je pouzit CsA jako specificky inhibitor MPTP
(Broekemeier et al., 1989, Broekemeier and Pfeiffer, 1989, Fournier et al., 1987).

Mezi méné pouzivané piistupy patii tzv. patch-clamp metoda (metoda
ter¢ikového zadmku). Tato metoda umoZznuje studovat jednotlivé specifické kanaly
nebo i skupinu iontovych kanali na bunéénych, ale i mitochondridlnich membranach.
K méfeni se pouziva sklenénd mikroelektroda s otvorem o velikosti 1 pum.
Mikroelektroda, pfiloZend na membranu buiiky nebo mitochondrie, umoZziuje ohranicit
prostor takového rozmeéru, ve kterém se nachazi praveé jeden por. Po vlozeni napéti se
méii proud, ktery timto kanalem prochdzi. Metoda byla opakované pouzita pii hledani
molekularni podstaty MPTP (Sorgato et al., 1987, Zorov et al., 1992). Vyznamnym
objevem pomoci této patch-clamp techniky byla identifikace mitochondridlniho

megakandlu s naméienou vodivosti az 1,3 nS (Kinnally et al., 1989, Petronilli et al.,
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1989). Tento megakandl podléhal inhibici CsA a jeho odpovéd’ na podané modulétory
byla totozna se znamymi regula¢nimi faktory MPTP (Szabo and Zoratti, 1991, Szabo and
Zoratti, 1992). Podafilo se rovnéz prokazat, ze kanal zaujimé rizné¢ mezistavy o mensi
vodivosti, blizici se hodnotam 10 - 30 pS (Kinnally et al., 1989, Petronilli et al., 1989).
Patch-clamp metoda byla rovnéz vyuzita pii zkoumani mozného zapojeni ATP syntazy
jako strukturalni molekuly MPTP (Alavian et al., 2014, Antoniel et al., 2018).

Existuje né¢kolik dalSich technik, které se noveé objevuji a které dovoluji méfeni
aktivace MPTP piimo v zivych buinikach pomoci fluorescencniho barveni (Bonora et al.,
2016, Galluzzi et al., 2007). Tyto metody umoziuji presnéj$i pohled na funkcni stav
MPTP a mély by byt do budoucna preferovany. Frekvenci a dobu trvani otevieni MPTP
lze pozorovat pomoci fluorescencni sondy cpYFP (circularly permuted yellow
fluorescent protein) mikroskopicky v bunkach pomoci detekce mitochondridlniho
zablesku (mitoflashes). Intenzita zablesku je spojena s produkci superoxidovych radikalt
a koresponduje s piechodnym otevienim CsA senzitivniho MPTP (Wang et al., 2008,
Wang et al., 2016, Wu et al., 2016). Nicméné& tato metoda byla zpochybnéna, nebot’ je
mnohem citliv§jsi na zmény pH, néZ na detekci superoxidovych radikalt (Schwarzléander
et al., 2011). Naopak princip zhaSeni fluorescencniho svétla se vyuziva v dal§i metodé.
Kalcein je fluorescencni sonda, jez se distribuuje do vSech bunéénych organel, véetné
mitochondrii. Fluorescen¢ni signél kalceinu se dd zhdSet ionty kobaltu. Tyto ionty
neprochdzeji pfes mitochondridlni membrany a jsou pouze v cytosolu. Otevieni MPTP
lze detekovat jako prudky pokles fluorescence mitochondrii v disledku poruSeni
mitochondrialnich membran a tiniku kalceinu do cytosolu (Bonora et al., 2013, Petronilli
et al., 1999, Petronilli et al., 1998).

Metoda stanoveni rozpadu °H 2-deoxyglukézy byla vyvinuta pro sledovani
otevieni MPTP v intaktnich buiikdch béhem ischemicko/reperfuzniho poskozeni srdce.
Radioaktivné znacena *H 2-deoxyglukédza vstupuje do buiiky pies glukdzovy transportér
a je fosforylovana na *H 2-deoxyglukdza-6-fosfat. Tento produkt viak nemiize byt dale
metabolizovan, neprochazi pres IMM a zlstava v cytosolu. Jakmile se ale MPTP otevfe,
vstupuje *H 2-deoxygluko6za-6-fosfit do matrix mitochondrii. N4sledné méfeni rozpadt
radioaktivniho produktu v izolovanych mitochondridlnich frakcich umoznuje detekovat
dobu otevieni MPTP. Pomoci této metody se podafilo prokizat otevieni MPTP

v obdobi 2. — 3. minuty od zacatku reperfuze (Griffiths and Halestrap, 1995).
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4. 1. 1. Optimalizace metody swellingu mitochondrii

Od samého pocatku v roce 1953 byly vlastnosti poru prechodné permeability
hodnoceny metodou bobtnani izolovanych mitochondrii, tj. jako pokles absorbance
suspenze mitochondrii po ptidani chloridu vapenatého. Pii bobtnani mitochondrii dochazi
ke zmén¢ indexu lomu a tim nasledné¢ klesa mnozstvi rozptyleného svétla. Tento pokles
lze mé&fit turbidimetricky jako pokles absorbance pomoci spektrofotometru pii vinové
délce 520 nm (Crofts and Chappell, 1965, Chappell and Crofts, 1965, Tedeschi and
Harris, 1958). Vystupem byla graficka kiivka a proces bobtnani byl posuzovan na zakladé
zmén ve tvaru této kiivky. Vysledna zjisténi byla spise kvalitativni a nemohla poskytnout
presnd kvantitativni numericka data o rychlosti procesu bobtnani.

Tato metoda byla velmi uzite¢na, kdyZ bylo tfeba definovat optimalni podminky
pro zkoumani procesu otevirani poru a pro identifikaci riznych latek, které tento proces
mohou aktivovat ¢i inhibovat. To vSe je mozné snadno stanovit z grafickych zaznamu
zmen absorbance suspenze izolovanych mitochondrii. V dalsi fazi studia fenoménu MPT,
kdy bylo potifeba hodnotit vzajemné interakce né€kolika faktori, které por ovliviuji,
pfestala tato metoda stacit. Méfeni bobtnani poskytuje pouze grafické udaje, které jsou
nevhodné pro vyhodnoceni velkého mnozstvi dat. Z grafickych kiivek bobtnani
mitochondrii mizeme velmi dobfe odecitat hodnoty rozsahu bobtnani, to znamena,
o kolik mohou mitochondrie zvétsit svilj objem, kdyz je MPTP otevien, ale ze zdznamu

nejsme schopni odecist rychlost bobtnani.

Klasické krivky hodnoceni bobtnani mitochondrii

Do roku 2012 byl v laboratofich pouzivan pouze jeden zpisob vyhodnocovani
ktivek popisujicich bobtnani mitochondrii, ktery spo¢iva v pouhém vyneseni naméfenych
hodnot zmén absorbance mitochondridlni suspenze v Case. Z téchto grafickych zdznamt
se ale obtizn¢ hodnoti kinetické parametry procesu bobtnani (otevirani MPTP).
Z vynesenych kiivek lze vizudln€ posoudit tendence procesu bobtndni, jeho rozsah
1 rozdily v ¢ase nastupu bobtnani. Tyto Gidaje umoziuji ziskat obecné predstavy o procesu
bobtnani, nedovoluji ale ziskat pro jednotlivé hodnocené parametry pfesné ¢iselné udaje.
Primarni data po vyneseni do grafu davaji soustavu pozvolna klesajicich kiivek,
které udavaji pouze obecnou informaci o permeabilizaci mitochondridlnich membran

(Endlicher, 2010).
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Derivované kiivky hodnoceni bobtnani mitochondrii

V nasi publikované préci ptredstavujeme metodu, kde po derivaci originalnich dat
jsme schopni snadno hodnotit funkéni stav MPTP z hlediska tfi parametrq, tj. 1. rozsah
bobtndni jako maximalni pokles absorbance mitochondridlni suspenze po piidani
kalciovych iontli, 2.maximdalni rychlost bobtnani po ptfidani kalciovych iontd,
3. ptesny Cas, kdy je dosazeno maximalni rychlosti bobtnani (Drahota et al., 2012a).

Z klasického grafického zaznamu bobtnani mitochondrii je vidét, Zze se méni
strmost klesani v rtiznych Casovych intervalech. Pro zpfesnéni odecitani konkrétnich
vysledkl jsme ale potiebovali mnohem sofistikovanéjsi zpiisob hodnoceni naméfenych
dat tak, aby bylo mozné jim pfifadit konkrétni ¢iselné hodnoty. Toho jsme dosahli
derivaci primarnich dat. Derivace je bézné vyuzivany matematicky tikon pro zpracovani
dat. Pouzivé se napiiklad pro hodnoceni rychlosti respirace mitochondrii (Gnaiger et al.,
1995). Tento zpusob hodnoceni bobtndni mitochondrii prvné prezentoval ve své
diplomové praci Tichy (2006). Hodnotu deriva¢niho intervalu jsme zvolili 10 sekund.
Ta s dostatecnou presnosti detekuje zménu strmosti poklesu kiivek i dobu, kdy rychlost
bobtnani dosahuje maxima. Z grafu, ktery znazornuje negativni hodnoty primérni
derivace, vyjadiené jako zména absorbance v desetisekundovych intervalech, Ize ziskat
hodnoty rychlosti bobtnani vyjadiené¢ jako dAsxo/10s. Grafy v publikované praci
demonstruji, jakym zplsobem se zméni findlni vystup a jaké to pfinasi vyrazné zlepSeni
moznosti interpretace ziskanych dat. Tento postup hodnoceni naméfenych dat byl poprvé
publikovan v nasi prfedkladané praci (Drahota et al., 2012a) a pozdéji (Endlicher et al.,
2016). Jeho vyhody jsou jednoznacéné. Z derivovanych dat Ize jednodusSe odecist n¢kolik
dilezitych informaci. Jedna se zejména o pocatek nastupu bobtnani po pfidani kalciovych
iontll a o piesny Udaj o maximalni rychlosti bobtndni. Z derivované kiivky lze odecist

1 dobu, kdy rychlost bobtnani dosahuje maximalni hodnoty. Lze tedy shrnout, Ze zptisob

vvvvv

vvvvvv

vhodné kombinovat oba zplisoby hodnoceni dat. Z primarnich dat lze ziskat orientacni
udaje o pribéhu a rozsahu bobtnéni, a z derivovanych dat ¢iselné hodnoty pro jednotlivé

sledované parametry (Endlicher, 2010).

Podrobnéji viz priloha ¢. 1 a 2
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4. 1. 2. Stanoveni retencni kapacity mitochondrii pro kalcium

V poslednich 25 letech byla pro studium funkce MPTP zavedena dals$i metoda,
tzv. méfeni mitochondridlni retencni kapacity pro kalcium, tj. stanoveni mnozstvi
kalciovych iontli, které musi mitochondrie akumulovat, aby doslo k indukci otevieni
MPTP. Tato metoda vyuziva fluorofor Calcium green, jenz nepronikd mitochondridlni
membranou a jehoz intenzita fluorescence je zavisla na koncentraci kalcia v inkubacnim
médiu (Fontaine et al., 1998a, Ichas et al., 1997). Jestlize ptiddvame postupné k suspenzi
mitochondrii za pfitomnosti fluoroforu malé kvanta kalciovych iontd, dojde (pokazdé)
k prechodnému vzestupu fluorescence, ktery rychle mizi, protoze ptidané kalcium
je akumulovano mitochondriemi. Po opakovaném pifidavani dosdhne mnoZzstvi
akumulovaného kalcia kritické hodnoty, por se otevie, akumulované kalcium se vyplavi

do média a dojde ke skokovému zvySeni fluorescence.

Posouzeni vybranych faktori ovliviiujicich stanoveni hodnot CRC

Metoda méteni hodnot CRC vSak dosud nebyla jednoznacné standardizovana
a udaje ziskané riiznymi laboratofemi nelze snadno porovnavat. Nékteii autoti preferuji
vysoké piky zptisobené ptidanim vétsiho mnozstvi kalciovych ionti, které MPTP otevira
rychleji (Fontaine et al., 1998b). Jini preferuji nizké piky zptsobené niz§im mnozstvim
kalcia, kterému trva déle, nez dosahne uplného otevieni MPTP (Gizatullina et al., 2005,
Pardo et al., 2015).

V naSich dvou pfedkladanych plivodnich pracich popisujeme, Ze hodnoty CRC
mitochondrii jater potkana jsou znacné zavislé na pouZzitém experimentalnim protokolu
(Drahota et al., 2020, Endlicher et al., 2019). Podaftilo se ndm prokazat, Zze hodnoty CRC
vyznamné ovliviuji tii faktory: 1. slozeni inkuba¢niho média, 2. mnoZstvi ptidavaného
kalcia a 3.intervaly mezi jednotlivymi pfidavky kalcia. RovnéZz jsme ovéfili, zZe
mnozstvi mitochondrii v hodnocené suspenzi neovlivituje hodnotu CRC, a po pifepoctu
na mitochondridlni proteiny, vychdzi hodnoty CRC stejné. V piedklddané praci rovnéz
poukazujeme na to, Ze detailnéjSi vyhodnoceni fluorescencnich kiivek mize poskytnout
nové informace o procesu otevirani MPTP po piidani Ca" ionti.

V nasem uspotfadani jsme pouzili Ctyfi riznd mnozstvi (kvanta) ptfiddvaného
kalcia (opakované ptidani 1,25; 2,5; 5 a 10 nmol do 1 ml media) a dva intervaly
(75sa150s) mezi jednotlivymi ptidavky kalcia. Slozeni média bylo ovlivnéno
riznou koncentraci Pi (finalni koncentrace 0,1 a 1,0 mM) a t-BHP (findlni koncentrace

0,01; 0,1 a 0,25 mM). t-BHP je modelova latka navozujici oxidac¢ni stres. Pro ovéteni, ze
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studované parametry ovliviiuji pravé MPTP, byl pouzit CsA jako inhibitor MPTP.
Nase vysledky prokazaly, ze vyssi mnozstvi pfidavaného chloridu vapenatého navysilo
hodnoty CRC az trojnasobné ve srovnani s nejniz§im mnozstvim (1,25 nmol), a to v obou
nami pouzitych intervalech. Dale jsme pozorovali, Ze pokud byl CaCl, pfidavan
v intervalech 75 s, hodnoty CRC se zvySily o 30 % ve srovnani s piiddvanim v intervalu
150 s, a to pro vSechna pouzitd mnozstvi (kvanta) ptiddvaného chloridu vapenatého.

Vliv Pi a t-BHP na hodnoty CRC bude probran v nésledujici kapitole.

Posouzeni kinetiky otevirdni MPTP po opakované aplikaci Ca’" iontii

Pfi detailnéjSim pohledu je z naSich dat patrné, ze po jednotlivych ptidavcich
malého mnozstvi kalciovych iontii dojde k akumulaci kalcia do mitochondrii a MPTP
zistdvd v prvni fazi (po prvnich pfidavcich) uzavieny. V druhé fézi dochazi
k postupnému otevirdni poru a piidavkem kalcia, jimz se pfekond retencni kapacita
mitochondrii, dojde k nahlému otevieni MPTP a k uvolnéni kalciovych iontti do cytosolu.
Z naSich zdznamt je tak vidét, Ze existuji rizné mezistavy otevieni poéru. Proces
uvolitovani Ca?"iontli z mitochondrii neni konstantni a MPTP se tedy musi otevirat
s riznou intenzitou. V naSich grafickych zaznamech jsou patrné dvé rtzné rychlosti
otevirani poru (pomaly a rychly priichod Ca*" iontli porem). Nase data tak poskytuji nové
informace o procesech pohybu Ca®'iontli mezi cytosolem a matrix mitochondrii.
Po kazdém piidavku Ca?'iontd do média miizeme pozorovat, Ze se kalcium hromadi
v mitochondriich a zarovent se MPTP pomalu otevira, nebot’ byl zaznamenan pomaly tinik
Ca?" iontii z mitochondrii. DosaZenim koncentrace kalcia potiebné pro uplné otevieni
péru se MPTP zcela otevie a nahromadéné Ca®" ionty se uvolni z matrix mitochondrii,
jak bylo popsano vyse.

V pfitomnosti CsA, po jednotlivych pfidavcich malého mnozstvi kalciovych
iontfi, nebyl pozorovan pomaly tnik Ca** iontéi z mitochondrii. Dochézelo k akumulaci
kalcia do mitochondrii a MPTP zlstaval zcela uzavieny. Teprve ptidavkem kalcia,
jimZ byla pfekonana retencni kapacita mitochondrii, doslo k ndhlému otevieni MPTP
a k uvolnéni kalciovych iont. Dospéli jsme tak k zavéru, Ze v nepfitomnosti CsA se
MPTP pomalu otevird po kazdém pridani Ca®" iontil, a Ze tuto rychlost otevirani lze

upravit riznymi faktory, jako je slozeni média a pouzity experimentalni protokol.

47



Posouzeni kinetiky otevirdni MPTP po jednordzové aplikaci Ca’" iontii

V ptredkladané praci se nam podatilo prokazat, Ze nejenom mnozstvi ptidavaného
kalcia ma vliv na kinetiku otevirani MPTP, ale i ¢as, po ktery Ca®" ionty na por ptisobi
(Drahota et al., 2020). Izolované jaterni mitochondrie jsme vystavili na dobu 30 minut
pusobeni jedné davky kalcia v mnozstvi 5 az 200 nmol CaCl; (do 1 ml media) a hodnotili
rychlost akumulace Ca?" iontii do mitochondrii a jejich nasledné uvolnéni zp&t do média.
Nase data ukazuji, Ze 1 velmi nizké koncentrace akumulovaného kalcia, povazované
za neuCinné béhem pocateCniho otevirani MPTP, mohou byt U¢inné, pokud phsobi
na por dostateén¢ dlouho. Doba pottebnd k otevieni MPTP po akumulaci kalcia
v mitochondriich se zkracovala s rostoucim mnozstvim kalcia v jednordzovém piidavku.

Z grafickych zdznamt je rovnéz patrné, Ze existuji dvé rizné rychlosti otevirani
péru (pomaly a rychly priichod Ca?* iontli porem), a to pro viechny nase pouzité pridavky
CaClz. Navic je ziejmé, Ze i kdyZ je pfiddno vy3si mnozstvi Ca®* iontfl, tak trva n&jakou
dobu, nez akumulované kalcium aktivuje plné otevieni poru. Miizeme tedy dojit k zavéru,
7e je zapotiebi Casové obdobi zavislé na davce, nez akumulace Ca®"iontl v matrix
aktivuje Uplné otevieni MPTP. NaSe data tak svéd¢i pro to, ze otevieni péru probiha
v n&kolika fazich, které jsou zavislé na mnozstvi Ca’'iontli v matrix mitochondrii
a na dob¢ jejich plisobeni.

Na zavér mizeme shrnout, Ze mechanismy funkce a regulace MPTP lze snadnéji
studovat metodou bobtnani mitochondrii. Kinetiku otevirani MPTP a transport Ca** iontii
je pak Iépe hodnotit pomoci metody méfeni retencni kapacity pro kalcium. Metoda CRC
je zaloZena na jinych principech nez metoda méfeni bobtnani mitochondrii. Potvrdila
vSak vétSinu poznatkl jiz dfive ziskanych pomoci bobtnani, napi. aktivaci MPTP
fosfatovymi ionty nebo t-BHP (viz dale) a poskytla i dalsi nové informace o regulaci
a kinetice otevirani MPTP, které nelze ziskat pomoci hodnoceni procesu bobtnéni,
napf. stanovovat mnozstvi intramitochondrialniho kalcia nezbytného k otevieni MPTP.

Vsechna vysSe popisovana data ale ukazuji, Ze metoda stanoveni hodnoty CRC
musi byt standardizovana pro ziskani reprodukovatelnych a obecné srovnatelnych udaji
z ruznych laboratofi. Tato standardizace je nutnd, protoze hodnoty CRC se neméni jen

slozenim inkuba¢niho média, ale také pouzitym experimentalnim protokolem.

Podrobnéji viz priloha ¢. 2,3 a 4
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4. 2. Vliv riiznych faktori a jejich kombinaci na MPTP

Vzhledem k tomu, Ze bobtndni mitochondrii mtize byt vyvolano celou fadou latek,
které méni propustnost mitochondridlni membrany, bylo stanoveno zékladni kritérium,
ze bobtnani mitochondrii zptisobené oteviranim MPTP Ize aktivovat kalciem a inhibovat
cyklosporinem A, a bylo definovano, ze¢ MPTP je Ca*" dependentni a cyklosporin A

senzitivni por.

4. 2. 1. Vliv Ca?* iontit a cyklosporinu A na funkci MPTP

Zvlasté vyznamnou ulohu v indukci procesu otevirdni péru maji kalciové ionty.
MCU je hlavni transportni kandl, ktery zprostfedkovava vstup Ca®"iontli do matrix
mitochondrii a je zavisly na elektrochemickém gradientu (Drahota and Lehninger, 1965,
Reynafarje and Lehninger, 1977). Aktivita tohoto transportniho kanalu je regulovéna
piimo koncentraci Ca*" iontli v cytosolu (Kasparinsky and Vinogradov, 1996, Kroner,
1986, Saris and Kroner, 1990). Vysok4 koncentrace Ca®’iontli v buiikdch a jejich
akumulace v mitochondriich je primarnim aktivatorem otevieni MPTP, ktery je naopak
zodpovédny za uvolnéni Ca?* iontl z mitochondrii. Citlivost MPTP vii¢i samotnému
kalciu déle potencuje zvyseny oxidacéni stres a vysoké koncentrace fosfatii (Drahota et al.,
2012a, Endlicher et al., 2019). Koncentrace kalcia nutna pro otevieni MPTP je nicméné
znacn¢ zavisla i na dalSich faktorech (Bernardi, 1999, Gunter and Pfeiffer, 1990).

Pokud dojde ke zméné¢ v nckterém z regulacnich faktori MPTP, muze byt
otevirani péru stimulovéano i fyziologickymi koncentracemi Ca®" iontfi. Kalciové ionty
byly jednim z prvnich regula¢nich faktort MPT, nicmén€ mechanismus aktivace otevieni
MPTP je dodnes nejasny. Jednim z predpoklad je, Ze se Ca*" ionty vaZou na kardiolipin,
jenz blizce souvisi se strukturou péru (hlavné s ANT) a ma pravdépodobné regulacni
funkci v modulaci citlivosti MPTP vii¢i Ca?" iontlim (Pestana et al., 2009). Nové&ji se
piedpoklada, ze Ca’' ionty se vazou na c podjednotku ATP syntizy, o niZ se rovnéz
uvazuje jako o mozné strukturilni slozce MPTP (Azarashvili et al., 2014). Uginky
kalciovych ionti, které by mohly vést k otevieni MPTP jsou diskutovany v ptehledové
praci Hursta a spolupracovnikii (2017), a v praci Tajeddine (2016). Z jejich zavéri
vyplyva, Ze kalciem indukovany MPT je spi§ vysledkem stimulace Krebsova cyklu
a respiracniho fetézce, jenz vede ke zvySené produkci mtROS.

Dilezitym pokrokem bylo zjisténi, 7e indukci otevirdni péru Ca'ionty lze
¢aste¢né inhibovat aplikaci CsA (Crompton et al., 1988, Fournier et al., 1987). Pouzitim

CsA lze zamezit vazbé Cyp-D na komponenty IMM, ¢imzZ lze podstatné snizit schopnost
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Ca?" iontii aktivovat otevieni poru (Halestrap and Davidson, 1990, Nicolli et al., 1996).
CsA blokuje otevirani MPTP, ale neinhibuje proces akumulace kalcia v mitochondriich
(Broekemeier et al., 1989, Endlicher et al., 2019, Fournier et al., 1987). Inhibicni efekt
CsA spociva ve snizeni citlivosti MPTP k Ca®" iontim. CsA je pouze &astecnym
inhibitorem MPTP a jeho inhibi¢ni schopnost lze ptfekonat zvySenou koncentraci
Ca?" ionti (Broekemeier and Pfeiffer, 1989, Davidson and Halestrap, 1990, Novgorodov
et al., 1992). Rovnéz uinky CsA na inhibici MPTP nejsou vzdy stejné. Existuji tkanové
(Bambrick et al., 2006) a v€kové (Liu et al., 2011, Mather and Rottenberg, 2000) rozdily
v inhibi¢nim ucinku CsA na MPTP. Farmakologickd inhibice MPTP pomoci CsA
se rovnéz vyuziva pii terapii riznych patologickych stavii, jez souvisi s aktivaci MPTP,
jako je napf. infarkt myokardu (Halestrap and Richardson, 2015, Ong et al., 2015)
a neurodegenerativni choroby (Keep et al., 2001, Kumar and Kumar, 2009), ptipadné¢ je
testovan jako potencialni budouci 1é¢ebny postup. Regulace otevieni MPTP by tak mohla
pomoci pii 1é¢bé t€chto onemocnéni.

Citlivost MPTP vic¢i jednotlivym faktorim byla opakované testovana, proto jsme
se v naSich plvodnich pracich zaméfili hlavné na hodnoceni vzdjemného ovlivnéni
vybranych modulujicich latek. Cilem nasi prace bylo posoudit interakce mezi Ca®" ionty,
Pi, t-BHP a T3 v ucinku na aktivaci MPTP v podminkach in vitro. Pro pokusy jsme
pouzivali izolované potkani jaterni mitochondrie a pro hodnoceni citlivosti MPTP viici
témto kombinacim jsme pouzili obé optimalizované metody. V prvnich experimentech
Ca®" ionty jsou silnym induktorem otevirdni membranového péru a anorganicky fosfat
plisobeni Ca" iontli dale zesiluje. V nasich pokusech jsme nejprve vystavili mitochondrie
vlivu samotnych Ca** iontl (v koncentracich 5-200 uM) (bez p¥itomnosti Pi). Z nasich
vysledkil je patrné, Ze samotné Ca”* ionty (o koncentracich 5-12,5 pM) maji na bobtnani
mitochondrii jen minimalni vliv. Teprve aZ vy$si koncentrace Ca** iontd (100-200 uM)
indukuji bobtnani mitochondrii, jezZ je zavislé na davce CaCly. Tato méfeni jsme doplnili
srovnanim aktivace bobtnani ptidavkem Pi o vysledné koncentraci 0,1 mM nebo 1,0 mM.
Swelling mitochondrii byl opét aktivovan 5-200 uM Ca®" ionty. NaSe data ukazuji,
ze za pritomnosti 0,1 mM Pi se zvySuje jak rychlost bobtnani, tak se zkracuje 1 doba,
kdy po pfidani kalciovych iontd dosahuje rychlost bobtnani maximdlnich hodnot.
Vyssi koncentrace Pi (1,0 mM) téinky Ca?" ionttl jesté vice zesilila. Z naSich méfeni je
ziejmé, Ze Pi zna¢né& potencuje bobtnani mitochondrii indukované Ca** ionty. Derivace

naméfenych hodnot bobtndni ndm pak umoznily aktivaéni efekt Pi kvantifikovat.
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4. 2. 2. Vliv anorganického fosfatu na funkci MPTP

V literatute je opakované diskutovan vliv anorganického fosfatu na modulaci
MPT. Role Pi v indukci MPT je pravdépodobné spojena se zvySenim citlivosti MPTP
k Ca®" iontim. Je prokazano, Ze vysoké koncentrace Pi za piitomnosti Ca’’iont
otevirani poru aktivuji, nicméné mechanismus t¢inki Pi na tuto senzibilizaci zatim nebyl
zcela objasnén. Dale se predpoklada, ze v dusledku zvysené koncentrace Pi v matrix
mitochondrii dochézi k narGstu produkce ROS, lipoperoxidaci mitochondrialnich
membran a otevieni MPTP (Kowaltowski et al., 1996a, Kowaltowski et al., 1996b).
Novéji bylo navrzeno, ze PiC je soucasti MPTP a Pi plisobi pravé na tuto strukturalni
slozku poru a ovliviiyje jeji interakcei s Cyp-D. Je pravdépodobné, Ze vysoké koncentrace
Pi zvySuje schopnost vazby Cyp-D na komponenty tvotici MPTP (ANT, PiC) a tim méni
jejich konformaci (Leung et al., 2008). Pi v nizkych koncentracich byl nékterymi autory
povazovan za nezbytny pro inhibici MPTP cyklosporinem A nebo pii genetické ablaci
Cyp-D (Basso et al., 2008). Nepostradatelna role Pi v mechanismu inhibi¢niho ucinku
CsA na MPTP vsak byla pozd¢ji vyvracena (Varanyuwatana and Halestrap, 2012).

Z naSich vysledki je patrné, Ze rychlost bobtnani mitochondrii je pfimo umérna
koncentraci Pi v inkubacnim médiu. S rostouci koncentraci Pi (v naSem uspotadani
to byly koncentrace 0,05 az 1 mM) se rychlost a rozsah bobtnani zvysuje. Toto bobtnani
ale souvisi s pfitomnosti stopového mnozstvi Ca?" iontéi v médiu. Pro dalsi pokusy jsme
proto vybrali dvé koncentrace Pi (0,1 a 1,0 mM) a otevieni MPTP indukovali CaCl,
o koncentraci 5-200 uM. Z derivovanych dat vyplyva, Ze jak v pfitomnosti 0,1 mM,
tak 1 1,0 mM Pi, dosahuje kalcium maximalniho aktivaéniho efektu (dAsx/10 s)
pfi hodnotdch 100 uM CaCl,. Dalsi zvySovani koncentrace Ca*'iontdi jiz rychlost
bobtnani neovlivnilo. P¥i pouziti 1,0 mM Pi vykazuji Ca** ionty podstatng vy$si aktivaéni
efekt (maximalni rychlost bobtnani), neZ pii pouziti 0,1 mM Pi. Dal§im poznatkem bylo,
7e obé& pouzité koncentrace Pi v pfitomnosti Ca®" iontii indukuji pfiblizné shodny rozsah
bobtnani izolovanych mitochondrii. MizZeme tedy naSe poznatky uzavfit tim, ze
koncentrace Pi ovliviiuji predev§im rychlost bobtnani mitochondrii v piitomnosti
Ca?" iontll. Aktivaéni Gcinek pii pouziti rozdilné koncentrace Pi (0,1 nebo 1 mM) je
odlisny. Ovlivni parametry rychlosti a ¢asu maximalniho bobtnani, ale neni vyznamny
pro rozsah bobtnani. Déle jsme prokézali, Zze samotny vliv 1 mM Pi (bez stopového
mnozstvi Ca’" iontll) na bobtnani mitochondrii je prakticky nulovy a samotny Pi
bez Ca" iontli neni schopen navodit MPT. Vétsina dat zminénych v kapitolach 4. 2. 1.

a4. 2. 2. bylarovnéz prezentovana v disertacni praci autora (Endlicher, 2010).
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Druhé metoda naSe poznatky jen potvrdila. Ze ziskanych dat je zfejmé, Ze hodnoty
CRC se snizovaly s rostouci koncentraci Pi v inkuba¢nim médiu. Z méfeni retencni
kapacity pro kalcium za naSich experimentalnich podminek byla ziskana dalsi data
o otevieni MPTP. Vypocitali jsme mnozstvi kalcia, které se musi akumulovat
v mitochondriich pro indukci otevieni MPTP. Hodnoty CRC bez piidani fosfatu byly
24,1 nmol Ca®"/mg proteinu. CsA zvysil tuto hodnotu CRC na 40,6 nmol Ca*"/ mg
proteinu. 0,1 mM fosfat bez CsA snizil tuto hodnotu na 19,4 nmol Ca*" / mg proteinu

a 1,0 mM fosfat bez CsA dokonce na hodnotu 8,9 nmol Ca?" / mg proteinu.

4. 2. 3. Vnimavost MPTP vici akutnimu puisobeni tercidarniho butylhydroperoxidu,
anorganického fosfatu a jejich viajemnych kombinaci
ROS, stejné jako Ca*" ionty, byly jedny z prvnich prokazanych regula¢ni faktort
MPTP. Zatimco piesny mechanismus piisobeni Ca>* iontli vedouci k otevieni MPTP neni
znam, tak kalciem stimulovana produkce ROS a jejich u¢inky na MPT jsou dobie
zdokumentovany. Oxidacni stres vyznamné aktivuje kalciem indukované bobtnani
mitochondrii (Kowaltowski et al., 2001, Kowaltowski and Vercesi, 1999), zvlaste
pak jest¢ v kombinaci s Pi (Kowaltowski et al., 1996a, Kowaltowski et al., 1996b).
Nékteti autofi dokonce prosazuji, ze oxidacni stres je hlavnim induktorem zvySené
permeabilizace mitochondridlnich membran (Gorlach et al., 2015, Tajeddine, 2016).
Samotné kalciové ionty indukuji otevieni MPTP, ale zaroveii nadmérna
akumulace Ca*'iontli v matrix mitochondrii miiZze vést ke zvysené produkci mtROS,
které zvysuji citlivost poru k Ca?" iontll. Existuje n&kolik cest, kterymi Ca®" ionty,
prostfednictvim mtROS stimuluji otevieni MPTP. VétSina z nich souvisi s aktivaci nebo
inhibici respira¢niho fetézce, coz vede ke zvySenému nebo sniZenému toku elektronti
ajejich tiniku z komplexti elektron transportniho fetézce. Unik elektronii, zejména
z komplexu I a komplexu III ma za nésledek produkci superoxidu a dalSich mtROS
(Gunter et al., 2004, Hurst et al., 2017, Nicholls and Ferguson, 2013, Tajeddine, 2016).
Vysoké koncentrace mtROS v matrix mitochondrii zplsobuji vycerpani
mitochondrialniho antioxida¢niho systému, nasledné oxidaci thiolovych skupin proteini
respiracniho fetézce a dalSich membranovych proteinti. Oxidace je doprovazena tvorbou
disulfidickych mustka a agregaci proteint (Le Quoc et al., 1976, Le Quoc et al., 1977).
Pro indukeci otevieni MPTP je pravdépodobné nejdilezitéjsi jiz diive diskutovana oxidace

thiolovych skupin ANT a zdroveil zvySeni vazby CyP-D na ANT, ktera vede ke zmén¢é
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jeho konformace a specifity k ADP/ATP (McStay et al., 2002, Ryba, 2015). Vazbu
CyP-D na ANT lze rovnéz inhibovat ptidavkem CsA (Connern and Halestrap, 1994).

t-BHP je modelova latka slouzici k navozeni oxidacniho stresu v buikach
a v mitochondriich. Jeji Gc¢inek je dan mimo jiné peroxida¢nim poskozenim proteina
mitochondridlni membrany. V nasi praci jsme aktivovali MPTP piidavkem kalcia o rtizné
koncentraci po piedchozi preinkubaci izolovanych mitochondrii s t-BHP. Zjistili jsme, Ze
aktivacni ucinek t-BHP lze detekovat pouze pii nizkych koncentracich kalcia. Po pfidani
5 uM CaCl; za ptitomnosti 0,75 mM t-BHP se rychlost bobtnani zvysila Skrat. Kdyz se
viak bobtnani vyvolané Ca?"ionty bliZilo své maximalni hodnoté (150 uM CaCly),
nebylo mozné detekovat zadny dalsi aktivani Gcinek t-BHP. Tato data ukazuji, ze
peroxidacni aktivace bobtnani mé dalezitou roli, zejména pti zrychleni nizkych rychlosti
bobtnani tim, Ze zvysuje citlivost MPTP vii¢i Ca** iontim.

Stanovenim hodnot CRC izolovanych jaternich mitochondrii po ptedchozi
preinkubaci s Pi a/nebo t-BHP jsme potvrdili a rozsitili diivejsi pozorovani popisujici
aktivaci bobtnani indukovaného kalciem. Pomoci méteni CRC jsme prokazali, ze jak
Pi, tak t-BHP snizuji mnozstvi akumulovaného kalcia, které je nezbytné pro Uplné
otevieni MPTP na 35 % kontrolnich hodnot a pouze na 15 %, v pfipad¢ spolecné
interakce Pi a t-BHP.

Pfi vyS$Sim rozliSeni je z naSich zdznami ziejmé, Ze za pritomnosti CsA
zustava MPTP po kazdém pfidani CaCly uzavieny (hodnoty fluorescence se vraci
na zékladni uroven). V nepfitomnosti CsA se bazalni fluorescence po kazdém piidani
Ca*" kontinualné zvySovala (MPTP se pomalu oteviral). Toto zvyseni bylo potencovano
jak ucinkem Pi, tak t-BHP az do okamziku, kdy byla dosaZena koncentrace
intramitochondridlniho kalcia potfebna pro uplné otevieni MPTP. Tyto udaje naznacuji,
jak jiz bylo diskutovéano, Ze otevieni MPTP probihd ve dvou fazich. V prvni fazi
za nepfitomnosti CsA se hromadi malé mnozstvi Ca?’iontd v matrix mitochondrii
a MPTP se pomalu otevira. Uplné otevieni MPTP viak vyzaduje akumulaci kritického
mnozstvi intramitochondridlniho kalcia a toto kritické mnoZzstvi je znaéné zavislé

na koncentracich Pi a t-BHP v inkuba¢nim médiu.

Podrobnéji viz priloha ¢. 1,2,3,4a 5
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4. 3. Vnimavost MPTP vuci pusobeni trijodtyroninu v podminkach in vitro a in vivo

Hormony S§titné zlazy svymi ucinky zasahuji jak do biogeneze buiiky,
tak 1 do energetického metabolismu mitochondrii. Vzhledem k Sirokému spektru
a slozittmu mechanismu jejich ucinkt, je Casovy rozsah jejich pusobeni v fadu
minut az dni. Hormony Stitné zlazy zvySuji syntézu komponent respiracniho fetézce
kédovanych jak v jadre, tak i v mitochondriich. Indukuji déje, které vedou ke zménam
ve slozeni lipidii mitochondridlnich membran, zvysuji aktivitu adenin nukleotidovych
translokdz, stimuluji bunéénou respiraci, produkci ATP a uvoltiovani Ca’’iont
z mitochondrii (Castilho et al., 1998, Goglia et al., 1999, Mracek et al., 2005, Schwartz
and Oppenheimer, 1978, Weitzel et al., 2003). RovnéZz bylo prokazéano, ze hormony §titné
zlazy indukuji déje vedouci ke zvySené regeneraci jater po parcidlni hepatektomii
(Cervinkova et al., 1998, Drahota et al., 1999).

Jiz velmi staré prace poukazuji na to, ze hormony §titné zlazy indukuji bobtnani
mitochondrii (Lehninger, 1960a, Lehninger, 1960b, Tapley, 1956). V té dob¢ vsak nebyla
jesté prokazana existence MPTP v mitochondridlni membrané a efekt hormont byl
pfisuzovan zménam v uspotradani mitochondridlni membréany. Teprve v nedavné dobé byl
vliv hormont $titné zlazy studovan v souvislosti s funkci MPTP jako kalciem indukované
a cyklosporinem A inhibované bobtnani mitochondrii. Nicméné mechanismus jejich
ucink je stale nejasny. Asi nejvice prostudovany je vliv hormont §titné Z14zy na indukci
MPTP v disledku zvySené stimulace tvorby ROS (Castilho et al., 1998, Venditti et al.,
2003a, Venditti et al., 2003b, Venditti and Di Meo, 2006).

Zrychleny bazalni metabolismu indukovany hormony §titné zlazy je ¢asto spojen
s narastem produkce ROS a oxida¢nim poskozenim tkéani (Videla, 2000). Oxidacni stres,
jak jiz bylo diskutovano, mimo jiné indukuje oxidaci thiolovych skupin membranovych
proteind, u kterych se predpoklada Ze jsou soucasti poru (napt. ANT), a vede k aktivaci
MPT. Vzhledem k tomu, Ze strukturalni podstata poru je stale nezndma, lze jen velmi
obtizné lokalizovat cil plisobeni hormoni §titné zlazy. Rovnéz plivodni metoda bobtnéani
mitochondrii neumoznovala dostatecné pifesné analyzovat interakce mezi faktory
podilejicimi se na regulaci otevirani poru. Proto jsme se rozhodli v nasich experimentech
vyuzit optimalizovanou metodu a posoudit vzajemné interakce T3 a Pi v ucinku
na kalciem indukované bobtnani mitochondrii. V1iv T3 na rychlost bobtnani izolovanych
jaternich mitochondrii jsme hodnotili jak v podminkéach in vitro, tak po aplikaci T3
potkanim in vivo. Kapitola 4. 3. byla rovnéZz diskutovana v disertani praci autora

(Endlicher, 2010).
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4. 3. 1. U¢inek in vitro aplikace trijodtyroninu na kalciem indukované bobtndini

Jjaternich mitochondrii

Vliv ROS na permeabilizaci mitochondrialnich membran, po aplikaci T;
v podminkach in vivo, byl predmétem celé fady studii. Nicméné uc¢inek T3 na indukei
MPT v podminkach in vitro neni detailné prozkouman. Proto jsme se v nasi pivodni praci
zaméfili hlavné na hodnoceni pfimého vlivu T3 na MPTP v podminkach in vitro.
Pomoci nasi optimalizované metody hodnoceni mitochondrialniho bobtnani (Drahota
etal., 2012a) jsme nejprve sledovali u¢inek Ts; v kombinaci s Ca’'ionty a/nebo Pi
na otevieni MPTP. Prokazali jsme jednoznacnou zavislost mitochondridlniho bobtnéani
indukovaného 50 uM Ca*", v nepfitomnosti Pi na koncentraci T3 v inkuba¢nim médiu.
Jiz 1,25 uM T3 vedl ke dvojnasobnému zvySeni rychlosti mitochondridlniho bobtnani
oproti kontrolam (aktivace pouze pomoci 50 uM Ca?’, bez Pi a Ts). Nejvyssi efekt T;
na aktivaci MPT jsme zaznamenali pfi koncentra¢nim rozmezi 15-25 pM Ts. Jak je
patrné, jiz z klasickych zaznamii, rostouci koncentrace T3 v reak¢éni smési zvySuje miru
bobtnani izolovanych mitochondrii. Koncentrace T3 v rozmezi 1,25-25 uM ovliviiuje jak
dobu nastupu bobtnani, tak 1 maximalni rychlost. V pribcéhu bobtnani vSak celkovy
rozsah (extent) tohoto jevu dosahne za 10 minut pfiblizn€ stejnych hodnot. Podrobnéji
a daleko presnéji se ndm podatilo tyto parametry analyzovat pouzitim derivaci klasickych
kiivek bobtnani mitochondrii (viz pifiloZzena prace a (Endlicher, 2010)).

Jak jsme jiz zminovali, bobtndni mitochondrii je zavislé nejen na koncentraci
Ca®" iontii a T3, ale zavisi téZ na pfitomnosti Pi v reakéni smési. Prokdzali jsme, Ze
Pi vyrazné potencuje G¢inky T3 a Ca®’ iontl. Z naSich méfeni je zfejmé, Ze samotné
Ca?" ionty (50 uM Ca®") zvySuji rychlost bobtnani jaternich mitochondrii pfiblizné
ctyfikrat, samotny trijodthyronin (25 pM T3) sedmkrat a samotny 0,1 mM Pi nema
prakticky Zadny ucinek na MPT. Jako kontrola bylo pouZito spontdnni bobtnéani
bez jakychkoliv ptidavkd. Bobtndni mitochondrii vyvolané 50 uM CaCl. je dale
potencovano pritomnosti Pi pfiblizné pétkrat, zatimco T3 vedl pouze ke dvojndsobné
aktivaci. AvSak stimulacni G¢inek T3 na bobtnani mitochondrii, jez byly indukované
kombinaci Ca®" iontli a Pi, byl navysen o dvojnasobné mnoZstvi oproti mitochondriim,
kde byl MPTP aktivovan pouze Ca’’ ionty a Pi. Mé&feni jsme doplnili o pridavek CsA,
jenz plné inhiboval aktivacni efekt 25 uM Ts. Nase vysledky tak poukazuji, ze T3 je
zapojen do regulace otevirani MPTP a potvrzuji pfimy t¢inek T3 na indukci MPT.

Jako dalsi diikkaz bezprostfedniho ptsobeni T3 na aktivaci MPT jsme sledovali

jeho t¢inek na MMP po piisobeni Ca*' iontl. Zmény MMP izolovanych jaternich
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mitochondrii jsme hodnotili pomoci fluorescenéni sondy safraninu O. Z naSich dat
vyplyva, ze T3 vykazuje rovnéz piimy vliv na MMP. Pokles MMP vyvolany
50 uM CaCl: byl dale potencovan aplikaci 25 uM T3 podobnym zptsobem jako v nasich
experimentech s indukovanym bobtnanim. Z naSich zaznamt je dale patrné, ze 25 uM T3
rovnéz zpusobil pokles MMP i v neptitomnosti kalciovych iontl. Tento pokles MMP byl
pfiblizné shodny s poklesem indukovanym 50 uM CaCl..

V nasich experimentech jsme se pokusili ziskat dalsi data, ktera by mohla pomoci
Iépe charakterizovat roli T3 pii aktivaci otevieni MPTP. Dtivéjsi udaje v literatuie
podporuji tvrzeni, ze aktivacni ucinek T3 je nepiimy kvili zvyseni citlivosti MPTP
k Ca®" iontim prostfednictvim mechanismu generovani ROS (Castilho et al., 1998).
Z nasich poznatk miizeme shrnout, Ze samotny T3 je schopen indukovat mitochondridlni
bobtnani a rychlost tohoto procesu je dale zvysena piitomnosti Ca** iontd a/nebo Pi.
T3 zvySuje maximalni rychlost bobtnani, ale maximalni rozsah bobtnani dosahuje béhem
nami pouzité inkubacni doby piiblizné stejnych hodnot. To naznacuje, Ze schopnost
membrany bobtnat se pfitomnosti Tz neméni. NaSe data tedy ukazuji, Ze T3 hraje
dulezitou roli pfi otevirdni MPTP a potencuje Ui€inky dvou klicovych induktort bobtnéni,

kalciovych iontl a anorganického fosfatu.

4. 3. 2. Vliv anorganického fosfitu a Ca*'iontii na pribéh MPT po aplikaci

trijodtyroninu potkaniim in vivo

Aktivacni tcinek T3 na MPTP byl opakované pozorovan po jeho in vivo aplikaci
(Venditti et al., 2003b). Pomoci nasi optimalizované metody jsme potvrdili predchozi
poznatky (Kalderon et al., 1995, Yehuda-Shnaidman et al., 2010), ze aktivaci kalciem
indukovaného bobtnani trijodtyroninem lze detekovat v izolovanych mitochondriich
po predeslé aplikaci T3 potkaniim in vivo. Potkaniim byl aplikovan 1x nebo 3x T3 v davce
200 pg/kg télesné hmotnosti. Izolace jaternich mitochondrii byla provedena 24 hodin
po posledni davce. Po jedné davce T3 dosdhla maximalni rychlost bobtnani 169 %
kontrolnich hodnot a po tiech aplikacich 198 %. Cas, pfi kterém doslo k maximalnimu
bobtnani, se rovneéz zkrétil, a to o 30 %, respektive o 75 %. Maximalni rozsah bobtnani
se zvysil po jedné dadvce T3 (143 %); po tfech davkéach T3 jsme nezaznamenali Zadné dalsi

vyznamné navyseni rozsahu bobtnani.

Podrobnéji viz priloha ¢. S
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4. 4. Pohlavni a tkafova specifita citlivosti MPTP vici Ca?* iontim

Citlivost poru ke kalciovym iontim je ovlivnéna celou fadou faktord, z nichz
etal., 2007, Tajeddine, 2016). Vysledkem mitochondridlniho oxida¢niho stresu jsou
zmény v mitochondridlnich funkcich. Bylo prokézano, ze v rtznych tkénich existuje
fyziologickd rozmanitost mitochondridlnich procestt a odliSnd schopnost odolavat
oxida¢nimu stresu (Benard et al., 2006). Vlastnosti mitochondrialni membrany a citlivost
MPTP ke kalciovym iontim se liS§i v zavislosti nejen na typu organu (Drahota et al.,
2012b, Endlicher et al., 2009a, Panov et al., 2007), ale i druhu organismu (Ricchelli et al.,
2005), pohlavi (Milerova et al., 2016) a véku (Drahota et al., 2012b, Endlicher et al.,
2021). Navic existuji rozdily v citlivosti MPTP specifické pro vyvoj a stdrnuti organismu
(viz. kapitola 4. 5.) a také pro rizna stadia onemocnéni (napt. ischemicko/reperfuzni
poskozeni srdce) (Milerova et al., 2010, Ong et al., 2015). Existuji také naznaky, Ze proces
bobtnani se miize lisit mezi heterogennimi mitochondridlnimi populacemi (Hofer et al.,
2009). Saunders a spolupracovnici (2013) prokdzali, Ze mitochondrialni subpopulace
s riznym obsahem kardiolipinu reagovaly rozdilné na indukované zmény MMP
a na kalciem indukované bobtnani. Pozornost je také vénovéana charakterizaci mnoha
faktorti, které moduluji funkci MPTP v rtiznych organech, vcetné vyse zminovanych
hormont §titné Zlazy (Castilho et al., 1998, Kalderon et al., 1995, Venditti et al., 2003b,
Yehuda-Shnaidman et al., 2010).

4. 4. 1. Specifita MPTP vazand na pohlavi

VétSina experimentalnich studii odhalila, Ze sami¢i srdce je tolerantnéjsi
k ischemicko/reperfuznimu poSkozeni ve srovnani se sam¢im (Johnson et al., 2006,
Murphy and Steenbergen, 2007, Ostadal et al., 2019, Ostadal et al., 2009a).
Mitochondrialni dysfunkce a zejména otevieni MPTP hraje vyznamnou roli v tomto
procesu a ovliviiuje rozsah poSkozeni srdce (Halestrap and Richardson, 2015, Ong et al.,
2015, Ryba, 2015). Prace Milerové a spolupracovnikii (2016) analyzuje, zda i1 kalciem
indukované bobtnani srde¢nich mitochondrii je zavislé na pohlavi. V této praci autofi
testovali dvé koncentrace ptidaného CaCly (50 a 200 uM) k izolovanym srde¢nim
mitochondriim potkant obou pohlavi. Ze ziskanych dat je patrné, Ze srde¢ni mitochondrie
izolované z pohlavné odliSnych jedinci maji riznou citlivost na kalciovou zatéz.
Mitochondrie (MPTP) izolované ze srdce samic potkanli vykazuji vyssi odolnost

k Ca’"iontim né&Z mitochondrie izolované ze srdce samcid. Pii pouziti vysoké
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koncentrace kalcia (200 pM) byl jak rozsah, tak rychlost bobtnani srde¢nich mitochondrii
samcu piiblizn€ o 60 % vyssi nez u samic. Pfi pouziti nizké koncentrace kalcia (50 uM)
viak nebyly pozorovany zadné rozdily v citlivosti MPTP k Ca?"iontim zavislé
na pohlavi. Jednou z moznosti, jez by vysvétlovala tento rozdil v citlivosti MPTP
k Ca*" iontéim, by mohla byt zména v transportu kalcia do mitochondrii sami¢iho srdce
v obdobi vysoké cytosolové zatéze téchto iontl (Arieli et al., 2004). Tato zména
v transportu kalcia vede nasledné k niZ$i intramitochondrialni hladingé Ca®' iont
Ca?" iontii. Podrobné&ji viz publikace (Milerova et al., 2016).

Prace Ostadala a spolupracovniku (2019) ptehledné shrnuje nejenom pohlavni,
ale 1 ontogenetické rozdily v toleranci srdecni tkané vic¢i ischemicko/reperfuznimu
poskozeni. Autofi ve svych plivodnich pracich pozorovali odliSnou citlivost MPTP
ke kalciovym iontiim jak u mitochondrii izolovanych z novorozeneckého a dospé€lého
myokardu, tak i z mitochondrii izolovanych ze srdce muzii a zen. Novorozenecké
a zenské mitochondrie vykazuji vyssi odolnost jak v rozsahu, tak v rychlosti kalciem
indukovaného bobtnani mitochondrii, nez bylo pozorovano u mitochondrii izolovanych
ze srdce muzu a dospélych jedinct (Ostadal et al., 2019). Jejich zavéry pridavaji dalsi
ditkazy o rozdilné citlivosti MPTP k Ca*" iontim vazané na pohlavi a ontogeneticky
vyvoj jedince. Dalsi vysledky podporujici nejen ontogenetické zmény v citlivosti MPTP

k Ca*" iontlim a Gi¢inkiim ROS budou probrany v kapitole 4. 5.

4. 4. 2. Tkarnova specifita MPTP

Panov a spolupracovnici ve své praci poukazuji na specifické rozdily v toleranci
kalciem indukovaného bobtndni mezi mitochondriemi izolovanymi z jater a mozku.
Prokézali, Ze mitochondrie izolované z mozku vykazuji mensi citlivost MPTP vici
Ca®" iontlim neZ mitochondrie jaterni. Autofi spekuluji o tom, Ze existuje druhova
a tkafova specifita tohoto jevu, a Ze rizné organy v dasledku dlouhodobého vyvoje se
prizptsobily v jaké mife reagovat na Ca** ionty. Rlizn4 citlivost ziejmé souvisi s tim, jak
dalece je kalciovy inzult nebezpecny pro funkéni aktivitu daného orgénu a jak intenzivné
probiha v daném organu bunécna regenerace. Navrhuji, ze jaterni tkan s vysokou
regenerani schopnosti je zifejmé méné chranéna proti otevieni MPTP a zahajeni

apoptotickych a nekrotickych procesti nez mozek (Panov et al., 2007).
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Snazili jsme se tyto nalezy rozsifit a doplnit srovnanim citlivosti MPTP
mitochondrii jater a srde¢niho svalu vii¢i Ca®* iontim. Nase prezentovana data ukazuji,
ze jaterni mitochondrie reaguji na stejnou koncentraci CaCl, mnohem intenzivnéj$im
bobtndnim nez mitochondrie srde¢ni. Pokles optické denzity (extent - dAszo/4 min)
po aplikaci CaClz byl u jaternich mitochondrii pfi pouziti nizké pfiddvané koncentrace
(25 uM CaCl;) sedminasobny a pii aplikaci vyssi koncentrace (100 uM CaCly)
trojnasobny oproti srde¢nim mitochondriim. Jak je dale patrné z naSich dat, rozsah
bobtnani je zavisly na koncentraci piidavaného CaCl,. Signifikantni vzestup bobtnani Ize
u jaternich mitochondrii pozorovat jiz pii 2,5 pM koncentraci CaCl, a maximalni hodnoty
rozsahu bobtnani jsou dosahovany v rozmezi 10-30 uM koncentraci CaCl.. Dalsi
zvySovani koncentrace CaCly jiZ nemélo na rozsah bobtnani vliv. U srde¢nich
mitochondrii stoupd rozsah bobtnani velmi pomalu az do nejvys§i nami studované
100 uM koncentrace CaCl,. Mzeme tedy dojit k zaveru, ze zejména pii nizké pridavané
koncentraci CaCly jsou srdecni mitochondrie odolnéjsi viaci (postupn€) rostouci
koncentraci Ca*" iontii neZ jaterni mitochondrie. Vy3§i schopnost srde¢nich mitochondrii
odolavat kalciové zatézi ma zcela logické opodstatnéni, nebot’ srde¢ni mitochondrie jsou
opakované cely Zivot exponovany Ca*" iontlim.

Nase vysledky jsou v souladu s nalezy Panova a spolupracovnikd (2007)
a ukazuji, Ze nejen mozkové, ale i srde¢ni mitochondrie, maji ve srovnani s jaternimi
mitochondriemi mensi citlivost vii¢i Ca®" iontiim a tim i lepsi protekci vici kalciem
indukovanému otevieni MPTP a nasledné iniciaci apoptotickych procesii. Tyto nalezy
umociiuji predstavu, ze rizné bunécné populace maji specifické strategie, jak Celit
nasledkim peroxidacniho poskozeni, mezi néZ patii i otevieni MPTP. Hepatocyty, jenz
maji mnohem vyssi regeneracni schopnost nez buiikky mozku ¢i srdecného svalu a jsou
tak vice schopné kompenzovat poskozeni vzniklé oxidacnim stresem. Tuto pfedstavu
vSak bude tieba jesté¢ doplnit dalsimi udaji o aktivité antioxidac¢nich enzymi ptipadné
1 o rezistenci lipoproteinovych struktur buiiky vii¢i plisobeni kyslikovych radikala.

Kapitola 4. 4.2.byla rovnéz Castecné diskutovana v disertacni praci autora
(Endlicher, 2010). Dalsi nase vysledky podporujici tkanoveé specifické, ontogenetické
a vékem indukované zmény v citlivosti MPTP k Ca?" iontim a i¢inkim ROS budou

probrany detailné€ v kapitole 4. 5.

Podrobnéji viz priloha ¢. 6 a 7
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4. 5. Vékem indukované zmény citlivosti mitochondrii ke kalciovym iontim
Mitochondrie hraji dilezitou roli v procesu starnuti bunék a ROS jsou povazovany
za hlavni faktor, ktery se podili na jejich poSkozeni v pribchu starnuti (Barja, 2014,
Cedikova et al., 2016, Dai et al., 2014, Zorov et al., 2014). Zmeény homeostazy kalcia
azvySena produkce ROS jsou spojené se starnutim a vedou ke zvysSené frekvenci
otevirani MPTP (Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017). Otevieni poru vede
mimo jiné k indukci apoptotickych a nekrotickych procest (Desagher and Martinou,
2000, Rasola and Bernardi, 2011) a hraje tak podstatnou roli v patogenezi riiznych
onemocnéni (Endlicher et al., 2018), vyvoji organismu, ale i v procesu jeho starnuti

(Drahota et al., 2012b, Endlicher et al., 2021).

4. 5. 1. Ontogenetické zmény v citlivosti MPTP ke kalciovym iontiim a ucinkim ROS

po ischemicko/reperfuznim posSkozeni srdecni tkané

Odolnost mladého srdce viic¢i nedostatku kysliku je vyznamné vyssi ve srovnani
s dospélym myokardem, tolerance po narozeni ale rychle klesa (Ostadal et al., 1999,
Ostadal et al., 2009b, Ostadalova et al., 1998). Mechanismy vyssi rezistence vSak dosud
nebyly uspokojivé objasnény. Otevieni MPTP a jeho nasledky se ale vyznamné podileji
na molekularnich mechanismech spojenych s ischemicko/reperfuznim poskozenim srdce
dospé€lého jedince (Bernardi et al., 2006, Di Lisa and Bernardi, 1998, Halestrap et al.,
2004, Rasola and Bernardi, 2011). Podminky spojené s postischemickou reperfuzi, jako
je akumulace ROS, normalizace pH a zvySeni koncentrace intracelularniho kalcia,
vytvareji ideélni situaci pro otevieni MPTP (Griffiths and Halestrap, 1995, Halestrap,
prahovou hodnotu MPTP k t¢inktim Ca?* iontli a ROS. Rozsah MPT a produkce mtROS
béhem prvni minuty reperfuze byly vyssi u starSich jedincl, ve srovnani s mladymi
zvitaty. Rovnéz hodnoty CRC mitochondrii izolovanych z mladsich jedinct byly vyssi
(Fernandez-Sanz et al., 2015).

Rozdily v citlivosti MPTP k jeho regula¢nim faktoriim jsou vétSinou sledovany
u dospé€lych jedincti. Prace Milerové a spolupracovnikit (2010) dopliuje tyto
poznatky a popisuje vyznamné ontogenetické rozdily v roli MPTP pii indukovaném
ischemicko/reperfuznim poSkozeni srdce. Data poukazuji na rlznou citlivost
ke kalciovym iontliim srde¢nich mitochondrii izolovanych z novorozenych (7dennich)
a dospélych (90dennich) potkanti. Z vysledkii prace je patrné, Ze mitochondrie

neonatalnich potkanti vykazuji vySsi odolnost vii¢i kalciovym iontim nez mitochondrie
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izolované z dospé€lych jedinc. Nejen rozsah, ale také maximalni rychlost kalciem
indukované¢ho bobtnani mitochondrii je signifikantné vyssi u dospélych potkanti
nez u novorozenych. Publikovana data tak podporuji myslenku, Ze novorozenecké
srdecni mitochondrie jsou Iépe chranény pied kalciem indukovanym otevienim
MPTP, coz mlze byt soucasti mechanismu vyssi tolerance novorozeneckého srdce
k ischemicko/reperfuznimu poskozeni srde¢ni tkdn¢ (Milerova et al., 2010, Ostadal et al.,
2009b). Rovnéz bylo prokazano, ze nejenom novorozenecké, ale 1 sami¢i mitochondrie
jsou vyrazné¢ odolné€jsi k ischemicko/reperfuznim poSkozeni srdec¢ni tkané a vykazuji
vy$$i odolnost ke kalciovému inzultu, a to jak v rozsahu, ale i rychlosti bobtnani

mitochondrii (Milerova et al., 2016, Ostadal et al., 2019, Ostadal et al., 2009a).

4. 5. 2. Tkarnové specifické ontogenetické zmény v citlivosti MPTP ke kalciovym iontiim

a ucinkum ROS

Vzhledem k tomu, Ze tolerance myokardu k nedostatku kysliku vyznamné klesa
béhem postnatilni ontogeneze (Ostadal et al., 1999, Ostadalova et al., 1998), bylo
zajimavé sledovat, jak se méni citlivost srde¢nich mitochondrii ke kalciovym iontim
béhem této faze vyvoje a zaroven porovnat tyto zmény s tkanové odliSnymi
mitochondriemi. Na zaklad¢ predeSlych poznatkd, jenz prokazaly, ze mitochondrie
izolované z rOznych tkani dospélych zvifat vykazuji odliSnou citlivost MPTP
ke kalciovym iontim (Endlicher et al., 2009a, Panov et al., 2007), jsme se rozhodli
posoudit, do jaké miry jsou vyvojové zmény v citlivosti MPTP k Ca" iontiim tkanové
specifické.

V nasledujici studii jsme analyzovali tento parametr v prib&hu ontogeneze
jak v srde¢nich, tak v jaternich mitochondriich. Pro nase pokusy jsme pouzili
5, 14,30 a 60denni potkany. Bobtnani mitochondrii jsme indukovali 200 pM CaCl..
Nase meéfeni potvrdila vysledky predchozich pokusi. Rozsah i maximalni rychlost
kalciem indukovaného bobtnani byly u srdecnich mitochondrii niz§i nez u jaternich,
atopo celé nami studované obdobi Zivota potkanl. Z naSich dat je dale patrné, Ze
nizka citlivost srde¢nich mitochondrii na kalciovou zatéZ se nemeéni az do 14. dne
postnatilniho véku. V obdobi mezi 14. a 60. dnem se citlivost MPTP k Ca*" iontim ale
postupné zvySovala. Ontogeneticky vyvoj citlivosti MPTP jaternich mitochondrii
k Ca®" iontim byl vyrazn& odlisny. V naSem experimentdlnim uspoiadani jsme
nezaznamenali zmény v citlivosti jaternich mitochondrii ke kalciovym iontim, a to

zejména ve sledovaném raném obdobi. Hodnoty maximalni rychlosti bobtnani (rate)
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se do 30. dne neménily a nartst mezi 30. a 60. dnem po porodu byl nizky. Pokud data
pfevedeme na procenta, tak srdecni mitochondrie izolované z S5dennich potkant
vykazovaly pouze 15% rate oproti srde¢nim mitochondriim izolovanym z 60dennich
potkanti. Naproti tomu jaterni mitochondrie izolované z Sdennich potkanii vykazovaly
80% rate oproti jaternim mitochondriim izolovanym z 60dennich potkand.

Otevieni MPTP je vyrazné ovlivnéno oxida¢nim stresem. ROS jsou povazovany
za nejucinngjsi latky, které zvysuji citlivost MPTP ke kalciovym iontim (Drahota et al.,
2012a, Endlicher et al., 2019, Halestrap et al., 1997, Kim et al., 2006). Zvysena tvorba
ROS a oxidacni poSkozeni lipidi a proteinti mitochondridlni membrany spojenych
s funkci a regulaci MPTP tedy pravdépodobné podporuji otevirani MPTP béhem starnuti
a indukuji bunéénou smrt (Panel et al., 2018, Rottenberg and Hoek, 2017). Oxidacni stres
se v prubéhu starnuti organismu kumuluje a jeho G¢inky jsou dobfe popsané u dospélych
jedincti. V névaznosti na nase predeslé pokusy, kdy jsme pozorovali vyssi rezistenci
neonatdlnich srde¢nich mitochondrii ke kalciovému zatizeni, jsme se rozhodli porovnat
aktivacni ucinek ROS na kalciem indukované bobtnadni mitochondrii izolovanych
ze srdce a jater novorozenych potkanii (5denni). Pro tento ucel jsme pouzili nizké
koncentrace CaCl, (5 uM), které davaji velmi nizkou rychlost bobtnani a ponechévaji
prostor pro indukei dal§imi latkami (0,75 uM t-BHP). Z naSich dat je patrné, ze srde¢ni
mitochondrie ve srovnani s jaternimi mitochondriemi jsou odolnéjsi také vici i€¢inkiim
oxida¢niho poskozeni indukovaného t-BHP. Jaterni mitochondrie 5dennich potkant
po predchozi preinkubaci s t-BHP vykazovaly 4nasobny nartist kalciem indukované
rychlosti bobtnani. Na druhou stranu u srdecnich mitochondrii 5dennich potkant jsme
tento nardst maximalni rychlosti bobtnani nezaznamenali.

Hlavnim vysledkem naSich experimentli je zjiSténi, Ze srde¢ni mitochondrie
novorozenych potkant jsou odolnéjsi viici kalciové zatézi a také vici aktivaénimu aéinku
oxida¢niho stresu ve srovnani s mitochondriemi jater novorozencii a tato rezistence
behem postnatalni ontogeneze vyznamné klesd. Ziskana data tedy naznacuji, ze MPTP
srde¢nich mitochondrii je 1épe chranén pied u¢inky zvysené zatéze Ca®' ionty a ROS.
Mizeme ale jen spekulovat, Ze nizsi citlivost srde¢nich mitochondrii vii¢i Ca** iontim
a ROS mize souviset s vyss$i ischemickou toleranci novorozeneckého srdce (Ostadal et
al., 2019). Pokusy s t-BHP ukazaly, ze také oxidacni stres ma dulezitou roli v aktivaci
MPT, zejména pii koncentracich kalcia blizkych hodnotam pfitomnym v cytosolu

za fyziologickych podminek. Tyto zmény jsou rovnéz tkanove specifické.

62



V této souvislosti je nutné zdlraznit, ze beéhem ontogenetického vyvoje se
vyznamné méni oba hlavni aktéfi popsané interakce, tj. srde¢ni mitochondrie a kalcium.
Kromé¢ zmén v uspofddani srdeCnich mitochondrii 1ze rovnéz pozorovat vyznamné
ontogenetické zmény v transportu Ca>" iontll v myokardu. Piivodni chaotické uspoiadani
mitochondrii a svalovych vldken se méni v pravidelné uspotfadani (Milerova et al., 2010).
Starnuti sav¢ich organismi je rozsahle studovano mnoha laboratofemi, nicméné jeho
podrobny mechanismus nebyl dosud zcela objasnén. Existuje ale shoda v tom, ze starnuti
je slozity proces vyvolany mnoha endogennimi a exogennimi faktory a ze v ném hraji
zasadni roli mitochondrie (Barja, 2014, Cedikova et al., 2016, Kalous and Drahota, 1996,
Rottenberg and Hoek, 2021, Son and Lee, 2019).

Jak vyvojové, tak tkanové specifické rozdily v aktivacnich ucincich kalcia
a oxidacniho stresu z4visi také na dalgich ¢initelich. Pro indukéni Gicinek Ca®" iontf hraje
dalezitou roli Cyp-D, ktery je zodpovédny za otevieni MPTP (Basso et al., 2005, Elrod
and Molkentin, 2013, Gutierrez-Aguilar and Baines, 2015). Posttranslacni modifikace
v riznych tkanich jsou rovnéz zavislé na véku, jak jiz bylo diskutovdno. Nejnovéji se
zacinaji objevovat ndznaky, Ze existuje zvysena exprese Cyp-D ve starnoucim organismu
(Gauba et al.,, 2017, Lee et al., 2010). Rovnéz se predpoklada, ze -SH skupiny
mitochondrialnich proteinti mohou byt béhem procesu bobtnani modifikovany (Cardoso
et al., 2004, Castilho et al., 1998, Halestrap et al., 1997). Krom¢ toho maji rizné
mitochondrialni proteiny odliSnou citlivost k t-BHP (Cervinkova et al., 2009, Endlicher
et al., 2009b, Krivakova et al., 2007) a tato vlastnost miize byt také vyvojove a tkanove
specificka. Proto by méla byt pfesna analyza mechanismi zapojenych do vyvojové

a tkanové specifity MPTP tématem dalSich experiment.

4. 5. 3. Vékem indukované zmény citlivosti MPTP ke kalciovym iontim a zmény

mitochondridlni retenéni kapacity Ca’* iontit

V literatufe je zvySena rychlost bobtnini vyvolana Ca®'ionty popsina
u mitochondrii izolovanych ze srde¢ni tkdné 5- a 24mési¢nich potkanii (Petrosillo et al.,
2010) a u mitochondrii izolovanych z mozku a jater 3- a 20mési¢nich mysi (Mather and
Rottenberg, 2000), proto jsme se v nasi praci soustiedili na vyvojové mladsi obdobi
potkanti. Studie byla zaméfena na monitorovani vékem indukovanych zmeén citlivosti
MPTP ke kalciovym iontim a na schopnost izolovanych jaternich mitochondrii
akumulovat Ca?’ ionty. Pro tyto pokusy jsme pouZili mitochondrie izolované z jater

potkanti ve véku 3 az 17 tydnii. Ze ziskanych dat je patrné, Ze mitochondrialni retencni
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kapacita pro kalcium (CRC) je vyznamné ovlivnéna vékem potkanti. Métfeni hodnot
CRC jaternich mitochondrii navic odhalilo dvé odlisnd obdobi. V obdobi dospivéni
(od 3.do 7. tydne) dochazelo ke statisticky vyznamnému narastu hodnot CRC.
Nejvyssi hodnoty CRC vykazovali 7tydenni potkani (obdobi pocatku pohlavni zralosti)
aod7.do 17.tydne jsme opét zaznamenali signifikantni pokles hodnot CRC.
Hodnoty CRC byly u potkanii ve vé&ku 7 tydnli v priméru 28,8 £ 6,7 nmol Ca*'/mg
mitochondridlniho proteinu a pouzili jsme je jako 100 % hodnoty CRC pro srovnani
s ostatnimi skupinami. Hodnoty CRC 3tydennich potkanli byly 42,1 %, Stydennich
70,6 %, 10tydennich 70,6 %, 13tydennich 63,6 % a 17tydennich zvitfat 57,7 %
ve srovnani se 7tydenni skupinou.

Vékem indukované zmény citlivosti MPTP k Ca*" iontéim jsme hodnotili pomoci
naSi optimalizované metody kalciem indukovaného bobtnani mitochondrii. Néami
naméefena data ukazovala na podobné vékem indukované zmény citlivosti MPTP
k Ca" iontlim a potvrdila tak pedeslé vysledky mé&feni hodnot CRC. Nejvyssi hodnoty
maximalni rychlosti bobtndni jaternich mitochondrii (rate) jsme zaznamenali
zaznamenan u mitochondrii izolovanych z jater 7tydennich potkanii. Rafe u potkanti
ve véku 7 tydnl jsme pouzili opét jako 100% hodnotu pro srovnani s ostatnimi
sledovanymi skupinami. Rate 3tydennich potkanti byl 213 %, Stydennich 132 %,
10tydennich 181 %, 13tydennich 158 % a 17tydennich 310 % ve srovnani se 7tydenni
skupinou.

NaSe data ukazala, Ze bc¢hem postnatilniho obdobi se zvySuje odolnost
mitochondrii vii¢i i¢inkiim Ca?* iontti a v priibé&hu starnuti se tato schopnost opét sniZuje.
Je z nich patrné, Ze jaterni mitochondrie izolované ze 7tydennich potkanii (obdobi zacatku
pohlavni zralosti a dospélosti jedince) jsou schopné akumulovat nejvyssi mnozstvi kalcia
schopné odolavat nefyziologickému zatiZeni kalciovymi ionty a indukeci apoptotickych
¢i nekrotickych procesii. Pouziti obou téchto metod by mohlo pomoci pii hledani latek
schopnych chranit MPTP pied nezddoucimi u€inky ROS a pomoci prodlouzit Zivot
organismu, ¢i nalézt G¢inna farmaka, jez by inhibici MPTP byla schopné zpomalit rozvoj

patologickych procesu.

Podrobnéji viz priloha ¢. 7 a 8
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4. 6. Vyuziti zavedenych metod pro hodnoceni funkéniho stavu mitochondrii

Jak optimalizovanou metodu bobtnani mitochondrii, tak metodu stanoveni
retencni kapacity mitochondrii pro kalciové ionty vyuzivame v nasi laboratoii jako
prostiedky hodnoceni funkcniho stavu mitochondrii po plsobeni hepatotoxickych
¢1 hepatoprotektivnich latek. Ob€ metody jsou vhodné ke sledovani zmén citlivosti MPTP
indukovanych napft. oxida¢nim stresem, ptisobenim 1é¢ivych piipravkl a potravinovych
dopliki. Jejich uplatnéni jsme nasli pfi charakterizaci zmén mitochondridlnich funkci
v disledku nealkoholové tukové choroby jater (NAFLD —non-alcoholic fatty liver
disease). Prace se ptipravuje k publikaci. t-BHP indukovany oxidaéni stres mitochondrii
(aktivace MPTP) byl diskutovan v kapitole 4. 2. 3. Z dosud publikovanych vysledkt bych
chtél uvést vyuziti metod pfi detailnim studiu U¢inka derivatd biguanidi (metforminu

a fenforminu) a epigalokatechin-3-galatu na jaterni mitochondrie.

4. 6. 1. Zhodnoceni ucinkii biguanidii na jaterni mitochondrie

Metformin se pouziva k 1é€bé cukrovky 2. typu uz od konce 50. let 20. stoleti
ve vétsin€ evropskych zemi a ve Spojenych statech americkych a je v soucasné dobé
povazovany jako 1€k prvni volby (Caparrotta et al., 2020). Metformin patii
mezi tzv. biguanidy — inzulinové senzitizatory, coz jsou latky zvysujici citlivost bun¢k
k inzulinu a je vysoce U€inny pii snizovani hladiny gluk6zy v krvi (Bailey and Turner,
1996, Campbell et al., 1996, Drahota et al., 2014, Hernandez-Velazquez et al., 2023).
Zpocatku bylo navrZeno, Ze jednim z kli¢ovych G€inkid metforminu je indukce transportu
glukézy do svalt (Klip and Leiter, 1990, Valensi et al., 2002). V posledni dobé rostou
produkci glukézy v jatrech, zejména inhibici glukoneogeneze (Hundal et al., 2000,
Weijers and Bekedam, 2020). Nicméné se objevuji dikazy, Ze chronické uZivani
metforminu mé rovnéZ negativni U€inky, napf. Ze 1écba metforminem vede k inhibici
komplexu I, ke snizeni syntézy ATP a ovliviiuje jeji rezervy v jatrech (Owen et al., 2000,
Argaud et al., 1993) a vyznamné méni vlastnosti a funkce bunéénych a mitochondridlnich
membran (Weijers and Bekedam, 2020). I kdyZ je metformin dlouhodobé pouzivan
v klinické praxi, neni jeho pfesny mechanismus Gc¢inku stdle znam. Je pravdépodobné,
ze ucinek biguanidi je vysledkem kombinace fady modulaci metabolickych reakci

spojenych s membranami v zavislosti na konkrétnich podminkach.
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Biguanidy se diky svému pozitivhimu nédboji snadno vazou na biologické
membrany. Interakce biguanida s fosfolipidy bunéénych a mitochondridlnich membran
méni jejich fyziologické vlastnosti, coz nasledné miize vyvolat fadu poruch. Mezi funkcni
zmeény bunénych membran patii: zmény aktivity iontovych kanali a kinetiky
membranovych enzymti, dale zmény konformace proteinti, ovlivnéni vlastnosti receptorti
a dochazi ke zméndm fluidniho uspotadani fosfolipidi membran. Pfesny charakter téchto
interakci vSak zlstava nejasny (Weijers and Bekedam, 2020).

Fenformin je dal$i z biguanidl, ktery ma kvalitativné podobné ucinky jako
Je silnéj$im inhibitorem mitochondridlni oxidace a zptsobuje laktatovou acidézu, a proto
byl z klinické praxe vyloucen (Bando et al., 2010, Dyatlova et al., 2023). Fenformin je
vSak vhodny pro experimentéalni studie zaméfené na mechanismy piisobeni biguanidi
diky svému vyraznéj§imu inhibi¢nimu ucinku pii nizSich koncentracich. Existuji
poznatky, jez naznacuji, ze biguanidy mohou modifikovat funkci MPTP. Tato data
ukazuji, Ze metformin v izolovanych bunikach zvySuje hodnoty CRC a ovliviiuje otevieni
MPTP (Guigas et al., 2004, Detaille et al., 2005). V nasi praci jsme mimo dal$i sledované
parametry hodnotili vliv fenforminu na funk¢ni stav MPTP mitochondrii izolovanych
z jater potkana. Testovali jsme ulinky fenforminu na kalciem indukované bobtnani
izolovanych jaternich mitochondrii. Pomoci nasi optimalizované¢ metody jsme hodnotili
vSechny tfi parametry charakterizujici kinetiku funkce MPTP, tj. extent —rozsah bobtnani,
rate — maximalni rychlost bobtnani a ¢asovy interval, kdy dosahlo bobtnani maximalni
rychlosti (Drahota et al., 2012a).

Z naSich zavéri je patrné, Ze fenformin zvySuje rezistenci MPTP ke kalciovym
iontim. Rozsah bobtnani mitochondrii po pfidani 0,1 mM CaCl, se snizil v dasledku
pusobeni fenforminem o 20 %, maximalni rychlost bobtnani poklesla o 44 % a Casovy
interval maximalni rychlosti bobtnani po pfidani CaCl> byl dvojnasobné prodlouzen.
Vsechny tyto vysledky potvrzuji, ze fenformin snizuje citlivost MPTP ke kalciovym
iontlim. DalSi data uvedend v nasi studii naznacuji, ze biguanidy plisobi na riizné procesy
probihajici v mitochondriich. VSechny tyto procesy jsou spojeny s IMM. NasSe data jsou
v souladu s hypotézou Schéfera (1976), ze vazba biguanidii na membranové fosfolipidy
nespecifickym zplisobem méni vlastnosti membran a dalsi vysledky tyto zavéry jen

potvrzuji (Schafer, 1976, Weijers and Bekedam, 2020).

Podrobnéji viz priloha ¢. 9
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4. 6. 2. Zhodnoceni ucinku epigalokatechin-3-galdtu na jaterni mitochondrie

Epigalokatechin-3-galat (EGCG) je hlavni katechin obsazeny v zeleném caji
al., 2014, Xing et al., 2019, Yoshino et al., 1994). Jeho cytoprotektivni ucinky byly
popsany v jatrech (Kuzu et al., 2008, Moravcova et al., 2014, Tipoe et al., 2010),
ledvinach (Sahin et al., 2010), srdci (Akhlaghi and Bandy, 2012), plicich (Sriram et
al., 2009) a dalSich orgénech. Tato protekce je zprostfedkovana cCastecné piimym
antioxida¢nim ucinkem (Raza and John, 2007) a jeho rozpiahujicimi u€inky (Kucera et
al., 2015). Mirné rozptazeni oxidativni fosforylace vede ke snizené¢ produkci mtROS
(Brand et al., 2004, Mookerjee et al., 2010). Antioxidacni a prooxidacni u¢inky EGCG
nejsou ale tak jednoznacné a jsou Siroce diskutovany v piehledové praci Lamberta
a Eliase (2010). Rovnéz bylo prokézéno, ze EGCG se piimo vaze na Cyp-D, dilezity
regulacni faktor MPT, a zlepSuje mitochondridlni funkce inhibici otevirani MPTP
(Wu et al., 2022).

V posledni dob¢ se zacalo hovotit o EGCG v souvislosti s hepatocyty a NAFLD.
EGCG vykazuje pozitivni u€inky pii 1écbé steatohepatitidy vyvolané stravou s vysokym
obsahem tuki (Fiorini et al., 2005, Chung et al., 2012, Kuzu et al., 2008, Zhou et al.,
2014) a ochranné ucinky proti hepatotoxicit¢ vyvolané ethanolem (Arteel et al., 2002,
Kaviarasan et al., 2008, Skrzydlewska et al., 2002). Na druhou stranu byly zvefejnény
poznatky, Ze pfedavkovani EGCG a/nebo vytazky ze zeleného ¢aje zplisobuje posSkozeni
jater a jaternich mitochondrii (Galati et al., 2006, Jimenez-Saenz and Martinez-Sanchez
Mdel, 2006, Schmidt et al., 2005). Nezadouci ucinky na jaterni tkan jsou spojeny
s prooxida¢nim plisobenim vysokych ddvek EGCG (Kucera et al., 2015), zvySenou
tvorbou ROS, ztratou MMP a poklesem produkce ATP (Galati et al., 2006).

Vysoké davky EGCG byly v naSich prvnich studiich zamétenych na EGCG
rovnéz shledany hepatotoxickymi. Toxicita EGCG byla nalezena u regenerujicich jater
po caste¢né hepatektomii (Mezera et al., 2014). Podobné¢ EGCG ve vysokych davkach
vykazoval toxické U€inky na mitochondrie v permeabilizovanych hepatocytech (Kucera
et al., 2015) a jsou pozorovany i v bunéénych liniich hepatocyti (Li et al., 2009). Jak je
patrné, existuji protichidné dikazy o vlivu EGCG na funkéni stav mitochondrii. Nékteti
autofi uvadéli ochranny ucinek EGCG a snizeni tvorby mtROS (Kaviarasan et al., 2007,
Meng et al., 2008, Raza and John, 2007). Jiné skupiny potvrdily nezadouci (inhibi¢ni)
ucinky EGCG na respiraci mitochondrii a aktivitu oxida¢nich fosforylanich enzymu

(Valenti et al., 2013, Weng et al., 2014, Zheng and Ramirez, 2000).
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V na$i, jiz zminéné praci, jsme hodnotili U€inky riznych davek EGCG
na primarni kultury hepatocytti potkana a na jaterni mitochondrie v permeabilizovanych
hepatocytech. U¢inek EGCG na tvorbu ROS byl dvoufizovy. Zatimco nizké davky
EGCG snizovaly produkci ROS, nejvyssi testovana davka (200 uM) vyvolala vyznamné
zvySeni tvorby ROS. V permeabilizovanych hepatocytech zptisoboval EGCG poskozeni
OMM a rozprazeni oxidativni fosforylace (Kucera et al., 2015).

V dalsi nasi praci jsme proto hodnotili, zda vhodné (nizké) davky EGCG jsou
schopné ochranit hepatocyty a jaterni mitochondrie pred oxida¢nim poSkozenim
vyvolanym t-BHP (Mezera et al., 2016). M¢fili jsme respiraci mitochondrii, MMP
a CRC. Jak je patrné z naSich vysledkt, mirné, netoxické davky EGCG neovlivnily ndmi
sledované mitochondridlni parametry. EGCG v téchto koncentracich nebyl schopen
ochranit jaterni mitochondrie ptfed dysfunkci vyvolanou t-BHP. Navic se nam podafilo
prokéazat, ze vysoké koncentrace EGCG dokonce zvysuji toxicitu t-BHP. Pokud se
vratime k vyuziti optimalizované metody hodnoceni CRC, tak z naSich dat je zfejmé, ze
samotny EGCG v koncentracich 50 uM a nizsich nem¢l Zadny G¢inek na CRC. Expozice
100 a 200 uM EGCG snizila retencni schopnosti mitochondrii na 70 % oproti kontrolam.
Oxidaéni stres navozeny jiz minimalni testovanou koncentraci t-BHP (0,01 mM)
zpusobil statisticky vyznamny pokles CRC (50 %) oproti kontrolnim mitochondriim.
Mira dalSiho poklesu CRC byla zavisla na koncentraci pouzitého t-BHP. EGCG svymi
antioxida¢nimi G¢inky nedokdzal zabranit poklesu CRC, jenz byl vyvolan plisobenim
t-BHP. Mitochondrie preinkubované s 10 uM EGCG a ovlivnéné 0,01 mM t-BHP
vykazovaly stejny pokles CRC jako mitochondrie inkubované pouze s t-BHP. Zavérem
1ze fict, Ze mirné netoxické davky EGCG nejsou schopné chranit mitochondrie izolované
z jater potkanil pfed oxida¢nimi U¢inky t-BHP, naopak byl pozorovéan aditivni Skodlivy

ucinek EGCG v koncentracich vyssich nez 50 uM.

Podrobnéji viz priloha ¢. 10 a 11
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5. ZAVERY

Mitochondrie jsou nejen castym cilem oxida¢niho poSkozeni, ale jsou také
povazovany za hlavni bunéény zdroj ROS. V mitochondriich nicméné existuji rtizné
mechanismy, které zajiSt'uji rovnovahu mezi tvorbou a eliminaci kyslikovych radikal.
Vyznamnou roli v ochranég, ale i v poskozeni mitochondrii hraje zvySena propustnost
mitochondrialnich membran, za kterou je zodpovédny MPTP. Kratké, prechodné otevieni
MPTP ma pozitivni G€inek na snizeni tvorby mtROS respiracnim fetézcem. Pokud vSak
MPTP zlstava otevieny po delsi dobu, napt. kvili zvysené koncentraci kalciovych iontil
v matrix mitochondrii nebo zvySené produkci mtROS, dochazi ke zméné MMP, k poklesu
tvorby ATP a indukuji se procesy vedouci k bunééné smrti.

V pribéhu dosavadniho, 70 let trvajiciho, intenzivniho vyzkumu se podafilo
identifikovat fadu latek, které ovliviiuji funkéni stav MPTP (aktivuji/inhibuji jeho
otevieni), avsak molekularni struktura tohoto membranového poru ziistava stale nejasna.
Vzhledem k tomu, Ze ptesnd identita slozek poru dosud nebyla objasnéna, nelze vyloucit,
ze kromé zdkladnich znamych struktur a regulacnich faktorti, které jsou nezbytné
pro otevieni MPTP, existuje za nékterych podminek nebo v nékterych typech bunék
nékolik alternativnich struktur, které zahrnuji i dal$i komponenty. Permeabilizace IMM
tak mlze vyplyvat z aktivace nebo tvorby vice nez jednoho druhu kanalu, to znamena,
Ze je tieba mit na paméti moznou existenci vice nez jednoho typu MPTP.

Studium molekuldrniho uspofadani a funkce MPTP je pfinosné pro vyzkum
mechanismu vzniku a rozvoje onemocnéni, coz muze ptispét k vyvoji vhodnych farmak
a snizeni mortality a morbidity pacientll. Podatfilo se ndm optimalizovat dvé metody
pro lepsi hodnoceni funkéniho stavu MPTP a rGznych faktorii, které se na jeho regulaci
podileji. Tyto metody umoziiuji hodnotit organové i druhové specifity poru za riznych
fyziologickych i patologickych stavti. Naproti tomu z literarni reSerSe vyplyva, Ze znalosti
molekulérni struktury poru jsou stale nejasné, a dokonce stale nejasnéjsi. Diskuse o tom,
zda je MPTP pdérem nebo jen nespecifickym otvorem v mitochondridlni membrané,
tak dale pokracuji. Jednim z poslednich zavért je predstava, ze MPTP neni klasicky por,
ale mnohostranny multifaktorialni jev bez absolutni zavislosti na jediném parametru.
hledat mechanismy, které by MPTP vhodné inhibovaly a pomohly pii 1€cbé nemoci
spojenych s jeho otevienim. K tomu je vSak potfeba mit kvalitni a standardizované

metody, které poskytuji reprodukovatelné vysledky napti¢ laboratotfemi.
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